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RESUMO

A tripanossomiase bovina causada pelo Trypanosoma vivax gera prejuizos econémicos para a
industria pecuaria por acarretar perdas na producéo de leite, emagrecimento, febre, disturbios
neuroldgicos, aborto, repeticéo de cio, infertilidade, e morte dos animais infectados. Assim, o
presente trabalho objetivou realizar um estudo parasitologico, sorolégico e molecular de
amostras de sangue de bovinos encaminhadas ao Hospital Veterinario de Uberaba com
suspeita clinica de Tripanosomiase por T.vivax, bem como correlacionar os titulos sorolégicos
dos animais a presenca do agente por PCR, no periodo entre 2015 e 2016. Para isso foram
realizadas as técnicas Buffy coat, Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo de
Cadeia de Polimerase (PCR), respectivamente. Das 7464 amostras encaminhadas para o
Hospital Veterinario de Uberaba, 990 amostras foram para a pesquisa parasitoldgica e 6474
para a sorologia. Na pesquisa parasitoldgica observou-se a presenca de tripomastigota de
T.vivax em 5,96% das amostras (59/990). Na sorologia 78,84% (5104/6474) apresentaram
anticorpos IgG anti T.vivax, com titulos variando de 80 a 1280. Na pesquisa molecular,
identificou-se DNA de T.vivax em 96,0% (24/25) das amostras positivas na pesquisa
parasitoldgica. A identificacdo de DNA nas amostras negativas no parasitoldgico e positivas
na sorologia com diferentes titulos foi de 4,42% (5/113) sendo 7,69% (2/26) na titulacdo 1:80,
3,85% (1/26) na titulacdo 1:160, 6,25% (1/16) na 1:640 e 6,25% (1/16) na titulacdo de 1:1280.
Ndo foi observado DNA de T.vivax na titulacdo 1:320 (0/29). Neste contexto, pode-se
concluir que os animais com suspeita clinica de tripanossomiase estao tendo contato com o
agente o que permite o desenvolvimento de resposta imune e consequentemente o aumento da
prevaléncia de anticorpos anti T.vivax, e que nao ha correlacdo dos altos titulos sorolégicos

com a presenca do parasita por PCR.

Palavras-chaves: Trypanosoma vivax, Bovino, Diagnostico.
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ABSTRACT

Bovine trypanosomiasis caused by Trypanosoma vivax causes economic losses to the
livestock industry as a result of losses in milk production, weight loss, fever, neurological
disorders, abortion, estrus recurrence, infertility, and death of infected animals. Thus, the
present work aimed to perform a parasitological, serological and molecular study of bovine
blood samples sent to the Veterinary Hospital of Uberaba with clinical suspicion of
Trypanosomiasis by T.vivax, as well as to correlate the serological titres of the animals to the
presence of the agent by PCR , in the period between 2015 and 2016. Buffy coat, Indirect
Immunofluorescence Reaction (RIFI) and Polymerase Chain Reaction (PCR), respectively,
were performed. Of the 7464 samples sent to the Uberaba Veterinary Hospital, 990 samples
were for parasitological research and 6474 for serology. In parasitological research the
presence of T. vivax trypomastigote was observed in 5.96% of the samples (59/990). In the
serology, 78.84% (5104/6474) had anti-T.vivax IgG antibodies, with titers varying from 80 to
1280. In molecular research, T.vivax DNA was identified in 96.0% (24/25) of positive
samples in parasitological research. The identification of DNA in negative parasitological and
positive samples in serology with different titres was 4.42% (5/113) and 7.69% (2/26) in the
titre 1:80, 3.85% (1 / 26) at titration 1: 160, 6.25% (1/16) at 1: 640 and 6.25% (1/16) at the
titration of 1: 1280. T.vivax DNA was not observed at titre 1: 320 (0/29). In this context, it can
be concluded that animals with clinical suspicion of trypanosomiasis are in contact with the
agent which allows the development of immune response and consequently the increase in the
prevalence of anti-T.vivax antibodies, and that there is no correlation of the high serological

titers with the presence of the parasite by PCR

Key-words: Trypanosoma vivax, Bovine, Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase causada pelo Trypanosoma vivax (T.vivax) gera prejuizos
econbmicos para a inddstria pecudria por acarretar perdas na producdo de leite,
emagrecimento, febre, manifestacdes neuroldgicas, aborto, repeticdo de cio,
infertilidade e morte dos animais infectados (SILVA et al., 2004).

No Brasil, a ocorréncia do T.vivax foi observada pela primeira vez por Shawn;
Lainson (1972) no Estado do Pard, mediante a verificacdo do parasita em esfregaco
sanguineo de um bufalo que apresentava febre e perda de peso. Outros relatos sobre
T.vivax foram feitos também por Serra-Freire; Silva; Muniz (1981), em bovinos, no
Amapa.

A doenca encontra- se disseminada por todo o Pais com surtos nos estados de
Mato Grosso (SILVA; DAVILA, 1998), Tocantins (LINHARES et al., 2006), Paraiba
(BATISTA et al., 2008), Maranhdo (GUERRA et al., 2008), Rio Grande do Sul
(SILVA et al., 2009) e Séo Paulo (CADIOLI et al., 2012).

No estado de Minas Gerais houveram relatos de surtos de Tripanossomiase
bovina em Uberaba (BITTAR et al., 2006), em bovinos leiteiros no municipio de
Igarapé (CARVALHO et al., 2008), Verissimo (CAMPOS et al., 2012), Agua
Comprida, Campo Florido, Concei¢do das Alagoas, Conquista e Delta (FRANJE et
al., 2012). Anos mais tarde, Meneses (2016) relatou a soroprevaléncia de 3,05% no
Triangulo Mineiro e 3,03% no Alto do Paranaiba.

Os episodios de tripanosomiase verificados em varias regides do territorio
brasileiro podem ser decorrentes de alguns fatores como a introducdo de animais
portadores de parasitemia nos rebanhos, da ocorréncia de vetores mecanicos
suficientes para efetuar a transmissdo, ou pela manutencdo de animais susceptiveis a
infeccdo por T.vivax (MADRUGA, 2009; ALMEIDA et al., 2010).

indices elevados de surtos aumentam as taxas de mortalidade entre os animais.
Os ruminantes, considerados os mais acometidos, podem desenvolver as formas
aguda, subaguda e cronica da doenca. Os principais sinais clinicos encontrados na
fase aguda e subaguda sdo febre, anemia, fraqueza, emagrecimento progressivo,
lacrimejamento, conjuntivite, sindromes hemorragicas, inapeténcia, diarreia,
imunossupressao e aborto (GAUNT, 2000; SILVA et al., 2004; CARVALHO et al.,
2008, ALMEIDA et al., 2010). Manifestacbes neuroldgicas também podem ser
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encontrados, caracterizadas por ataxia, tremores musculares, cegueira transitdria e/ou
permanente (BATISTA et al., 2008). Na fase cronica da infeccdo os animais tornam-
se assintomaticos dificultando o diagnostico e levando os animais ao estado de
portador/reservatdrio da infeccdo (LINHARES et al., 2006; BATISTA et al., 2007;
BATISTA et al., 2008).

O diagndstico da tripanosomiase é realizado através da avaliacdo clinica-
hematoldgica dos animais associada a utilizacdo de técnicas de diagnostico como a
técnica parasitolégica Buffy coat (BCT) (SILVA et al.,, 2002), a sorologia por
imunofluorescéncia indireta (DESQUESNES; TRESSE, 1996; CORTEZ et al., 2009)
e testes moleculares como a Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) (GONZALEZ et
al., 2003).

Em trabalho realizado por Frange et al. (2012) na microrregido de Uberaba-
MG pode-se observar que 100,00% dos animais eram negativados ao exame
parasitologico, que somente 21,10% dos bovinos apresentavam anticorpos anti
T.vivax e que 79,90% dos animais ndo apresentam anticorpos contra 0 protozoario o
que indica que 0s animais nunca tiveram contato com o parasita permitindo assim o
aparecimento de surtos da doenca.

Em outro levantamento sorolégico realizado a partir de amostras recebidas
pelo Hospital Veterinario de Uberaba no periodo de 2013 a 2014, foi observado que
15,10% (35/231) e 31,20% (184/589) das amostras submentidas a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), respectivamente, apresentavam positividade na
deteccdo de anticorpos anti-T.vivax (dados ndo publicados).

Diante desses dados o presente trabalho objetivou realizar um estudo
sorologico, parasitolégico e molecular de amostras de sangue de bovinos
encaminhadas ao Hospital Veterinario de Uberaba com suspeita clinica de
Tripanosomiase por T.vivax, bem como correlacionar os titulos soroldgicos dos

animais a presenca do agente por PCR, no periodo entre 2015 e 2016.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O PARASITO Trypanosoma vivax e SUAS FORMAS DE TRANSMISSAO

As tripanossomiases sdo doencas causadas por protozoarios do género
Trypanossoma, sendo o Trypanossoma (Duttonella) vivax um hemoparasito
pertencente a familia Trypanosomatidae que foi introduzido na América do Sul com o
gado importado da Africa, provavelmente no final do século XIX (GARDINER,
1989; BATISTA et al., 2008). Este género compde um enorme grupo de
hemoparasitos flagelados que infectam membros de todas as classes de vertebrados e
que sdo transmitidos por diversos vetores, tais como os invertebrados hematofagos
(HOARE, 1972).

Com base na forma de transmissdo e desenvolvimento dos vetores, autores
dividiram este género em duas secdes, a Salivaria e a Stercoraria, sendo o T.vivax
pertencente a primeira. Essa secdo inclui tripanosomatideos transmitidos pela saliva
de moscas contaminadas com o parasito por transmisséo tipo inoculativa (HOARE,
1972; LOSOS, 1986).

De acordo com Dabus; Campos; Neves (2011) morfologicamente este
protozoario possui trés formas distintas, a amastigota, a tripomastigota e a
epimastigota. As formas tripomastigostas e epimastigostas metaciclicas sao
encontradas mais comumente no Continente Africano; a forma tripomastigosta,
presente na América do Sul, é encontrada unicamente na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado.

A forma tripomastigota apresenta como principais organelas o nucleo (N), o
cinetoplasto grande pos-nuclear (C) com flagelo (F) e o corpo basal (CB), que juntos
formam uma membrana ondulante (MO), conforme apresentado na Figura 1 (SILVA
et al., 2002). Hoare (1972) cita que aumentos significativos do cinetoplasto grande
pos-nuclear, quando comparado a outras espécies, sdo indicativos do T.vivax,

facilitando a sua identificacdo em esfregacos de sangue periférico.
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Figura 1 — Fotomicrografia de Trypanosoma vivax em esfregaco
sanguineo de sangue periférico de bovino (100x). Notar a morfologia
e principais organelas presentes na forma tripomastigota (Seta preta:
ndcleo, Seta branca: cinetoplasto).

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

Com relacdo ao ciclo de vida, o T.vivax africano envolve dois hospedeiros.
Um vertebrado, geralmente mamiferos ungulados, considerado hospedeiro final, e
outro invertebrado, sendo geralmente a mosca do género Glossina spp conhecida
como mosca tsé-tsé, considerada hospedeira intermedidria e responsavel pela
transmissdo mecanica da doenca para os hospedeiros vertebrados (OSORIO et al.,
2008).

No inseto a forma sanguinea é ingerida e ficam localizadas no esdfago e
faringe. Depois de 24 horas as formas epimastigotas migram em direcdo ao canal
alimentar onde se multiplicam intensivamente. Posteriormente migram em direcdo a
hipofaringe onde se transformam em formas tripomastigotas e em formas infectantes,
denominadas tripomastigotas metaciclicos. Por fim, essa forma infectante é
transmitida para um novo hospedeiro (SILVA et al., 2002).

Na maioria das espécies, inclusive os bovinos, os tripomastigotas metaciclicos
inoculados multiplicam-se podendo provocar reagdes cutaneas (entumescimento). Em
sequida transformam-se em tripomastigotas, adentram a corrente sanguinea de forma
direta ou indiretamente, pelos vasos linfaticos, iniciando as parasitemias intermitentes
(RADOSTITS et al., 2002).
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Na América do Sul, devido a perda da habilidade de se desenvolver
ciclicamente em vetores potenciais como na mosca tsé- tsé presente no continente
africano, o parasita passou a ser transmitido mecanicamente atraveés de dipteros
hematdfagos dos géneros Tabanus spp (“mutucas™) e Stomoxys spp a partir da
inoculacdo das formas tripomastigostas, encontradas no seu aparelho bucal. Neste
caso, a mosca se alimenta de mais de um animal e permanece infectante por apenas
um curto periodo de tempo (GUERRA et al., 2008). Sendo assim, alguns estudos
demonstram que nas épocas chuvosas, ha o aumento do risco de transmissdo do
tripanossoma, por este periodo compreender justamente picos populacionais
altissimos destes insetos vetores (OTTE; ABAUBARA; WELLS, 1994; SILVA et al.,
2002).

As formas sanguineas também podem ser transmitidas mecanicamente a partir
do uso de fomites contaminados com sangue contendo o parasito. Um exemplo
classico dessa forma de contaminacdo séo as agulhas usadas diversas vezes em Varios
animais para a aplicagdo de medicamentos, como a ocitocina em bovinos de aptidao
leiteira (HOARE, 1972; GARDINER, 1989; SILVA et al., 2002; CUGLOVICCI et
al., 2010).

Independente da forma de transmissdo, outros animais sdo considerados
sensiveis ao T.vivax, além dos bovinos, como os bubalinos, os ovinos, 0s caprinos, 0s
equideos e, mais recentemente, os suinos (LEVINE, 1973; NG’AYO et al., 2005;
SIMO et al., 2006).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Na Africa a tripanossomiase foi relatada desde meados do século XIX em
bovinos anémicos (DABUS; CAMPOS; NEVES, 2011). Neste continente a
transmissdo do hemoparasito estd associada principalmente a presenca da mosca tsé-
tsé. Estudos realizados por Delafosse et al. (2006) mostraram a ocorréncia de T.vivax
nos rebanhos bovinos localizados no Lago Chade (Continente Africano), local esse
considerado area livre do vetor, sugerindo a possibilidade de transmissdo por outros
vetores como as moscas Stomoxys calcitrans e tabanus, principalmente na estacéo

chuvosa.
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Devido a alta capacidade de adaptacéo e por ser transmitido mecanicamente
por moscas hematdfagas (Stomoxys e tabanideos) o parasito acabou se espalhando
por toda a América do Sul (SILVA et al., 2002; BATISTA et al., 2007).

Na América Latina o T.vivax foi diagnosticado pela primeira vez em 1919 na
Guiana Francesa por meio da importacdo de gado zebu do Senegal, onde observaram-
se bovinos leiteiros com alta parasitemia, queda na producdo, perda de peso e
mortalidade (LEGER; VIENNE, 1919). Posteriormente o parasito foi identificado no
sangue de bovinos no Suriname (1938), Panama (1941), Guiana (1952) e no Brasil
(1946) (BODA et al., 1946; MENESES, 2016).

Estudos sorolégicos realizado por Wells; Betancourt; Ramirez (1977) apud
Meneses (2016), identificaram anticorpos anti-T.vivax, por meio da técnica de Reacdo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em paises como El Salvador (15,00%), Costa
Rica (23,00%), Colémbia (48,00%), Equador (23,00%), Peru (14,00%) e no Paraguai
(40,00%). Na Bolivia, em 1998, também foi relatado presenca do parasita em 29
bovinos examinados mediante a técnica de Buffy coat (BCT) (SILVA et al., 1996).

Na Venezuela, no estado de Guérico, Tamasaukas, Roa; Cobo (2006)
relataram a soroprevaléncia da doenca em 29,50% de bubalinos examinados pela
técnica RIFI, durante o periodo chuvoso. Em outro estudo, no estado de Guérico, 0s
autores relataram, em animais de dupla aptidao, uma incidéncia de 0,80% pela técnica
de Woo, 2,60% pelo esfregaco sanguineo corados com Giemsa 10,00%, e 54,60% de
soroprevaléncia geral pelo Ensaio Imunoenzimatico (ELISA).

Ainda, outros pesquisadores, utilizando a técnica ELISA com antigeno p64
purificado a partir do isolamento venezuelano de T.equiperdum, conseguiram
diagnosticar uma soroprevaléncia aparente de 37,70% de tripanossomose bovina
causada pelo T.vivax de bovinos oriundos também do Estado de Guarico (UZCANGA
etal., 2016)

No inicio de 1996 os primeiros casos clinicos de tripanossomiase pelo T.vivax
foram relatados na Bolivia a partir da importacdo de bovinos infectados oriundos do
Pantanal Brasileiro (SILVA et al., 1996). A partir dai, a doenca passou a ser um
limitante para a pecuaria do pais, principalmente em areas inundadas semelhantes ao
Pantanal boliviano no departamento de Santa Cruz (GONZALES; CHACON;
MIRANDA, 2007). Nesta mesma regido, e também em Lima e no Peru, a prevaléncia
do T.vivax pela técnica molecular Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) foi de
0,90% e 3,80%, respectivamente (MEKATA et al., 2009).
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No Brasil a tripanossomiase foi relatada a primeira vez por Boda et al. (1946),
em bovinos no estado do Pard. Anos mais tarde, no mesmo Estado, Shawn e Lainson
(1972) encontraram o parasita em esfregago sanguineo de um bdfalo que apresentava
febre e perda de peso. No Amapa, Serra Freire (1981) relatou um surto em um
rebanho bovino. Ja Silva et al. (1996) relataram a ocorréncia de um surto de
tripanossomiase em 10 bovinos oriundos da regido de Pacong, no estado de Mato
Grosso, seguido por Paiva et al. (1997) que descreveu a ocorréncia do parasito no
municipio de Miranda, no Mato Grosso do Sul. Anos mais tarde, no mesmo Estado o
autor cita a ocorréncia de bovinos com tripanossomiase pelo T.vivax localizados no
complexo Pantanal (PAIVA et al., 2000). A partir de entdo, varios outros trabalhos
foram publicados descrevendo a disseminagdo da doenca por todo o Brasil (SILVA et
al., 1998; LINHARES et al., 2006; BATISTA, 2008).

Em 2008 foi relatado também surtos de Tripanossomiase por T.vivax em
bezerros no estado do Maranhdo (GUERRA et al., 2008). No mesmo estado Melo et
al. (2011) realizou coleta de 559 amostras de sangue de bovinos para a realizacéo de
estudos parasitol6gicos e moleculares e notou que na Ilha de Séo Luis, ndo foram
observados parasitas no exame parasitologico. Ao analisar as mesmas amostras pelo
método de PCR trés amostras (1,00%) foram identificadas como positivas,
demonstrando que a PCR foi mais sensivel nessas amostras, confirmando a utilidade
do método em pesquisas epidemioldgicas.

Em Pernambuco, foi observada a presenca do parasito em gado leiteiro
oriundo do municipio de Itambé onde o diagndstico foi confirmado através de
microscopia biométrica, de analise molecular com PCR e por seqgiienciamento de
DNA (PIMENTEL et al., 2012).

No municipio de Sdo Pedro, no Rio Grande do Sul, o hemoparasita foi
diagnosticado em esfregagco sanguineo a partir da identificacdo morfoldgica
tripomastigota e confirmada pela técnica da PCR de uma vaca que apresentava
manifestacdo neuroldgica (ataxia e paresia) (SILVA et al., 2009).

Em 2012, na cidade de Lins, no estado de S&o Paulo, ocorreu a primeira
descricdo de surto de T.vivax, onde foram registrados 31 Gbitos entre vacas e bezerros
de um total de 1080 bovinos. O diagndstico para T.vivax foi possivel por meio da
visualizacdo das formas tripomastigostas de esfregacos sanguineos; a especie foi
diagnosticada por meio da técnica de PCR (CADIOLI et al., 2012).
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Outro surto de T.vivax foi identificado em 2013 no municipio de Barra do
Garcas, no Mato Grosso, ap6s o compartilhamento de agulhas entre vacas leiteiras
que recebiam dosagens de ocitocina diarias (BASTOS et al., 2013). O
compartilhamento de agulhas foi motivo também para outro surto, em Ipameri-GO,
em 2015, apos a aquisicdo de 18 animais da raca Girolando de origem desconhecida
(BARBOSA et al., 2015).

Em Minas Gerais, véarios surtos foram identificados. Dentre eles em vacas que
apresentaram perda de visdo, anemia e baixo escore corporal (CARVALHO et al.,
2008). Bittar et al. (2006) relataram a prevaléncia de 37,70% de tripanosomatideo em
animais presentes em Uberaba e Frange (2013) descreveu a prevaléncia de 16,20% de
anticorpos anti-T.vivax na mesma regido. Surtos de tripanossomiase causada por
T.vivax também foram confirmados em Verissimo- MG (CAMPOS et al., 2012).

No municipio de Igarapé-MG, Cuglovici et al. (2010) também comprovaram a
presenca do parasita em 100,00% das coletas sanguineas de vacas mesticas que foram
submetidas a exames parasitoldgicos, sorolégicos e molecular. J& Meneses (2016)
observou gue mesmo com baixa prevaléncia da tripanossomiase em MG, a doenca ja
se apresentava distribuida homogeneamente. Ainda percebeu que o teste de brucelose
exerce influéncia indireta sobre a ocorréncia da doenca. Comprova-se esse fato ao se
observar que na microregido de Uberaba existe um transito intenso de animais devido
as grandes exposi¢cdes agropecuarias e a alta comercializacdo, havendo, assim, uma
entrada facilitada de animais infectados (FRANGE, 2013).

Nesse mesmo sentido pode-se verificar que os casos e/ou surtos de
tripanossomiase em varias regides do pais podem ser decorrentes de fatores como a
introducdo de animais no rebanho com parasitemia, a existéncia de uma populagéo de
vetores mecanicos suficientes para transmitir a doenga ou até mesmo a presenga de
animais susceptiveis a infeccdo por T.vivax (MADRUGA, 2009; ALMEIDA et al.,
2010).

Além disto, pesquisadores acreditam que esta alta incidéncia pode estar
associada a falta de conhecimento da enfermidade pelos proprietarios e profissionais
da érea, pela escassez de controle e de servigos de diagnostico veterinarios
especializados, bem como a auséncia de aplicacdo de farmacos tripanocidas (SILVA
et al., 2004; TAMASAUKAS et al., 2014).
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2.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A patogenia da tripanossomiase é influenciada por diversos fatores, como a
susceptibilidade do animal (raca, idade e tripanotolerancia), a viruléncia da cepa do
hemoparasita e a presenca do vetor mecanico (ANOSA, KANEKO, 1983). Uma vez
infectado, o bovino pode apresentar fases de parasitemia e periodo pré-patente
flutuante, podendo apresentar picos de parasitemia no periodo da manhd e baixo
niveis na parte da tarde dentro de um mesmo dia. J& o periodo pré-patente pode variar
de acordo com a viruléncia do parasito, sendo de nove a 14 dias para isolados
virulentos e de trés a 59 dias para menos patogénicos (HOARE, 1972; SCHENCK et
al., 2001; HILL et al., 2005; ADAMU et al., 2007; OSORIO et al., 2008). Em estudo
realizado por Bassi (2014) o periodo pré-patente apresentado por bovinos
experimentalmente infectados variou de 11 a 16 dias (13,80 + 1,78).

Na forma aguda os principais sinais clinicos encontrados nos ruminantes sao
febre, anemia, fraqueza, emagrecimento progressivo, lacrimejamento, conjuntivite,
sindromes hemorragicas, inapeténcia, diarreia, imunossupressao e aborto durante o
terceiro trimestre de gestacdo (GAUNT, 2000; SILVA et al., 2004; CARVALHO et
al., 2008, ALMEIDA et al., 2010).

Portanto, a infeccdo pelo parasito apresenta-se de trés formas. A primeira, a
superaguda, é caracterizada pela alta e persistente parasitemia, levando o animal a
Obito dentro de trés semanas pos-infeccdo. A segunda, a fase aguda, € representada
pela alta parasitemia associada a diminuicdo dos parametros eritrocitarios levando a
um quadro de anemia (um dos principais sinais clinicos da doenca) que pode durar de
duas semanas a dois meses. O diagndstico de anemia é considerado a principal
alteracdo que constitui a maior causa de morbimortalidade nas tripanossomiases
bovinas (ANDRIANARIVO et al., 1995). A terceira fase, fase crbnica, apresenta
aumento nos parametros eritrocitarios dos animais num periodo de seis a oito semanas
juntamente com a recorréncia da parasitemia em baixas concentracdes, estendendo-se
por varios meses e anos (TAYLOR; AUTHIE, 2004). Nestes casos de reincidéncias
de baixa parasitemia, os tripanosomas podem ser encontrados extravascularmente em
linfonodos, em plexo cordide e humor aquoso, no fluido cerebroespinhal. Em caso de
imunossupressao animal, o parasito pode ressurgir e promover a disseminacdo da
doenca (HOARE, 1972; BODA et al., 2009).
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Como forma de justificativa para os quadros de anemia, ora tem-se 0S
processos hemoliticos intra e extravasculares provocados por acdo direta do parasito
que desencadeiam processos imunomediados a partir da deposicdo de
imunocomplexos na superficie das hemécias levando a destruicdo pelo sistema
fagociticomononuclear (OKECH; STEVENSON; ALUSHULA, 1996; TAYLOR,
1998). Ora justifica-se pela producdo de anticorpos, que podem acarretar em
inflamacGes teciduais, diminuicdo ou inibicdo da eritropoiese e hemorragias
(ALMEIDA et al., 2008; BATISTA et al., 2008; CHAMOND et al., 2010). Por fim,
outro mecanismo descrito seria a acdo de fosfolipases liberadas pelos parasitos
mortos, gerando lipideos que alterariam as hemacias (ILRAD, 1983).

Neste contexto, no exame do microhematocrito e contagem em camara de
Neubauer, percebe-se uma acentuada queda nos valores de eritrocitos. Ao exame de
esfregacos sanguineos as principais alteracdes eritrocitarias identificadas séo
anisocitose e policromasia com classificacdo variando de anemia normocitica
normocrémica a macrocitica normocrémica (SILVA et al., 1998). Outro achado
frequente € a leucopenia associada a linfopenia e neutropenia em resposta ao aumento
dos antigenos do parasita na circulacdo (ALMEIDA et al., 2010). Sabe-se que a
trombocitopenia também é desencadeada por processos imunomediados a partir da
fagocitose generalizada de plaquetas pelos macréfagos durante o pico de parasitemia
(CHAMOND et al., 2010).

Em relacdo as alteracGes bioquimicas, os baixos valores séricos de colesterol,
triglicérides e glicose sdo encontrados em animais com alta parasitemia, sendo
atribuido pelo gasto energético e hipertemia apresentados pelo animal durante esta
fase. A hipocolesterolemia também foi observada por outros pesquisadores
(ESPINOZA et al., 2000; SCHENK et al., 2001; FRANGE, 2013). Com relagdo a
glicose, a diminuicdo ocorre devido & sua utilizagdo pelo parasita como fonte de
energia, resultando assim, em uma hipoglicemia (BARRETT et al., 1998; KADIMA
et al., 2000).

Manifestagdes neuroldgicas também podem ser observadas, caracterizados por
ataxia, tremores musculares, cegueira transitoria e/ou permanente (BATISTA et al.,
2008). Estas lesdes podem estar associadas com a presenca do parasito em tecidos
nervosos e fluido cerebroespinhal que podem desencadear lesdes inflamatorias e
degenerativas locais, reacOes autoimunes e émbolos formados pelo parasito em
vénulas e capilares no cérebro (BATISTA et al., 2007).
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Desordens reprodutivas em machos também foram relatadas onde as principais
alteracdes incluem perda da libido, retardamento da puberdade, ma qualidade do
sémen, e nas fémeas pode ocorrer anestro, distocias, morte fetal e neonatal, aborto e
outros efeitos patogénicos no feto e no recém-nascido (SEKONI et al., 1990).
Alteracdes nas concentragcdes plasmaticas de hormonios para o processo reprodutivo
tanto em machos quanto em fémeas, também foram relatados (BAWA et al., 2000).

Na forma cronica frequentemente ndo sdo observados sinais clinicos,
dificultando o diagnostico e levando os animais ao estado de portador, atuando como
reservatorio da infeccdo (BATISTA et al., 2007; LINHARES et al., 2006; BATISTA
et al., 2008). No Brasil estudos conduzidos com animais naturalmente infectados tém
demonstrado que T.vivax, na maioria das vezes, causa infecgdo cronica e
assintomatica em bovinos, dificultando assim, o seu diagnéstico na maior parte dos
rebanhos (BATISTA et al., 2007).

Esta cronicidade pode ser explicada pela capacidade que o parasita tem de
criar mecanismos para evadir da resposta imune do hospedeiro a partir de mudancas
de seus padrfes antigénicos externos, conhecidos como glicoproteinas varidveis de
superficie (VSG). Com isso o0 parasito tem a capacidade de alterar a expressdo de suas
glicoproteinas de superficie para outra, resultando em mutacdo antigénica, o que faz
com que a resposta de anticorpos do hospedeiro contra os tripanosomas seja evitada
ou nula em alguns casos. Em seguida VSG sdo novamente reconhecidas pela resposta
imune, e tal mecanismo de escape acaba por provocar oscilacbes de alta e baixa
parasitemia, sendo considerado assim o principal mecanismo que impede a
eliminacdo do parasito, provocando assim a infecgdo cronica (BARAL, 2010). Além
disso, estes parasitos também séo capazes de internalizar os anticorpos que se ligam a
sua superficie, permitindo uma evasdo eficiente do sistema imune (HILL et al., 2005).

Os animais assintomaticos também podem apresentar tripanotolerancia, uma
caracteristica de origem genética e ambiental, em que hd um equilibrio do hospedeiro
com o parasito permanecendo clinicamente normal, por um longo periodo, podendo
variar ainda de acordo com a idade, estado nutricional e cepas envolvidas (VAN DEN
BOSSCHE; ROWLANDS, 2001). Outro fator a ser considerado sdo que estes animais
possuem hemaécias mais resistentes a modificagdo ou remocdo, além de possuirem
uma eritropoiese mais eficiente, 0 que compensa a destruicdo de eritrocitos e
manutencdo do estado tripanotolerante (NAESSENS; TEALE; SILEGHEM, 2002).
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2.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA DO HOSPEDEIRO

2.4.1 Resposta inata

Ap0s a inoculacdo das formas tripomastigota no hospedeiro, seja mecanica ou
iatrogénica, a primeira linha de defesa do organismo é dada pelo sistema Imune Inato
(BARAL, 2010). Este sistema envolve a acdo conjunta de substancias sollveis como
citocinas tipo 1, sistema complemento e células como neutrofilos e macréfagos,
dentre outras, para eliminacéo e destruicdo do antigeno (FLYN et al., 1994).

Os macrdéfagos atuam promovendo a fagocitose do T.vivax com anticorpos e
secretam moléculas tripanotdxicas envolvidas no controle do primeiro pico de
parasitemia (HARRIS et al., 2006). Segundo Bassi (2014) o aumento significativo de
macrdfagos ativados ocorre entre 18° ao 21° dia de parasitemia em bovinos infectados
experimentalmente por T.vivax.

Os neutréfilos, por sua vez, atuam diretamente nas inflamacGes teciduais.
Segundo estudo realizado por Sandoval; Espinoza; Valle (1996) foi observado que na
fase aguda e no pico de parasitemia de grandes e pequenos ruminantes infectados
experimentalmente com T.vivax, ocorreu neutropenia em resposta a transmigracéo do
parasita para os tecidos lesionados.

Apesar deste sistema de defesa ser crucial por iniciar uma resposta
inflamatoria aguda contra os antigenos do tripanosoma, se por algum motivo falhar, o
animal torna-se susceptivel a infeccdo. Uma vez infectado, as formas tripomastigotas
se movem a partir do local de inoculacdo, para todas as partes do organismo pelo
sistema sanguineo e linfatico (OSORIO et al., 2008), ocorrendo uma complexa
interacdo parasito- hospedeiro, resultando na atuacdo dos mecanismos de resposta
imune adaptativa e humoral (BLACK et al., 2001; BODA et al., 2009).

2.4.2 Resposta imune adquirida
2.4.2.1 Resposta humoral
A resposta imune humoral compreende o processo de defesa do organismo

realizada pelos anticorpos (imunoglobulinas). Sdo produzidos pelos plasmacitos e

encontrados no plasma sanguineo e desempenham uma fun¢do primordial, identificar
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e neutralizar antigenos. A reacdo antigeno- anticorpo € completamente exclusiva, ou
seja, cada tipo de anticorpo é capaz de identificar apenas um tipo de antigeno, sendo
assim, considerado o mais importante mecanismo de defesa contra microorganismo
extracelulares (AMABIS; MARTHO, 2004). Neste contexto, devido a localizacao
extracelular do tripanosoma, a resposta imune predominante é a humoral.

De acordo com Naessens; Teale; Sileghem (2002) durante a infeccdo por
T.congolense, foi observado uma ativagdo policlonal de Linfécitos B que elevam a
secrecdo de imunoglobulinas, principalmente IgM na fase aguda e IgG na fase crénica
da doenca. Em estudo realizado por Bassi (2014) em bovinos experimentalmente
infectados por T.vivax, foi possivel verificar aumentos considerdveis de IgM no
periodo pré-patente, diminui¢do de IgM e aumento de IgG na fase aguda da doenca,
seguido da permanéncia dos niveis de IgG na fase cronica.

2.4.2.2 Resposta mediada por células

Esta resposta envolve a atuagdo de células denominada Linfdcito T (auxiliares)
e Linfocito T (citotoxicos) que sdo ativados a partir do momento em que encontram as
células apresentadoras de antigeno, contendo antigenos especificos. Com esta
ativacdo, os linfdcitos ficam maiores e comegcam a multiplicar, produzindo milhdes de
clones capazes de ajudar na remoc¢do do antigeno, chamados agora de célula T
efetoras e células de memédria. Os linfocitos T (auxiliares) ao serem ativados,
produzem e liberam interleucinas, que potencializam a acdo de linfocitos B
(humoral/anticorpos), macrdfagos, linfocitos T (citotoxicos) e neutrofilos,
combatendo de maneira eficaz os antigenos (TIZARD, 2012).

No entanto, com relacdo aos tripanosomas, acredita-se que os linfécitos T ndo
exercem funcdo importante no controle da parasitemia, entretanto, a participacdo dos
linfocitos T gama-delta (T-yd), que possuem fungdes semelhantes aos Linfocitos T
auxiliares e citotoxicos (TIZARD, 2012) foram cruciais no controle da parrasitemia
contra T.brucei em humanos, por secretarem (IFN-y), importante citocina que
melhora a funcéo das células citotoxicas (BODA et al., 2009). J& em estudo realizado
por Bassi (2014) em bovinos experimentalmente infectados com T.vivax notou-se que
a fase inicial da infeccdo por T.vivax estd associada ao aumento de LT CD4+, LT
CD8+, LT-5 (WC1+).
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2.5 DIAGNOSTICO

Segundo Silva et al. (2002) os principais métodos diagnosticos para deteccdo
do T.vivax podem ser divididos em trés: parasitolégico, sorolégico e moleculares.
Dentre os métodos parasitoldégicos podemos citar a técnica do microhematdcrito
(MHCT) (WOOQ, 1970) e BCT (MURRAY, 1977) para confirmacgdo da presenca das
formas tripomastigotas de T.vivax em esfregagos sanguineos. Com relagdo aos
soroldgicos temos ELISA e RIFI para observagdo da presenca de titulos de anticorpos
anti-T.vivax (MADRUGA et al., 2006; AQUINO et al., 2010), e por fim molecular
temos a PCR para a detec¢do do genoma do hemoparasito (VENTURA et al., 2001,
DESQUESNES; DAVILA, 2002).

2.5.1 Testes Parasitdgicos- WOO e Buffy coat

Entre os testes parasitolégicos, ou diretos, MHCT, proposto por Woo (1970) é
um teste de facil execucdo, consistindo em observar em microscdpio Optico, ao
aumento de dez vezes a motilidade das formas tripomastigotas entre a camada de
leucdcitos e a de plasma, dentro do préprio microtubo hematocrito. Esta técnica
permite a deteccdo de tripanosomas de seis a dez dias pos-infeccéo.

Outra técnica parasitoldgica extremamente utilizada é o BCT, que consiste em
colocar a camada leucocitaria do microtubo hematdcrito em esfregaco sanguineo,
corar com corantes hematoldgicos e realizar leituras em microscopio Optico com
objetiva de imersdo (100x) em busca da presenca das formas tripomastigotas do
T.vivax (MURRAY, 1977). Portanto ambas as técnicas sdo Uteis nos estagios inicias
da doenga, principalmente nos picos febris, pois correspondem ao pico de parasitemia
(RADOSTITS et al., 2002).

A especificidade deste teste é de 100,00%, porém a sensibilidade é baixa
porgque ndo € possivel detectar parasitemia abaixo de 200 a 1000 tripomastigotas/ml
no sangue (MURRAY et al., 1977; DESQUESNES; TRESSE, 1996). Sendo assim, 0
encontro de parasitos em esfregacos sanguineos em fases crénicas da doenca se torna
dificil, uma vez que as formas amastigotas ndo ficam na circulacdo (MURRAY, 1977;
VENTURA et al., 2001).

Por estes motivos estd técnica ndo é recomendada durante a fase cronica da
doenca (DESQUESNES; TRESSE, 1996). Outro fator que limita o uso desta técnica é



30

que as amostras deverdo ser analisadas rapidamente, até 8 horas apos a colheita, pois
apos esse tempo a quantidade de tripomastigotas detectaveis também se reduz
(GOMEZ-PINERES; TAVARES-MARQUES; REYNA-BELLO, 2009).

Por isso, a triagem soroldgica e a titulacdo de anticorpos podem ser (teis,
fornecendo informacgfes importantes e complementares as obtidas pelos métodos
parasitologicos, além de avaliar com mais sensibilidade o estado dos rebanhos
infectados por T.vivax (MATTIOLI; FAYE; JAITNER, 2001).

2.5.2 Testes Sorologicos

As técnicas soroldgicas mais utilizadas para a deteccdo de anticorpos anti-
T.vivax, atualmente sdo a RIFI e 0 ELISA. Ambos os testes podem ser utilizados para
0 diagnéstico de infeccdo e sdo uteis para investigacbes epidemioldgicas,
especialmente para a determinacdo da distribuicdo de T.vivax (MADRUGA et al.,
2006).

Os testes soroldgicos RIFI para anticorpos circulantes vém sendo utilizados,
mostrando boa sensibilidade (AQUINO et al., 2010). Embora a presenca de
anticorpos ndo signifique necessariamente uma infecgdo ativa, uma vez que essas
moléculas persistem apds a recuperacdo, as correlagbes positivas entre os resultados
parasitologicos por BCT e a presenca soroldgica de anticorpos anti-T.vivax, tém sido
relatados até os 90 dias poés-infeccdo (MATTIOLI; FAYE; JAITNER, 2001;
DELAFOSSE et al., 2006; BASSI, 2014).

Porém, um dos obstaculos da RIFI se refere aos antigenos utilizados, visto que
sd0 em sua maior parte antigenos brutos obtidos a partir de sangue de ovinos
experimentalmente infectados, 0 que promove baixa especificidade do teste (EISLER,
et al., 1998; REBESKI et al., 1999; SILVA et al., 2002, MAGONA et al., 2008,
PILLAY et al., 2013). Portanto, pode-se observar que o desenvolvimento de testes
diagnosticos mais especificos se faz necessario, sendo imprescindivel a busca de

outras op¢des diagnosticas como os testes moleculares.
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2.5.3 Testes Moleculares

Os métodos soroldgicos sdo Uteis em estudos epidemioldgicos, porém, estes
usualmente ndo distinguem o curso da infec¢do, devido a avidez de 1gG em infec¢des
recentes ou progressos nas tripanosomiases, e a sua deteccdo pela PCR, abre novas
perspectivas neste campo (VENTURA et al., 2001). A PCR teve uma consideravel
contribuicdo na identificacdo, caracterizacdo e diagnostico molecular de tripanosomas
em diversos niveis taxonémicos com precisdo e confiabilidade (DESQUESNES;
DAVILA, 2002). Para a identificacio do T.vivax, sdo utilizados primers direcionados
no gene do mini-exon (spliced leader) e na regido intergénica, com amplificacdo do
produto de 210pb (VENTURA et al., 2001).

Embora tenham excelentes resultados, os testes por PCR ndo sdo satisfatorios
guando ha baixa ou nenhuma parasitemia, além do uso em larga escala ser dificil a
campo, uma vez exige alto custo em laboratérios equipados, pessoal treinado e
reagentes adequados (DAVILA et al., 2003; OSORIO et al., 2008).

Neste contexto, a confirmacdo de um caso de tripanossomiase bovina requer a
realizacdo destes diagnosticos laboratoriais, sendo que a escolha do tipo de exame a
ser realizado dependera da fase clinica da doenca (MENESES, 2016).

26  TRATAMENTO

A Quimioterapia e quimioprofilaxia atualmente representam o pilar para o
controle da tripanossomiase bovina causada pelo T.vivax. (GIORDANI et al., 2016).
Apenas seis compostos estdo atualmente licenciados (Quadro 1), sendo o dimenazeno,
homidio e isometamidio primariamente usados para o tratamento e profilaxia da
tripanossomiase em bovinos, ovinos e caprinos. JA a quinapiramina, suramin e
melarsomina sdo primariamente usados como agentes terapéuticos para infecgdes com
Trypanosoma evansi. Os de uso mais comum s&o o0 aceturato de diminazeno e cloreto
de isometamidio, amplamente aplicado contra tripanosomiases de animais oriundos
do continente Africano e Brasil (HOLMES; EISLER; GEERTS, 2004).



Quadro 1- Principais drogas tripanocidas de uso veterinario.
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Nome H Acao H Dosagem (mg/kg) H Indicacéo/Animal H Efeitos adversos H Tratamento de recaidas
Aceturato de T 3 -5 (até 8 em || T. congolense e || Téxico para cavalos, || Cloreto de
Diminazeno casos de || T.vivax (menos ativo || burros, caes e || isometamidio

resisténcia), IM ou || em bovinos, caprinos || camelos. Também
SC. e cdes babesicida.
Brometo de T 3 - 5 (até 8 em || T.vivax, IM toxico para || Aceturato de
homidio casos de || T.congolense (menos || cavalos. Potencialment diminazeno e Cloreto
resiténcia), IM || ativo emT.b. || e cancerigeno. de Isometamidio
(Bovino) ou IV || Brucei) /Bovinos,
(Suino, ovino e || gyinos, caprinos,
caprino) suinos
Cloreto de PeT 0, 25-1 (T), 0, 5-1 || T.congolense, Toéxico acima de 2 || Aceturato de
isometamidio (P). IM profundo || T.vivax (menos ativo || mg/Kg.. diminazeno
(Bovinos) em T.Brucei, Evitar a administracdo
T.Evansi)/ Bovinos, subcuténea.
ovelhas, cabras, || Altamente irritante.
cavalos e camelos
Sulfato de || PeT 3-5 (T) (20-40 || T.Evansi, T.vivax, || Toxico em altas || Cloreto de
quinaprilami porT. simiae) || T.congolense, doses. Réapida Isometamidio
na (camelos,cavalo, T.brucei, aquisicao de
porcos, cdes: dose || T.Equiperdum, resisténcia.
dividida e || T.simiae/
administrada  em || Camelos, cavalos,
intervalos de 6 h), || porcos, caes, gado
7-4(P).
Suramina T 10 (cavalos: 3 || T.b.Evansi, IM pode causar || Sulfato de
sddica doses / 1 semana)/ || T.b. Brucei, necrose grave no local || quinapiramina
v Th. Equiperdum / da injecdo.
Camelos e cavalos Pode ser toxico para os
cavalos
Dicloridrato T ||0-250 -5 (0,5 || T.b.Evansi, - -
de para bovinos)/ SC || T.b. Brucei,
melarsomina ou IM

T.b. Equiperdum/
Camelos, bufalos,
cabras, porcos,

cavalos, gado

IM, intramuscular; IV, intravenosa; SC, subcutaneo; T, acdo terapéutica; P, acdo profilatica. Nota. Os
produtos utilizados nos animais que produzem carne ou leite para consumo humano s6 devem ser
utilizados em conformidade com os rotulos dos produtos, incluindo os periodos de espera.
Fonte: GIORDANI et al., 2016.
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O acetato de diminazeno é uma diamidina aromatica, comercializada em
combinacdo com antipirina, que possui acdo tripanocida, porém, tem demonstrado
uma atuacdo inadequada e até ultrapassada para o controle da doenca, devido o
aparecimento de parasitas resistentes (SILVA et al., 2004). Alguns estudos tem
relatado a ocorréncia desta resisténcia como em bovinos presentes na Guiana
Francesa (DESQUESNES; TRESS, 1996) e em vacas que apresentavam sinais
neuroldgicos decorrentes da infecgdo por T.vivax. (BATISTA et al. 2007). Um ano
depois, 0s autores também observaram resisténcia com recidiva clinica em bovinos,
apos a aplicacdo da medicacdo (BATISTA et al., 2008).

Ja Cadioli et al. (2012) relataram que oito vacas com sintomas clinicos
compativeis com tripanosomiase por T.vivax, foram tratadas com a medicagdo, com
aparente cura clinica, mas apresentaram recidiva da doenca ap6s dois meses, com
novos picos de parasitemia e tornaram-se clinicamente doentes. E mesmo apds a
repeticdo do tratamento os autores verificaram que o farmaco ndo teve mais efeito
sobre o T.vivax e trés animais vieram a Obito. E por fim, em 2014, em estudo
utilizando bovinos infectados experimentalmente em Minas Gerais, que foram
tratados com a medicacdo, apresentaram a recorréncia de tripomastigotas apds dois
dias de tratamento, o que demonstra ainda mais a resisténcia do parasita a droga
(BASSI, 2014).

Neste contexto, atualmente a droga de escolha, € o cloreto de isometamidio
por possuir atividade terapéutica e preventiva. A partir de ensaios sobre estas
atividades em infeccBes experimentais por T.vivax e T.evansi, verificou-se que o
farmaco é altamente eficaz contra a infeccdo por T.vivax em ovinos e bovinos nos
quais foram alcancados periodos de protecdo que variam de 118 a 195 dias, porém
ndo foram observados efeitos completos contra a infec¢cdo por T.evansi. Notou-se
também que o farmaco foi bem tolerado em ovinos e bovinos, enquanto que os efeitos
secundarios foram observados em éguas tratadas. Neste contexto o farmaco passou a
ser utilizado para prevenir danos e perdas econbmicas causadas pelo T.vivax na
Venezuela e em todo o Brasil (GIORDANI et al., 2016).

A atividade profilatica do farmaco ocorre devido ao seu acumulo no figado,
nos rins e no baco, bem como no local da injecdo, sendo liberada lentamente ao
plasma (KINABO; BOGAN, 1988). Portanto, a persisténcia de residuos de
isometamidio € muito mais longa do que para o diminazeno. Por esta razdo, foi

estabelecido um periodo de espera de 30 dias para o consumo de produtos de bovinos
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tratados com a droga, embora na pratica o periodo de caréncia seja sempre especifico
do produto. A excrecdo ocorre principalmente via bile e os niveis no leite de gado séo
geralmente muito baixos (KINABO, 1993). A duracdo da atividade profilatica ap6s a
administracdo intramuscular em bovinos € tipicamente de dois a trés meses e pode ser
até seis meses, mas pode variar muito, dependendo da formulacao e dosagem utilizada
e da estirpe do parasita, bem como em outros fatores, incluindo susceptibilidade da
raga em particular e seu estado geral de saude (TORO et al., 2006, KINABO;
BOGAN, 1988). Terapéuticamente, o farmaco possui efeito tripanocida, diminui a
gravidade da doenca, aumentando significativamente o hematocrito dos animais
(CADIOLI et al., 2012). O isometamidio também pode ser utilizado em associacao
com diminazeno, sendo os dois farmacos utilizados sequencialmente para minimizar o
risco de desenvolvimento de resisténcia (PEREGRINE, 1994). No entanto, um
namero crescente de relatos de resisténcia a este produtos indicam que sua utilidade
futura possa se tornar limitada (GEERTS et al., 1998; DELESPAUX; DE KONING,
2007). Dentre eles, hé vérios relatos de isolados de campo, de muitos paises africanos,
particularmente contra o T.congolense, T.brucei e T.vivax, detalhando as vezes a
resisténcia cruzada com diminazeno (AFEWERK et al., 2000, SINYANGWE et al.,
2004, MAMOUDOU et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo sorologico, parasitolégico e molecular de amostras de
sangue de bovinos encaminhadas ao Hospital Veterinario de Uberaba com suspeita
clinica de Tripanossomiase por T.vivax, bem como correlacionar os titulos soroldgicos

dos animais a presenca do agente por PCR.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o perfil parasitologico de bovinos com suspeita clinica de
tripanosomiase por T.vivax;

e Determinar o perfil sorolégico de bovinos com suspeita clinica de
Tripanosomiase por T.vivax;

e Correlacionar o perfil parasitologico com os dados epidemioldgicos dos animais
com suspeita clinica de tripanosomiase por T.vivax;

e Correlacionar o perfil sorolégico com os dados epidemioldgicos dos animais com
suspeita clinica de tripanosomiase por T.vivax;

e Correlacionar os titulos soroldgicos dos bovinos com suspeita clinica de

tripanosomiase por T.vivax a presenca do agente por PCR.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Patologia Clinica e
Medicina Veterinaria Preventiva situados no Hospital Veterinario de Uberaba e no
Laboratdrio de Biologia Molecular do Colégio Técnico (COLTEC) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.2 PESQUISA PARASITOLOGICA

4.2.1 Amostras de sangue

Foram utilizadas as amostras encaminhadas ao Hospital Veterinario de
Uberaba, compreendidas no periodo 2015 a 2016, para a avaliacdo parasitoldgica pela
técnica do BCT. As amostras foram encaminhadas em tubo de coleta de sangue BD
(Vacutainer® Brasil, Minas Gerais, Juiz de Fora) contendo &cido
etilenodiaminotetracético di-sédico (EDTA) a 10,0%, refrigeradas e armazenadas

dentro do periodo maximo de 24 horas.

4.2.2 Técnica Buffy Coat - BCT

A pesquisa de formas tripomastigostas de T.vivax foi realizada pela técnica do
Buffy coat (BCT) (MURRAY, 1977). Consistiu no preenchimento de tubo capilar de
vidro para cada amostra de sangue com anticoagulante, centrifugado a 10.000 x ¢
(Celm® MH Brasil, S&o Paulo, Barueri) por cinco minutos. Apds, foi realizado o
esfregaco a partir da amostra obtida de um capilar, quebrando o tubo na fragéo entre a
camada liquida (plasma) e a camada leucocitaria em seguida foi corado com Panético
Répido (Laborclin® Brasil, Parana, Pinhais) e observado em aumento 1000x por
microscopia Optica (NIKON® Eclipse E200, Brasil, Santa Catarina, Floriandpolis) em

busca das formas tripomastigotas de T.vivax.
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43  PESQUISA SOROLOGICA

4.3.1 Amostras de soros

Foram utilizadas as amostras encaminhadas ao Hospital Veterinario de
Uberaba, compreendidas no periodo de 2015 a 2016, para a pesquisa de anticorpos
IgG anti- T.vivax por imunofluorescéncia indireta. As amostras foram encaminhadas
em tubo de coleta de sangue BD (Vacutainer® Brasil, Minas Gerais, Juiz de Fora)
sem anticoagulante. Apds o recebimento as amostras eram encaminhadas ao
Laboratorio de Patologia Clinica e imediatamente processadas.

Com o auxilio da centrifuga (Fanem Baby® 1206BL, Brasil, Sdo Paulo,
Guarulhos) as amostras foram centrifugadas em velocidade de 2000 x g a temperatura
ambiente (TA) por 10 minutos para obtengdo dos soros que foram transferidos e
acondicionados em tubos de polipropileno de 2,5 ml (Eppendorf® Brasil, Sdo Paulo,
Paulinia) devidamente identificados e mantidos a temperatura de -20° C até a

realizacdo da RIFI.

4.3.2 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta- RIFI

Foi realizado o teste de RIFI para detectar anticorpos IgG anti- T.vivax
conforme metodologia descrita por Frange (2013). Amostras de soro bovino foram
diluidas (1: 80 até 1: 1280) e distribuidas em 20 pL nas limitacdes da lamina contendo
0 antigeno de T.vivax e incubadas a 37°C durante 30 minutos. Em seguida foram
feitas trés lavagens da lamina com PBS por cinco minutos cada e apds secagem a
temperatura ambiente foi adicionada para cada amostra 20 uL de conjugado anti- IgG
(Sigma F7887®) marcado com lIsotiocianato de Fluoresceina na diluicdo 1:200 em
PBS e Azul de Evans (1:10) e incubados novamente por 30 minutos a 37° C em
camera escura. Em seguida foi feito o mesmo procedimento de lavagem citado
anteriormente.

Soros de bovinos infectados com T.vivax foram utilizados como controles
positivos e soro de bovinos negativos na diluicdo 1:80 e solucdo de PBS 1:10 como
controle negativo (Branco). Posteriormente para a leitura das laminas, foram

acrescentados 10 pL de glicerina tamponada (Glicerina 90%, Na>COs 0,5 mM,
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NaHCO3z 0,5 mM pH 8,0-8,5) para cada amostra e coberta por uma laminula. As
laminas foram lidas em microscépio epi- fluorescente (Nikon® E 200) com aumento
de 400x (CUCLOVICI et al., 2010) e classificados como positivos quando detectada a
fluorescéncia a partir da dilui¢éo 1:80.

4.4  REACAO DE CADEIA DE POLIMERASE- PCR

4.4.1 Amostras bioldgicas

Amostras de sangue colhidas em tubos com anticoagulante submetidas a
pesquisa parasitolégica e soroldgica no HVU foram colhidas aleatoriamente para a
pesquisa molecular.

Como controle negativo utilizou-se as amostras de sangue total de animais
negativos nos dois testes laboratoriais (n=20) e como controle positivo utilizou-se 24
amostras positivas no BCT independente da sorologia apresentada. Para a pesquisa de
T.vivax nos diferentes titulos soroldgicos utilizou-se 113 amostras de sangue BCT
negativas e RIFI positivas. A distribuicdo do nimero de amostras nos diferentes

titulos esta apresentada na Tabela 1:

Tabela 1 — Quantidade de amostras utilizadas para determinacdo do PCR de acordo
com os resultados parasitoldgico e sorolégico.

Buffy coat Titulos soroldgicos NUmero de amostras
Negativo 1:80 26

Negativo 1:160 26

Negativo 1:320 29

Negativo 1:640 16

Negativo 1:1280 16

TOTAL 113

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

As amostras foram armazenadas a — 20° C e encaminhadas em caixa de isopor
com gelo reciclavel ao laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal de

Minas Gerais para serem processadas.
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4.4.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada em amostras de sangue colhidas em EDTA,
utilizando o kit comercial QlAamp Mini Kit® (Ref. 51306), do fabricante Qiagen®
(Brasil, S&o Paulo, Guarani). O material genético foi obtido das amostras apds a
realizacdo da extracdo do DNA seguindo o protocolo do fabricante: 200 pL de cada
amostra foram transferidos para eppendorf’s estéreis de 1,5 mL contendo 20 uL de
proteinase K. Posteriormente foram acrescentados 200 uL de Buffer na amostra. A
mistura foi homogeneizada através de um vortex por 15 segundos e incubada em
estufa a 56°C por 10 minutos. Apos essa etapa, foram adicionado 200 uL de etanol
absoluto na amostra com homogeneizacdo por 15 segundos. A mistura obtida foi
transferida para um tubo eppendorf de coluna (QlAamp Mini spin column® Brasil, Sdo
Paulo, Guarani) e centrifugada a 8.000 x g por um minuto.

Apds a centrifugacdo observou-se um filtrado logo abaixo do eppendorf de
coluna. O mesmo foi descartado, pois 0 material genético ficou na membrana do tubo
de coluna. Foram adicionados no tubo de coluna 500uL do reagente Buffer AW1
seqguido de centrifugacdo a 8.000 x g por um minuto e posteriormente 500uL do
reagente Buffer AW2 seguido de centrifugacdo a 14.000 x g por trés minutos. Apoés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado. Para a suspensdo do DNA foram
adicionados 200uL do reagente Buffer AE. Apos incubagdo em temperatura ambiente
(25°C) por um minuto e centrifugacdo final a 6.000 X g por um minuto obteve-se um
filtrado incolor contendo o DNA em suspensdo. Apos a obtencdo do filtrado final, o

DNA total (ng/mL) foi quantificado em aparelho de espectrofotdmetro.

4.4.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional

A PCR para T.vivax foi realizada pelo protocolo descrito por Ventura et al.
(2001). Os primers adicionados reconhecem uma regido especifica do material
genético do parasita, onde ao final do experimento, observou-se a amplificacdo de um
fragmento contendo aproximadamente 210pb da regido gendmica TviSL (T.vivax
Spliced leader) do parasito. Para a amplificagdo especifica do gene TviSL, o0s
iniciadores TviSL1 (forward:5GCTCTCCAATCTTAACCCTA3) e TviSL2
(reverse: 5" GTTCCAGGCGTGCAAACGTC3") foram adicionados a mistura. As
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amplificacdes foram realizadas em uma mistura de 50uL contendo 200uM de dNTP,
20uM de iniciadores TvSL1 e TvSL2, DNA da amostra (quantidade variavel), tampéo
para PCR contendo 1.5mM de MgCl: e 2.5U de Taq DNA polimerase.

Adicionado o0s reagentes, as amostras foram transferidas para um
termociclador, onde o tempo foi ajustado em 35 ciclos a 94°C por um minuto para
desnaturagdo, 52°C por dois minutos para anelamento e 72°C por trés minutos,
seguido de 72°C por dez minutos para extensdo final. Apds a amplificacdo, os
produtos foram adicionados em placas de vidro para eletroforese contendo o padrdo
de peso molecular, amostras do controle positivo e negativo (agua destilada), em gel
de agarose a 2,00% e brometo de etideo. A leitura foi realizada em transiluminador
UV, e as amplificagdes das amostras foram comparadas com o padrdo de peso

molecular, controle positivo e negativo versdo 5.0 (Prism Software®, Irvine, EUA).

4.5 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os dados epidemioldgicos (raca, idade, sexo, localidade e sazonalidade) foram
obtidos a partir dos dados cadastrais, disponiveis no acervo digital do sistema
especifico do HVU.

Para melhor organizacdo e interpretacdo dos dados epidemiolégicos as idades
foram tabuladas em meses da seguinte forma: 0-12; 13-24; 25- 36; acima de 36 e nao
especificado. Ja para a localidade foi realizada uma estratificacdo em sete circuitos:
Tridangulo Mineiro, Alto Paranaiba, Sul e Sudoeste de Minas, Oeste de Minas, Estado
de S&o Paulo e N&o Especificado.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos dados na comparacdo entre os percentuais de
positividade, considerando-se os dados referentes ao ano, més, sexo, faixa etaria, raca
e municipio, foi realizada por meio do qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Para as
variaveis com multiplas categorias, as diferencas significativas entre as frequéncias
observadas e esperadas foram obtidas por meio da anélise de residuos. Os parametros

ndo especificados ou desconhecimentos foram omitidos dessa analise comparativa,
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assim como as categorias que apresentaram baixas frequéncias esperadas, devido a
limitacdo do teste qui-quadrado.

Os titulos sorolégicos (1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280) foram transformados
em uma variavel categdrica ordinal para permitir a realizacdo de testes de comparagéao
ndo-paramétricos, como os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, seguido do
teste de Dunn.

Quanto aos testes diagnosticos, a concordancia entre os trés testes foi avaliada
por meio do coeficiente de concordancia Kappa. Procurou-se também avaliar a
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos e acuracia do
teste sorologico, BCT e PCR considerando-se como padrdo-ouro de positividade as
amostras reagentes no BCT ou na PCR. A partir dessa analise comparou-se a acuracia
entre os testes diagndsticos por meio do qui-quadrado, seguido de um teste de
maultiplas comparacgdes, segundo procedimento de Marascuilo.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos softwares Statistica
10.0 (Statsoft, Tulsa, OK, 2011) e Microsoft Excel 2010. Foram considerados
significativos os resultados que apresentaram p-valor<0,05.
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5 RESULTADOS

No periodo de 2015 a 2016, 7464 amostras foram encaminhadas para o
Hospital Veterinario de Uberaba para pesquisa parasitologica (990/7464 amostras —
13,26%) e soroldgica (6474/7464 amostras — 86,73%). A caracterizacdo das amostras
submetidas a pesquisa parasitologica e sorologica em relacdo a idade, sexo, raca e

localidade esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — NUmero de amostras submetidas a pesquisa parasitoldgica e sorolégica em
relacdo a idade, sexo, raca e localidade nos anos de 2015 e 2016.

Caracterizacéo 2015 2016
amostral Parasitologico  Sorologico Parasitoldgico  Soroldgico
Idade (meses)
0-12 0 10 3 67
13-24 0 55 7 19
25-36 3 14 3 35
>36 95 100 63 410
Né&o especificado 420 2381 396 3383
TOTAL 518 2560 472 3914
Sexo
Macho 6 87 9 197
Fémea 153 2408 108 788
Né&o especificado 359 65 355 2929
TOTAL 518 2560 472 3914
Raca
Aberdeen Angus: 0 0 1 0
Anelorado 0 0 0 2
Braford 0 0 0 3
Sindi: 0 0 1 0
Cruzamento Ind: 1 40 7 50
Gir: 9 6 3 46
Girolando: 467 1846 419 3106
Guzera: 1 1 6 1
Holandesa: 2 299 3 125
Jersey: 0 1 0 7
Mestica: 6 8 4 18
Nelore: 1 18 15 46
SRD: 31 341 13 510
TOTAL 518 2560 472 3914
Localidade
Tridngulo Mineiro 43 609 133 842
Alto Paranaiba 48 49 0 143
Sul e Sudoeste de 9 32 0 177
Séo Paulo 0 0 0 10
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Continua...

Continuacao...

Oeste de Minas 0 0 0 4
Caracterizacao 2015 2016

amostral Parasitoldgico  Soroldgico Parasitolégico  Soroldgico
Localidade

Né&o especificado 418 1870 339 2738
TOTAL 518 2560 472 3914

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

5.1 PARASITOLOGICO

No periodo de 2015 a 2016 das 990 amostras encaminhadas para o HVU para
pesquisa parasitoldgica, 5,96% (59/990) apresentaram tripomastigota de T.vivax
(Figura 2A). Analisando o percentual de positividade por ano, ndo se observou
diferenca entre 2015 (6,95%- 36/518 ) e 2016 (4,87%- 23/472) (Figura 2B).

A 100+ 93,05 95,13
1001

80+
60+

40-

Percentual (%)

204

Percentual (%)

Figura 2 — Prevaléncia de tripomastigotas de T.vivax, no teste parasitologico, de amostras

encaminhadas ao HVU (A) durante os anos de 2015 e 2016 (B).
Fonte: Dados da pesquisa (2017).
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Em relacdo ao sexo, idade e raca ndo foi observado diferenca significativa

entre os parametros analisados (Tabela 3).

Tabela 3 — NUmero de amostras submetidas a pesquisa parasitologica em relagdo ao
sexo, a idade e raca nos anos de 2015 a 2016.

Caracterizacdo amostral N° Positivos/N° total Prevaléncia
Sexo
Fémea 43/261 16,48%?2
Macho 0/15 0,00%?2
Indefinido 16/714 2,24%
Faixa etaria
0-12 meses 0/3 0,00%?
13-24 meses 0/7 0,00%?
25-36 meses 0/6 0,00%?
> 36 meses 22/158 13,92%?2
N&o especificada 37/816 4,53%
Raca
Girolando 55/886 6,20%?
SRD 4/44 9,09%?
Nelore 0/16 0,00%?
Gir 0/12 0,00%?2
Mestica 0/10 0,00%?
Cruzamento Ind. 0/8 0,00%?
Guzera 0/7 0,00%?
Holandesa 0/5 0,00%?
Aberdeen Angus 0/1 0,00%?
Sindi 0/1 0,00%?2

* Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05) entre 0s
pardmetros analisados.

Os parametros ndo especificados ou desconhecimentos foram omitidos da analise comparativa, assim
como as categorias que apresentaram baixas frequéncias esperadas, indicadas em itélico.

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Dentre 0s municipios que enviaram amostras de sangue dos bovinos para o
HVU, Araxa apresentou prevaléncia de T.vivax estatisticamente superior (43,75%) em
relacdo aos demais municipios. Das amostras positivas 3,43%, ndo possuiam a
especificacdo da localidade. A positividade por municipio e durante os anos (2015 a

2016) esté apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 — Prevaléncia de amostras positivas para Trypanosoma vivax na pesquisa
parasitoldgica de acordo com o Municipio durante os anos de 2015 a 2016.

Localidade Positivos Prevaléncia
Alto Paranaiba

Araxa 21/48 43,75% 2
Triangulo Mineiro

Frutal 1/7 14,28%7"

Uberaba 10/112 8,92%"

Verissimo 1/38 2,63%"

ltuiutaba 0/8 0,00%"

Agua Comprida 0/2 0,00% "

Campina Verde 0/9 0,00%"°
Sul e Sudoeste de Minas

Passos 0/9 0,00%°
Nao identificado 26/757 3,43%

* Letras minGsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05) entre 0s
pardmetros analisados.

Os parametros ndo especificados ou desconhecimentos foram omitidos da analise comparativa, assim
como as categorias que apresentaram baixas frequéncias esperadas, indicadas em itélico.

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

A frequéncia de amostras positivas no exame parasitoldgico foi
estatisticamente superior nos meses de julho (19,14% - 18/94) e dezembro (28,76%-
21/73) (Tabela 5).

Tabela 5 — Prevaléncia de tripomastigota de T.vivax em amostras encaminhadas ao
HVU durante os meses dos anos de 2015 a 2016.

M&s Ano Prevaléncia
2015 2016 2015 a 2016
Janeiro 0/5 0/35 0/40 (0,00%) °
Fevereiro 1/44 3/27 4171 (5,63%) °
Margo 0/1 0/17 0/18 (0,00%) °
Abril 0/16 1/76 1/92 (1,08%) ®
Maio 2/179 0/40 2/219 (0,91%) ®
Junho 9/40 0/51 9/91 (9,89%) °
Julho 0/6 18/88 18/94 (19,14%) 2
Agosto 0/9 0/38 0/47 (0,00%) °
Setembro 0/32 1/60 1/92 (1,08%) ®
Outubro 0/44 0/6 0/50 (0,00%) ®
Novembro 3/85 0/18 3/103 (2,91%) °
Dezembro 21/57 0/16 21/73 (28,76%) ?

* Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os
parametros analisados.

Fonte: Dados da pesquisa (2017).
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5.2 SOROLOGICO

Durante o periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2016, foram
encaminhadas ao HVU 6474 amostras para pesquisa de anticorpos anti T.vivax por
RIFI, das quais 78,84% (5104/6474) apresentaram resultado positivo (Figura 3A).
Analisando a soroprevaléncia por ano, pode-se notar aumento significativo (p<0,05)

em 2016 (83,32%- 3261/3914) em relagéo a 2015 (71,99%- 1843/2560) (Figura 3B).
Colocar a Letra B na figura.

1001 1009 x
* 2 B E&A Positivos
_ Bl Negativos
: :
Figura 3 — Prevaléncia de anticorpos anti T.vivax (A) em bovinos submetidos a
pesquisa sorolégica por RIFI no periodo de 2015 a 2016 (B).
* Diferencas significativas (P<0,05) entre os parametros analisados.
Fonte: Dados da pesquisa (2017).
Analisando a frequéncia dos titulos soroldgicos pode-se notar que em 2016 os titulos
80, 320, 640 e 1280 foram mais frequentes em relacdo a 2015 ( Tabela 6).
Tabela 6 — Percentual de amostras positivas de acordo com os titulos sorologicos de
amostras de bovinos submetidos a pesquisa soroldgica por RIFI durante os anos de 2015 e
2016.
Varidveis Titulos soroldgicos Total
Nao reagente 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
Ano
2015 717 259 1584 0 0 0 2560
28,00% 10,11% 61,87%
0 y [l ’ 0, 0, 0,
% (717/2560) (259/2560)  (1584/2560) 0,0% 0,0% 0,0%
2016 653 577 966 574 424 720 3914
% 16,68%" 14,74%:? 24,68%" 14,66  10,83%* 18,39%*
0 (653/3914) (577/3914)  (966/3914)  (574/3914) (424/3914) (720/3914)
Total 1370 836 2550 574 424 720 6474

* Letras mindsculas distintas na mesma linha indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os parametros
analisados.

Fonte: Dados da pesquisa 2017.
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Em relacdo ao sexo, idade e raca dos animais pode-se notar percentual de positividade
estatisticamente inferior em fémeas (74,53% - 2382/3196), com a faixa etaria de 13 a
24 meses (58,10% - 43/74), da raca Gir (50,00% - 26/52) (Tabela 7).

Tabela 7 — NUmero de amostras submetidas a RIFI em relacdo ao sexo, a idade e raca
nos anos de 2015 a 2016.

Caracterizacdo amostral N° Positivos/N° total Prevaléncia
Sexo
Fémea 2382/3196 74,53% @
Macho 228/284 80,28% P
N&o especificado 2488/2994 83,09%
Faixa etaria
0-12 meses 66/77 85,71% P
13-24 meses 43/74 58,10% ?
25-36 meses 34/49 69,38% °
> 36 meses 413/510 80,98% P
N&o especificada 4542/5764 78,79%
Raca
Nelore 52/64 81,25% P
Cruzamento Ind. 73/90 81,11%°
Girolando 3945/4952 79,66% P
Holandesa 332/424 78,30% P
Mestica 20/26 76,92% P
SRD 637/851 74,85% @
Gir 26/52 50,0% 2
Braford 3/3 100,0% °
Anelorado 2/2 100,0% °
Jersey 7/8 87,50% P
Guzeré Y 50,0% °

* Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (P<0,05) entre 0s
pardmetros analisados.
Os parametros ndo especificados ou desconhecimentos foram omitidos da analise comparativa, assim
como as categorias que apresentaram baixas frequéncias esperadas, indicadas em italico.

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Uberlandia foram o0s municipios

estatisticamente inferior (Tabela 8).

Dentre os municipios avaliados pode-se notar que ltuiutaba, Patos de Minas e

que apresentaram prevaléncia sorologica
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Tabela 8 — Prevaléncia de amostras positivas para T.vivax por RIFI de acordo com o

Municipio durante os anos de 2015 a 2016.

Localidade — 2015 — 2016 —
Positivos Prevaléncia

Nao especificado 3671/4608 79,66%
Triangulo Mineiro
Campina Verde 16/16 100,00%?
Araguari 13/13 100,00%?
Frutal 85/106 80,18%?
Verissimo 36/43 83,72%?
Pratinha 17/22 77,27%?%
Prata 37/48 77,08% 2
Tapira 16/21 76,19%?
Agua Comprida 19/25 76,00% 2
Uberaba 652/866 75,28%?
Perdizes 172/231 74,45%?2
ltuiutaba 6/10 60,00% "
Uberlandia 9/23 39,13%°
Campo Florido 8/8 100,00%?
Conquista 7/8 87,50%?
Santa Juliana 8/8 100,00%?
Itapagipe 1/1 100,00% ?
Monte de Alegre de 1/1 100,00%?
Tiros 1/1 100,00%?
Alto Paranaiba
Sacramento 29/34 85,29% 2
Araxa 35/49 71,42%?%
Patos de Minas 64/92 69,56% "
Carmo do Paranaiba 8/8 100,00%?
Coromandel 717 100,00%?
Ibia 212 100,00%?
Sul e Sudoeste
Capetinga 20/23 86,95,%°?
Passos 151/186 81,18%*?
Mesoregido Paulista
Patrocinio Paulista 10/10 100,00%?
Oeste Paulista
Pimenta Ya 75,00% 2

* Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferencgas significativas (P<0,05) entre os
pardmetros analisados

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Analisando o perfil soroldgico dos animais em relagdo os meses dos anos de
2015 a 2016 observaram-se prevaléncia estatisticamente superior nos meses de Marco
(377/432 — 87,26%), Abril (374/445 — 84,04%), Maio (285/308 — 92,53%), Junho
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(467/555 — 84,14%) e Julho (325/365 — 89,04%). A prevaléncia dos anos de 2015 a

2016 em relacdo aos meses esta apresentada na Tabela 9.

Tabela 9 — Prevaléncia de anticorpos anti-T.vivax em amostras encaminhadas ao
HVU durante os meses dos anos de 2015 a 2016.

Més Ano A
2015 2016 (2015 a 2016)/ Prevaléncia
Janeiro 28/64 179/203 207/267 (77,52%)°
Fevereiro 167/274 344/494 511/768 (66,53%)°
Marco 60/88 317/344 377/432 (87, 26%) ?
Abril 19/46 355/399 374/445 (84,04%) @
Maio 46/61 239/247 285/308 (92,53%) @
Junho 81/121 386/434 467/555 (84,14%) ?
Julho 17/29 308/336 325/365 (89,04%) ?
Agosto 179/242 302/394 481/636 (75,62%) °
Setembro 199/233 221/282 420/515 (81,55%) °
Outubro 196/241 201/313 397/554 (71,66%)°
Novembro 501/665 162/209 663/874 (75,85%)"°
Dezembro 350/496 247/259 597/755 (79,07%)°

* Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferencas significativas (P <0,05) entre os
pardmetros analisados.

Fonte: Dados da pesquisa 2017.

5.3 CORRELACAO EXAMES PARASITOLOGICO E SOROLOGICO

Analisando o perfil parasitologico e sorologicos dos animais submetidos aos
dois exames pode-se notar que no titulo 1:1280 os animais apresentavam positividade
estatisticamente superior ao exame parasitologico (Tabela 10).

Tabela 10 — Percentual de positividade no exame parastitoldgico perante os diferentes
titulos sorologicos, no periodo de 2015 a 2016 de amostras de bovinos com suspeita
clinica de T.vivax.

Titulos soroldgicos

Buffy Coat

Né&o reagente 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
Nedativo 20,66% 13,80% 32,16% 9,94% 7,46% 15,95%
9 (241/1166) (161/1166)  (375/1166)  (116/1166) (87/1166) (186/1166)
Positivo 5,26%? 19,29%*  14,03%?* 7,01%? 5,26%? 49,12%"
(3/57) (11/57) (8/57) (4157) (3/57) (28/57)

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferengas significativas (P <0,05) entre os parametros analisados.

Fonte: Dados da pesquisa 2017.
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Com base nesses resultados, amostras de sangue de bovinos negativos no teste
parasitologico mas positivas no teste sorologico em diferentes titulos, foram
selecionadas aleatoriamente para realizar a pesquisa molecular de T.vivax. Amostras

positivas no parasitolégico foram utilizadas como controle positivo.

5.4 MOLECULAR

Apos a realizagdo da PCR, identificou-se DNA de T.vivax em 96,0% (24/25)
das amostras positivas no esfregaco sanguineo da papa leucocitaria (Buffy coat) e em
4,42% (5/113) das amostras negativas no teste parasitoldgico e positivas na sorologia
em diferentes titulos. Os resultados da pesquisa molecular est& apresentado na Tabela
11.

Tabela 11 — Perfil da pesquisa molecular realizada em amostras de sangue de bovinos
com diferentes resultados nos exames parasitolégico e soroldgico.

Buffy Coat (BCT)/ PCR

Sorologia(RIFI) Negativa Positiva
BCT Negativo/RIFI Negativa 20/20 (100,0%) 0/20 (0,0%)
BCT Positivo/RIFI positivo 1/25 (4,0%) 24/25 (96,0%)
BCT Negativo/RIFI(1:80) 24/26 (92,3%) 2126 (7,69%)
BCT Negativo/RIFI (1:160) 25/26 (96,2%) 1/26 (3,85%)
BCT Negativo/RIFI (1:320) 29/29 (100,0%) 0/29 (0,0%)
BCT Negativo/RIFI (1:640) 15/16 (93,8%) 1/16 (6,25%)
BCT Negativo/RIFI (1:1280) 15/16 (93,8%) 1/16 (6,25%)

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Avaliando a correlacdo do Buffy coat e PCR (padrdo ouro) notou-se
concordancia de 96,2% entre os testes (Tabela 12), sendo considerada quase perfeita
(Coeficiente Kappa (IC95%) = 0,866).
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Tabela 12 — Correlacéo entre o Buffy coat e 0o PCR

PCR
Buffy Coat Negativa Positiva Total
Negativo 128 (81,0%) 5 (3,2%) 133 (84,2%)
Positivo 1 (0,6%) 24 (15,2%) 25 (15,8%)
Total 129 (81,6%) 29 (18,4%) 158 (100,0%)

Percentual de concordancia = 152/158 (96,2%)
Percentual de discordancia = 6/158 (3,8%)
Coeficiente Kappa (1C95%) = 0,866 (0,761-0,971) ® Concordancia quase perfeita

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

Ja avaliando a correlacdo entre a sorologia e 0 PCR notou-se concordancia de
31,6% entre os testes (Tabela 13) sendo considerada fraca (Coeficiente Kappa
(1C95%) = 0,063).

Tabela 13 — Correlagdo entre a Sorologia e 0 PCR

PCR

Sorologia - — Total
Negativa Positiva
Negativo 20 (12,7%) 0 (0,0%) 20 (12,7%)
Positivo 108 (68,3%) 30 (19,0%) 138 (87,3%)
Total 128 (81,0%) 30 (19,0%) 158 (100,0%)

Percentual de concordancia = 50/158 (31,6%)
Percentual de discordancia = 108/158 (68,4%)
Coeficiente Kappa (1C95%) = 0,063 (-0,035-0,161) ® Concordancia fraca

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

Analisando a concordancia/discordancia entre os testes (Tabela 13), notou-se
que os resultados sorolégicos foram discordantes em relacdo aos testes parasitolégicos
(Tabela 14).

Tabela 14 — Distribui¢do da amostra segundo o padréo-ouro.

Testes Padrao-ouro (Positividade Buffy Coat e/ou PCR) Valor-p*
diagnosticos Resultados concordantes  Resultados discordantes
Sorologia 50/158 (31,7%) ° 108/158 (68,4%) <0,001
Buffy Coat 153/158 (96,8%) @ 5/158 (3,2%)
PCR 157/158 (99,4%) @ 1/158 (0,6%)

*0 valor-p se refere ao resultado do teste do qui-quadrado, comparando-se a acuracia entre os testes
diagndsticos. Proporcdes seguidas de letras distintas indicam diferencas significativas (p<0,05) apés
a realizacdo do teste de multiplas comparagdes, segundo procedimento de Marascuilo

Fonte: Dados da pesquisa (2017).
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6 DISCUSSAO

A soroprevaléncia para T.vivax tem ampla variacdo. Na regido sudeste,
observa-se variagdo de 7,4% (CUGLOVICI et al., 2010) a 98,36% (CADIOLI et al.,
2012). Em Minas Gerais, de 2,30% (MENESES, 2016) a 16,2% (FRANGE, 2013).
Essas variacdes sao decorrentes de fatores epidemioldgicos e se o estudo foi ou nao
realizado em area de surto.

Assim, a elevada prevaléncia de anticorpos anti-T.vivax (78,83%) observada
no presente estudo pode ser justificada pelo fato da andlise ter sido realizada em
amostras pertencentes a animais com suspeita clinica da doenca. Os casos clinicos
tém ocorrido com frequéncia nas regides estudadas e como os sinais clinicos se
confundem com os de outras enfermidades os veterinarios e proprietarios
encaminham amostras bioldgicas dos seus animais para diagnéstico diferencial, no
hospital veterinario, e, portanto justifica a alta prevaléncia. Trabalhos realizados por
Cadioli et al., (2012), em Séo Paulo, e Frange (2013), em Minas Gerais, corroboram
com essa observagdo, pois mostraram elevada soroprevaléncia nos animais
pertencentes a areas de surto. Segundo Frange, (2013) 100% das amostras de 16
animais com sinais clinicos da doenca, analisadas durante o surto, e segundo Cadioli
et al., (2012), 98,36% dos animais de uma propriedade que havia ocorrido surto
apresentavam anticorpos anti- T.vivax.

Porém, em relacdo aos resultados parasitologicos, neste estudo observou-se
baixa prevaléncia (5,96%), assemelhando-se a realidade de outros pesquisadores
(DELAFOSSE et al., 2006; ADAM et al., 2012; QUISPE et al., 2003). Essa baixa
prevaléncia parasitoldgica pode estar associada a baixa sensibilidade da técnica Buffy
Coat pois segundo Gonzales et al., (2003) e Madruga et al., (2006) durante a fase
cronica da doenca a parasitemia ndo é detectavel por esfregaco sanguineo ou teste de
Woo. Na fase superaguda da doenca a parasitemia ¢ alta e persistente. Na fase aguda
pode ser encontrado grande numero de parasitos no sangue periférico, e na fase
crénica da doenga a parasitemia € baixa (MADRUGA et al., 2006). Portanto, devido a
esta flutuacdo parasitaria durante a infeccdo o encontro de parasitos em esfregagos
sanguineos torna-se mais dificil (ANGWECH et al., 2015). Contudo, ressalta-se que
embora parasitologicamente negativos, 0s animais podem ser portadores de infec¢éo a
niveis indetectaveis (GONZALES et al., 2003).
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Nesse contexto, utilizou-se a PCR para aumentar a sensibilidade em detectar
T.vivax. Uma vez que segundo Adam et al. (2012), os métodos moleculares passam a
ser essenciais principalmente quando alguns animais considerados soropositivos,
porém parasitologicamente negativos, podem estar infectados, ou seja, falsos
negativos. Segundo Fikru et al., (2012); Angwech et al., (2015) a PCR é considerada
duas a cinco vezes mais sensivel que as técnicas soroldgicas em casos crénicos da
doenca .

Como durante a anélise comparativa dos resultados sorologicos e
parasitologicos no presente estudo, evidenciaram uma alta deteccdo de tripomastigota
de T. vivax nos esfregacos sanguineos de animais com titulos de 1280, o teste
molecular foi empregado, pois como o tratamento deve ser preconizado para animais
que apresentem tripomastigota circulantes, a correlagéo positiva e a confirmacao pela
PCR poderiam servir como auxilio na instituicdo do tratamento ja que Wilson e
Cunnigham (1971) apud Menezes (2016) também consideram que os altos niveis de
anticorpos devem ser atribuidos a presenca de parasitos circulantes.

Porém esse estudo demonstrou ndo haver uma correlagdo positiva entre a PCR
e aos titulos sorologicos obtidos na RIFI. Portanto, os altos titulos soroldgicos ndo sdo
capazes de informar se a infeccdo é ativa ou ndo. Mas a sorologia ainda é uma
importante ferramenta para avaliar a frequéncia de animais que se infectaram no
rebanho conforme descrito por Desquesnes (2004). Pois segundo Delafosse et al.,
(2006) ha persisténcia de 1gG ap0s a recuperacao clinica do animal .

Embora tenham excelentes resultados, o PCR nédo € satisfatorio quando héa
baixa parasitemia como observado neste estudo, em que ndo houve uma correlagao
positiva entre 0 PCR e amostras positivas no Buffy coat (4,0%- 1/25) (DAVILA et
al., 2003; OSORIO et al., 2008).

Analisando os fatores epidemioldgicos como raca, idade, sexo, localidade e
sazonalidade. A maior prevaléncia parasitologica de T.vivax em animais sem raca
definida assemelha-se a realidade de outros autores que relatam casos confirmados
em fémeas, sem raca definida, em S&o Pedro-RS (SILVA et al., 2009). J& no
soroldgico, os resultados obtidos neste estudo diferem dos trabalhos descritos por
Barbosa et al. (2015), Bastos et al. (2013) e Cadioli et al. (2012), que observaram
predominantemente maior soroprevaléncia em bovinos da raga Girolando
pertencentes a propriedades oriundas de Ipameri-GO, Barra do Garcas-MT e Lins-
SP, respectivamente.
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Contudo, no Brasil tém-se observado varios relatos de surtos de
Tripanossomiase em animais com diferentes caracteristicas raciais. Como em
rebanhos da raca Brahma em Formoso do Araguaia-TO (LINHARES et al., 2006) e
de vacas mesticas em Pardo Suico-PB (BATISTA et al., 2008). Também houve casos
suspeitos de rebanhos da raca Jersey, no Parana, sendo descartados a doencas apds
analises (SNAK, 2017).

A idade também se torna um importante fator de risco para a tripanossomose
bovina. No presente estudo, a prevaléncia da doenca no parasitoldgico, foi em animais
com idade superior a 36 meses. Corroborando com os descritos por Angwech et al.
(2015) que verificaram que animais mais velhos apresentaram maior prevaléncia da
doenga quando comparado aos animais mais jovens. No norte da Uganda pode-se
visualizar uma maior prevaléncia da tripanossomiase em animais acima de 48 meses
de idade quando comparada a animais com menos de 12 meses (MAGONA et al.,
2008).

No Brasil, ha relatos de surtos em fémeas maiores de 24 meses (SILVA et al.,
2009), em bovinos leiteiros adultos (BATISTA et al., 2007) e em vacas em lactacdo
(CADIOLI et al., 2012).Alguns fatores podem justificar a exposi¢do dos animais com
maior idade a tripanossomiase. O periodo de exposicdo aos vetores, bem como o
manejo empregado entre os diferentes grupos de bovinos formados dentro de uma
propriedade rural, podem estar diretamente relacionados a alta prevaléncia da
positividade em animais com mais idade (TAKEET et al., 2013), corroborando com
o0s achados do presente estudo.

Ja no soroldgico, foi observada menor prevaléncia em animais com a idade
entre 13 a 24 meses de idade, corroborando com os achados descritos por Takeet et
al., (2013) que descrevem menor prevaléncia em animais com menos de um ano de
idade com infeccdo por T. vivax na Nigéria. No entanto, estes resultados diferem dos
achados descritos por Delafosse et al., (2006) e Dayo et al., (2010) que observaram
maior prevaléncia sorologica em animais mais velhos (DELAFOSSE et al., 2006;
DAYO etal., 2010).

Com relagdo ao manejo, bezerros que mamam o colostro estardo mais
protegidos por imunidade materna, mantendo a parasitemia baixa a niveis nao
detectaveis, diminuindo assim a disseminacdo do parasito entre 0s demais

(ANGWECH et al., 2015). No entanto, nos animais mais velhos, principalmente nas



55

fémeas, 0 manejo passa a ser um fator preocupante na disseminacdo da doenca no
rebanho, conforme observado neste estudo.

Quanto a maior prevaléncia parasitoldgica da doenga ser observada em fémeas
adultas, nesse estudo pode-se relacionar ao uso diario de ocitocina no manejo leiteiro,
onde administra-se 0 hormoénio em diversos animais com a mesma agulha, por via
intravenosa. Houve relatos de contaminacdo por essa via em animais do Mato Grosso
(BASTOS et al., 2013), Goids (BARBOSA et al., 2015) e no Tridngulo Mineiro-MG
(FRANGE, 2013).

Enquanto a maioria dos estudos relata como observado neste estudo alta
parasitemia em fémeas, Magona et al. (2008) e Angwech et al. (2015) identificaram
em seus estudos no continente africano maior prevaléncia da tripanossomiase em
machos. Atribui-se a positividade da doenca ao estresse funcional que os animais
dessas regides sofrem, ao serem expostos a trabalhos pesados, como no preparo da
terra para o plantio.

No Brasil, apesar dos machos serem utilizados principalmente para fins
reprodutivos e estarem em numero reduzido nas propriedades rurais, eles podem se
destacar como importantes disseminadores da doenca devido a confirmacdo da
possibilidade de transmissdo venérea, a partir da identificacdo do parasita no plasma
seminal de animais experimentalmente infectados (MOURA, 2014), demonstrando
por fim, a sua importancia na cadeia epidemioldgica da doenca.

Por fim, outros autores consideram ndo haver diferencas estatisticamente
significativas entre o género dos animais e a incidéncia da tripanossomiase bovina
(MEKURIA; GADISSA, 2011; FIKRU et al., 2012; BIRYOMUMAISHO et al.,
2013; TAKEET et al., 2013). Diferindo assim, do presente estudo.

De acordo com Nimer (1989) a Mesorregidao do Triangulo Mineiro possui o
clima megatérmico, ou seja, tropical com verdo chuvoso e inverno seco, com estagao
chuvosa bem definida compreendendo o periodo de outubro a abril gerando uma
média pluviométrica de 1500 a 1750 mm nos municipios que compdes a regido do
Alto Paranaiba e periodo seco que compreende 0s meses de maio a setembro.
Portanto esta variacdo climatica influencia a prevaléncia da doenga por estar
diretamente relacionada ao aumento da populacdo de vetores (Stomoxys calcitrans e
Tabanideos), ja que tanto a prevaléncia parasitoldgica quanto a sorologica foram
maiores no periodo chuvoso coincidindo com a alta densidade das moscas
transmissoras (TEREFE et al., 2015). Corroborando com os dados do presente
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estudo, outros autores também descreveram altas prevaléncias no mesmo periodo
causadas pela alta incidéncia de moscas Stomoxys calcitrans, consideradas principais
vetores mecanicos da Tripanossomiase bovina no Brasil (MARTINS et al., 2008;
ENWEZOR et al., 2008).

Sabe-se que a condicao climatica favorece a explosao populacional das moscas
por meio da expansdo de criatorios favoraveis ao desenvolvimento das mesmas,
aumentando os sitios de reproducdo. A temperatura em torno de 30°C, tipica de regido
de Uberaba acaba por influenciar diretamente na propagacéao deste vetor, acelerando o
ciclo biologico para menos de duas semanas, progredindo consideravelmente essa
populacdo (AGUIAR; VALGODE, 1992).

Pela analise parasitolégica do presente estudo, puderam-se observar
prevaléncia superior em julho e dezembro. Relacionam-se esses episddios ao inicio do
periodo chuvoso e com a sazonalidade das moscas S. calcitrans na regido (BARROS
et al., 2010). Pode-se observar resultados semelhantes em estudos ecologicos
realizados em Minas Gerais (RODRIGUEZ BATISTA et al., 2005) e S&o Paulo
(BITTENCOURT; MOYA BORJA, 2000).

Com relacdo aos tabanideos, em estudo realizado por Davila et al. (2003) com
PCR no Pantanal, foi constatada também uma prevaléncia significativamente maior
da infeccdo por tripanossomiase no periodo chuvoso. Os autores consideram que
adicionalmente a este periodo do ano hd um aumento da popula¢do de tabanideos que
sdo considerados vetores potenciais que por sua vez, também proporcionam uma taxa
de infeccdo mais elevada.

Neste estudo a prevaléncia parasitologica e soroldgica da doenca no periodo
seco, pode ser justificada pelo alto trénsito de animais durante este periodo, devido o
aluguel de pastos a criadores que possuem pouca disponibilidade de forragem. Este
fator também foi descrito por Batista et al. (2008) que constataram a ocorréncia do
surto de tripanossomiase por T.vivax neste mesmo periodo, que por sua vez coincidiu
com a permanéncia de animais positivos na propriedade provenientes de uma fazenda
localizada no estado da Paraiba, previamente diagnosticado pelos préprios autores.

Segundo Campos et al. (2008) neste periodo ocorre também o aumento de
animais em confinamentos, que acabam desenvolvendo imunossupressdo por estresse
ocasionados pelo pico de secrecdo de cortisol enddgeno, inibindo a producdo de
citocinas e suprimindo a proliferacdo de linfdcitos, deixando o animal predisposto a

desenvolver diversas doencas, dentre elas a Tripanossomiase por T.vivax.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os animais com suspeita clinica de tripanossomiase estao tendo contato com o
agente o que permite o desenvolvimento de resposta imune e
consequentemente o aumento da prevaléncia de anticorpos anti T.vivax e
reducdo da parasitemia.

N&o ha correlacdo dos altos titulos soroldgicos com a presenca do parasita por
PCR.
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