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RESUMO

Trypanosoma vivax determina prejuizos a producdo de ruminantes, relacionados com a
morbidade, queda na producdo, problemas reprodutivos além de mortalidade. O presente
trabalho teve como objetivo realizar o diagndstico de Trypanosoma (Dutonella) vivax em
bovinos das diferentes Mesorregides do Estado de Pernambuco, Brasil, através das técnicas de
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Iniciamente foi realizada sorologia de 2.053 amostras de soro sanguineo de bovinos provenientes
de rebanhos de municipios do estado de Pernambuco. A partir destes resultados foram
selecionados 0s municipios com maiores frequéncias de anticorpos em cada mesorregido do
Estado de Pernambuco e foram coletadas um total de 127 amostras de sangue bovino para
analise molecular através da PCR. A sorologia, 13,93% (286/2.053) dos animais foram reagentes
para anticorpos IgG anti-Trypanosoma vivax. Ja na PCR foi obtida uma positividade de 44,88%
(57/127). Esses resultados sugerem que o estado de Pernambuco é &rea endémica para
Trypanosoma vivax, apresentando-se como area de instabilidade enzodtica e que a PCR mostrou-
se eficiente no diagndstico da infec¢do por Trypanosoma vivax em sangue de bovinos, sendo

uma ferramenta indispensavel para estudos epidemiolégicos.

Palavras-Chave: Tripanossomiase, Diagndstico, Anticorpos, Imunofluorescéncia Indireta,

Reacdo em Cadeia da Polimerase, DNA.



ABSTRACT

Trypanosoma vivax determines losses in production of ruminants related to morbidity, decline in
production, reproductive problems and also mortality. The objective of this study was to
determine the diagnosis of Trypanosoma (Dutonella) vivax in cattle of different regions of
Pernambuco State, Brazil, through the techniques of Indirect Immunofluorescence Assay (IFA)
and Polymerase Chain Reaction (PCR). Firstly, it was performed a serology of 2,053 serum
samples from bovine herds from different counties in the state of Pernambuco. From these
results the counties with the highest frequency by IFA test were selected and a total of 127
bovine blood samples were collected for molecular analysis by PCR. The results of IFAT
showed 13.93% (286/2,053) of positive animals for 1gG antibodies against Trypanosoma
vivax. The amplification by PCR revealed positivity of 44.88% (57/127). These results suggest
that Pernambuco state is an area endemic for Trypanosoma vivax being considered an enzootic
instability area. On the other hand, PCR was effective in the diagnosis of Trypanosoma vivax in

cattle blood, being an indispensable tool for studies epidemiological.

Palavras-chave: Tripanossomiasis, Diagnosis, Antibodies, Indirect Imunofluorescence,

Polymerase Chain Reaction, DNA.



1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, o Brasil tem se tornado o maior exportador e segundo maior produtor
de carne bovina do mundo, ultrapassando a Australia, Estados Unidos, Holanda, Irlanda e
Alemanha (RIBEIRO et al., 2005) .

Para atender a essa demanda, tem-se observado uma exploracdo mais tecnificada, com
um aumento significativo do nimero de animais no rebanho. Como consequéncia, surgem 0s
problemas sanitérios, dentre eles, aqueles causados pelas doencas parasitarias (COSTA, 2007).

Dentre as enfermidades parasitarias, o Trypanosoma vivax determina prejuizos a
producdo de ruminantes, relacionados com a morbidade (BEZERRA; BATISTA, 2008), queda
na producdo (GARCIA et al., 2006), problemas reprodutivos além de mortalidade (BEZERRA ;
BATISTA, 2008). Os impactos econdmicos causados por T. vivax na producdo se devem ao
amplo espectro de vetores e hospedeiros susceptiveis e a imunodeficiéncia dos animais, em sua
maioria subnutrida (GARCIA et al., 2006).

No Brasil, o T. vivax foi diagnosticado pela primeira vez no Estado do Pard em 1972,
infectando bufalos (SHAW; LAISON, 1972). Apos este relato, focos foram relatados no Amapéa
(SERRA-FREIRE, 1981), Mato Grosso (SILVA et al., 1996), Tocantins (LINHARES et al.,
2006), Paraiba (BATISTA et al., 2007), Maranhdo (GUERRA et al., 2008), Minas Gerais
(CARVALHO et al., 2008), Mato Grosso (OSORIO et al., 2008) e recentemente nos estados de
Pernambuco (PIMENTEL et al., 2012) e S&o Paulo (CADIOLI et al., 2012).

Frequentemente os animais infectados por T. vivax apresentam letargia, diarréia, perda de
apetite, fraqueza, lacrimejamento, conjuntivite, perda da condigdo fisica (SILVA et al., 1995,
1996 e 1999), febre, anemia e morte (SILVA et al.,1997).

Véarios sdo o0s métodos para diagnostico da tripanossomiase bovina, a saber:
parasitolégico, através da demonstracdo dos parasitas em exame de sangue a fresco em
esfregacos sanguineos delgados ou espessos, corados pelo Giemsa (SILVA et al., 1999);
soroldgicos (RADOSTITS, 2000), através do teste de Imunofluorescéncia Indireta, teste de
aglutinacdo em tubo capilar ou teste imunoenziméatico (NANTULYA, 1987); e molecular, por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (MADRUGA et al., 1999).

Tendo em vista a escassez de informagdes sobre a infec¢do por T. vivax em bovinos no
Estado de Pernambuco, objetivou-se o diagnéstico de Trypanosoma (Dutonella) vivax (Ziemann,

1905) em bovinos das diferentes Mesorregides do Estado de Pernambuco, Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tripanossomiases

Tripanossomiases sdo doencas acometidas por protozoarios patogénicos do género
Trypanosoma, que podem infectar o homem, animais domésticos e silvestres. Dependendo de
sua forma de transmissdo ao hospedeiro definitivo, as espécies desse género sdo divididas em:
Salivaria e Stercoraria. A transmissdo de Trypanosoma sp. pertencentes ao grupo Stercoraria,
acontece quando o vetor triatomineo deposita as formas infectantes junto com suas fezes no local
da picada (GARDINER, 1989). O grupo Salivaria inclui Trypanosomas africanos, transmitidos
por moscas tsé-tsé do género Glossina sp., através da saliva contendo o parasita. Este grupo tem
como principais espécies: T. vivax, T. congolense, T. brucei e T. suis (STEPHEN, 1986) T.
brucei rhodesiense e o T. brucei gambiense (MYLER, 1993).

Os tripanossomas patogénicos de importancia na pecuaria estdo classificados na se¢édo
Salivaria, dos quais apenas T. vivax, T. equiperdum e T. evansi ocorrem na Ameérica do Sul
(SILVA et al., 2002).

2.2 Tripanossomiase bovina

2.2.1 Agente Etioldgico

O agente etiologico da tripanossomiase bovina ou nagana € o T. vivax que Sa0 organismos
unicelulares, eucaridticos, flagelados, da classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, subordem Trypanosomatina e do subgénero Duttonella (HOARE, 1972).

2.3 Ciclo Bioldgico do Trypanosoma vivax

O T. vivax encontrado na América do Sul é transmitido mecanicamente devido a perda da
habilidade de se desenvolver ciclicamente. T. vivax africano é transmitido ciclicamente pelas
moscas tsé-tse. As formas sanguineas tripomastigotas do hospedeiro infectado séo ingeridas pelo
vetor e localizadas no esdfago e faringe (MOLOO; GRAY, 1989) transformando-se em formas
epimastigotas. Apds 24 horas essas formas migram para o canal alimentar se multiplicando
intensivamente e se direcionam as paredes do labro permanecendo nelas. J& as formas
epimastigotas migram depois em direcdo a hipofaringe onde se transformam em formas
tripomastigotas, e depois em formas infectantes, também chamadas “metatripanosomas” (SILVA
et al., 2002).



O ciclo biolégico € confinado a regido da probdscide dos insetos vetores Stomoxys
calcitrans e tabanideos, podendo ocorrer invasdo no intestino médio, onde o parasita ndo
consegue sobreviver por muito tempo. O estagio evolutivo do T. vivax estd ligado com a
modulacdo da superficie que é revestida por glicoproteinas e perda de adeséao flagelar das formas
epimastigota (SOUZA, 2005).

2.3.1 Formas de Transmissao

Na Africa, Trypanosoma vivax, é transmitido ciclicamente pelas moscas tsé-tsé do género
Glossina sp. (LEVINE, 1973). Ja, em outras regides da Africa e na América Latina, onde o vetor
bioldgico esta ausente, a transmissao ocorre mecanicamente por moscas pertencentes a familia
Tabanidae (PAIVA et al., 2000).

Em areas que ndo existem moscas, esse parasita se adaptou a transmissao mecanica em
outras espécies de dipteros hematdfagos, tais como tabanideos e Stomoxys spp. (CORDOVES et
al., 1982; ANOSA, 1983).

2.3.1.1 Transmisséo ndo ciclica

A transmissdo mecanica é variavel de um lugar para outro, dependendo da quantidade de
hospedeiros e dipteros hematdfagos do ambiente e também das espécies de Tripanossoma.
Dipteros hemat6fagos maiores, os tabanideos, carreiam mais sangue alem de serem mais
propensos a agirem como vetores mecanicos do que mosquitos. Esta forma de transmissdo
provou ser capaz de prover a manutencdo de T. vivax na América do Sul e Central além do T.
evansi no norte da Africa e Asia (UILENBERG, 1998).

Moscas das familias Tabanidae, Stomoxidinae e Hippoboscidae podem transmitir
mecanicamente 0s Tripanossomas por meio de suas pecas bucais quando fazem o repasto
sanguineo em mais de um animal (PAIVA, 2009) em um periodo inferior a 10 minutos em outro
animal saudavel (OTTE E ABUABARA, 1991).

2.3.1.2 Transmissdo Transplacentéaria

Ikede e Losos (1972) observaram a transmissdo transplacentaria em cordeiros,
provenientes de ovelhas inoculadas experimentalmente com T. vivax no terco final da gestacéo.
Posteriormente, Okech et al. (1996); Betancourt (1978) e Meléndez et al (1993) confirmaram
esse modo de transmissdo, o qual segundo Ogwu et al. (1986) pode estar associado com a

ocorréncia de abortos e natimortos.



2.3.1.3 Transmissdo latrogénica

Essa forma de transmissdo pode ocorrer pela utilizacdo de uma Unica agulha para
administracdo de medicamentos, vacinas (SILVA et al., 1997) ou instrumentos veterinarios
utilizados em mais de um animal, em pouco tempo, sendo o suficiente para que o sangue contido
neles ndo coagule e/ou envelheca. Ocorrendo também quando os animais sdo submetidos a
cirurgias em curto espaco de tempo, como: castracdes, descornas cirurgicas, etc. (UILENBERG,
1998).

2.4 Epidemiologia

No continente africano, a tripanossomiase nos animais ¢ conhecida como ‘“nagana” ou
“secadeira”, termo que abrange a infeccdo por T. vivax, T. congolense e T. brucei brucei
(GARDINER, 1989).

A tripanossomiase provocada por T. vivax distribui-se largamente na Africa,
principalmente em areas de distribuicdo das moscas tsé-tsé, todavia, o parasita se encontra em
regides tropicais e subtropicais do mundo (LEVINE, 1973).

Esse hematozoario acomete, principalmente ungulados, incluindo bovinos, ovinos,
caprinos, equinos, camelos varias espécies de antilopes selvagens e bufalo africano. Porcos, cées,
gatos e animais de laboratorio sdo resistentes ao parasita. No entanto, é possivel adaptar
artificialmente cepas de T. vivax em roedores de laboratorio (GARDINER, 1989).

Em infeccOes experimentais, T. vivax tem maior patogenicidade em caprinos e ovinos que
em bovinos (ANOSA, 1983).

Pode-se dizer que algumas racas de ruminantes domésticos sao relativamente resistentes a
infeccdo de T. vivax apresentando resisténcia natural e permanecem na condi¢do de portadores
assintomaticos (MATTIOLI ; WILSON, 1996). Este fenémeno esta bem documentado na raca
de bovinos N’Dama (Bos taurus), que possui habilidade de controlar o nivel de parasitemia,
sendo capaz de sobreviver em &reas infestadas por tsé-tsé€, sem a utilizagdo de medicamentos
(KEMP; TEALE, 1998; MURRAY; TRAIL et al., 1984; BLACK et al, 2001).

2.5 Distribuicdo Geografica

T. vivax tem larga distribuicdo na Africa, principalmente em areas ocupadas pela mosca
tsé-tsé, no entanto, o parasita se encontra em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo
(LEVINE, 1973).



Sua ampla distribuigcdo fora de seu local de origem, o continente africano, ¢ atribuida a
sua habilidade de adaptacdo a transmissdo mecanica por insetos hemat6fagos tais como
tabanideos e Stomoxys spp. (ANOSA, 1983; CORDOVES et al., 1982; OTTE; ABUABARA,
1991).

No Oeste da Africa, considera-se o T. vivax a espécie mais patogénica e importante entre
as tripanossomiases que afetam os bovinos (SILVA et al., 2004).

O primeiro aparecimento nas Américas foi observado, na Guiana Francesa, em 1919
(LEGER ; VIENE, 1919). Posteriormente foi descrito um surto na Costa Atlantica da Colémbia
em 1931, quando ocorreu uma enfermidade com caréter crénico com sinais clinicos sugestivos
em animais que apresentaram o parasita em esfregacos sanguineos (ZAPATA, 1931).

A ocorréncia de T. vivax no Brasil foi registrada pela primeira vez em bdfalos no Estado
do Para (SHAW; LAINSON, 1972), seguido de identificacdo da doenca em ovinos e bovinos da
regido amazonica (PEREIRA; ABREU, 1978); em bufalos no Amapa (SERRA-FREIRE, 1981);
em bovinos do Pantanal (SERRA-FREIRE, 1983; SILVA et al., 1995, 1996) e no Mato Grosso
do Sul (BARBOSA JUNIOR et al., 2001; PAIVA et al., 1997).

E notoria a expansdo de T. vivax nos Gltimos anos pelo territorio brasileiro, tendo sido
registrados surtos na Paraiba (BATISTA et al., 2007), Tocantins (LINHARES et al., 2006),
Maranhdo (GUERRA et al., 2008), Pernambuco (PIMENTEL, 2012), Minas Gerais
(CARVALHO et al., 2008) e Sdo Paulo (CADIOLI et al., 2012) demonstrando a importancia do

estudo sobre as alteracfes causadas por esse parasito.

2.6 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da tripanossomiase incluem anemia, letargia, perda progressiva de
peso, queda na fertilidade e producdo de leite e de carne, aborto, agalaxia e, eventualmente,
morte (DELAFOSSE et al., 2006).

Silva et al. (1999) observaram que o0s principais sinais clinicos encontrados em bovinos
infectados foram anemia, lacrimejamento, palidez das mucosas, perda progressiva de peso,
inapeténcia, diarréia e aborto durante o terceiro trimestre de gestacao.

Sinais neuroldgicos caracterizados por incoordenacdo, tremores musculares, cegueira
transitéria e/ou permanente tem sido descritos em bovinos leiteiros adultos no municipio de
Catolé do Rocha, sertdo da Paraiba (BATISTA et al. 2007).



2.8 Diagnostico

O diagndstico parasitologico é o mais utilizado no Brasil em se tratando de infecc¢Ges por
T. vivax em rebanhos de bovinos (MADRUGA, 2004). Esse método é realizado a partir de
esfregacos sanguineos corados, e ap0s isso € observado em microscopia éptica (SILVA et al.,
2002). A infeccéo por T. vivax pode ser classificada como aguda ou cronica.

Na fase aguda, quando os protozodrios estdo abundantes a identificacdo morfoldgica do
parasita € possivel através de métodos diretos, por meio de exames de sangue fresco entre lamina
e laminula (GARDINER, 1989). Quando a parasitemia diminui, torna-se baixa e intermitente,
sendo necessaria a utilizacdo da técnica da centrifugacdo do sangue em tubo capilar (WOO,
1970).

Na fase crbnica da doenca, os testes sorolégicos sdo indicados quando ha infeccdo
subclinica nos rebanhos (EISLER et al., 1998).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
sdo os métodos sorologicos mais comumente utilizados para o diagnéstico de tripanossomiases
em seres humanos e animais, e apresentam sensibilidade variavel que, na maioria das vezes, ndo
apresentam especificidade suficiente para diferenciar as diferentes espécies de tripanossomos
(EISLER et al., 1998; DESQUESNES; TRESSE, 1996; MASAKE et al., 1997).

Métodos moleculares, como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), sdo de grande
relevancia no diagndstico desse protozoario, especialmente quando presentes no organismo em
quantidades extremamente reduzidas (REIFENBERG et al., 1997). Além disso, possibilitam a
caracterizacdo genetica de cepas e sua correlacdo com peculiaridades da relagdo parasita-
hospedeiro (VENTURA et al., 2001).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Realizar o diagndstico de Trypanosoma (Dutonella) vivax em bovinos das diferentes
Mesorregides do Estado de Pernambuco, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar diagndéstico soroldgico do T. vivax por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta;

e Realizar o diagnostico molecular do T. vivax através da Reacdo em Cadeia da Polimerase;

e Identificar os municipios endémicos para T. vivax de acordo com as mesorregifes do
Estado de Pernambuco.
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ABSTRACT.- Guerra N.R., Monteiro M.F.M, Sandes H.M.M., Cruz, N.L.N., Ramos C.A.N,,
Santana, V.L.A., Souza, M.M.A.& Alves L.C. 2013. [Detection of 1gG antibodies against
Trypanosomavivax in cattle by indirect immunofluorescence test.]Detec¢do de anticorpos
IgGanti-Trypanosomavivax em bovinos atraves do teste de
Imunofluorescénciaindireta._Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de
Doengas Parasitarias dos Animais Domésticos, Departamento de Medicina Veterindria,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manuel de Medeiros s/n, Dois Irmaos,

Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail:leucioalves@gmail.com

Trypanosomavivax infects a wide range of wild and domestic ungulates, causing important
loses on the livestock industry. The aim of the present study was to assess the detection of IgG
antibodies against Trypanosomavivax in cattle from the state of Pernambuco, Brazil. Therefore,
we analyzed 2.053 blood serum samples from bovine herds of municipalities in the state of
Pernambuco, which were analyzed by Immunofluorescence Assay. The overall seroprevalence
of 1gG antibodies against T. vivax in cattle was 13.93% (286/2053). The frequencies, by region,
varied from 11.90% to 15.99%. Thus, the data obtained allowed for the characterization of the
state of Pernambuco as an area of enzootic instability to T. vivax. The frequence herein reported
(i.e., 13.93%) indicates that the state of Pernambuco is an endemic area for Trypanosomavivax,

this parasite being spread throughout the state.
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RESUMO.- Trypanosoma vivax infecta uma grande variedade de animais ungulados selvagens e
domésticos, podendo causar grande impacto na producdo de ruminantes. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a deteccdo de anticorpos IgGanti-Trypanosomavivax em bovinos provenientes
do estado de Pernambuco, Brasil. Para tanto, foram analisadas 2,053 amostras de soro sanguineo
de bovinos provenientes de rebanhos de municipios do estado de Pernambuco, os quais foram
analisados atraves da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. Das amostras testadas 13,93%
(286/2.053) foram reagentes para anticorpos IgGanti-Trypanosomavivax. As freqiéncias, por
mesorregido, variaram de 11,90% a 15,99%. Assim, os dados obtidos permitiram a
caracterizacdo do estado de Pernambuco como uma area de instabilidade enzoética e sugere que
0 estado Pernambuco é area endémica para Trypanosoma vivax estando este parasito distribuido

por todo o estado.

TERMOS DE INDEXAGAO: Imunofluorescéncia Indireta, protozoario, tripanossomiase,

bovinos, sorologia, frequéncia, instabilidade enzootica.

INTRODUCAO

Trypanosoma vivax infecta uma grande variedade de animais ungulados selvagens e domésticos,
podendo causar grande impacto na producio de ruminantes na Africa, Américas Central e do Sul
e Caribe (Gardiner 1989, Jones &Davila 2001; Silva et al. 2004, Osorio et al. 2008).

Animais infectados podem apresentar-se assintomaticos, ou exibir sinais clinicos como
anemia, perda de peso, sinais neuroldgicos, abortos (Silva et al. 1999,Batista et al. 2007),
agalaxia, quedas naproducéo de leite e carne, e, eventualmente, morte (Delafossse2006).

No Brasil, T. vivax foi diagnosticado no Estado do Pard em 1972, infectando bufalo
(Madruga et al. 1999). Em seguida, o protozoario foi detectado nos estados do Amapa (Serra-
Freire 1981); Mato Grosso (Silva et al. 1996; Osorio et al. 2008); Tocantins (Linhares et al.
2006); Minas Gerais (Carvalho et al. 2008); Paraiba (Batista et al. 2007); Maranhdo (Guerra et
al. 2008) e recentemente no estado de Pernambuco (Pimentel et al. 2012).

Tendo em vista a escassez de informacg6es sobre a frequéncia do T. vivaxem bovinos no
Estado de Pernambuco, este trabalho tem como objetivo avaliar a deteccdo de anticorpos IgG

anti-Trypanosoma vivax em bovinos provenientes do estado de Pernambuco, Brasil.



MATERIAL E METODOS

O Estado de Pernambuco (8°4' 14" S, 37°15’'57" O) estd localizado na regido Nordeste do
Brasil. Possuindo uma area total de 98.938 km2 e uma populagdo de 8.541.250 habitantes (IBGE
2010).

Foram analisadas 2.053 amostras de soro sanguineo de bovinos provenientes de rebanhos
de municipios do estado de Pernambuco a partir do banco de soros gentilmente cedido pelo
Laboratério Nacional Agropecuario em Pernambuco (Lanagro/MAPA). Os testes foram

realizados através da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) segundo Silva et al. (2002).

A estatistica foi realizada por meio do teste do qui-quadrado utilizando-se o software

BioEstat 5.0 com nivel de significancia de 5%.

O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal

Rural de Pernambuco com a licenga n° 049/2012.
RESULTADOS

Das 2.053 amostras testadas 13,93% (286/2.053) foram reagentes para anticorpos lgGanti-
Trypanosomavivax. Este € o primeiro inquérito soroldgico para deteccdo de anticorpos contra
T. vivax em bovinos no estado de Pernambuco, os quais tiveram presentes em todas as
mesorregides estudadas (Tabela 1).

Esses dados indicam que as frequéncias, por mesorregido, variaram de 11,90% a
15,99%. No entanto, a andlise estatistica ndo revelou diferencas significativas entre frequéncias
nas mesorregides (p > 0.05) (XZ =3.7; p =0.2962).

Tabela 1 - Fequéncia Absoluta (FA) e Frequéncia Relativa (FR) de bovinos
reagentes ao teste de Imunofluorescéncia Indireta para pesquisa de anticorpos
IgG anti-Trypanosoma vivax em diferentes mesorregides do Estado de
Pernambuco

Mesorregides Positivos Negativos

FA  FR(%) FA FR(%)

Litoral 32 11,90 237 88,10
Zona da Mata 49 12,34 348 87,66
Agreste 118 14,00 725 86,00
Sertdo 87 15,99 457 84,01

TOTAL 286 13,93 1797 86,07




DISCUSSAO

Os resultados aqui foram superiores as taxas de prevaléncia encontradas em Uganda, Zambia,
Guyana, Etiopia e Per( que variaram de 0,05% a 4,8% (Craig 1975,Magona et al. 1999,Quispe et
al. 2003, Sinyangwe2004,Mulaw 2011) e inferiores aquelas registradas por Toro (1976),
Omotainse (1993) Abebe&Jobre(1996),Abengaet al. (2004), Guedes Jr (2006), Ezebuiro(2009)
eSuarez(2009) que relataram a presenca deT. vivaxem 20,7% a 100% dos bovinos procedentes da

Venezuela, Etiopia, Nigeéria e Brasil.

Contudo, os resultados obtidos estdo proximos daqueles observados por Corten(1988),
que relatou 10,22% de positividade em inquérito realizado na Zambia, e por Connor&Halliwell

(1987) que encontraram 17% de prevaléncia de Trypanosomavivax, na Tanzania.

Estudos sobre T. vivax no Brasil foram pontuais (Silva et al. 1996,Ventura et al.
2001,Cortez et al. 2006, Madruga et al. 2006, Baptista-Filho et al. 2011) em funcdo da descricdo

da ocorréncia ou prevaléncia da doenca em um determinado local.

Neste trabalho, os dados obtidos permitiram a caracterizacdo do estado de Pernambuco
como uma &rea de instabilidade enzodtica para T. vivax, de acordo com o conceito citado por
Smith et al. (2000). Situacdo contraria ocorre na regido do Pantanal, no Brasil, onde a presenca
de T. vivax raramente esta associada com doenca clinica em bovinos, bufalos e veados (Ventura
et al. 2001,Davila et al. 2003).

Essa instabilidade enzootica citada ocorre provavelmente em consequéncia do ambiente
desfavoravel para o desenvolvimento de vetores durante a maior parte do ano em virtude da

existéncia de periodos prolongados de secas e altas temperaturas (Batista et al. 2008).

E provavel que a introducdo desse parasito em Pernambuco tenha ocorrido devido ao
transito de animais cronicamente infectados de regiGes de ocorréncia para regides livres do
protozoario (Batista et al. 2007,Pimentel et al. 2012).

Nos ultimos anos, a fim de melhorar os rebanhos geneticamente, tem havido uma grande
introducdo de animais a partir de diferentes regides do pais no Nordeste. Este transito de animais
pode ter contribuido para a entrada desse protozoario na regido estudada (Batista et al. 2008).
Razbes semelhantes foram propostas por Carvalho et al. (2008), em Minas Gerais, onde um surto
de T. vivax foi relatado. Este movimento de animais tem sido importante para a dispersao deste

protozoario no Brasil (Linhares et al. 2006).



Assim, considerando o aumento da &rea com incidéncia endémica de T. vivaxno Brasil e a
presenca desse hemoprotozodrio em varios paises da América Latina (Davila et al. 2003),
provocando perdas econdmicas importantes para a bovinocultura (Seidl et al. 1999), o

diagndstico epidemioldgico e etioldgico tornam-se imprescindiveis (Madruga et al. 2006).

E importante destacar que em nosso estudo boa parte dos animais testados sdo criados
juntos com outras espécies, como cabras, ovelhas e bufalos, que sdo considerados potenciais

reservatorios assintomaticos do parasita (Batista et al. 2006,Rodrigues et al. 2008).

A frequéncia aqui reportada sugere que o estado de Pernambuco € area endémica para

Trypanosoma vivax apresentando-se como area de instabilidade enzodtica
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CAPITULO 2

USO DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA DETECCAO DE
INFECCAO POR Trypanosoma vivax EM SANGUE DE BOVINOS*
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Uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase para Deteccéo de Infec¢do por Trypanosoma vivax

em Sangue de Bovinos

Neurisvan Ramos Guerra *Maria Fernanda Melo MonteiroeHévila Mara Moreira Sandes*Nadine Louise Nicolau da

Cruz+Bruno Henrique Leal e Silva Alvess Mateus Matiuzzi da CostasLeucio Camara Alves**
RESUMO

Trypanosoma vivax € um protozoario que infecta muitos animais ungulados selvagens e
domésticos causando importantes perdas econémicas na producdo animal. Um total de 127
amostras de sangue de bovinos foram coletadas e submetidas ao diagnéstico molecular através
da Reagdo em Cadeia da Polimerase. Das amostras analisadas, 44,88% (57/127) apresentaram
amplicons com peso molecular de 659 pb compativeis com Trypanosoma vivax. A PCR
demonstrou ser uma boa ferramenta para o diagnostico da infeccdo por T. vivax em bovinos,

sendo importante na detec¢do de animais infectados independentemente do estado clinico.

Palavras-chave: Diagndstico Molecular, DNA, Protozoario, Tripanossomiase, Infeccao,

Sangue.

ABSTRACT

Trypanosoma vivax infects a wide range of wild and domestic ungulates, causing important loses
on the livestock industry. A total of 127 blood samples from cattle were collected and subjected
to molecular diagnosis by polymerase chain. Out of 127 analyzed samples, 44.88% (57/127)
presented amplicons with 659 bp compatible with T. vivax. The PCR proved to be a good tool for
the diagnosis of infection by T. vivax in bovines, being important in the detection of infected

animals independently of the clinical status.

Key words: Molecular diagnosis, DNA, Protozoan, Tripanosomiasis, Infection, Blood.
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Trypanosoma vivax € um protozoario que infecta muitos animais ungulados selvagens e
domésticos causando importantes perdas econdémicas na producdo animal. (GARDINER, 1989;
JONES e DAVILA, 2001; SILVA et al, 2004; OSORIO et al, 2008).

Muitos métodos de diagnostico tém sido utilizados para deteccdo deste parasito em
bovinos tais como: técnicas parasitoldgicas que se baseiam na visualizacao dos parasitos (SILVA
et al., 1999), sorologicas (NANTULYA, 1987), e moleculares os quais se baseiam na detec¢édo
de DNA do protozoario (MADRUGA et al., 1999).

Entre essas técnicas, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem demonstrado alta
sensibilidade quando comparada aos testes parasitologicos (CLAUSEN et al, 1998) e soroldgicos
(GARCIA et al, 2006).

Tendo em vista a recente descricao de um surto de tripanossomiase em bovinos no Estado
de Pernambuco (PIMENTEL et al., 2012), este trabalho teve como objetivo utilizar a PCR como
ferramenta para deteccdo de DNA de T. vivax no sangue destes animais procedentes das
diferentes mesorregides (Litoral, Zona da Mata, Agreste e Sertdo).

Material e Métodos
Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco com a licenga n°® 049/2012.

Triagem inicial e rea de estudo

Baseado em inquérito sorologico realizado previamente, as cidades de cada mesorregiao
onde foram encontradas as mais altas freqtiéncias de bovinos reagentes para anticorpos IgG anti-
T. vivax através da Imunofluorescéncia Indireta (SILVA et al., 2002), foram selecionadas. Sendo
assim, foram escolhidas Itamaraca (Litoral), Palmares (Zona da Mata), Bezerros (Agreste) e Sao

José do Belmonte (Sertdo).

Um total de 127 amostras de sangue bovino foram coletadas em tubo com anticoagulante

(Heparina Vacuette®) para realizac4o de extracdo de DNA e PCR.



Extracdo de DNA

Para o diagnéstico molecular, DNA foi extraido a partir de 200uL de sangue utilizando
Kit comercial (Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit) segundo as recomendacfes do fabricante.
Todo o material utilizado no procedimento estava estéril a fim de evitar contaminacdes das

amostras
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada de acordo com procedimento descrito por Geysen et al. (2003), onde
utilizou-se primers 18STnF2 (5-CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA-3) e 18STnR3 (5-
TGCGCGACCAATAATTGCAATAC-3), com fragmento delimitado de 659 pb do gene 18S
rRNA de isolados brasileiros de T. vivax (Madruga et al., 2003).

A amplificacdo foi realizada em reacbes de 25ul utilizando-se Kit comercial Top Taq
Master Mix (Qiagen). As reacdes de amplificacdo foram realizadas nas seguintes condigdes: 1
ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C por 4 min, seguido por 40 ciclos de desnaturagéo a 94°C por
60 segundos, anelamento a 58 °C por 90 segundos, extensdo a 72°C por 120 segundos. Para
execucdo da eletroforese foram utilizados volumes de 9 microlitros de cada uma das reagdes
adicionadas de 0,5ul de Blue Green (LGC) em gel de agarose a 2% por 30 minutos a 100V. Um
marcador molecular de 100 bp (100bp DNA Ladder - LGC Biotecnologia) foi utilizado em cada
gel. Apos as corridas, os geis foram visibilizados e analisados por meio de um transiluminador
ultravioleta acoplado a um computador com software de analise de imagens. Como controle
positivo foi utilizada amostra de DNA proveniente de sangue de bovinos naturalmente
infectados (Pimentel et al., 2012). Como controle negativo foi utilizada dgua ultra-pura livre de
DNAse (LGC®).

Resultados e Discussao

Das 127 amostras analisadas, 44,88% (57/127) apresentaram amplicons com peso

molecular de 659 pb compativeis com Trypanosoma vivax (tabela 1).



Tabela 1 — Detec¢do de Trypanosoma vivax através da Reacdo em Cadeia da

Polimerase em bovinos das diferentes mesorregifes do estado de Pernambuco,

Brasil
MESORREGIOES POSITIVOS NEGATIVOS
N % N %

Litoral 8 47,06 9 52,94
Zona da Mata 22 59,46 15 40,54
Agreste 16 43,24 21 56,76
Sertéo 11 30,56 25 69,44
TOTAL 57 44,88 70 55,12

A presenca de moscas da espécie Stomoxys calcitrans foi observada em todas as areas
deste estudo. Estudos anteriores incriminam essas moscas hematdfagas como os principais
vetores do T. vivax nas Américas (OTTE et al, 1994; JONES & DAVILA, 2001, CARVALHO et
al., 2002).

Os resultados aqui obtidos foram semelhantes aqueles encontrados por Salim et al (2011)
e Enwezor et al. (2008) que observaram uma melhor especificidade na deteccéo da infecgéo por

T. vivax quando utilizaram o diagndstico molecular.

O diagnostico de tripanosomas baseado no DNA combinado com a PCR apresenta alta
especificidade e permite detectar pequenas quantidades do parasito nas amostras tais como um
parasito/ml de sangue (SILVA et al. 2002) ou até 01pg de DNA de Tripanossoma no hospedeiro
(CLAUSEN et al., 1998). Da mesma forma, PCR tem sido capaz de detectar estes protozoarios
no sangue de bovinos 72-96 horas apds administracdo de drogas (CLAUSEN et al., 1999) sendo,
portanto, adequadas para a caracterizac¢ao de T. vivax (DESQUESNES, 2004).

Apesar de sabidamente a PCR apresentar uma sensibilidade maior em relagdo a outros
testes (DESQUESNES, 1997; MASAKE, 1997; BENGALY et al., 2001; GONZALES et al.,
2006), vérios autores relataram a semelhanca entre PCR e as técnicas parasitologicas na fase
aguda, entretanto, na sua fase cronica, a PCR pode ser de trés a quatro vezes mais sensivel
(DESQUESNES, 1997; CLAUSEN et al., 1998).

Estudos sobre T. vivax no Brasil foram pontuais (SILVA et al., 1996; VENTURA et al.,
2001; MADRUGA et al., 2006; CORTEZ et al., 2006, BAPTISTA FILHO et al., 2011 sendo
proveniente da descricdo de surtos (BATISTA et al. 2007; GUERRA et al. 2008; CARVALHO



et al. 2008; PIMENTEL et al. 2012 e CADIOLI et al. 2012) nos estados da Paraiba, Maranhdo,
Minas Gerais, Pernambuco e Sdo Paulo, respectivamente.

A grande maioria desses estudos foi realizada baseada em técnicas sorologicas ou
parasitolégicas diretas as quais apresentam problemas de sensibilidade e/ou especificidade ou
mesmo em reagOes cruzadas com outros parasitas do mesmo género, especialmente em areas
endémicas onde ocorrem infeccdes com T. evansi (Aradjo et al. 1997), ou até mesmo com B.
bovis ainda que ocorra em baixos percentuais (MADRUGA et al., 1999) refletindo assim em
resultados imprecisos.

No presente trabalho, utilizou-se a PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) tendo em
vista a sua precisdo e confiabilidade (DESQUESNES E DAVILA, 2002) o que imprime uma
maior seguranca no diagnéstico do protozoario.

Dessa forma, a PCR permite o diagndstico seguro de animais cronicamente infectados, 0s
quais abrigam o parasito apresentando baixas parasitemias, ndo detectdveis em testes
parasitoldgicos diretos. Estes requerem grandes quantidades de parasitos no sangue para que

sejam caracterizados, o que dificulta o diagnéstico do T. vivax (DIRIE et al., 1993).

Vale salientar ainda que de acordo com Desquesnes et al., (1997) o DNA de do T. vivax
morto tem curta duracdo, sendo assim, a detec¢do de DNA de T. vivax aqui observada é um forte

indicativo de infeccdo ativa concordando, assim, com Desquesnes (2004).
Concluséo

A PCR demonstrou ser uma boa ferramenta para o diagnostico da infec¢do por T. vivax
em bovinos, sendo importante na deteccdo de animais infectados independentemente do estado

clinico.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo identificou a presenca do Trypanosoma vivax em bovinos nas diferentes
mesorregides do estado de Pernambuco. Tendo em vista o impacto causado por este parasito na
producdo animal, bem como os problemas reprodutivos que podem ocorrer, faz-se necessaria a
inclusdo desse protozoario no diagnoéstico diferencial com outras enfermidades parasitarias que

ocorrem frequentemente no estado.

Por outro lado, o diagndstico das tripanossomiases em face de dados epidemiol6gicos e
manifestacdes clinicas sugestivas deve levar em consideracdo, além das caracteristicas de

sensibilidade e especificidade da técnica utilizada, sua adequacdo a diferentes fases da doenca.

Além disso, a presenca de anticorpos para T. vivax observada indica instabilidade
enzodtica desse agente no estado de Pernambuco o que sugere a possibilidade da ocorréncia de

surtos de tripanossomiase bovina.

6 CONCLUSOES

A frequéncia aqui reportada sugere que o estado de Pernambuco é &rea endémica para

Trypanosoma vivax apresentando-se como area de instabilidade enzodtica.

A PCR demonstrou ser uma boa ferramenta para o diagnéstico da infeccdo por T. vivax
em bovinos, sendo importante na deteccdo de animais infectados independentemente do estado

clinico.



