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RESUMO

A doenca de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, afeta cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas no
mundo. Embora a transmissdo por triatomineos esteja controlada, outras formas de transmissdo
tém mantido a infecgdo, sendo responsaveis pela introdugdo da doenga de Chagas em paises ndo
endémicos. Portanto, a doenca de Chagas, atualmente, ¢ um problema de satide publica mundial.
No Brasil, a transmissao oral tem se destacado, sendo que a polpa de agai e o caldo de cana sdo
os alimentos mais envolvidos em surtos. A dificuldade de isolamento de parasitas em alimentos
ndo tem permitido a analise epidemiologica desses episddios. O objetivo do presente estudo foi
padronizar um método laboratorial de detecg¢ao de 7. cruzi em alimentos. Para atingir este objetivo
estudamos as seguintes estratégias: i. padronizagdo da PCR convencional (cPCR) e em tempo
real (QPCR) para a determinacdo de 7. cruzi em polpa de acai e caldo de cana; ii. avaliacdo da
semeadura de alimentos infectados em meio de cultura LIT a fim de aumentar a carga parasitaria
potencializando a sua detec¢dao na PCR; iii. estudo da viabilidade e a integridade de 7. cruzi em
alimentos a fim de determinar o tempo ideal para realizar as analises em alimentos infectados; iv.
aplicacdo da técnica de pesquisa de sujidades leves para deteccdo de fragmentos dos triatomineos
como indicador da contaminacdo. Todos os ensaios foram realizados em amostras de polpa de
acgai e caldo de cana infectadas com diferentes concentragdes de 7. cruzi (cepa Y). Os resultados
revelaram que o procedimento ideal para pesquisa de 7. cruzi em polpas de agai e caldo de cana
consistiu em: i. centrifugagdo do alimento; ii. extragdo de DNA com kit comercial para matriz
fezes e; iii. qPCR utilizando iniciadores especificos para 7. cruzi. A cPCR se mostrou também
eficiente para detec¢do do parasita em alimentos, sendo os limites de deteccaode 1 x 101 e 1 x 102
tripomastigotas nos sedimentos de polpa de acai e caldo de cana, respectivamente. A semeadura
em meio LIT dos alimentos infectados experimentalmente nao foi eficiente para aumentar a carga
parasitaria. Os testes de viabilidade mostraram que os tripomastigotas mantiveram-se viaveis nas
amostras de caldo de cana por mais de 24 horas, mas na polpa de acai os parasitas sobreviveram
por até 8 horas. As técnicas para pesquisa de sujidades leves permitiram a recuperagdo e
caracterizagdo dos fragmentos de triatomineos, como indicador da contaminacdo por 7. cruzi.
Estes dados dao subsidios para concluir que a qPCR padronizada para detec¢do de 7. cruzi em
amostras de alimentos poderad atender a demanda de diagndstico dos surtos de infec¢do oral de
doenca de Chagas aguda, juntamente com a pesquisa de sujidades leves, contribuindo para o

esclarecimento dos casos e como suporte para as agdes de vigilancia em satde.
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, affects approximately 6 to 8 million people
worldwide. Although triatomine bug transmission is controlled, other forms of transmission
have maintained the infection and are responsible for introduction of Chagas disease in non-
endemic countries. Therefore, Chagas disease is currently a global public health problem. 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 7. 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 7. 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. T cruzi viability and integrity studies in food to determine the ideal time to perform
analyses in infected foods; 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 7. cruzi (strain Y). Results
revealed that the ideal procedure for 7. 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. gPCR
using specific primers for 7. cruzi. The cPCR was also efficient to detect the parasite in food,
with detection limits of 1 x 101 and 1 x 102 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. Viability tests showed that trypomastigotes remained viable in the cane
juice samples for more than 24 hours, but in the acai pulp the parasites survived for up to 8 hours.
The techniques to investigate light filth allowed the recovery and characterization of triatomine
bug fragments as an indicator of 7. cruzi contamination. These data support the conclusion that
the standardized qPCR to detect 7. 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.
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