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RESUMO

A tripanossomiase bovina apresenta alta morbidade e mortalidade, que associados a
inespecificidade dos sinais clinicos possibilitam sua rapida disseminacéo e culminam em graves
prejuizos produtivos e reprodutivos. Os sinais clinicos sdo comuns a outras enfermidades como
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e diarreia viral bovina (BVD). Visto isso, 0 presente
trabalho objetivou avaliar a soroprevaléncia de T. vivax em animais com suspeita clinica da
doenca e comparar a soroprevaléncia de IBR e BVD, além de avaliar a sazonalidade das trés
patologias e se ocorrem de forma concomitante em fémeas bovinas. Foi realizado um estudo
retrospectivo por levantamento de registros do laboratério de Medicina Veterinaria preventiva
do Hospital Veterinario de Uberaba. No periodo compreendido entre 2013 e 2020 foram
encaminhadas para o Hospital Veterinario de Uberaba (HVU) da Universidade de Uberaba
(UNIUBE) 1443 amostras de sangue de fémeas bovinas com suspeita clinica de
tripanossomiase (disturbios reprodutivos, apatia, febre, anorexia, anemia e queda na producéo)
para exame sorologico por imunofluorescéncia indireta, das quais 121 foram solicitados testes
de ELISA indireto, buscando estabelecer diagndstico diferencial para IBR e 123 para BVD.
Para melhor interpretacdo, os dados foram agrupados de acordo com a doenca e estagcdes do
ano. Pode-se notar que 57,10% (824/1443) eram positivas para T. vivax, 87,60% (106/121) para
IBR e 70,73% (87/123) para BVD. Nota-se que as fémeas bovinas com suspeita clinica de
tripanossomiase apresentaram soroprevaléncia para T. vivax inferior (p<0,05) em relacdo a IBR
e BVD. De acordo com as analises obtidas no presente trabalho, pode-se concluir que a
prevaléncia de anticorpos anti-T. vivax em fémeas bovinas com suspeita clinica de
tripanossomiase € acima de 50%, durante todo o ano, exceto no inverno. A prevaléncia de IBR
e BVD em fémeas bovinas com suspeita clinica de tripanossomiase é maior que a prevaléncia
de anticorpos anti-T. vivax. A prevaléncia de T. vivax e IBR variou de acordo com a
sazonalidade. T. vivax pode se apresentar concomitantemente com IBR e BVD em fémeas
bovinas, sendo importante estabelecer o diagndstico diferencial.

Palavras-chaves: reproducdo, diagnostico, doencas infecciosas; IBR; BVD; T. vivax.
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ABSTRACT

Bovine trypanosomiasis has high morbidity and mortality, associated with non-specificity of
clinical signs allowing its rapid dissemination and culminating in serious productive and
reproductive losses. Clinical signs are common to other diseases such as infectious bovine
rhinotracheitis (IBR) and bovine viral diarrhea (BVD). Therefore, this study aimed to evaluate
the seroprevalence of T. vivax in animals with clinical suspicion of the disease and to compare
the seroprevalence infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and bovine viral diarrhea (BVD), in
addition to evaluating the seasonality of the three pathologies and whether they occur
concomitantly in female cattle. A retrospective study was performed by surveying the records
of the preventive veterinary medicine laboratory at the Veterinary Hospital of Uberaba. In the
period between 2013 and 2020, 1443 blood samples from female cattle with clinical suspicion
of trypanosomiasis (reproductive disorders, apathy, fever, anorexia, anemia and production
decrease) were sent to the Uberaba University Veterinary Hospital (HVU) (UNIUBE) for
serological examination by indirect immunofluorescence, of which 121 indirect ELISA tests
were requested, seeking to establish a differential diagnosis for IBR and 123 for BVD. For
better interpretation, data were grouped according to disease and seasons of the year. It can be
noted that 57.10% (824/1443) were positive for T. vivax, 87.78% (106/121) for IBR and 70.73%
(87/123) for BVD. Notice that bovine females with clinical suspicion of trypanosomiasis
presented lower seroprevalence for T. vivax (p<0.05) compared to IBR and BVD. According to
the analyzes obtained in the present work it can be concluded that the prevalence of anti-T.
vivax in bovine females with clinical suspicion of trypanosomiasis is above 50%, throughout
the year, except in winter. The prevalence of IBR and BVD in bovine females with clinical
suspicion of trypanosomiasis is higher than the prevalence of anti-T. vivax. The prevalence of
T. vivax and IBR varied according to seasonality. T. vivax can present concomitantly with IBR
and BVD in bovine females, and it is important to establish a differential diagnosis.

Keywords: reproduction, diagnosis, infectious diseases, IBR; BVD; T. vivax.
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1 INTRODUCAO

As tripanossomiases sdo doencas causadas pelo grupo de protozoarios que pertencem
ao género Trypanosoma. Destaca-se Trypanosoma vivax que € capaz de acometer bovinos e
causar grandes prejuizos econémicos na pecudria brasileira, como o causador da
tripanossomiase bovina (JONES; DAVILA, 2001).

A tripanossomiase bovina ¢ uma das enfermidades emergentes de maior impacto na
pecudria. O alto indice de morbidade e mortalidade, associados a inespecificidade dos sinais
clinicos possibilitaram sua rapida disseminacdo e culminam em graves prejuizos econdmicos,
principalmente no que diz respeito a producéo de leite, taxa de prenhez, descarte de animais e
custos com o tratamento. Abortos, repeticdes irregulares do estro, aumento de intervalo entre
partos e periodo de servico e reducdo da taxa de concepgdo sdo encontrados em rebanhos
leiteiros positivos para tripanossomiase (ABRAO et al., 2009).

Os sinais clinicos sdao comuns a outras enfermidades como rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR) e diarreia viral bovina (BVD) (FIDELIS JUNIOR et al., 2016). O diagndstico da
doenca pode ser realizado de maneira associada entre o exame clinico e exames
complementares como métodos parasitoldgicos, sorologicos e moleculares (CASTILHO
NETO et al., 2021). Vale ressaltar que o diagnostico é laborioso por conta dos sinais clinicos
inespecificos (CADIOLI et al., 2012; FIDELIS JUNIOR et al., 2016). Ademais, a baixa
parasitemia e os periodos aparasitémicos o tornam ainda mais dificil de ser executado (FIDELIS
JUNIOR et al., 2016).

Ha& vérias maneiras de se realizar o diagnostico para a tripanossomiase e 0s métodos
apresentam diferentes sensibilidades e especificidades. A associagdo dos sinais clinicos com 0s
métodos parasitologicos, sorologicos e moleculares auxilia a estabelecer o correto diagndstico
(MENESES, 2016).

Ndo ha ainda na literatura informacdes suficientes acerca da ocorréncia e da
epidemiologia das doencas do trato reprodutivo. Diferentes espécies de bactérias protozoarios
virus causam infeccBes no sistema reprodutivo bovino, gerando consequéncias deletérias a
matriz e em destaque ao concepto (ALFIERE, 2017). Porém sabe-se que o animal pode estar
infectado por mais de um agente etiologico (ZANATTO et al., 2019). Antoniassi et al. (2013),
analisou 227 casos de abortos bovinos, com diagndstico conclusivo. Destes, sendo 87,66%
(199/227) de origem infecciosa. 0,88% (2/227) foram causados por associacdes, entre

diferentes classes de microrganismos.
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Mendes et al. (2009) afirmaram que doencas infectocontagiosas da reproducdo animal
estdo disseminadas no rebanho nacional, havendo necessidade de prevencao e controle. Dentre
elas IBR, BVD, neosporose, brucelose e leptospirose. Moreira et al. (2020) reforca a
necessidade de se realizar diagnosticos diferenciais para as patologias que acometem o trato
reprodutivo dos bovinos, destacando o potencial da BVD de ocasionar danos a pecuaria.

A partir da suspeita clinica de uma enfermidade, deve-se elencar quais 0s possiveis
diagnosticos diferenciais que podem ser solicitados e que, mesmo obtendo o exame negativo
para a primeira suspeita, outras patologias reprodutivas podem estar presentes no rebanho e
devem ser pesquisadas.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a soroprevaléncia de T. vivax em
animais com suspeita clinica da doenga e comparar com a soroprevaléncia de rinotraqueite viral
bovina (IBR) e diarreia viral bovina BVD que também sdo causadoras de problemas
reprodutivos em bovinos de corte e leite. Objetivou-se também avaliar a distribuicdo dessas
patologias de acordo com a sazonalidade e se as enfermidades de origem viral (IBR e BVD)

podem se apresentar como coinfec¢do ao T. vivax.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.2 TRIPANOSOMIASE BOVINA

2.2.1 Etiologia e ciclo biologico

O hemoparasito Trypanosoma vivax pertence ao grupo salivaria (HOARE, 1972) e ao
subgénero Dutonella, do género Trypanosoma, do filo Euglenozoa, classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e subordem Trypanosomatina (HOARE, 1972;
GARDINER, 1989).

Trypanosoma vivax apresenta morfologia afilada, com extremidade posterior obtusa,
membrana ondulante, nlcleo central e grande, cinetoplasto e flagelo livre (SOULSBY, 1982).

O ciclo do Trypanosoma envolve dois hospedeiros, sendo um invertebrado, que é o
intermediario, e um vertebrado, que é considerado o hospedeiro definitivo (SILVA etal., 2002).

Nos insetos a contaminacdo ocorre pela ingestdo das formas tripomastigotas durante o

repasto sanguineo que no inseto, ficam alojadas no esdfago e laringe, onde se transformam em
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epimastigotas binérias (SILVA; SANCHEZ; DAVILA, 2003). Ap6s 24 horas as epimastigotas
migram para o canal alimentar, onde se multiplicam e depois, seguem em direcéo a hipofaringe,
onde se transformam em tripomastigotas e em seguida nas formas metatripanosomas que é a
forma infectante (SILVA et al., 1996). Nos mamiferos o ciclo do T. vivax € iniciado pela
inoculacdo da forma metatripanosoma pelo repasto sanguineo do vetor intermediério (SILVA
etal., 2002).

A transmissdo da doenca nas Américas Central e do Sul, ocorre de forma mecéanica, por
moscas hemato6fagas do género Stomoxys calcitrans, conhecida como mosca dos estabulos e
Tabanus spp, mutuca e ainda de maneira iatrogénica (CADIOLI et al., 2012; DAGNACHEW;
BEZIE et al., 2015; BASTOS et al., 2017). A transmissdo transplacentaria também é citada na
literatura como uma possivel fonte de infeccdo (BATISTA et al., 2008).

2.2.2 Epidemiologia

Inicialmente a tripanossomiase bovina foi identificada no continente africano, onde era
causada por diversas espécies do género Trypanosoma sp. e la, possuiam como vetor as moscas
do género Glossina sp. (PAIVA et al., 2000). A introducdo do T. vivax na América do Sul
comecou pela Guiana Francesa pela importagdo do gado Zebu proveniente do Senegal no ano
de 1830, porém, o intenso comércio de gado entre Brasil e paises Africanos antes de 1830
também pode ter trazido o T. vivax para a America do Sul. Apenas o T. vivax conseguiu se
adaptar na auséncia da mosca tsé-tsé, que é seu vetor original e, tal adaptacdo permitiu sua
rapida disseminacdo em territorios livres deste vetor, que teoricamente estariam livres da
presenca do parasito (PAIVA et al., 2000).

A primeira deteccdo de T. vivax no Brasil ocorreu no estado do Para, em bovinos
(BODA et al., 1946). E em uma criacdo de bufalos no Estado do Para, alguns anos depois,
detectaram o parasita em esfregaco sanguineo de bafalo que apresentava como sinais clinicos
febre e emagrecimento (SHAWN; LAINSON, 1972). Um surto da doenga em rebanho bovino
foi relatado por Serra Freire (1981), no Amapa. Em Poconé, Mato Grosso, houve surto em 10
bovinos, relatado por Silva et al. (1996). No Mato Grosso do Sul, houve deteccdo do parasita
na cidade de Miranda (PAIVA et al., 1997).

Ha relatos da doenca em varios estados brasileiros. No Maranhdo (GUERRA et al.,
2008; MELO et al., 2011); em Pernambuco, Pimentel et al. (2012) detectou a presenga do

parasita por meio de técnicas de microscopia biométrica e reacdo em cadeia de polimerase.
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No Rio Grande do Sul, houve identificacdo da forma tripomastigota em teste
parasitoldgico e confirmacdo do diagnostico por técnica de PCR em vaca com sinais
neurolégicos (SILVA et al., 2009).

Na regido sudeste ha relato de surto na cidade de Lins, estado de S&o Paulo (CADIOLI
et al., 2012). Carvalho et al. (2008) descreveram a deteccdo do parasita em animais que

perderam a visdo e estavam com escore de condic¢do corporal baixo, em Minas Gerais.

2.2.3 Sinais clinicos

A forma super aguda apresenta alta parasitemia, apresentando persisténcia e podendo
levar a Obito dentro de trés semanas pds contagio. Nos quadros clinicos agudos ocorre
parasitemia e anemia resultante da reducdo dos parametros eritrocitarios, sendo um dos
principais sinais clinicos da doenga e erroneamente associado a tristeza parasitaria bovina
(ANDRIANARIVO etal., 1995; GERMANO, 2018). Os bovinos infectados demonstram febre,
depressao, anorexia, sinais neuroldgicos como opstétono, cegueira e estrabismo (BATISTA et
al., 2007), baixo escore de condi¢do corporal, tosse e secrecdo nasal (CADIOLI et al., 2012),
baixa qualidade do sémen (ABRAO, 2011), linfonodos palpaveis aumentados, frequéncias
cardiaca e respiratdria aumentadas e mucosas palidas (CARVALHO et al., 2008).

Ainda podem ocorrer as fases crénica e subpatente da infec¢do, que é caracterizada pela
parasitemia muita baixa, o que dificulta o diagndstico nos rebanhos (CADIOLLI et al., 2015;
FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Em um estudo realizado na regido de Minas Gerais em trinta propriedades leiteiras, 971
bovinos foram avaliados e os sinais clinicos observados, além dos supracitados, foram: apatia,
anorexia, edema submandibular, pulso jugular positivo, ingestdo compulsiva de solo, parto
prematuro, abortamento (em varios estagios de gestacao), queda de fertilidade, dificuldade de
locomocdo, cegueira, hipermetria e andar em circulos (DE OLIVEIRA REIS et al., 2019).

A instalacdo e a gravidade de infeccdo causada pelo Tripanossoma vivax Seréo
determinados pelo ambiente que o animal esta inserido, parasitemia, e caracteristicas inerentes
ao animal, como: raca, idade, tripanotolerancia e fatores genéticos (OSORIO et al., 2008).

A cronicidade pode ocorrer de seis a oito semanas p6s infeccao, sendo que nem todos
0s animais apresentardo a evolucdo das fases da doenga de maneira similar, podendo haver

sintomas mais acentuados ou mais silenciosos (ADAMU et al., 2007).
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2.2.4 Diagnostico e tratamento

A associacdo entre a avaliacao clinica e o uso de exames laboratoriais, como técnicas
parasitoldgicas, soroldgicas e/ou moleculares podem ser necessarias para gque seja estabelecido
o diagnostico (MENESES, 2016). As técnicas de diagnostico parasitologicas sdo mais as
utilizadas em campo sendo de facil execucdo, rapidas e baratas, tais como técnica da gota
espessa (SILVA et al., 2002), técnica do micro hematocrito ou Woo (WOO, 1970) e, por fim,
a técnica do Buffy Coat (MURRAY et al., 1977). Porém para que o diagndstico correto por
meio das técnicas parasitoldgicas seja feito, € necessario que a analise seja realizada poucas
horas ap6s a coleta (GOMEZ-PINERES et al., 2009).

J& 0 método de identificacdo molecular mais usado € PCR. Apesar de ter um custo mais
alto e ndo ser viavel de ser feito em campo, pois necessita de um laboratorio especializado,
apresenta maior sensibilidade por detectar fracdes menores do parasita no organismo
(PEREIRA et al., 2018).

Outra opgdo sdo os testes soroldgicos, eles apresentam maior sensibilidade que os testes
parasitoldgicos, e podem comprovar se o0 resultado negativo obtido no parasitoldgico se
confirma, dentre os mais utilizados para o diagnostico de tripanossomose destacam-se a Reagédo
de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e o Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimético (ELISA).

Os farmacos para tratamento de tripanossomiase no Brasil, liberados pelo Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) sdo diaceturato de diminazeno e cloreto de
isometamidium (CASTILHO NETO et al., 2021). Apesar de haver evidéncia relatada sobre a
resisténcia a esses tripanocidas (CADIOLI et al., 2012; BASTOS et al., 2017), ha também
relatos de eliminag&o do parasito infectados de forma experimental (BASTOS et al., 2020).

As formas de controle da doenca, além do tratamento adequado dos animais infectados,
envolvem também controle de moscas, restricdo da movimentacdo dos animais infectados,
realizacdo de exames antes da compra ou inclusdo de animais no rebanho e conhecimento da
epidemiologia local (GIORDANI et al., 2016).

2.3 RINOTRAQUITE INFECCIOSA BOVINA
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2.3.1 Etiologia

O herpesvirus bovino tipo | (BoHV-1) pertence a subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Varicellovirus e esta associado a doenca respiratoria, genital e abortos (FRANCO;
ROEHE, 2007). A sindrome respiratdria causada em bovinos é conhecida como Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR) e a forma genital da doenca esta relacionada aos quadros conhecidos
como vulvovaginite pustular, balanopostite e abortos (ACKERMANN; ENGELS, 2006).

E um virus com genoma de DNA fita dupla linear envelopado (FRANCO; ROEHE,
2007; KING et al., 2012) que fica dentro do capsideo.

Este capsideo € composto de estrutura proteica icosaédrica cercado pelo tegumento. O
envelope é a parte mais externa que circunda todas as estruturas citadas e apresenta disposi¢cdo
lipoprotéica semelhante a membrana de células eucarioticas com glicoproteinas virais
transmembrana (FRANCO; ROEHE, 2007). As glicoproteinas que compdem o envelope viral
sdo causadoras da patogenia e da resposta imune a doenca por parte do hospedeiro (SPEAR;
LONGNECKER, 2003).

De acordo com as particularidades antigénicas e gendmicas, o Herpesvirus Bovino
Tipo-1 pode ser subdividido em trés subtipos e suas afec¢bes geralmente sdo de carater
respiratorio e reprodutivo, a saber: BoHV-1.1, relacionado a abortos, infertilidade e aos sinais
de rinotraqueite (IBR); BoHV-1.2a responsavel também por manifestagdes respiratorias assim
como sinais de Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV) e Balanopostite Pustular Infecciosa
(IBP); e por fim BoHV-1.2b que é o de menor patogenicidade e pouco comum no Brasil, esta
geralmente ligado a quadros respiratérios mais leves (GAY; BARNOUIN, 2009). Ndo ha
evidéncias de que as manifestacdes clinicas e epidemioldgicas possibilitem a identificacdo de
forma individual entre os subtipos, uma vez que os quadros clinicos ndo sdo de natureza
exclusiva e o desenvolvimento dos mesmos depende mais da via de infecgdo que do subtipo de
virus envolvido (OIE, 2016).

2.3.2 Epidemiologia

A infeccdo por BoHV-1 ocorre em todas as idades, porém o aumento da idade € um
fator de risco (RAAPERI et al., 2010). Bezerras apresentam menor prevaléncia, embora a taxa
de soroconversdo seja maior em animais com idade inferior a 24 meses de idade (SEGURA-
CORREA; SOLORIO-RIVERA; SACHEZ-GIL, 2010). E uma enfermidade com alta

morbidade e baixa mortalidade (5%) e geralmente a morte se deve a problemas decorrentes de
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infeccdes secundarias (FRANCO; ROEHE, 2007). As principais fontes de contaminacéo pelo
virus sdo secrecOes respiratdrias, oculares e genitais (FINO et al., 2012). A transmissdo por
sémen € de suma importancia tanto em monta natural quanto em propriedades que utilizam
inseminacdo artificial, uma vez que o ejaculado entra em contato com a mucosa do prepucio
que pode estar contaminada com virus (FRANCO; ROEHE; VARELA, 2012). Em estudo que
analisou amostras de sémen congelado e fresco, 44% (25/57) apresentaram resultado positivo
para BoHV-1 (OLIVEIRA et al., 2011). A transmissdo pode ser direta ou indireta sendo a
primeira quando ha contato com aerossois e secre¢des contaminados e a segunda em casos de
fomites contaminados (NANDI et al., 2009).

O primeiro levantamento soroldgico da doenca realizado no Brasil foi por meio de teste
de virus neutralizacdo, realizado na Bahia, no qual 34,5% foram reagentes (GALVAO et al.,
1963). O isolamento do virus no Brasil foi realizado pela primeira vez em 1978 no estado da
Bahia por Alice a partir de pustulas vaginais de vacas, portanto em sua forma genital
caracteristica de vulvovaginite pustular infecciosa IPV (ROCHA et al., 1999).

Ha relato de isolamento no estado do Rio Grande do Sul desde 1991 (WEIBLEN et al.,
1991). Estudo realizado em Goiés obteve prevaléncia de 51,9% (BARBOSA et al., 2005). No
estado do Parand, ao analisar propriedades com histérico de disturbios relacionados a
reproducéo, 41,9% do total de animais estudados e 90,5% dos rebanhos leiteiros, apresentaram
teste positivo para o virus (MEDICI et al., 2000). No Rio Grande do Sul, a prevaléncia
encontrada foi de 29,2% de animais positivos para ambos os virus, BoHV-1 e BoHV-5 (HOLZ
et al., 2009). Em estudo realizado por Dias et al. (2008), a regido Oeste do Parana apresentou
prevaléncia de 64,41%. No estado de Minas Gerais, estudo que analisou amostras recebidas de
forma espontanea no periodo de 1990 a 1999, obteve 58,2% (3206/5511) de animais positivos
e em relacdo as propriedades, o valor foi de 93,4% (313/335) (ROCHA et al., 2001).
Alexandrino et al. (2011) observaram 54,68% (152/258) de amostras positivas provenientes de

municipios dos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo.

2.3.3 Sinais clinicos

A principal via de entrada do BoHV-1 s&o as mucosas da cavidade nasal, olhos,
orofaringe e trato genital. O ciclo de replicacdo ocorre nas células do epitélio, com a destruicéo
celular e manifestacdo dos primeiros sinais clinicos. Os oOrgdos dos sistemas digestivo,

reprodutivo e nervoso podem ser atingidos por via hematdgena ou ainda pode ocorrer
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penetracdo nas células nervosas e o virus entdo ser conduzido de forma retrograda do axénio
para o corpo do neurdnio, local no onde a infeccdo latente é estabelecida (FRANCO et al.,
2012).

Observa-se ainda que had queda na producdo leiteira, morte embrionéaria e fetal,
abortamentos, endometrite, repeticéo de cios e atraso no crescimento de bezerros (FRANCO et
al., 2012). Em relacdo ao abortamento, nota-se que geralmente ocorre entre o quinto e oitavo
més de gestacdo e que o periodo de incubacdo € de aproximadamente trés a seis semanas
(FRANCO; ROEHE, 2007).

2.3.4 Diagnostico e tratamento

Os métodos diagnosticos devem ser utilizados sempre que novos animais forem
introduzidos nos rebanhos e é necessario que sejam sensiveis o bastante para que resultados
falso-negativos ndo ocorram, especialmente em casos nos quais os titulos de anticorpos
especificos para a doenca sao baixos. Porém, vale ressaltar, que em casos nos quais utiliza-se a
vacina contra BoHV-1, testes de ELISA e Soroneutralizacdo ndo sdo viaveis (TAKIUCHI et
al., 2001).

A Soroneutralizagdo apresenta altas sensibilidade e especificidade e, portanto, é o teste
de referéncia em termos de diagndstico soroldgico nas infec¢bes por BoHV-1 (WYLER et al.,
1989; OIE, 2010). Este teste detecta a presenca do virus pelo efeito citopatico, ap6s dois a
quatro dias de incubacdo. O efeito que melhor caracteriza a infeccdo por BoHV é a
desorganizacdo celular, vacuolizacdo e agrupamento de células arredondadas que ddo um
aspecto de “cacho de uva” (BRUM; WEIBLEN, 2012). Soroneutralizacdo é uma técnica
laboriosa, que faz necessaria a manutencéo de estoque de virus e cultivos de células adequados.

O diagndstico por meio de ELISA é amplamente utilizado devido a sua alta
sensibilidade, especificidade e por apresentar facilidade de executar o teste em grande em
escala. Os reagentes sdo estaveis, e 0s resultados sdo quantificados por meio de
espectrofotdbmetro (BOLTON et al., 1983). No Brasil, a aquisicdo dos testes comerciais tem
custo de aquisicédo elevado, o que tem intensificado o uso de testes de ELISA produzidos
internamente (TEIXEIRA et al., 2001; SPILKI et al., 2005).

Alguns paises europeus conseguiram a erradicagdo da doenca, porém os custos sao altos

e a viabilidade s6 é observada em paises que apresentam baixa prevaléncia. Além do mais, seria
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necessario o abate sanitario dos animais que aparentam estar saudaveis (ACKERMANN;
ENGELS, 2006).

A vacinacao pode ser utilizada a fim de abrandar as perdas e reduzir ao maximo possivel
a circulagdo viral em éreas cuja doenca apresenta carater endémico, pois a vacina reduz a
severidade, replicagdo e a transmisséo, contudo ndo impede a infeccdo (ACKERMANN;
ENGLES, 2006).

O uso de vacinas no Brasil, teve inicio na década de 1990, com utilizacdo de vacinas
importadas dos Estados Unidos. Porém, em 2004, a importacdo de produtos biolégicos de
origem americana foi proibida. Iniciou-se a importacdo de imunizantes vindos da Argentina e
Uruguai cujos testes realizados demonstraram que ndo havia inducéo eficiente de anticorpos
anti-BoHV-1 (SILVA et al., 2007).

2.4. DIARREIA VIRAL BOVINA (BVD)

2.4.1 Etiologia

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) pertence a familia Flaviviridae, género
Pestivirus (PETERHANS et al., 2010). Apresenta-se como uma molécula de RNA linear fita
simples como material genético, com polaridade positiva, com aproximadamente 12,5 kb. S&o
virus envelopados com composicao das membranas das células hospedeiras e com tamanho de
40 a 60 nm de diametro. Pela presenca do envelope, esses virus sdo susceptiveis a solventes
organicos e detergente (RIDPATH; FLORES, 2007).

2.4.2 Epidemiologia

E uma doenca de distribuicio mundial com relatos de BVDV em vérios paises: Reino
Unido, Escécia, Noruega, Dinamarca, Suécia, Alemanha, Austria, Itdlia, Suica, Franca,
Espanha, Portugal, Cuba, Uruguai, Chile, Jordania, Nova Zelandia, Grécia, Bélgica, Brasil
(BILLINIS et al., 2005; LETELLIER et al., 2005; GROOMS; BAKER; AMES, 2006).

No Rio Grande do Sul, o isolamento foi realizado pela primeira vez em sangue de feto
(VIDOR et al., 1974). Estudos soroldgicos demonstram a ampla distribuicdo da doenca no
Brasil (FLORES, 2005; QUINCOZES, 2005).
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Estudo realizado com 4065 amostras de rebanhos provenientes de varios estados do
Brasil, no periodo entre julho de 1995 e agosto de 1997, constatou prevaléncia de 47,7% de
animais reagentes (PITUCO; DEL FAVA, 1998). No Parana, a prevaléncia em gado leiteiro foi
de 73,47% (688/937) (MEDICI et al., 2000). J4 em outros estudos, no Rio Grande do Sul, a
prevaléncia foi de 8,8% (1028/11711) (BRUM et al., 2004), 39,33% (5717/14535) (FLORES
et al., 2005), 58,8 (410/697) (FLORES et al., 2005), 66,32% (1150/1734) (QUINCOZES et al.,
2007) e 57,7% (442/765) (FRANDOLOSO et al., 2008). Em estudo realizado por Alexandrino
et al. (2011) observou-se prevaléncia de 69,8% (194/278) sendo que desses, 57,5% (92/160)
foram provenientes do estado de Sao Paulo e 86,4% (102/118) de Minas Gerais.

Um importante fator na epidemiologia da infeccdo sdo os animais persistentemente
infectados (P1) (DUBOVI, 1992). Esses animais sdo soronegativos, podem ndo apresentar
sintomatologia clinica e apresentam como principal caracteristica a excre¢do continua do virus
em titulacdo alta e secre¢des nasais, saliva, sémen, leite e ainda em urina e fezes, porém em
titulacdo menor (RIDPATH; FLORES, 2007).

2.4.3 Sinais clinicos

Animais com infeccdo apresentam leucopenia e trombocitopenia o que tem como
consequéncia, uma imunossupressdo principalmente celular. As manifestagdes clinicas
associadas ao BVDV podem ser classificadas de trés formas mais comuns: infec¢do aguda leve
(gastroentérica e respiratoria); infeccdo aguda severa (gastroentérica, respiratoria e
hemorragica); e doenca das mucosas (RIPDPATH; FLORES, 2007).

A infeccéo aguda leve acomete geralmente animais imunocompetentes que néo sao Pl
(LIEBLER-TENORIO, 2005). Os sinais clinicos podem ser: hipertermia, inapeténcia,
depresséo, febre, anorexia, diarreia, leucopenia, descarga oculonasal, diminuicdo da producao
de leite, erosdes e ulceragdes orais, interdigitais e nos tetos (BAKER, 1995; CAMPBELL, 2004,
EVERMANN; BARRIGTON, 2005). Bezerros podem apresentar enterite e pneumonia
(POTGIETER, 1997).

Nas infec¢des agudas severas ocorrem casos de sindrome hemorragica (KAHN, 2007).
O quadro apresenta alta morbidade e letalidade e os sinais incluem febre, depresséo, leucopenia,
trombocitopenia, diarreia sanguinolenta, desidratacdo, hemorragia ocular, equimoses, lesdes no
trato digestivo, hemorragias subcutaneas, linfonodos aumentados de tamanho e morte do animal
(GROOMS; BAKER; AMES, 2006).
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Doenca das mucosas (DM) tem manifestagdo esporadica, afetando menos de 5% do
rebanho. O periodo de incubacédo de 10 a 14 dias apds a exposicdo a cepa CP (citopatica). Os
sinais apresentados sdo febre bifasica, anorexia, taquicardia, polipneia (respiracdo ofegante),
queda na producdo e diarreia profusa, podendo ser sanguinolenta e fétida; as papilas orais
podem apresentar aspecto rombo, e podem surgir erosées na lingua, palato, superficies bucais
e faringe. Podem também apresentar lesdes no espaco interdigital, tetos e vulva e dermatite
generalizada. A mortalidade na doenca das mucosas forma aguda ¢ alta (GROOMS; BAKER,;
AMES, 2006).

Ja na forma cronica, os animais podem apresentar episodios recorrentes de fezes
amolecidas ou diarreia, hiporexia, emagrecimento, apatia, erosdes no interdigito e lesdes
erosivas na mucosa oral e na pele, que geralmente ndo cicatrizam com facilidade. Ainda podem
apresentar corrimentos nasal e ocular de forma persistente. Quando o rebanho apresenta perdas
embrionarias, malformacdes, abortos, nascimento de animais fracos e morte perinatal, pode
haver a suspeita de infeccdo pelo virus da BVDV (ANDREWS et al., 2004)

2.4.4 Diagnostico e tratamento

O BVDV é tido como uma das doencas mais dificeis de se realizar o diagnostico e
controle. O virus pode ser isolado por meio de secre¢cfes nasais, sangue, fezes, linfonodos e
intestinos (HIRSH; ZEE, 2003).

De acordo com o objetivo clinico, com o rebanho e do nimero de amostras a serem
testadas deve-se escolher 0 método de diagndstico mais adequado para a situacdo (DIAS et al.,
2010). Entre as técnicas disponiveis estdo isolamento viral, imunofluorescéncia, imuno-
histoquimica, soroneutralizacdo, ELISA, RT-PCR, Southern blot, Northern blot e dot /slot blot
(RIDPATH; FLORES 2007). E importante a identificagdo das estirpes virais para o
monitoramento da doenca e para estudar novas estirpes e assim possibilitar desenvolvimento
de vacinas mais efetivas com seguranca (OLIVEIRA, 2013).

N&o ha tratamento especifico para a doenca, porém existem alguns casos autolimitantes
(CANARIOS et al., 2009). O tratamento apresenta como objetivo diminuir os sinais clinicos
mais intensos como a desidratacdo, febre, apatia entre outros e prevenir que surjam infeccoes
secundarias (GROMS; BAKER; AMES, 2006). E importante o cuidado com a entrada de
animais no rebanho, sendo fundamental que se realize exames para comprovar que nao estejam
infectados e ainda realizar periodo de quarentena (BROCK et al., 2006; KAH, 2007). O uso de
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vacina, para que seja eficiente, deve ter efeito sobre a viremia e ainda impedir que ocorra a
infeccdo de células dos sistemas reprodutivo e linfatico para evitar a contaminacdo do feto e a
imunossupressao (KELLING, 2004).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia de anticorpos anti T. vivax, IBR e BVD em fémeas bovinas com

suspeita clinica de Tripanosoma vivax.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a prevaléncia de anticorpos anti T. vivax, IBR e BVD de acordo com a
sazonalidade;
e Avaliar as coinfecges entre T. vivax e IBR;

e Auvaliar as coinfecges entre T. vivax e BVD.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 NORMAS ETICAS

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade de Uberaba (Oficio CEEA — 004/2020) (Anexo 1).

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

No periodo compreendido entre 2013 e 2020 foram encaminhadas para o Hospital
Veterinario de Uberaba (HVU) da Universidade de Uberaba (UNIUBE) 1443 amostras de

sangue de fémeas bovinas com suspeita clinica de tripanossomiase (distdrbios reprodutivos,
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apatia, febre anorexia) para exame soroldgico, das quais 121 foram solicitados testes para

estabelecer diagndstico diferencial para IBR e 123 para BVD.

4.3 OBTENCAO DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os dados referentes ao diagndstico soroldgico para tripanossomiase, bem como os dados
quanto ao diferencial para IBR e BVD foram obtidos dos registros do Setor de Medicina
Veterinaria Preventiva do Hospital Veterinario de Uberaba (HVU) da Universidade de Uberaba
(UNIUBE).

Para melhor interpretacdo dos dados, eles foram agrupados de acordo com a doenca. E

0s meses do ano foram agrupados por estacdo (primavera, verdao, outono e inverno).

4.4 PESQUISA SOROLOGICA

A pesquisa de anticorpos anti T. vivax foi realizada conforme a metodologia descrita por
Cuglovici et al., (2010). No momento da reacéo, as ldminas contendo o antigeno de T. vivax
foram retiradas do freezer e secas em estufa a 37°C por cinco minutos. Os soros foram diluidos
e distribuidos nas I&minas contendo o antigeno e incubadas em estufa por 30 minutos a 37°C.
Em seguida foram realizadas trés imersfes durante cinco minutos cada uma delas em PBS
(Fosfato de sodio monobasico (NaH2PO4) 0,256%, Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4)
1,178%, NaCl 8,76%, Agua destilada qsp 100mL) e, posteriormente, secagem & temperatura
ambiente. Adicionou-se 0 conjugado anti-lgG de bovino marcado com Isotiocianato de
Fluoresceina (Sigma®) na diluicdo recomendada pelo fabricante (1:200) em azul de Evans (1:50
em PBS Tween 20) e incubada por mais 30 minutos em estufa a 37 °C. Realizaram-se
novamente trés imersdes de cinco minutos em PBS e secagem em temperatura ambiente.
Posteriormente, as Iaminas foram cobertas com glicerina tamponada e laminulas. As leituras
das laminas foram realizadas em microscépio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse E200®), com
o aumento de 400X. Foram consideradas positivas as reagdes com fluorescéncia com titulos >
1:80 (GARCIA et al., 2006). Soros de bovinos infectados experimentalmente e nio infectados
com T. vivax foram utilizados como controles positivos e negativos respectivamente na dilui¢cao
1:80.

A pesquisa de anticorpos anti IBR e BVD, por ELISA, foi realizada no Laboratério
TECSA.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

A comparagéo entre 0s percentuais de amostras positivas foi realizada pelo teste de Qui-

quadrado ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05), utilizando-se o software R Core Team
(2015).

5 RESULTADOS

Das 1443 amostras analisadas pode-se notar que a soroprevaléncia para T. vivax (57,

10% - 824/1443) foi significativamente inferior (p<0,05) a IBR (87,60% - 106/121) e BVD
(70,73% - 87/123) (Fig. 1).
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Figura 1: Prevaléncia de anticorpos anti-T. vivax, anti-BHV-1 e anti-BVDV em amostras de
sangue de fémeas bovinas encaminhadas para o Hospital Veterinario de Uberaba (HVU) no

periodo entre 2013 e 2020. Letras distintas diferem significativamente entre si ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Observou-se que as trés enfermidades apresentam soroprevaléncia durante todo o ano
(Fig. 2). Quando se comparou a prevaléncia individual das doencas nas diferentes estacoes, a
presenca de anticorpos anti-T. vivax foi maior durante o outono (68,00% - 206/303), enquanto
IBR foi mais prevalente no inverno (95,00% - 108/114) e a soroprevaléncia de BVD ndo variou
entre as estagoes.
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Figura 2: Prevaléncias de anticorpos anti-T. vivax, anti-BHV-1 e anti-BVDV em amostras de
sangue de fémeas bovinas com suspeita clinica de tripanossomiase encaminhadas para o
Hospital Veterinario de Uberaba (HVU) no periodo entre 2013 e 2020 de acordo com as
estacbes do ano. Letras distintas diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade

Ao realizar-se comparacdo entre doencas (Fig. 3), o outono foi a Unica estacdo na qual
as doencas nao diferiram entre si (p>0,05). IBR variou durante todo o ano (p>0,05) e manteve-
se com prevaléncia igualmente significativa em relacdo a BVD (p>0,05). Esta Gltima nédo
apresentou diferenca significativa da soroprevaléncia entre as esta¢fes (76%) (p<0,05).
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Figura 3: Comparacdo das prevaléncias de anticorpos anti-T. vivax, anti-BHV-1 e anti-BVDV
em amostras de sangue de fémeas bovinas com suspeita clinica de tripanossomiase
encaminhadas para o Hospital Veterinario de Uberaba (HVU) no periodo entre 2013 e 2020 de

acordo com as estagOes do ano. Letras distintas diferem significativamente entre si ao nivel de
5% de probabilidade.

Ao avaliar as coinfecgdes entre T. vivax e IBR notou-se que 42,15% (51/121) dos animais
apresentaram resultado positivo para ambas as doencas (Tab. 1). A correlacdo entre BVD e T.

vivax, por sua vez, revelou um total de 29,27% (36/123) de individuos positivos para ambas as
enfermidades (Tab. 2).

Tabela 1. Coinfec¢Ges entre IBR e T. vivax.

COINFECCOES IBRE T. T. vivax NEGATIVO T. vivax POSITIVO
VIVAX

IBR NEGATIVO 3,30% (4/121) 7,44% (9/121)

IBR POSITIVO 47,11% (57/121) 42,15% (51/121)

TOTAL 100 % (121)
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Tabela 2. CoinfecgOes entre BVD e T. vivax

CORRELACAODEBVDET.  T.vivax NEGATIVO T. vivax POSITIVO
VIVAX
BVD NEGATIVO 13,82% (17/123) 15,44% (19/123)
BVD POSITIVO 41,47% (51/123) 29,27% (36123)
TOTAL 100% (123)

6 DISCUSSAO

A prevaléncia observada para as trés doencas indica que a distribuicdo da doenca na
regido estudada, pode gerar impacto negativo na reproducdo de bovinos de corte e leite
(ALFIERI; ALFIERI, 2017) e estdo disseminadas pelo territorio brasileiro, como observado
por Zanatto et al. (2019). A associacao entre as trés doencas foi relatada em estudo que realizou
analise epidemioldgica em propriedades de corte e leite de quatro estados brasileiros e houve
prevaléncia de 0,98% (1/102) de amostras provenientes do estado de Minas Gerais (ZANATTO
etal., 2019).

As prevaléncias do presente estudo para as trés enfermidades sdo elevadas,
corroborando com estudo de Zanatto et al. (2019) que relataram prevaléncia de 57,8% (59/102)
para BoHV-1, 47,1% (48/102) para BVDV-1 e 50% (51/102) para T. vivax.

Os resultados do presente estudo reforcam que o comprometimento do trato reprodutivo
de machos e fémeas da espécie bovina é, em sua maioria, causado por agente infeciosos. Os
sinais clinicos apresentados podem ser comuns a mais de uma doenca, dentre esses agentes
etioldgicos. Portanto, a unica forma de estabelecer-se o diagnostico definitivo, bem como
determinar se ha mais de uma etiologia é com auxilio de diagndstico laboratorial (TAKIUCHI
et al., 2003; 2005; CORTEZ et al., 2006).

A alta prevaléncia de IBR, reforga os valores para animais ndo vacinados ja relatados,
entre 18% e 90% de soropositividade (LOVATTO et al., 1995; TAKIUCHI et al., 2001; DIAS
et al., 2013). Tal fato pode ser justificado devido o agente etioldgico ocasionar infeccdes
latentes. Nesses casos, as respostas imunes humoral e celular ndo conseguem debelar a infeccéo,

pois 0 genoma do virus apresenta-se em celulas ganglionares. Desta forma, bovinos infectados,
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sdo fontes potenciais de transmissdo viral, ou seja, portadores durante toda a vida do animal
(TAKIUCHI et al., 2005).

No caso da BVD, a prevaléncia elevada esta de acordo com as taxas ja descritas, de
22,2% a 85,4% (QUINCOZES et al., 2007; ALMEIDA et al., 2013; FLORES et al., 2013) e
pode ter relagdo com a epidemiologia da doenca. O virus leva & possibilidade de que haja
nascimento de bezerros persistentemente infectados (PI). Desta forma, os animais Pl sdo a
principal forma de manutencdo viral no rebanho porque podem eliminar virus por todas as
secrecOes (DIAS et al., 2010; OTONEL et al., 2014).

A prevaléncia maior que 50% de T. vivax em trés das quatro estagdes do ano (primavera,
verdo e outono), pode estar relacionada as condi¢6es climaticas que favorecem a presenca dos
vetores mecanicos da doenca, presenca de animais ndo imunizados previamente e o
compartilhamento de agulhas (CADIOLI et al., 2012; BASTOS et al., 2017).

O presente trabalho corrobora com ZANATTO et al. (2019), no ponto em que ambos
descreveram que fémeas bovinas podem apresentar simultaneamente mais de um agente
infeccioso que tem potencial de impactar negativamente a reproducdo. Antoniassi et al. (2013)
analisou 227 casos de abortos bovinos, com diagnostico conclusivo. Destes, sendo 87,66%
(199/227) de origem infecciosa, 0,88% (2/227) foram causados por associagOes, entre
diferentes classes de microrganismos. Quando comparado ao presente estudo nota-se que um
percentual maior de animais testados para tripanossomiase apresentou coinfeccdo com IBR
(42,15%) e BVD (29,27%).

A partir das soroprevaléncias obtidas no presente trabalho, reforca-se as informagoes
citadas por Mendes et al. (2009) e Moreira et al. (2020), acerca da necessidade de solicitar
demais exames para as doencas infecciosas que acometem o trato reprodutivo. Somente 121 e
123 animais foram testados para IBR e BVD, respectivamente, de um total de 1443 fémeas
bovinas testadas para T. vivax. Tal fato nos permite inferir que das fémeas bovinas ndo reagentes
para T. vivax 42,90% (619/1443) podem ter sido consideradas falso-negativas para demais

patologias reprodutivas, incluindo IBR e BVD, uma vez que ndo foram testadas.
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7 CONCLUSOES

De acordo com as andlises obtidas no presente trabalho, pode-se concluir que:

A prevaléncia de anticorpos anti T. vivax em fémeas bovinas com suspeita clinica de
tripanossomiase é acima de 50%, durante todo o ano, exceto no inverno.

A prevaléncia de IBR e BVD em fémeas bovinas com suspeita clinica de tripanossomiase
€ maior que a prevaléncia de anticorpos anti-T. vivax.

A prevaléncia de T. vivax e IBR variou de acordo com a sazonalidade.

T. vivax pode se apresentar concomitantemente com IBR e BVD em fémeas bovinas, sendo

importantes diagnosticos diferenciais.
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