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EPIGRAFE

Antes de ter amado um animal, parte da nossa alma permanece desacordada.

(Anatole France)
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RESUMO

Os triatomineos sdo de grande importancia para a saude publica por serem o0s
vetores de Trypanosoma cruzi, agente etioldogico da doenca de Chagas. O
objetivo deste trabalho foi verificar as fontes alimentares de triatomineos
sinantrépicos infectados por T. cruzi e capturados no Distrito Federal (DF) e
Goias. Foram selecionadas amostras de triatomineos capturados no DF e Goias
no periodo de 2012 a 2014. Foram incluidas amostras positivas para T. cruzi por
meio da gPCR (TCZ-gPCR) e, no caso de triatomineos provenientes de coldnias
no mesmo local de coleta, apenas um triatomineo foi incluido no estudo. Assim,
as amostras foram selecionadas para o diagnoéstico da fonte alimentar por meio
HRM-cyt b-gPCR para a amplificacdo do gene citocromo b das amostras
intestinais de triatomineos. Os controles positivos para deteccdo da fonte
alimentar foram: Canis familiaris (c&o), Gallus gallus (galinha), Gracilinanus agilis
(marsupial), Felis catus (gato), Homo sapiens (humano), Ovis aries (ovelha) e
Rhipidomys macrurus (roedor). As curvas de dissociagao foram analisadas no
programa High Resolution Melt Software 3.1. Dos 347 triatomineos positivos para
T. cruzi 121 foram selecionados para o diagnostico da fonte alimentar. Destes,
71 foram capturados em ambiente peridomiciliar e 47 em ambiente
intradomiciliar. Constatou-se que 41,3% alimentou-se de sangue de
galinha/aves, 44,6% alimentou-se de sangue de humanos. A frequéncia de
alimentacdo em roedores, marsupiais, lagartos e gatos foi muito baixa e nenhum
triatomineo foi detectado com sangue de ovelha e cdo. Triatoma sordida obteve
a maior variabilidade de fontes alimentares. Os triatomineos capturados em
ambiente peridomiciliar apresentaram maior taxa de alimentacdo por
galinha/aves e os capturados em ambiente intradomiciliar por humanos. As
espécies, em geral, apresentaram alta frequéncia de alimentagcdo em humanos.
Triatoma sordida, que é uma espécie conhecida por habitos peridomiciliares e
ornitofilos, também apresentou alta frequéncia de alimentacdo em humanos.
Estes dados séo relevantes para o desenvolvimento de estratégias de vigilancia
da doenca de Chagas.

Palavras- Chave: Fonte alimentar. g°PCR HRM. Triatoma sordida.
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ABSTRACT

Triatomines show great importance for public health because they are the vectors
of Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas' disease. The objective of this
research was to identify food sources of T. cruzi-infected synanthropic triatomines
captured in domiciliary environments in Federal District (DF) and Goias, infected
by T. cruzi. Samples were selected from 2012 to 2014. Positive samples for T.
cruzi by gPCR (TCZ-qPCR) were included, and when triatomine colonies were
found in the the same collection site, only one triatomine was included. Thus,
samples were selected for diagnosis of the food source by means of HRM-cyt b-
gPCR for the amplification of the cytochrome b region of the intestinal of triatomine
samples. Positive controls for food source detection were: Canis familiaris (dog),
Gallus gallus (chicken), Gracilinanus agilis (marsupial), Felis catus (cat), Homo
sapiens (human), Ovis aries (sheep) and Rhipidomys macrurus (rodent).
Dissociation curves were analyzed in the High Resolution Melt Software 3.1
program. From 347 triatomine positive for T. cruzi 121 were selected for the food
source diagnosis. Of these, 71 were captured in a peridomiciliary environment and
47 in a intradomiciliary environment. 41.3% fed on chicken / bird blood, 44.6% fed
on human blood. Frequency of feeding in rodents, marsupials, lizards and cats
was very low and no triatomine was detected with sheep and dog blood. Triatoma
sordida obtained the highest variability of dietary sources. Triatomines captured in
a peridomiciliary environment had a higher feeding rate per hen / birds and those
captured indoors by humans. Species, in general, presented high feeding
frequency in humans. Triatoma sordida, a species frequent found in chicken
houses, also presented high feeding frequency in humans. These data are
relevant for the development of surveillance strategies for Chagas' disease.

Keywords: Food sources. gPCR HRM. Triatoma sordida.



1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas apresenta ampla distribuicio no continente americano
(Coura e Vifas, 2010) e esta associada a infeccdo pelo parasito Trypanosoma
cruzi (Chagas, 1909), um protozoario hemoflagelado da familia Trypanosomatidae
(Lent e Wygodzinsky, 1979).

Existem diversas formas de transmissdo da doenca de Chagas, no
entanto, €& a transmissdo vetorial que apresenta a maior importancia
epidemioldgica e corresponde a 85 a 96% dos casos de doenca de Chagas
humana na América Latina (WHO, 2010). A transmissao vetorial é associada aos
triatomineos hematofagos da familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (Lent e
Wygodzinsky, 1979). Existem 152 espécies de triatomineos descritas no mundo
sendo que 68 ocorrem no Brasil (Gurgel-Gongalves et al., 2012a; Galvao e
Paula, 2014; da Rosa et al., 2017; Justi e Galvao, 2017).

Entretanto, a maioria dessas espécies mantém habitos estritamente
silvestres (Carcavallo et al., 1998), enquanto outras sdo consideradas
sinantropicas, pela sua tendéncia a viver em ambientes artificiais, principalmente
Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata e Triatoma sordida (Silveira et al., 1984; Vinhaes e Dias, 2000;
Silveira e Dias, 2011). Na regido Centro-Oeste do Brasil, 27 espécies de
triatomineos sdo conhecidas, representando 41% da fauna triatominica
brasileira. Triatoma sordida e Rhodnius neglectus sdo as espécies com maior
distribuicdo geografica, ocorrendo principalmente em areas de cerrado no estado
de Goias (Pereira et al., 2013; Rossi et al., 2015).

No Distrito Federal, até o presente momento, as seguintes espécies de
triatomineos foram identificadas: P. megistus, T. pseudomaculata, R. neglectus,
Psammolestes tertius, T. sordida, P. geniculatus e P. diasi (Gurgel-Gongalves et
al., 2004; Maeda et al., 2012).

Originalmente, a doenca de Chagas era considerada uma enzootia
transmitida pelos triatomineos e associada a mamiferos silvestres que ocupavam
0S mesmos ecotopos desses vertebrados. No entanto, a partir da domiciliacdo

desses vetores, a parasitose se transformou em uma zoonose, passando a incluir



no seu ciclo animais peridomésticos, domésticos e o0 homem (Nascimento et al.,
1997).

A informagcdo proveniente das fontes alimentares dos triatomineos
contribui para ampliar o conhecimento dos hospedeiros naturais e seu papel na
transmissdo do T. cruzi ao homem (Forattini et al., 1982). O estudo das
associacfes entre triatomineos e suas fontes alimentares permite entender
aspectos da histéria natural desses insetos e ainda identificar as espécies de
maior interesse médico (Georgieva et al., 2017).

A identificacdo das fontes alimentares dos triatomineos pode ser realizada
por observacdo da morfologia das hemacias contidas no aparelho digestivo dos
triatomineos (Villela et al., 2010), testes de precipitina baseados na reacao
antigeno-anticorpo (Siqueira 1960; Villela et al., 2010), reacdo de ensaio
imunoenzimético (ELISA) (Silva, 2012) e técnicas baseadas na deteccdo do DNA
das fontes alimentares (Pizarro e Stevens, 2008; Pefa et al., 2012; Stevens et
al., 2012; Ibafiez-Cervantes et al., 2013; Buitrago et al., 2014; Lucero, et al.,
2014; Georgieva et al., 2017).

A técnica para a deteccao de fontes alimentares de triatomineos baseada
em analises pos qPCR chamada High Resolution Melting (Pefia et al., 2012)
detecta varia¢des nas curvas de dissociacbes em gPCR, que posteriormente sdo
analisadas no software High Resolution Melt Software 3.1 (Applied Biosystems,
CA, USA). Ou seja, o método possui duas etapas, primeiro a qPCR onde a curva
de dissociacdo sera formada e, a segunda etapa que consiste na analise desta
curva em softwares especificos para o HRM. Com essa analise é possivel
identificar pequenas variacdes nas sequéncias de DNA baseadas em diferencas
nas curvas de dissociacéao.

O presente trabalho teve como objetivo verificar as fontes alimentares de
triatomineos sinantrdpicos infectados por T. cruzi capturados no Distrito Federal
e Goias no periodo de 2012 a 2014.

2. MATERIAL E METODOS

Os triatomineos foram obtidos por colaboradores do Laboratorio de Saude
Pdblica Dr. Giovanni Cysneiros — LACEN/SES/GO e Diretoria de Vigilancia
Ambiental do Distrito Federal — DIVAL/SES/DF e capturados no periodo de



Agosto de 2012 a Dezembro de 2014, em ambientes artificiais (intradomicilio e
peridomicilio) pelos agentes de controle de endemias, dentro da programacao
anual de visitas do PCDCh, ou entregues pelos proprios moradores em postos
de saulde, secretarias de saude ou laboratérios de entomologia.

Os laboratorios LACEN/SES/GO e DIVAL/SES/DF realizaram exame
parasitologico de fezes frescas e/ou coradas. Os espécimes de triatomineos do
DF foram reavaliados quanto ao exame parasitologico de fezes, em lamina fresca
e corada no Laboratorio de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores. Porém,
nao foi possivel realizar o mesmo procedimento com os espécimes de GO,
devido ao fato de terem sido enviados secos e ap0s passado muito tempo da
coleta (Minuzzi-Souza et al. 2016).

Apés o diagnostico por meio do exame parasitologico de fezes os
triatomineos foram encaminhados para extracdo do intestino em capelas de fluxo
laminar. Os individuos foram posicionados em laminas de vidro estéreis onde o
intestino po6de ser removido com o uso de pingas de relojoeiro, que foi
esterilizado entre cada amostra. O intestino foi macerado e adicionado 1mL de
solucéo tampao de fosfatase alcalina - PBS 1X pH 7,4 (3,2 mM Na2PO4, 0,5mM
KH2PO4, 1,3mM KCI e 1,35 mM NacCl) estéril sendo que cada amostra foi
armazenada em microtubos de 1,5mL (descrito em Minuzzi-Souza et al. 2016).

O DNA total do triatomineo foi extraido de amostras do tubo digestivo com
amostras fecais ou parte abdominal macerada por meio do Kit de Extracéo
lllustra Tissue and Cells Genomic — GE, QIAamp DNA Mini Kit - Qiagen e Biopur
Kit Extracdo Mini Spin Plus, conforme as instru¢bes do fabricante. Todas as
amostras foram quantificadas no NanoVue™ Plus Spectrophotometer — GE
usando o comprimento de onda de 220 a 330nm e os dados foram expressos em
ng/uL. No total foram coletados 2715 triatomineos, sendo 1821 capturados no
Goias e 894 triatomineos no Distrito Federal, no periodo de 2012 a 2014. Destes,
841 triatomineos foram analisados na TCZ-gPCR, que amplifica sequéncia
repetitiva do DNA nuclear em T. cruzi, e 347 triatomineos apresentaram este
DNA (Minuzzi-Souza et al. 2016).

Apds o diagnostico na TCZ-gPCR, as amostras seguiram para o estudo de
fonte alimentar. No entanto, foram aplicados dois critérios de selecao, séao eles:

1) Somente triatomineos positivos na TCZ-gPCR foram incluidos no diagndstico



da fonte alimentar; 2) Se houvesse colbnia de triatomineo no mesmo local de
coleta, apenas um triatomineo dessa colonia seria incluido no estudo da fonte
alimentar.

Para o diagnéstico da fonte alimentar, foram extraidos DNA do sangue de:
Bos taurus (vaca), Canis familiaris (cachorro), Equus caballus (cavalo), Gallus
gallus (galinha), Gracilinanus agilis (marsupial), Felis catus (gato), Homo sapiens
(humano), Ovis aries (ovelha) e Rhipidomys macrurus (roedor), Sus (porco
domeéstico) e, de um primata ndo-humano utilizando o Biopur Kit Extracdo Mini
Spin Plus, conforme instrucdes do fabricante. As amostras foram e quantificadas
em NanoVue™ Plus Spectrophotometer — GE, conforme informado acima.

No diagnéstico da fonte alimentar dos triatomineos, foi realizada uma
gPCR High Resolution Melting (HRM) (HRM-cyt b-gPCR) utilizando os primers
cyt b-F (5-CCC CCT AGA ATG ATATTT GTC CTC A-3’) e cyt b-R (5-CCA TCC
AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA-3’) (Boakye, Truc e Unnasch, 1999) que
amplifica parte do gene citocromo b (cyt b) e gera um produto com 383 pares de
base.

A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume final de 20pl, 1X de
MeltDoctor™ HRM Master Mix (Applied Biosystems™), 0,5uM de cada primer,
20ng de DNA. As reacbes HRM-cyt b-gPCR foram realizadas em placas de 96
pocos (Optical 96-Well Reaction Plate, MicroAmpR), no termociclador
QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA), com as
seguintes condicfes: 95°C por 10 minutos e 40 ciclos a 95°C por 15 segundos,
55°C por 45 segundos e 72°C por 10 segundos. A analise da curva de
dissociacao foi realizada a 95°C por 10 segundos, 60°C por 1 minuto, 95°C por 1
minuto e 60°C por 15 segundos em sendo que a analise se deu a 95°C para
60°C com uma rampa de aumento de 0,1°C/s. DNA extraido de perna de P.
megistus foi utilizado como controle negativo e seis amostras de controles
positivos foram incluidas para a analise do HRM (DNA de cachorro, galinha,
marsupial, gato, humano, ovelha e roedor). Além do mais, foi incluido um
controle de DNA de intestino de triatomineo alimentado de sangue de galinha
como controle positivo da reagéo.

Os resultados foram analisados no programa High Resolution Melt

Software 3.1 (Applied Biosystems, CA, USA) com o0s seguintes padrdes de



curvas de controles de fonte alimentar: C. familiaris (cachorro) — 75,5 a 80,3; G.
agilis (marsupial), — 76,2 a 80,7; H. sapiens (humano) — 79,3 a 84,3; G. gallus
(galinha) — 80,9 a 85,3; F. catus (gato) — 77,1 a 81,3; O. aries (ovelha) — 76,9 a
80,3 e R. macrurus (roedor) — 76,1 a 80,2.

Algumas amostras foram selecionadas para o envio e confirmacdo da
analise para o sequenciamento. Os produtos da amplificacdo da PCR foram
purificados por meio do protocolo do Kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit GE Healthcare, corridas em gel de agarose 2% (Figura 5) para a
visualizacdo de bandas unicas e posteriormente foram enviados para Centro de
Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-Tronco da Universidade de Sao
Paulo (USP). As sequéncias obtidas foram editadas usando o software Genious
e comparadas com o banco de dados depositado no GenBank, usando o
algoritmo BLASTn/NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2. RESULTADOS

Das 347 amostras positivas para T. cruzi, 121 foram selecionadas para a
deteccado da fonte alimentar na HRM-cyt b-gPCR. Destes, 35 triatomineos foram
capturados no DF e 86 no estado do Goias. Também, 47 triatomineos foram
coletados em ambiente intradomiciliar e 71 em ambiente peridomiciliar (Figura 1).

No total, 5 espécies de triatomineos foram selecionadas para o
diagnéstico da fonte alimentar: T. sordida, P. megistus, R. neglectus, T.
pseudomaculata e P. geniculatus (Tabela 1).

Com relacdo aos controles positivos, nao foi possivel padronizar a curva
de dissociacéo de quatro possiveis fontes alimentares de triatomineos, sendo as
espécies: cavalo, primata ndo-humano, porco doméstico e vaca. Portanto, as
mesmas foram excluidas do trabalho, permanecendo apenas sete fontes
alimentares (Figura 2).

As fontes alimentares mais frequentes foram galinha e humano em P.
megistus, R. neglectus e T. sordida (Figura 3). Com relacdo aos resultados
obtidos da HRM-cyt b-gPCR, 28 triatomineos que se alimentaram de humanos
foram capturados em ambiente intradomiciliar, enquanto que 24 foram

capturados em ambiente peridomiciliar (Figura 4). 33 triatomineos capturados em
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ambiente peridomiciliar se alimentaram de galinhas e apenas 14 foram
capturados em ambiente intradomiciliar (Figura 4).

A espécie de triatomineo que apresentou a maior variedade de fontes
alimentares e a maior taxa de alimentagdo de humanos, galinhas e roedores foi
T. sordida; T.sordida foi a Unica espécie que se alimentou de gatos (Figura 3). A
frequéncia de alimentacdo em roedores, marsupiais, lagartos e gatos foi muito
baixa e nenhum triatomineo foi detectado com sangue de ovelha e cdo. N&o foi
possivel obter a fonte alimentar de 6 amostras de triatomineos (Figura 3).

Apos a analise no programa High Resolution Melt Software 3.1 (Applied
Biosystems, CA, USA), nao foi possivel obter a fonte alimentar de 10 amostras.
Destas amostras, 5 foram enviadas para o sequenciamento e o restante nao foi
devido ao fato de ndo ter sido possivel amplificar no HRM-cyt b-gPCR, porém
foram mantidas no estudo para a andlise dos resultados.

Foram enviadas 14 amostras para 0 sequenciamento. 4 amostras sem
resultado de fonte alimentar e 10 para confirmacédo da eficacia do método HRM-
cyt b-gPCR. Uma amostra continuou sem o resultado de fonte alimentar porque o
sequenciamento apresentou muitos artefatos que, apds a edicdo no software
Genious, gerou uma sequéncia que nao permitiu identificacdo ao comparar com
sequencias depositadas no GenBank.

Das 9 amostras selecionadas para a eficacia do método, 3 divergiram o
resultado do sequenciamento com o obtido ap6s a analise no programa High
Resolution Melt Software 3.1 (Applied Biosystems, CA, USA). Uma amostra
identificada com DNA de gato no High Resolution Melt Software 3.1, foi
identificada com DNA deroedor no sequenciamento; outras amostras que haviam
sido identificada com DNA de marsupial e roedoroutra , foram identificadas com
DNAde lagarto no sequenciamento.

Apds a andlise do sequenciamento foi possivel identificar mais uma fonte
alimentar, Tropidurus catalanensis (lagarto), que nao estava presente como
controle positivo no HRM gPCR.

Das 14 amostras selecionadas para o0 envio para 0 sequenciamento
(Figura 5), 8 eram do DF e 6 de GO. 6 amostras foram positivas para humanos, 3
amostras foram positivas para roedores, 3 para lagartos, 1 para aves/galinhas e

nao foi possivel diferenciar 1 amostra (Tabela 2).
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Figura 1. Numero de amostras do DF e GO analisadas de acordo com as

espécies de triatomineos e local de captura.

Tabela 1. Espécies selecionadas, numero de individuos de cada espécie e

frequéncia, de amostras do DF e GO.

Espécie Numero de individuos Frequéncia (%)
Panstrongylus geniculatus 3 2,5
Panstrongylus megistus 26 21,5

Rhodnius neglectus 30 24,7

Triatoma psudomaculata 12 10

Triatoma sordida 50 41,3

Total 121 100
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Figura 2. Curvas de melt/ dissociacdo do DNA das espécies de animais
selecionados como possiveis fontes alimentares de triatomineos. As barras azuis
indicam as temperaturas de dissociagdo, as curvas superiores indicam as
amostras e as curvas abaixo indicam os controles. (A) Cachorro — 75,5 a 80,3;
(B) Gamba - 76,2 a 80,7; (C) Humano — 79,3 a 84,3; (D) Galinha — 80,9 a 85,3;
(E) Gato - 77,1 a 81,3; (F) Ovelha — 76,9 a 80,3; (G) Roedor — 76,1 a 80,2.
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Tabela 2. Espécies selecionadas para o sequenciamento, local de coleta e a
respectiva fonte alimentar.
*NUumero de acesso da sequéncia correspondente do GenBank usada para

comparacao com a sequéncia obtida no presente estudo.

Espécie de Triatomineo Local de Coleta Ambiente Fonte alimentar NUmero de Acesso*
P. geniculatus DF Intradomicilio  Roedor EF531693.1
T. pseudomaculata DF Peridomicilio | agarto KU245060.1
P. megistus DF Intradomicilio  Hymano LC088149.1
T. pseudomaculata DF Intradomicilio  Hymano DQ236097.1
P. megistus DF Intradomicilio  |ngiferenciada -

T. pseudomaculata DF Peridomicilio Humano KX663333.1
T. pseudomaculata DF Peridomicilio Lagarto KU245060.1
T. pseudomaculata DF Intradomicilio  Hymano LC088149.1
T. sordida GO Peridomicilio  Roedor KT232247.1
T. sordida GO Peridomicilio  Galinha FM205718.1
T. sordida GO Peridomicilio  Humano LC088149.1
T. sordida GO Peridomicilio  Roedor KT232247.1

R. neglectus GO Intradomicilio  Hymano LC088149.1
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Figura 4. ldentificacdo das fontes alimentares de triatomineos de acordo com o
local de captura, de amostras do DF e GO.

4. DISCUSSAO

Neste estudo, T. sordida apresentou a maior variabilidade de fontes alimentares
(aves, humano, lagartos, roedores, felideos e marsupiais), o que corrobora com
estudos classicos demonstrando que esta espécie apresenta alta valéncia
ecologica (Forrattini et al.,,1973). No entanto, dentre as cinco as espécies de
triatomineos, observou-se que houve o predominio de duas fontes alimentares
que foram as de sangue de aves (principalmente de triatomineos capturados no
peridomicilio) e humanos (principalmente de triatomineos capturados no
intradomicilio).

Triatoma sordida ocorre principalmente em ambientes peridomicilares
onde alimenta-se preferencialmente de aves (Diotaiuti et al., 1993; Oliveira e
Silva, 2007, Rossi et al., 2015). No entanto, acredita-se que esses ambientes tém
sido propicios e estratégicos para que T. sordida consiga invadir as casas e, é
sabido que ha muito tempo vem se notando uma tendéncia a colonizacdo do
intradomicilio e peridomicilio por esta espécie devido a eliminacdo de

triatomineos domiciliares (Forrattini et al., 1973; Barreto, 1976), fato que justifica
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a presenca de alta frequéncia de alimentacdo de sangue de humanos. Também
foi a Unica espécie a se alimentar de gatos, o que ja é descrito (Wisnivesky-Colli,
1985), porém nao deixa de ser de extrema importancia pelo fato destes animais
serem considerados de estimacao, estarem em constante contato com humanos
e fazerem parte do ciclo doméstico (Siqueira-Batista et al., 2007), o que os faz
importantes no papel de reservatorios do T. cruzi.

Também, foram avaliados 26 espécimes de P. megistus 0s quais
apresentaram maior frequéncia de alimentacdo em sangue de aves seguido de
sangue humano. Ja foram descritas 7 fontes alimentares para a espécie P.
megistus, dentre elas estdo aves, humanos, cées, humanos, marsupiais, gatos,
roedores e porcos. Além do mais, a alimentacdo de sangue de aves tem sido
frequentemente reportada (Villela et al., 2010). No entanto, a alta frequéncia da
alimentacéo de sangue humano remete ao significativo grau de antropofilia de P.
megistus (Oliveira et al. 1982; Fernandes, 1992). Atualmente, P. megistus &
considerado o principal vetor de T. cruzi no Brasil (Gurgel-Gongalves et al.
2012a) e a colonizacdo de habitagbes humanas tem sido descrita (Minuzzi-
Souza et al., 2017).

Diferente das outras espécies de triatomineos, a espécie R. neglectus
apresentou uma maior frequéncia de alimentacédo de sangue humano. Esse fato
pode ser justificado pelo maior nimero de espécimes capturados no ambiente
intradomiciliar. No entanto, as fontes alimentares do R. neglectus descritas na
literatura estédo relacionados a diversas espécies de aves e mamiferos silvestres,
gambas, ratos e morcegos (Carcavallo et al. 1998) e a alimentacdo esta
relacionada ao proprio habitat da espécie as quais vivem nas as copas das
palmeiras (Gurgel-Gongalves et al., 2004). Apesar disso, sabe-se que ocorréncia
domiciliar do R. neglectus tem sido reportada em diversos estados (Oliveira e
Silva., 2007, Gurgel-Goncalves et al., 2008; Gurgel-Goncalves e Cuba 2009) e é
uma espécie que comegou a ocupar nichos que eram antes habitados pelo
Triatoma infestans. Em um estudo de fonte alimentar, Pefia et al. (2012)
descreveram que 5 amostras intestinais de R. prolixus alimentaram-se de sangue
de humanos e uma amostra de sangue de cdo, mostrando a variabilidade de

fontes alimentares de espécimes de Rhodnius spp. em ambiente domiciliar.
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Triatoma pseudomaculata é conhecida por colonizar ecotopos naturais e
artificiais e, habita o peridomicilio, como galinheiros (Maeda et. al., 2012). Foram
analisadas 12 amostras de T. pseudomaculata, em que 67% foi capturada em
ambiente peridomiciliar, corroborando com o fato desta espécie habitar
primariamente o peridomicilio, mas que também pode ser encontrada dentro de
residéncias (Silva et al. 1993). Em relacdo ao habito alimentar, esta € uma
espécie de habitos alimentares ornitofilicos, e no estudo em questdo, ela
apresentou maior frequéncia de alimentagdo em humanos, seguido de
marsupiais. E sabido que T. pseudomaculata tem potencial para ser uma espécie
antropofilica e tem aumentado a sua colonizacdo no peridomicilio (Dias et al.,
2000), portanto, deve-se intensificar a politica de vigilancia a esta espécie, visto
gque a maior taxa de alimentacdo foi em humanos. E, o aparecimento de
alimentacdo em marsupiais pode ser explicado pelo fato desta espécie habitar
cascos de arvores mortas e ninhos de passaros (Carcavallo et al., 1998) e esta
fazer parte do habitat dos mesmos (Cérceres, 2002).

Foram analisadas 3 amostras de triatomineos da espécie P. geniculatus
0s quais se alimentaram de humanos, galinhas e roedores. E sabido que esta
espécie habita regides silvestres, principalmente tocas de animais e matas
Uumidas (Valente, 1999) e ser uma regido que propicia o encontro das duas
espécies.

Em questdo de local de captura, P. geniculatus foi capturado 50% em
ambiente intradomiciliar, concordando com dados publicados anteriormente
(Valente, 1999) em que a espécie é tida como silvestre, porém pode ser atraida
para residéncias direcionada pela luz. Outra hipétese que visa explicar o motivo
pelo qual o P. geniculatus estd sendo encontrado em ambiente intradomiciliar e
peridomiciliar € a crescente urbanizacdo de regides rurais, que faz com que haja
a interacdo hospedeiros e vetores de ambos os ciclos, silvestre e doméstico,
como é citado em trabalhos em que P. geniculatus foi encontrado em habitacdes
suinas (Valente et al., 1998).

As duas espécies que apesentaram alimentacdo em lagartos foram T.
pseudomaculata e T. sordida, a qual foi evidenciada apenas por
sequenciamento, visto que néo havia controle positivo do mesmo na gPCR HRM.

T. pseudomaculata ja foi descrito anteriormente por Freitas et al. (2005) se
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alimentando de lagartos. E, ja é descrito uma ninfa de T. sordida se alimentando
de sangue de um lacertideo Tropidurus (Forrattini et al., 1973). Porém, é a
primeira vez em que é encontrado DNA de sangue de lagartos nesta espécie.

Lagartos sdo mais associados a espécie Triatoma arthurneivai, que é
encontrada vastamente na regido Sudeste do pais e esta associada a habitacdes
entre rochas e pedras (Forratini et al., 1968). Também é sabido que esta espécie
ndo se estabelece de maneira duradoura em ecotopos artificiais como
galinheiros (Forrattini et al., 1973).

A técnica do HRM-cytb-gPCR permitiu o diagnostico da fonte alimentar,
assim como observado anteriormente (Pena et al.,, 2012). A técnica requer
apenas um unico par de primers que amplificam o gene cyt b em vertebrados
sendo rapida, relativamente barata e altamente precisa. No entanto, nao foi
possivel obter a fonte alimentar de 10 amostras de triatomineos, no HRM-cyt B-
gPCR e 3 amostras apresentaram resultados diferentes na técnica e no
sequenciamentto. Esta limitacdo pode ser dada pela propria amostra do intestino
do triatomineo, pois este pode ter se alimentado ha mais tempo e o sangue do
hospedeiro poderia ter sido digerido, visto que a técnica utilizada é sensivel e

eficaz.

5. CONCLUSAO

A presenca de sangue humano em espécies de triatomineos positivas para
T. cruzi demonstra real possibilidade de transmissdo autoctone da doenca de
Chagas no DF, ainda ndo comprovada e manutencdo da transmissdo em Goias,
estado em que a doenca esta controlada. Esses dados reforcam a necessidade
de manutencdo e aprimoramento da vigilancia nas areas em estudo. Portanto,
recomenda-se manter uma vigilancia continuada com participagdo comunitaria, a
fim de monitorar a colonizacdo e/ou invasdo de triatomineos no ambiente
doméstico e, consequentemente, prevenindo novos casos de transmissao da

doenca de Chagas no estado de Goias e no Distrito Federal.
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