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RESUMO

A tripanossomiase € uma das mais graves enfermidades dos bovinos, sendo causada por
T. vivax e transmitida, ciclicamente, por moscas do género Glossina. Essa enfermidade
foi primeiramente detectada no continente africano, j& na Ameérica, foi introduzida em
meados do século XIX por colonizadores europeus, sendo transmitida unicamente de
forma mecénica por dipteros hematofagos e fomites. No Brasil, a enfermidade tem
ocorrido com vasta periodicidade, tem sido relatado em bovinos do Maranhéo,
Tocantins, Paraiba, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, S&o Paulo, Pernambuco e Goiés.
Objetivou se com este estudo foi realizar a deteccdo de T. vivax em bovinos
provenientes de propriedades leiteiras do municipio de Unai, Regido Noroeste de Minas
Gerais, Brasil. Trypanosoma vivax é considerado endémico no estado de Minas Gerais,
a enfermidade ja foi detectada em regides proximas ao municipio de Unai e diversos
produtores relataram animais com sinais clinicos condizentes com a doenca. Foram
selecionados 40 bovinos de duas propriedades que relataram queda na producéo leiteira,
animais magros e mortalidade sem diagndstico conclusivo. O hematocrito médio dos
animais da propriedade 01 foi de 25,61% com variancia de 19 - 29, ja na propriedade 02
0 hematdcrito médio foi de 27,11% com variancia de 11 - 37. A Proteina Plasmatica
Total (PPT) média na propriedade 01 foi de 7,73% com variancia de 6 - 8,9, ja na
propriedade 02 a PPT média foi de 8,04% com variancia de 6,2 - 10,2. A deteccdo
parasitoldgica de T. vivax mostrou-se negativa pelas técnicas de esfregaco sanguineos,
gota espessa e técnica de Woo em ambas as propriedades. Nos exames soroldgicos, 0s
animais das duas propriedades mostraram-se negativos no ELISA, porém, dois animais,
sendo um de cada propriedade, apresentaram positividade na diluicdo 1:40 no RIFI.
Posteriormente os dois animais apresentaram negativas para PCR LAMP. Néo foi
detectada a presenca de T. vivax por técnicas parasitologica, soroldgicas e moleculares,

nos rebanhos estudados.

Palavra-Chave: Animais ungulados, Soropositivo, ELISA, RIFI, PCR LAMP, Unai.



ABSTRACT

Trypanosomiasis is one of the most serious bovine diseases, being caused by T. vivax
and transmitted, cyclically, by flies of theGlossina genus. This disease was first detected
in the African continent. In America, it was introduced in the mid-nineteenth century by
european colonizers, and was transmitted only mechanically by hematophagous
dipterans and fomites. In Brazil, the disease has occurred with a large periodicity, been
reported in cattle from Maranhdo, Tocantins, Paraiba, Minas Gerais, Rio Grande do Sul,
Sao Paulo, Pernambuco and Goiés. The objective of this study was to detect T. vivax in
cattle from dairy farms in the city of Unai, in the Northwest Region of Minas Gerais,
Brazil. Trypanosomavivax is considered endemic in the state of Minas Gerais, the
disease has been already detected in regions near the city of Unai and several producers
have reported animals with clinical signs that are consistent with the disease. We
selected 40 cattle from two farms that reported a decline in milk production, lean
animals and mortality without a conclusive diagnosis. The mean hematocrit of animals
from property 01 was 25.61% with variance of 19-29, while at property 02 the mean
hematocrit was 27.11% with variance of 11-37. Mean Total Plasma Protein (PPT) at
property 01 was 7.73% with variance of 6 - 8.9, while in property 02 the average PPT
was 8.04% with a variance of 6.2 - 10.2. The parasitological detection of T. vivax was
negative by blood smear, thick gout and Woo technique in both properties. In the
serological tests, the animals of the two properties were ELISA negative, however, two
animals, one of each property, were positive at 1:40 dilution in the RIFI. Subsequently
the two animals presented negative for PCR LAMP. The presence of T. vivax was not

detected by parasitological, serological and molecular techniques in the herds studied.

Key words: Hoofed animals, Seropositive, ELISA, RIFI, PCR LAMP, Unai.



1. INTRODUCAO

As tripanossomiases sdo causadas por protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae, onde as espécies do género sdo divididas em duas secoes:
Stercoraria, onde 0 vetor deposita as formas infectantes junto com suas fezes no local da
picada. A segunda, secdo Salivaria, onde sua transmissdo se da por meio da saliva de
moscas hemato6fagas (Hoare, 1972; Gardiner, 1989). Os tripanosomatideos sdo parasitas
hemoflagelados que acometem tanto os seres humanos quanto os animais (Hoare,
1972). Na Africa Trypanosoma brucei gambiense e T. brucei rhodesiense acarretam a
doenga do sono no homem, ao passo que o T. brucei, Trypanosoma congolense,
Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi, acarretam importantes prejuizos no rebanho
bovino e equino. Dentre esses, T. vivax € responsavel por maior potencial de perdas
econdmicas na bovinocultura na Africa, Asia, Américas Central e do Sul. (Hoare,
1972).

Segundo Silva et al. (2002) a tripanossomiase bovina causada por T. vivax teve
seu principio no continente africano, sendo transmitida ciclicamente por moscas do
género Glossina (tsé-tsé). Ja na Ameérica, foi introduzida em meados do Século XIX por
colonizadores europeus. Porém, visto que nesta regido ndo circula a mosca tsé-tsé, a
transmissdo € exercida mecanicamente por tabanideos e Stomoxys calcitrans (Serra-
freire; Rezende, 1988; Paiva et al., 2000; Cadioli et al., 2012), ou de forma iatrogénica
por fébmites contaminados (Silva et al., 1997; Cadioli et al., 2012).

No Brasil, infecg¢des por T. vivax tém ocorrido com vasta periodicidade, sendo
descritos inicialmente surtos em bubalinos no Estado do Pard em 1972 (Shaw;
Laison,1972), posteriormente incidindo em bovinos na Amazé6nia (Pereira; Abreu,
1978) e reincidéncia na mesma regido, segundo documentado em Serra-Freire (1981);
posteriormente relatado em bovinos do Amapa, Mato Grosso (Silva et al., 1996). Nas
ultimas duas décadas foram observados surtos por T. vivax em bovinos do Maranhao
(Feitosa et al., 2004); Tocantins (Linhares et al., 2006); Paraiba (Batista et al., 2007);
Minas Gerais (Carvalho et al., 2008; Cuglovici et al., 2010); Rio Grande do Sul (Silva et
al., 2009); Séo Paulo (Cadioli et al., 2012); Pernambuco (Pimentel et al., 2012; Guerra,
2013) e Goias (Bastos et al.,2017).

E de grande dificuldade determinar as perdas econdémicas causadas pelo T.
Vivax devido a ocorréncia simultdnea com outros agentes nos animais (Clarkson, 1976).

Por ser considerada uma doenca enzootica em algumas regides, o impacto causado pela
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tripanossomiase tem sido extenso, principalmente no que diz respeito a queda na
producdo e perda de animais (Paiva et al., 2000; Carvalho et al., 2008). No Brasil, Seidl,
et al. (1999) estimaram que o custo com a enfermidade causada pelo T. vivax em
rebanhos bovinos alcancaria cifras perto de US$ 14,65 por animal ou 4% do valor
estabelecido do rebanho. Adicionalmente, estes mesmos autores observaram que em
rebanhos sem o tratamento os custos aumentam em até 17% do valor total do rebanho.

Segundo Batista et al. (2008); Cadioli et al. (2012), o diagnostico de T. vivax
ndo consta como tarefa simples para o profissional da Medicina Veterinaria, pelo fato
do parasito fomentar sintomas pouco especificos, tais como diarréia, lacrimejamento,
letargia, perda de apetite, fraqueza, febre, anemia, podendo evoluir para morte (Silva et
al., 1997), o que também tem sido comum no diagndstico de outras doencas parasitarias
e bacterianas. Conforme os métodos para realizacdo do diagndstico desta enfermidade
podemos enfatizar o parasitoldgico, sorolégico e moleculares (Silva et al., 1999;
Radostits, 2000; Madruga et al., 1999). O método parasitoldgico é exercido pelo
esfregaco sanguineo corado pelo Giemsa e a técnicas de concentracdo em tubo de
microhematdcrito (Silva et al., 1999). Os testes soroldgicos utilizados sdo o Ensaio de
Imunoadsor¢do Enzimatico (ELISA), a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e
0 Teste de Aglutinacdo em Cartdo (Silva et al., 2002), onde apresenta uma maior
sensibilidade ao se comparar com os parasitologicos. J4 0 método molecular destaca-se
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) onde representa a presenca do DNA de T.
vivax (Clausen et al., 1998).

Com base nestes relatos podemos observar que nas ultimas décadas o T vivax €
considerado um patdégeno com grande incidéncia em ruminantes em diversas regides
geograficas do Brasil. O municipio de Unai localiza-se em uma area circundadas por
diversas cidades com diagnostico confirmatoério da ocorréncia da enfermidade e relatos
de produtores da regido de animais com sinais clinicos condizentes com a infecgédo por
T. vivax. Assim sendo, o objetivo deste estudo foi realizar a deteccdo de T. vivax em
bovinos de propriedades do municipio de Unai, Regido Noroeste de Minas Gerais,

Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Trypanosoma vivax

Trypanosoma vivax pertence ao filo Euglenozoa classe Zoomastigophora,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma e subgénero
Dutonella.

O flagelo surge proximo ao cinetoplasto e emerge ao lado do corpo para correr
ao longo da membrana ondulante. O comprimento desse flagelo varia entre 21 a 25,4
um, possuem como principal caracteristica a presenca de cinetoplasto localizado na base
do flagelo contendo o DNA mitocondrial (Vickerman, 1976).

Ao corte transversal apresenta-se eliptico ou oval e suas extremidades sdo
afiladas. Este se evidencia com um protozoario pleomérfico, onde sua multiplicacéo é
por fissdo binaria (Uilenberg; Boyt, 1998).

Segundo Wallace (1966), os Trypanosomas se desenvolvem em grande
diversidade de formas como amastigota, epimastigota e tripomastigota, sendo
estabelecidas de acordo com a posi¢do do cinetoplasto em relacdo ao nucleo onde
podem ser distinguidos pelas etapas dos ciclos de vida de seus hospedeiros. A forma
amastigota é representada por formas arredondadas ou alongada, nucleo desenvolvido,
cinetoplasto préximo ao nucleo e sem flagelo livre. As formas epimastigotas possuem
um flagelo livre e uma membrana ondulante pouco desenvolvida que corre toda sua
extensdo (Thompson et al, 1992). As tripomastigotas, sdo representados por formas
alongadas com cinetoplasto p6s nuclear, onde o flagelo surge préximo ao cinetoplasto e
emerge ao lado do corpo para correr ao longo da membrana ondulante.

Entre as principais particularidades da tripanossomose, destaca-se a variagéo
antigénica das glicoproteinas variantes de superficie (GVS) o que pode contribuir para a
flutuacdo nos niveis parasitémicos (Jackson et al., 2012; Cross, 2003). As GVS sdo
glicoproteinas que revestem o T. vivax, possuindo papel na evasdo do sistema
imunologico do hospedeiro (Vincendeau & Bouteille, 2006). Por tanto, a variacdo
antigénica leva a uma constante producdo de resposta imune, estendendo-se por toda a

fase de infecgdo cronica (Turner, 1997; Jackson et al., 2012;).
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Adaptado de Docampo et al., 2005.

2.2. Ciclo bioldgico Trypanosoma vivax

De acordo com Silva et al. (2002), este parasita é digenético, no ciclo €
indispensavel a presenca de hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os animais
vertebrados sdo considerados hospedeiros definitivos, em contrapartida diversos
invertebrados sdo classificados hospedeiros intermediérios. No continente africano o
ciclo ocorre de forma bioldgica, sendo necessaria a realizacao de parte do ciclo no vetor,
porem na América do Sul o ciclo ocorre de forma mecanica por dipteros hemat6fagos e
seringas para aplicacao de ocitocina.

Trypanosoma vivax € encontrado na corrente sanguinea pela forma
tripomastigota, onde sdo ingeridas pelo hospedeiro invertebrado, as moscas tse-tse,
localizando-se primeiramente no eso6fago e faringe (Moloo & Gray, 1989),
transfigurando em formas epimastigotas. Ocorre uma migracdo das formas
epimastigotas para o canal alimentar, logo ap6s 24 horas multiplicando-se
demasiadamente, direcionando para as paredes do labro, ocorrendo a migracéo da forma
epimastigotas em direcdo a hipofaringe, onde se transformam em tripomastigotas, forma
infectante para o hospedeiro vertebrado (Silva et al., 2002). A forma tripomastigotas sao
inoculas nos hospedeiros vertebrados pela picada das moscas hematdfagas e objetos
inanimados (Gardiner, 1989; & Silva et al. 2002). O desenvolvimento nos mamiferos é
iniciado pela inoculacdo da forma tripomastigota metaiclica pelo hospedeiro
invertebrado Silva 2002.

2.3. Forma de Transmissao

No continente africano, T. vivax é transmitido pela Glossina sp. (mosca tsé-tsé)
de forma ciclica (Levine, 1973). Ja na América do Sul a principal forma de transmisséo
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é mecénica através de dipteros hematdfagos (Paiva et al, 2000; Silva et al, 1997). Sendo
exercida por Stomoxys calcitrans (mosca dos estdbulos), Tabanideos (mutucas), por
meio das suas pecas bucais no momento que fazem o repasto sanguineo nos animais
(Paiva, 2009), ou de forma iatrogénica por fémites (Cadioli et al., 2012), como

compartilhamento de agulhas para administracdo de farmacos e vacinas.

Mosca do género Glossina Tabanideos (nmtucas) Stomoxys calcitrans Forma iatrogérica

Fonta: muv.stab.o«g“br

Fonte: www.ramadiodatamra com Fontz:cachorosblogs blozspet.com

Fonta:Ravista Balda Branco

2.4. Epidemiologia

Trypanosoma vivax teve sua origem na Africa, onde disseminou-se pela
América do Sul e América Central (Sthephen, 1986). No continente de origem a
tripanossomiase € conhecida com "nagana” ou "secadeira” (Gardiner, 1989). Segundo
Gardiner (1989) a tripanossomiase atinge animais ungulados, onde se inclui bovinos,
caprinos, ovinos, equinos, bufalos e uma grande variedade de espécies de antilopes
selvagens.

A enfermidade dispde de alta morbidade e letalidade, sendo observado
principalmente quando ha um contato inicial entre o parasito e o hospedeiro. E de suma
importancia, salientar que em alguns animais, ndo ha caracterizacao clinica da doenca
(Madrug, 2009), sendo portadores assintomaticos, possuindo habilidade de controlar os
niveis de parasitemia, por tanto ndo ha necessidade de efetuar uso de farmacos (Murray
& Teail, 1984; Kemp & Teale,1998; Black et al., 2001).

A epidemiologia da tripanossomiase bovina pode ser mudada ao longo do
tempo, pelas alteragdes do ambiente e mudancas do manejo das propriedades (Batista,
2008). Através de investigacGes epidemioldgicas, pode-se notar um aumento dos casos
relacionados a transmissao iatrogénica, de preferéncia em rebanhos leiteiros, a mesma é
potencializada pelo uso inadequado da ocitocina na ordenha, na maioria das
propriedades o uso € em numerosos animais com utilizacdo de mesma agulha, sem
antissepsia adequada (CIEP).

Guedes Janior et al. (2008) observaram prevaléncia de 83% a 96,7% para

T.vivax em bovinos no estado do Para, ja no estado de Minas Gerais, principalmente no
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sul do estado, em um estudo com 400 bovinos, a prevaléncia para T.vivax média foi de
9,9% (6,7% - 13,1%). No municipio de Patos de Minas, foram avaliadas 101 amostras
de soro sanguineo de bovinos, onde 63% (64/101) foram reagentes para anticorpos
contra o T. vivax (Germano et al., 2017). De maneira geral, ainda sdo necessarios
estudos sobre a epidemiologia de T. vivax, sua distribuicdo, prevaléncia, incidéncia, a

partir deste avaliar seu impacto econdmico na pecuaria leiteira.

2.5. Alterac0es clinicas

Dentre os principais sinais clinicos observado em animais acometidos com T.
vivax, estdo a perda progressiva de peso, tendo como consequéncia perda da producéo
leiteira, anemia, queda da fertilidade, aborto (Delafosse et al., 2006). Adicionalmente,
0s animais podem apresentar febre, letargia, fraqueza, diarreia e conjuntivite (Silva et
al., 2009; Cadioli et al., 2012).

De acordo com Silva et al. (1999); Pimentel et al. (2012) a tripanossomiase
pode causar aborto no terco final da gestacdo ou nascimentos prematuros. Além disso,
pode ocorrer mortalidade no periparto e uma prorrogacdo do retorno da atividade
ovariana (Okech et al., 1996). Em touros, pode-se observar lesdes no testiculo e
epididimo, onde em casos cronicos leva a seria infertilidade, podendo culminar com
esterilidade (Sekoni et al., 1990; Adamu et al., 2007). Macroscopicamente, o testiculo
pode apresentar consisténcia flacida e coloracdo palida e histopatologicas, pode
apresentar degeneracdo moderada caracterizada pela reducdo de células da linhagem
germinativa e diminuicdo da altura do epitélio seminifero, estando relacionadas a
processos patoldgicos generalizados (Nascimento & Santos, 2003).

De acordo com Batista et al. (2008) a forma neuroldgica central, que ocorre na
Africa, causada por tripanosomas salivarios deve ser também considerada como uma
importante manifestagdo da enfermidade nas Américas. Na ocorréncia de
meningoencefalite, a permeabilidade seletiva da barreira hematoencefalica protege o
tripanossomo da acdo das drogas (Lejon & Buscher, 2005). Dentre 0s sinais
neuroldgicos descritos, incoordenacd0 motora, tremores musculares, estrabismo,
cegueira, opistétono, dismetria e ataxia sdo mais frequentes (Batista et al., 2007; Cadioli
etal., 2012).
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2.6. Alteracbes hematologicas

Segundo Fikru et al. (2012) dentre as alteracBes causadas pelo T. vivax
podemos destacar a anemia como uma caracteristica patoldgica de fundamental
importancia, desencadeando eventos como fagocitose por macréfagos de células como
eritrocitos, plaquetas (Gardiner, 1989; Osorio et al., 2008) e hemdlise intravascular
imunomediada (Andrianarivo et al.,1995). Anosa & Isoun (1980) observaram no
hemograma redu¢do do volume globular (VG) e hemoglobina (Hb), onde a anemia, a
principio, é macrocitica e em um segundo momento se torna microcitica, podendo ou
n&o ser acompanhada de reticulocitose.

O processo anemiante causado por T. vivax pode resultar de varios fatores,
como a producdo de um fator hemolitico (Igbokwe, 1994); o efeito direto dos
tripanossomos sobre as hemécias, adesdo de antigenos dos tripanossomos ou deposicao
de imunocomplexos na superficie das hemacias (Williams et al., 1992), diminuicdo da
eritropoetina pela hemopoese insuficiente (Fiennes, 1954), aumento de citosinas IL-1 e
IL-6, TNFa ¢ interferon gama.

A leucopenia em casos graves de anemia ocorre com normalidade na fase
inicial da enfermidade em contrapartida a leucocitose tem carater predominante em
bovinos naturalmente infectados pelo aumento de linfocitos (Cadioli et al., 2012). Ha
consideracBes de que a leucopenia possui relacdo com a imunossupressao e que este

protozoario acarreta nos animais infectados (Jain, 1986).

2.7. Alteracoes histopatoldgicas

Moraes (2001) & Batista et al. (2008) observaram em bovinos
experimentalmente infectados com T vivax lesbes como hepatite, pneumonia focais,
nefrite, edema nos rins, hiperplasia de foliculo linfoide e adrenais, hiperplasia de polpa
branca com necrose multifocais.

Batista et al. (2007) observou que animais infectados apresentam
tripanossomos na corrente sanguinea sendo seguida de migracdo extra vascular,
assumindo notavel papel no esclarecimento de lesbes em diversos sistemas. Assim,
pode-se destacar as lesdes inflamatorias e degenerativas no coragdo (Masake, 1980), no
sistema nervoso (Batista et al., 2007; Whitelaw et al., 1988) e nos ovarios (Rodrigues et
al., 2013). No sistema nervoso central de animais infectados por T. vivax ocorrem

meningite e mielite com manguitos perivasculares com predominio de ceélulas
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mononucleares, onde podem estar associados a presenca de malécia (Batisat et al.,
2007; Almeida et al., 2010).

2.8. Métodos de diagnosticos

Dentre os métodos para realizar o diagndstico da infeccdo por T. vivax,
podemos destacar o parasitolégico, soroldgicos e moleculares (Silva et al., 1999;
Radostits, 2000; Madruga et al., 1999). Os métodos parasitologicos se destacam para 0
diagnostico do T. vivax no Brasil (Madruga, 2004). A partir de amostras de sangue,
linfonodos, liquor, secregdes genitais e 6rgaos (Desquesnes, 2004) sdo confeccionados
esfregagos corados pelo Giemsa (Silva et al., 1999). Assim, T. vivax é diferenciado pelo
tamanho, posicdo do nudcleo e do cinetoplasto (Silva et al., 2002). Dentre as técnicas
parasitologicas, tem grande relevancia a concentracdo em tubo de microhematocrito,
onde pode ser observado as formas tripomastigotas (Woo, 1970; Rebeski et al., 1999).

Entre os testes soroldgicos mais utilizados ressalta se o Ensaio de
Imunoadsorcdo Enzimatico (ELISA), a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e
0 Teste de Aglutinacdo em Cartdo (Silva et al., 2002). Os métodos sorologicos
apresentam maior sensibilidade em comparagdo com os parasitoldgicos, estes indicam
um contato prévio entre o hospedeiro e o parasito, no entanto, ndo permitem indicar se
ha infeccdo ou se 0 animal respondeu ao tratamento (Nantulya, 1990).

Dentre os métodos moleculares, destaca-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (Clausen et al., 1998), PCR em tempo real (Knowles Junior & Li; Pastoret, 2008)
e a amplificacdo circular isotérmica (LAMP), (Kuboki et al.,2003; Laohasinnarong et
al., 2011) representando 6timos indicadores da presenca do DNA de T. vivax no sangue

dos bovinos.

3. MATERIAL E METODO

3.1. Conselho de Etica no Uso de Animais

O presente estudo encontra-se dentro do projeto “Detecgdo de Babesia bovis,
Babesia bigemina e Anaplasma marginale e Trypanosoma vivax em bovinos da Regido
Noroeste de Minas Gerais, Brasil” foi submetido ao Conselho de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJIM) e encontra-se de acordo com os preceitos e normas do Conselho Nacional de
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Experimentacdo Animal (CONSEA), sendo assim aprovado sob o protocolo N°
060/2016.

3.2. Propriedades e Animais experimentais

Foram selecionados duas propriedades que apresentaram animas com sinais
clinicos condizentes com a enfermidade, sendo seleciondos 20 animais de cada
propriedade. Ambas as propriedades localizadas no municipio de Unai, na mesorregido
do Noroeste de Minas Gerais, Brasil.

A primeira propriedade se caracteriza por possuir animais Holandes e
Girolando, sendo mantidos a pasto, recebem concentrado no momento do ordenha, os
bezerros sdo criados em sistema coletivo, onde todos animais da propriedade possui um
calendario de vacinacdo para Febre Aftosa e Brucelose. ( Figura.1 A e B).

A segunda propriedade é caracterizada por uma criagdo intensiva, 0s animais
séo manejados em confinamento "free stall" contando com animais em seu predominio
Holandes, os bezerros sdo criados em sistema coletivo, onde todos aniams da
propiedade possui calendario de vacinacao para Febre Aftosa, Brucelose e Carbunculo (
Figura.1 Ce D).
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Figura 1. Fazenda leiteira localizada no municipio de Unai, Minas Gerais. A - vacas mantidas em area
recreativa em fazenda de sistema semi intensivo; B - bezerros lactentes mantidos em sistema coletivo ao

ar livre; C - vacas em pista de trato coberta se alimentando de silagem de milho; D; - bezerros lactantes

mantidos em area coberta.

3.3. Processamento amostral

As 40 amostras foram obtidas através de venopuncdo da veia jugular externa
e/ou veia cocigeana, em tubos com anticoagulante EDTA e sem anticoagulante e,
posteriormente encaminhadas para o Laboratério Multidisciplinar de Ciéncias Bésicas |
do Instituto de Ciéncias Agrarias - ICA/UFVJM. Incialmente as amostras foram
aliquotadas em tubos tipo eppendorf realizados os exames de esfregaco em camada
delgada, esfregaco em gota espessa, microhematdcrito (Técnica de Woo), Hematdcrito,
Proteina Plasmatica Total (PPT).

As amostras de sangue sem EDTA foram centrifugadas por 10 min a 1500 rpm
para obtecdo do soro. Posteriormente as amostras de soro e sangue foram dividido em
aliquotas de 1,0 mL, identificadas e mantidas congeladas a - 20°C. Essas amostras
foram encaminhadas para o Laboratério de Imunoparasitologia Veterinaria do
Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria

(FCAV/UNESP), onde foram submetidas a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
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(RIFI) para detecgdo de anticorpos anti T. vivax e Ensaio de Imunoadsorgao
Enziméatico Indireto (ELISA) e As amostras positivas na sorologia foram

posteriormente testadas na Reacdo de Cadeia Polimerase (PCR Lamp).

3.4. Esfregaco em camada delgada

Foram utilizado laminas de vidro limpas e desengorduradas onde foi colocada
7ul de sangue proximo de uma das extremidades. Com auxilio de outra lamina e
colocada adiante da gota em um angulo de 45°, sendo feito o espalhado. Em seguida a
lamina foi mergulhadas no alcool metilico por 4 minutos, em seguida coradas por 45
minutos com solucdo de Giemsa e lavadas em agua corrente para retirar 0 excesso de
corante. Por fim, as laminas foram lidas em microscépio 6ptico (Labormed) na objetiva

de 100 vezes com Gleo de imersdo. (Figura.2).

Figura 2. A - colheita de sangue pela veia coccigea com tubo a vacuo contendo anticoagulante EDTA;

B e C - confec¢do de microhematdcrito e esfregaco sanguineo; D - tubo de microhematécrito apds

centrifugacdo pré leitura; E e F - leitura de microhematdcrito e esfregaco corado com Giemsa.
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3.5. Esfregaco Gota Espessa

Em uma lamina, foi colocado 7ul de sangue adiconando uma laminula em
cima da gota e com este processo faz com que se espalhe o sangue. Posteriormente foi
realizada a leitura em microscéopio dptico em uma objetiva de 10 e 40 vezes.

3.6. Microhematocrito - Técnica de Woo

Para analise do microhematdcrito (Técnica de Woo0) tubos capilares foram
preenchidos trés quartos com sangue. Posteriormente FORAM centrifugados por cinco
minutos e a leitura € realizada em microscopio optico MARCA(Labormed). Os
tripanosomatideos sdo visualizados, quando presentes, na regido acima da camada

leucocitaria.

3.7. Hematocrito

Os tubos de microhematdcritos foram preenchidos de sangue com
aproximadamente trés quartos da sua capacidade, em seguida uma das extremidades
foivedada pelo calor no bico de Bunsen. Posteriormente os tubos foram centrifugados
(NT810 Novatecnica) a 10.000 rpm por 5 minutos QUAL CENTRIFUGA. Por fim, as

leituras foram realizadas com o cartdo especial para leitura de hematdcrito.

3.8. Proteina Plasmatica Total ( PPT)

A concentracdo plasmética de proteinas totais foi determinada por
refratometria (Jain, 2000). Ap6s a centrifugacdo para o hematdcrito, o capilar é
quebrado acima da porcéo de leucocitos e plaquetas, o plasma é distribuido pelo prisma

e colocado no refratdmetro para a realizagéo da leitura.

3.9. Reacgédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

As laminas foram descongeladas a temperatura ambiente por 15 minutos e em
cada cavidade foram pipetadas as amostras de soro diluidas 1:40. Posteriormente, foram
incubadas em camara Umida a 37°C por 35 minutos e a seguir, submetidas a trés
lavagens por imersdo, cinco minutos cada, em solugéo salina tamponada, PBSc om pH
7,2 (1,3 M NaCl; 27 mM KCI; 56 mM Na2HPO4; 10 mM KH2PO4; 9,2 mM
NaH2PO4).
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Ap0s secagem, as cavidades das laminas foram recobertas com IgG de coelho
anti-lgG bovino conjugada ao isotiocianato de fluoresceina e diluido 1:300 em solugéo
de PBS, contendo azul de Evans 1 mg. Apds adicdo do conjugado, as laminas foram
novamente incubadas a 37°C por 35 minutos e submetidas a trés lavagens por imersao
em PBS, durante cinco minutos cada, e & uma quarta lavagem de 30 segundos em agua
tridestilada. Apds a secagem, as laminas foram recobertas com glicerina tamponada na
proporcdo 9:1 (glicerina/tampdo carbonato-bicarbonato 0,5 M pH 9,6), seguida da
montagem com laminula. Logo apds, as laminas foram observadas em microscépio

equipado para fluorescéncia (Olympus BX-FLA) (Aquino et al., 1999).

3.10. Ensaio de Imunofluorescéncia Indireto (ELISA)

Nas cavidades das microplacas de fundo plano (Nunc MaxiSorp®) foram
adicionado 100 pL do antigeno diluido T. vivax, em tampéo carbonato-bicarbonato de
sodio (0,05 M pH 9,6). As placas foram encubadas por 12 horas em cdmera Umida a 4°C
e posteriormente, lavadas com PBS-Tween 20 (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20)
por trés vezes.

Apos o blogueio com tampéo carbonato-bicarbonato de sédio foi adicionado as
placas 6% de soro de coelho, sendo levadas a cAmara Umida a 37°C por 90 minutos, e
posteriormente lavadas. Os soros testes juntamente com os de referéncia positivos e
negativos foram testados em duplicatas, diluidos a 1/50, onde a dilui¢do foi determinada
por meio de padronizacdo em bloco, em PBS Tween 20 acrescido de 5% de soro normal
de coelho, seguindo-se de nova incubacdo e lavagem. A cada cavidade foram
adicionados 100 pL de conjugado, 1gG de coelho anti-lgG de bovino acoplada a
fosfatase alcalina (Sigma-A0793- 1 mL, Saint Louis, USA), diluido (1:30.000) em PBS
Tween 20 acrescido de 5% de soro normal de coelho, seguindo-se nova incubagéo e
lavagem. Posteriormente a esta etapa, foram adicionados 100 puL do substrato da enzima
fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato-PNPP diluido a 1 mg/mL em tampdo
dietanolamina com pH 9,8; Sigma, Saint Louis, EUA), sendo incubado a reagéo por 30
minutos a temperatura ambiente. Apos este, a reagdo foi bloqueada pela adigédo de 25
uL de NaOH 3,0 M, onde foi feito a leitura da reagdo em um leitor de microplacas de
ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, Dynex Tecnology, EUA), sob comprimento
de onda de 405 nm, adotando como “branco” da reagdo a cavidade da microplaca que

continha todos os elementos da reagédo com excegdo do soro bovino.
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3.11. Reacbes de PCR LAMP

A PCR foi realizada utilizando um conjunto de DNA com sequéncia do gene
que codifica a enzima semelhante a catepsina | (CatL) de T. vivax (Cortez et al., 2009).
A PCR foi realizada utilizando um volume de 50 pl, em triplicata, contendo 20 a 100
mg do genémica do DNA e uma concentracdo final de 100 pmol de cada primer, 200
mM de dNTP, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM de MgCl2, 7,5% dimetilsulfoxido
(DMSO), 0,1 mg/mL de albumina de soro bovino (BSA) e 2,5 unidades de DNA
polimerase (Invitrogen, EUA). As reag0es foram conduzidas em um termociclador sob
as condicgdes: desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo em 94°C por 1min, e um anelamento a 65°C por 1 minuto e extensdo a 72
°C por 1 minuto, com extenséo final em 72°C por 10 minuto.

O LAMP foi realizado usando um conjunto de sequéncia de DNA de T. vivax
(deposito numero J03989) que havia sido testado anteriormente por Njiru et al. (2011).
A reacdo de LAMP foi realizada em triplicado em volumes de reacdo de 25,0 pul,
consistindo de 5 pmol dos primers externos, 20 pmol dos primers de loop, 40 pmol do
primers internos, 4 mM de extra MgSO4, 1 M de betaina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e 2,5 mM de trifosfato de desoxinucleotideo mix (dNTP). O fragmento
grande da DNA polimerase foi de 1ul (8 unidades), enquanto SYTO-9 corante de
fluorescéncia a 1,5 M e 2,5ul de cada amostra foram usados para cada reagdo em tempo
real. As reagOes foram conduzidas a 63°C por 60 minutos, utilizando um Cycler
(BioRad).

A reacdo foi interrompida aumentando a temperatura para 80°C por 5 minutos.
As curvas de fusdo foram adquiridas com passos de 0,5°C, com intervalos de 5
segundos, de 63 a 96°C, para confirmar que o T. vivax LAMP amplificou o alvo correto.
Os resultados foram lidos através da observacdo de curvas de amplificagdo usando o
Software Bio-Rad CFX Manager. Produtos LAMP foram separados em Gel de agarose
a 2% contendo brometo de etidio e as imagens foram revelada no dispositivo do sistema
de imagem ChemiDocTM MP (Bio Rad, EUA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na propriedade 01,foram analisados o hematdcrito de dezoito animais, onde

quatro animais (22,22%) apresentaram 0 hematdcrito abaixo do parametro de
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normalidade (24%) e os demais animais quatorze (77,77%) apresentaram acima do
pardmetro de normalidade. Nesta propriedade, o valor minimo do hematdcrito foi de
19% e 0 maximo de 29%.

Na propriedade 02,foram analisados o hematocrito de dezenove animais, onde
quatro animais (21,05%) apresentaram hematdcrito abaixo do pardmetro de normalidade
(24 %) e os outros quinze (78,95%) animais apresentaram acima do pardmetro de
normalidade. Nesta propriedade, o valor do hematécrito minimo foi de 11% e o0 maximo
de 37%.

Segundo Kaneko, (1007);Meyer & Harvey (2004) a Proteina Plasmética Total
(PPT) em bovinos apresenta abaixo do parametros de normalidade que é 7 e acima do
parametro de normalidade 8,5. Na propriedade 01 foram analisados a Proteina
Plasmatica Total (PPT) de dezoito animais, onde quatro animais (22,22%)
apresentaram abaixo do parametro de normalidade e quatro animais (22,22%)
apresentaram acima do parametro de normalidade, os outros dez (55,55%) animais estéo
dentro dos parametros.

Na propriedade 02 foram analisados a Proteina Plasmatica Total (PPT) de
dezoito animais onde trés animais (16,66%) apresentaram abaixo do pardmetro de
normalidade e quatro animais (22,22%) apresentaram acima do pardmetro de
normalidade, onde os outros onze animais (61,11%) estdo dentro dos parametros.

Na deteccdo parasitoldgica direta para T. vivax mostrou-se negativa pelas
técnicas de esfregaco sanguineo, gota espessa e técnica de Woo em ambas propriedades.

Nos exames soroldgicos, os animais das duas propriedades mostraram-se
negativos no ELISA, porém, dois animais, sendo um de cada propriedade, apresentaram
positividade na diluicdo 1:40 no RIFI (Tabela 01 e 02).

No exame molecular as duas propriedades apresentaram negativas para PCR
LAMP.
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Tabelal. Propriedade 1, avaliagdo hematoldgica e deteccdo direta e indireta de Trypanosoma vivax em bovinos leiteiros do municipio de Unai, Regido

Moroeste de Minas Gerais, Brasil, 2018.

RIFI
Amostra  Hematocrito PPT Esfregaco Gota Espessa Técnicade Woo  TITULACAD p(E:Lls g 30 PCR LAMP
1: 40 !
01 23 7.1 Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,134 Negativo
02 25 g Megativo Negativo Megativo Megativo 0,120 Negativo
03 24 8,1 MNegativo Negativo Negativo Negativo 0,197 Negativo
04 26 6.7 Megativo MNegativo Negativo Negativo 0,253 MNegativo
05 29 8.3 Megativo Negativo Negativo Negativo 0,133 Negativo
06 - - Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,167 Negativo
07 27 8.4 MNegativo Negativo Negativo Negativo 0,147 Negativo
08 29 8.7 MNegativo Negativo Negativo Negativo 0,167 Negativo
09 23 7.1 Megativo MNegativo Negativo Negativo 0,223 MNegativo
10 - - MNegativo Negativo Negativo Negativo 0,103 Negativo
11 26 8,9 Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,133 Negativo
12 29 8.9 MNegativo Negativo Negativo Negativo 0213 Negativo
13 19 6,6 MNegativo Negativo Negativo Negativo 0157 Negativo
14 25 7,2 Megativo Negativo Negativo Negativo 0,288 Negativo
15 25 & Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,155 Negativo
16 25 8,8 Megativo Negativo Megativo 1:40 0178 Negativo
17 23 7.5 MNegativo Negativo Negativo Negativo 0,158 Negativo
18 25 7.9 Megativo MNegativo Negativo Negativo 0,182 MNegativo
19 29 8.1 Megativo Negativo Negativo Negativo 0,199 Negativo
20 29 6,8 Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,224 Negativo

ELISA[PONTO DE CORTE = 0,380; CONTROLE POSITIVO =1,610; CONTROLENEGATIVO =0,152]
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Tabela 2. Propriedade 2, avaliacdo hematoldgica e deteccdo direta e indireta de Trypanosoma vivax em bovinos leiteiros do municipio de Unai, Regido
Noroeste de Minas Gerais, Brasil, 2018.

RIFI
Amostra Hematocrito PPT Esfregaco Gota Espessa Técnicade Woo  TITULACAO p. E”l: ]: 30 PCR LAMP
1: 40 !
01 34 9,1 Megativo Negativo Negativo Negativo 0,243 Negativo
02 37 8,1 Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,212 Negativo
03 31 8 Megativo MNegativo Megativo MNegativo 0,167 Negativo
04 26 a8 Megativo Negativo Megativo Megativo 0,144 Negativo
05 28 - Megativo Negativo Megativo Megativo 0,134 Negativo
06 28 8,3 Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,265 Negativo
o7 11 74 Megativo MNegativo Megativo MNegativo 0,284 Negativo
08 21 6,7 Megativo MNegativo Megativo Megativo 0,185 Negativo
09 15 8,2 Megativo Negativo Megativo Megativo 0,149 Negativo
10 26 8,2 Megativo Negativo Negativo 1:40 0,175 Negativo
11 31 7.7 Megativo MNegativo Megativo MNegativo 0,253 Negativo
12 3l 8,7 Megativo Negativo Megativo Megativo 0,122 Negativo
13 29 8.3 Megativo Negativo Megativo Megativo 0,211 Negativo
14 31 a,7 Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,209 Negativo
15 28 6,4 Megativo MNegativo Megativo MNegativo 0,173 Negativo
16 27 3.4 Megativo Negativo Megativo Megativo 0,274 Negativo
17 - - Megativo Negativo Megativo Megativo 0,154 Negativo
18 23 8,1 Megativo Negativo Negativo Negativo 0,259 Negativo
15 29 10,2 Megativo Negativo MNegativo MNegativo 0,253 Negativo
20 29 8.1 Megativo MNegativo Megativo Megativo 0,122 Negativo

ELISA[PONTO DE CORTE = 0,380; CONTROLE POSITIVO =1,610; CONTROLEMEGATIVO =0,152]



Estes resultados diferem dos achados realizados em estudos com bovinos do
Tocantins (Linhares et al., 2006); Paraiba (Batista et al., 2007); Minas Gerais (Carvalho
et al., 2008; Cuglovici et al., 2010); Rio Grande do Sul (Silva et al., 2009); Sao Paulo
(Cadioli et al., 2012), Pernambuco (Pimentel et al., 2012; Guerra, 2013) e Goias (Bastos
et al.,2017).

No estado do Tocantins, o primeiro diagnéstico de T. vivax foi realizado em
bovinos do municipio de Formosa do Araguaia, por Linhares et al. (2006). O surto
ocorreu em um rebanho composto por 250 animais da raca Brahman recém introduzidos
na propriedade e oriundos do estado de S&o Paulo. No alto sertdo da Paraiba foi
descrito dois surtos de T. vivax em duas propriedades de bovino leiteiro (Batista et al.,
2007). O diagnostico foi realizado por meio de esfregaco de capa leucocitaria e
mediante a PCR.

No municipio de Igarapé, em uma vaca apresentando perda da visdo e anemia,
foi confirmando o diagnostico morfométrico, sendo assim relatado o primeiro caso de T.
vivax no estado de Minas Gerais (Carvalho et al., 2008). Posteriormente no Sul do
estado, foi feito um estudo com 400 animais, onde a prevaléncia para T.vivax foi de
9,9%. No municipio Patos de Minas, Regido do Alto Paranaiba, foram avaliadas 101
amostras, as quais foram analisadas pelo teste soroldgico da RIFI, onde 63% (64/101)
amostras testadas, foram reagentes para anticorpos contra o T. vivax (Germano et al.,
2017).

No municipio de S8o Pedro, Estado do Rio Grande do Sul, uma vaca
apresentou sinais clinicos inespecificos como hiporexia, hipertermia, fraqueza,
desidratacdo, mucosas ictéricas, secrecdo vaginal, agressividade, atrofia muscular dos
membros pélvicos, incoordenacdo motora, dificuldade em levantar-se e manter-se em
pé. Foi realizado o diagnostico inicial baseado em anéalise morfoldgica de forma
tripomastigotas e a confirmacédo foi realizada por meio da PCR. Assim, foi relatado o
primeiro caso de T. vivax no Estado do Rio Grande do Sul (Silva et al., 2009).

No estado de Sdo Paulo, foram avaliadas 12 amostras de 20 vacas oriundas do
estado do Mato Grosso do Sul. Nesta propriedade, em um periodo de seis meses 100%
das vacas soroconverteram (Cadioli et al. 2012).

No municipio de Itambé, estado de Pernambuco, ocorreu um surto de T.vivax
em uma fazenda de gado leiteiro (Pimentel et al., 2012). Um total de 80 animais
apresentaram sinais condizentes com a enfermidade. Coletou-se amostras de sangue de

22 animais e o diagnostico foi realizado pelo PCR e confirmado pelo sequenciamento

24



genomico. Assim, 100% (22/22) dos animais apresentaram positividade para
Trypanosoma spp. Posteriormente, Guerra (2013) realizou um estudo através de RIFI e
PCR em um total de 2053 amostras de soro sanguineo. Foram selecionados o0s
municipios com maiores frequéncias de anticorpos e coletados 127 amostras de sangue
para PCR. A sorologia mostra 13,93% (286/2053) reagentes para anticorpos IgG anti- T.
vivax e 44,88 % (57/127) na PCR.

Na cidade de Ipameri, Estado de Goiés, foi relatado um surto de T.vivax pela
introducdo de 18 vacas Girolandas oriundo do Triangulo Mineiro, infectando 161
animais, sendo diagnosticado pelo método parasitolégico (esfregaco sanguineo) e PCR.
Os autores concluiram que a infeccéo foi proveniente do compartilhamento de agulhas
no momento da ordenha (Bastos et al.,2017).

Nos animais com suspeita clinica de infec¢cdo por T. vivax na regido de Unai, a
perda de peso foi a manifestacdo mais comum. Porém, estudos anteriores relatam que a
anemia € a manifestacdo mais frequente tanto em animais infectados natural ou
experimentalmente por T. vivax (Silva et al., 1999; Paiva et al., 2000; Batista et al.,
2006).

Os testes parasitolégicos, tem mostrado baixa sensibilidade, com grande
particularidade em animais na fase crbnica, onde 0s mesmos apresentam baixas
parasitemias (Masake et al., 1994; Rebeski et al., 1999). Por outro lado, os métodos
soroldgicos apresentam maior sensibilidade em comparacdo com os parasitolégicos. Os
métodos moleculares, como Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) pela amplificacdo
circular isotérmica (LAMP), representa 6timos indicadores da presenca do DNA de T.
vivax pela sua alta sensibilidade. Em um estudo de Moraes, (2001) & Batista et al.,
(2008) os exames histopatoldgicos de bovinos experimentalmente infectados com T.
vivax foram observadas lesdes como hepatite, pneumonia focais, nefrite, edema nos
rins, baco com hiperplasia de polpa branca com necrose multifocais, meningite e
mielite.

O diagnéstico da tripanossomiase € dificultoso pelo fato da doenca ndo
apresentar sinais patognoménicos, onde 0s animais podem apresentar anemia, queda da
produtividade, queda da fertilidade, aborto, febre, letargia, fraqueza, diarréia,
conjuntivite, incoordenacdo motora, tremores musculares, estrabismo, cegueira, morte
ou nenhum sinal aparente. Esses sinais podem ser confundidos com outras enfermidades
relacionadas aos Sistemas Reprodutor (Leptospirose e Neosporose), Nervoso (Raiva,

Herpes Virus Tipo 5 e Polioencefalomalacia), Sistema Locomotor (Doencgas podais),
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Doencas anemiantes (Complexo Tristeza Parasitaria Bovina) e Doencas Nutricionais

(Hipocalcemia, Intoxicacao por uréia, Intoxicacdo por plantas toxicas), (Figura.3).

Figura 3. Animais com sinais clinicos condizentes com o T. vivax na Regido Noroeste de Minas Gerais.
A - animal diagnosticado com intoxicacdo por uréia; B - animal diagnosticado com Leucose Bovina; C -

animal ainda sem diagnostico; D e E - bezerro com anaplasmose bovina; F - animal com problema podal.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo relata um possivel surto de Trypanosoma vivax em duas
propriedades no municipio de Unai. Onde os animais, foram submetidos a diagnostico
parasitologicos, soroldgicos e moleculares, apartir destes podemos concluir que o T.

vivax ndo se encontra nos rebanhos estudados.
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