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Resumo: Tripanossomiase bovina é uma enfermidade que tem grande importancia econémica
por levar o individuo a uma baixa produtividade e por ocasionar mortalidade nos casos mais
graves. Como é uma doenga de dificil diagndstico clinico, torna-se necessaria a utilizacao de
exames laboratoriais. O presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia da
tripanossomiase bovina por meio de diferentes técnicas de diagndstico e avaliar o perfil da
doenga na regido de Patos de Minas (MG) utilizando técnicas de Buffy coat, Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacao em Cadeia Polimerase (PCR). Foram analisadas 55
amostras de sangue de bovinos coletados. A técnica de Buffy coat foi desenvolvida no Centro
Universitario de Patos de Minas, no Laboratorio de Parasitologia. Ja a RIFI e PCR, por serem
testes de metodologias mais complexas, foram feitos em laboratérios especializados. As analises
apresentaram resposta negativa para presenca de Tripanossoma vivax em todas as amostras e
testes diagndsticos realizados neste trabalho.
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Abstract: Bovine trypanosomiasis is a disease of significant economic importance due to its
impact on productivity and mortality in severe cases. Given its challenging clinical diagnosis,
laboratory tests are necessary. This study aimed to investigate the occurrence of bovine
trypanosomiasis using different diagnostic techniques and assess the disease profile in the region
of Patos de Minas (MG) using Buffy coat, Indirect Immunofluorescence Assay (RIFI), and
Polymerase Chain Reaction (PCR) techniques. Fifty-five blood samples from cattle were
analyzed. The Buffy coat technique was developed at the University Center of Patos de Minas, in
the Parasitology Laboratory. The RIFI and PCR, being more complex tests, were conducted in
specialized laboratories. The analyses yielded negative results for the presence of Trypanosoma
vivax in all samples and diagnostic tests performed in this study.
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1 INTRODUCAO

Tripanossomiase bovina ¢ uma enfermidade causada por um grupo de
protozoarios do género Trypanosoma. Essa enfermidade tem impacto econdomico mundial
(Adam et al., 2012; Batista et al., 2008). A tripanossomiase provocada pelo Trypanosoma
vivax é originaria da Africa tropical, onde a doenga, apesar de afetar principalmente
bovinos, afeta também ovinos, caprinos, equideos e camelideos. Conhecida como
“Nagana” no continente africano, a transmissao ocorre através de vetores bioldgicos,
principalmente em regides infestadas pelas moscas do género Glossina spp., conhecidas
popularmente como “tsé-tsé¢” (Costa, 2018). De forma mecanica, ocorre a transmissao
por outras moscas hematofagas como Stomoxys spp. e Tabanus., mas também pode
ocorrer por agulhas compartilhadas durante a aplicagdo de medicamentos, como a
ocitocina em vacas leiteiras (Gonzalez et al., 2005).

Cerca de trés milhdes de bovinos sao mortos anualmente e sdo aplicadas 35
milhdes de doses de medicamentos contra o patégeno por ano na Africa, com déficit de
até 4,5 bilhoes de ddlares por ano (FAO, 2004; Schofield; Kabayo, 2008). Em Minas
Gerais, houve uma redugao uma redugao de 27% na producao de leite e declinio de 45%
na taxa de prenhez em um surto da doenga (Abrao et al. 2009); no estado de Goias, foi
observada uma diminui¢ao de 25% na producao de leite em quatro dias posteriormente
ao inicio de um surto (Barbosa et al., 2015).

No Brasil, a tripanossomiase bovina ja foi diagnosticada também em caprinos e
ovinos em varios estados, como Paraiba, Maranhdo, Pernambuco, Ceara, Sergipe e
Minas Gerais, com relatos de 6bito entre os parasitados. E importante ressaltar que em
alguns animais essa enfermidade tem carater benigno, ou seja, nao ha caracterizagao
clinica da enfermidade (Madruga, 2009).

Na forma aguda da doenga, os animais apresentam temperatura elevada,
anemia, letargia, fraqueza e perda moderada da condigao fisica. Os animais podem vir
a Obito em cinco semanas. Em decorréncia de tantos problemas sanitdrios, a
tripanossomiase bovina vem ganhando espago. As consequéncias causadas pela doenga
trazem varios prejuizos a pecudria, como problemas reprodutivos e queda na produgao,
tanto de carne como de leite (Guerra et al., 2013).

Os sinais clinicos notados em animais infectados por T. vivax sao semelhantes e
inespecificos se comparados a outros sinais de doengas parasitarias, como babesiose e
anaplasmose. Por ter um dificil diagnodstico na microscopia 6ptica, devem ser utilizados
exames laboratoriais (Meneses, 2016). Técnicas parasitoldgicas como esfregaco de
sangue e teste de micro-hematodcrito sdao de facil execugao (Osoério et al., 2008) e
promovem o diagnostico de animais infectados na fase aguda da doenca (Bastos et al.,
2020). Entre os testes soroldgicos mais utilizados para o diagndstico das
tripanossomiases, destacam-se a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o
Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatico (ELISA) (Silva et al., 2002). O teste de deteccao
molecular como a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) vem apresentando excelentes
resultados, pois é possivel determinar as espécies de tripanossomas sob investigacao
(Dagnachew; Bezie, 2015).
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O presente estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia da
tripanossomiase bovina por meio de diferentes técnicas de diagnostico e avaliar o perfil
da doenga na regiao de Patos de Minas.

2 MATERIAL E METODOS

O municipio de Patos de Minas (18° 34’ 44" S, 46° 31' 4" W) esta localizado no
Alto Paranaiba, Minas Gerais, com drea total de 3 189,771 km? e populagao de 153.585
habitantes (IBGE, 2020). As amostras foram analisadas a partir da coleta que se deu em
fazendas na regiao do Alto Paranaiba, representadas no mapa da Figura 1, pegando
grupos de animais aleatoriamente para as coletas de sangue bovino.

As propriedades analisadas eram de aptidao leiteira, de média a alta produgao,
compostas por bovinos mesti¢os e outras ragas, como Holandés, Gir e Girolando. Os
critérios de inclusao das propriedades foram propriedades sem diagndstico anterior,
histérico de fluxo de animais provenientes de outros rebanhos, alguns animais
apresentando escore de condigao corporal baixo e com baixa produtividade.

Figura 1 — Regido de coletas no limite de Patos de Minas
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Fonte: Google Earth, 2023.

Foram coletadas amostras de sangue de 55 bovinos (n = 55). A coleta para o
exame ocorreu por pungao da veia jugular externa e/ou da artéria coccigea. De cada
animal foram colhidos 10 ml de sangue por venopuncao da coccigea utilizando agulhas
25x0,8 mm em tubos tipo vacutainer contendo anticoagulante (EDTA) e sem
anticoagulante (banco de soros). As amostras foram devidamente identificadas, de
acordo com o brinco de identificacdo de cada animal e estao descritas na Tabela 1. Foram
encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia do Centro Universitario de Patos de
Minas em caixas de isopor com gelo.
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Tabela 1 - Identificacdo dos animais coletados no municipio de Patos de Minas (MG)
entre o dia 20 a 28 de julho de 2023

Identificacao dos Identificacido dos Identificacido dos

Fazenda animais Fazenda animais Fazenda animais
4979AB]J 4926 EPA 170 WG
2993 ABJ 946 EPA 100 WG
1 3442 ABJ 3 4351 EPA 5 221 WG
3741 ABJ 3935 EPA 204 WG
3448 ABJ LUA EPA 210 WG
151 AB]J 08 EPA 198 WG
841 ABJ 4817 EPA 195 WG
632 ABJ 01 EPA 197 WG
3458 ABJ 1970 EPA 194 WG
256 FB 290 EA 043 SM
384 FB 1194 EA 064 SM
290 FB 391 EA 065 SM
905 FB 289 EA 143 SM
343 FB 1222 EA 023 SM
2 06 FB ! 1200 EA °

026 FB 1218 EA

366 FB 1224 EA

280 FB 12220 EA

387 FB 285 EA

Fonte: dados da pesquisa, 2023.

O teste de esfregaco sanguineo (Buffy coat) foi realizado no UNIPAM, nas
dependéncias do Laboratorio de Parasitologia do Bloco H, onde também foram
preparadas e manipuladas as amostras de RIFI e PCR para envio; por serem testes que
demandam metodologias mais complexas, foram feitos em laboratorios especializados.
A andlise e a preparac¢ao das amostras foram feitas em até 6 horas apos as coletas, pois,
depois desse tempo, ocorre o fendmeno chamado “apoptose”, que é a morte programada
das células. As amostras de RIFI foram encaminhadas para o Hospital Veterinario da
UNIUBE (Universidade de Uberaba) em Uberaba (MG); ja as amostras de PCR foram
enviadas para o Laboratdrio de Bioquimica de Hemoparasitas e Vetores na UDESC
(Universidade do Estado de Santa Catarina) em Lages (SC).

2.1 TESTE DE MICROHEMATOCRITO (WOO, 1970)
A técnica do microhematdcrito consistiu em preencher aproximadamente 2/3

do volume de um capilar com o sangue, selar com chama uma das extremidades do
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capilar e rotagao por cinco minutos, prender o capilar na lamina e posteriormente fazer
leitura dos tubos em microscopio 6tico em cinco campos sob imersao em Oleo, para
visualizagao das formas sanguineas, que se concentram entre o plasma e a camada
leucocitaria no aumento de 40x.

2.2 TESTE DE BUFFY COAT

O teste consistiu em montar uma lamina, quebrando cada capilar do micro-
hematdcrito na parte onde se divide o plasma com a parte celular, colocar assim uma ou
duas gotas deste material numa lamina realizando o esfregaco sanguineo, corando com
o Panotico Répido e visualizando estrutura geral das formas tripomastigotas que pode
ser observada em aumento 1000x por microscopia Optica.

2.3 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA TRYPANOSOMA SPP.

O teste de fluorescéncia para detectar anticorpos anti-T. vivax foi realizado
conforme metodologia descrita por Camargo (1966), com modificagdes.

Inicialmente, as laminas com antigeno fixado foram retiradas do freezer e secas
a temperatura ambiente e as delimitagoes foram feitas com esmalte. Os soros controles
positivos e negativos foram diluidos em PBS nas dilui¢des de 1:80. Para as amostras de
soro dos bovinos, foram diluidos em PBS nas dilui¢des de 1:40, 1:80 e 1:160 e distribuidos
20 pl nas laminas contendo o Ag de T. vivax. A lamina foi incubada por 30 minutos em
camara umida a 37° C e posteriormente lavada com PBS por trés vezes de cinco minutos.
Em seguida, acrescentou-se ao conjugado anti-bovino marcado com FITC na dilui¢ao
1:300. A lamina foi novamente incubada por 30 minutos e lavada com PBS como descrito
previamente. Apos a secagem da lamina a leitura foi realizada em microscépio
epifluorescente Nikon®. As amostras foram consideradas positivas para a doenca na
diluicao de 1:80.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas 55 amostras, nenhuma foi reagente, apesar do espaco amostral conter
diversos animais coletados aleatoriamente em seis fazendas. Obteve-se resultado
negativo para presenca de Tripanossoma vivax em todas as amostras coletadas, em
experimentos realizados pelo método Buffy coat e PCR. O RIFI ndo detectou anticorpos
para o agente, tendo assim o resultado negativo.

Na cidade de Tapira, em Minas Gerais, foi descrita por Nascimento et al., (2012)
uma alta soroprevaléncia, em que, das 74 amostras testadas, 82,4% (61/74) foram
positivas para T. vivax e isso pode estar relacionado a trés fatores: aumento no transito
de animais nao testados, presenca de vetores e uso compartilhado de agulhas entre
animais de uma mesma propriedade.

Exposi¢oes agropecudrias sdo bastante comuns na regido de Patos de Minas
(MG), acarretando alto transito de animais nao testados. Sendo assim, animais tanto de
comercializacdo como de exposi¢des podem ser reservatorios e disseminar a doenga
(Batista et al., 2007). Nesse sentido, devido ao histdrico apresentado pelos responsaveis
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das propriedades, houve, nas fazendas escolhidas em Patos de Minas (MG), entradas e
saidas de animais, caracterizando-se um fluxo de bovinos oriundos de outros rebanhos.
Essa movimentagao inclui compras em processos leiloeiros e diretos de outras fazendas,
culminando na possivel dispersao da doenga, como foi citado por Nascimento et al.
(2022). Entretanto, na busca de uma melhor sanidade do rebanho, em 2023, houve uma
parada brusca nas aquisi¢Oes e transito em leildes desses animais, o que pode ter
resultado na diminuigao ou desaparecimento da transmissao.

Além dessa diminuicao de fluxo dos animais, outro ponto a ser observado ¢ que
as fazendas desenvolveram métodos de controle da dissemina¢ao do vetor como o
descarte correto de animais mortos, descarte correto do lixo e descarte de dejetos em
local apropriado, diminuindo assim o contdgio entre animais, o que, novamente,
diminui a chance de transmissdo e consequentemente de detectar a doenga no rebanho.
Isso ja havia sido observado por Schenk et al. (2001), que citaram que, em rebanhos
bovinos infectados por T. vivax, o agente contribui com a condi¢do de oportunista, pois
as praticas de manejo adotadas, a movimentacao frequente dos animais e o periodo de
restri¢ao alimentar prolongado possibilitam a somatdria de fatores que se traduzem no
quadro clinico.

Outro fator que pode ter influenciado a falta de detecgao da doenga na regiao
foi a quantidade de fazendas analisadas. Como dito nos estudos de Costa (2018), a
prevaléncia aparente de tripanossomiase determinada pelos métodos parasitoldgicos é
subestimada quando em relacdao a prevaléncia real, o que pode ser um problema em
areas de baixa prevaléncia ou de ocorréncia sazonal, ou quando se pretende descartar a
ocorréncia da doenga em uma area ou em um rebanho em particular.

A enfermidade é de dificil diagndstico clinico, por se tratar de sinais clinicos
inespecificos e semelhantes a outras doengas como babesiose e anaplasmose, conforme
Meneses (2016), sendo necessaria a combinagao de métodos de diagnostico, como
parasitoldgico direto, soroldgico e moleculares.

As técnicas de diagndstico parasitoldgico para a identificagao do T. vivax sao
mais usadas a campo. E um método de facil execucio, baixo custo e agilidade no
reconhecimento dos Trypanosomas; esse método ¢ usado principalmente quando a
parasitemia da amostra € alta (France, 2013; Gonzatti et al., 2014; Campos et al., 2015). Em
analise dos resultados obtidos, nao foi encontrado o agente etiologico, isso se da pela
resposta negativa para a presenca do agente nos ensaios parasitologicos realizados por
meio do teste de Buffy coat e PCR.

Para Callow et al. (1974), o teste de sorologia (RIFI), por ser de rapido, de facil
execugdo, de alta sensibilidade e de relativa especificidade, apresenta vantagem em
relacdo aos outros, porém apresenta limitacdes no quesito de subjetividade de
interpretagao dos resultados, nimero limitado de amostras examinadas e “background”
fluorescente, devido as ligagdes ndo especificas das imunoglobulinas marcadas com
contaminantes (debris celulares), o que leva a possiveis falsos positivos. O fato de a
sorologia nao ter detectado antigenos mostra que o rebanho analisado nao teve contato
com o agente etiologico.

Enfim, a confirmacdo da auséncia do agente é apresentada apds o teste
molecular, reagao em cadeia polimerase (PCR), considerados pelos autores D’Avila et al.
(1997) e Madruga (2004), em seus estudos como o método mais sensivel de se detectar a
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presenca dos tripanosomas principalmente na fase cronica da parasitemia, quando estao
no organismo em menor quantidade. Por ter uma sensibilidade maior se comparado ao
exame parasitologico e soroldgico, jA que representa uma alternativa de diagndstico
direto. O PCR no presente estudo também apresentou resultado negativo para todas as
amostras. Desse modo nao foram encontrados animais positivos para a enfermidade nas
propriedades desta pesquisa.

Nesse sentido, torna-se impossivel realizar a andlise comparativa de
sensibilidade de testes, ja que o espaco amostral retornou resposta negativa em relagao
a presenca da doenga no rebanho das fazendas analisadas. Porém, pode-se realizar um
confronto dos métodos bibliograficamente utilizando-se das citagdes dos autores citados
neste trabalho.

O método parasitoldgico ¢é eleito para a fase aguda onde ocorre as fases iniciais
da infecg¢ao, quando ha os maiores picos de parasitemia. Ja os testes sorologicos podem
ser utilizados em torno de 12 a 15 dias apds a infeccao. Na fase cronica ou aguda da
doenca, o teste molecular é sugerido, por detectar pequenas quantidades do T. vivax nas
amostras (Juchem et al., 2019). O teste parasitologico e o molecular sao métodos diretos
de diagnostico; ja o soroldgico tem a identificagao do agente indiretamente.

Vale salientar que, apesar do teste RIFI ter uma alta sensibilidade, pode
apresentar falsos negativos como animais tripanotolerantes em que o animal nao tem
resposta imune contra o agente, tornando-se um portador assintomatico da doenga,
quando o animal analisado foi tratado com drogas antiparasitarias (Callow et al., 1974;
Guerra et al., 2013). No entanto, todas as amostras realizadas pelo método de RIFI
tiveram os resultados complementados pelo teste PCR, que é uma metodologia
complexa com uma alta sensibilidade e alta especificidade, como foi dito por Madruga
(2004).

Determina-se sobre o comportamento da doenga na regiao de Patos de Minas
(MG) que pode nao existir a doenga nas fazendas analisadas, apesar das fazendas
elencadas possuirem animais com sinais clinicos parecidos com a doenga.

4 CONCLUSAO

Nao foi detectada a presenca do agente nas fazendas analisadas localizadas na
regiao de Patos de Minas (MG). As técnicas de diagnodstico como Buffy coat, RIFI e PCR
apresentaram resposta negativa para pesquisa do agente, o que impossibilitou realizar
uma andlise estatistica comparativa entre os testes. Sugere-se, para futuros, analise
aprofundada de um percentual amostral maior, a fim de detectar a presenga do T. vivax
e consequentemente realizar a comparacao dos testes de diagndstico.
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