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RESUMO

O agronegdcio brasileiro cresce cada vez mais no cendrio Mundial movendo a economia do
pais através da criagdo de bovinos. Assumindo posi¢des favordveis na producdo de leite,
registrou 7,871 milhdes de litros de leite no ano de 2019 com crescimento de 4,1% no ano de
2018. Em um contexto regional, o Maranhdo apresenta 6timas condi¢des favordveis para a
ascensdo da bovinocultura leiteira, porém os obstiaculos que afetam a producdo e produtividade
sdo as enfermidades causadas por hemoparasitas, destacando os vetores hematdfagos
transmissores da tripanossomiase bovina. Objetivou-se com esse estudo, verificar a ocorréncia
de Trypanosoma vivax em bovinos leiteiros da microrregiao do Médio Mearim, Maranhao. O
trabalho foi realizado em seis municipios da microrregido. Foram coletadas 235 amostras (130
/vacas e 105/bezerros) em propriedades dos municipios de Lima Campos, Pedreiras, Trizidela
do Vale, Bernardo do Mearim, Igarapé Grande e Pocdo de Pedras. Os resultados
hemoparasitolégico das amostras de sangue resultantes do esfregaco sanguineo, mostrou um
animal positivo para 7. vivax proveniente do municipio de Por¢do de Pedras. Foi realizado a
técnica de microhematdcrito para determinar o percentual de animais com anemia, observando-
se variacdo de 15% a 65% no percentual de hematdcrito nas amostras analisadas, onde que
resultou em 6,88% (15/235) com hematécrito inferior a 24% e 93,61% (220/235) com
hematdcrito acima de 24%, classificados como anémicos e nao-anémicos, respectivamente. Os
resultados pela técnica da RIFI mostraram que em 12,77% (30/235) de animais foram soro
reativos, ao fazer a andlise individual de cada municipio, dos 30 animais soro reagentes, Lima
Campos correspondeu a 20,00% (6/30), Pedreiras 16,67% (5/30), Trizidela do Vale 6,67%
(2/30), Por¢ao de Pedras 10,00 (3/30), Bernardo do Mearim 23,33% (7/30) e Igarapé Grande
23,33% (7/30). Enquanto pela técnica ELISA indireto obteve-se 8,09%(19/235) soro reagentes.
Quando estes foram analisados individualmente, observou-se os diferentes resultado, Em Lima
Campos, correspondeu a 5,26% (1/19) soropositivos, Pedreiras 21,05% (4/19), Trizidela do
Vale 26,32% (5/19), Po¢do de Pedras 10,53% (2/19), Bernardo do Mearim 15,79% (3/19) e
Igarapé Grande 21,05% (4/19).Quando comparou-se os resultados sorolégicos (RIFI e iIELISA)
observou-se neste estudo que a RIFI foi muito mais sensivel do que a iELISA. Animais da bacia
leiteira do Médio Mearim de acordo com o resultado exposto indicam a presenca do 7. vivax
bem como, a presenca de anticorpos soro reagentes.

Palavras-chaves: Trypanosoma vivax, sorologia, Médio Mearim.



ABSTRACT

The Brazilian agribusiness grows more and more in the World scenario advanced the economy
of the country through the creation of cattle. Assuming favorable positions in the production
of, it registered 7,871 million liters of milk in 2019 with a growth of 4.1% in the year of 2018.
In a regional context, Maranhdo presents excellent favorable conditions for the rise of dairy
cattle, however the objectives that affect production and productivity are diseases caused by
hemoparasites, highlighting the hematophagous vectors that transmit bovine trypanosomiasis.
The objective of this study was to verify the occurrence of Trypanosoma vivax in dairy cattle
from the microrregiao do Médio Mearim, Maranhao. 235 samples (130 / cows and 105 / calves)
were collected from properties in the municipalities of Lima Campos, Pedreiras, Trizidela do
Vale, Bernardo do Mearim, Igarapé Grande and Pocdo de Pedras. The hemoparasitological
results of the blood samples resulting from the blood smear, showed a positive animal for 7.
vivax from the municipality of Por¢do de Pedras. The microhematocrit technique was
performed to determine the percentage of animals with anemia, with a variation of 15% to 65%
in the percentage of hematocrit in the analyzed samples, which resulted in 6.88% (15/235) with
hematocrit lower than 24% and 93.61% (220/235) with hematocrit above 24 %, classified as
anemic and non-anemic, respectively. The results using the RIFI technique showed that in
12.77% (30/235) of animals were serum reactive, when doing the individual analysis of each
municipality, of the 30 serum reactive animals, Lima Campos corresponded to 20.00% (6 / 30),
Pedreiras 16.67% (5/30), Trizidela do Vale 6.67% (2/30), Por¢ao de Pedras 10.00 (3/30),
Bernardo do Mearim 23.33% (7/30 ) and Igarapé Grande 23.33% (7/30). While the indirect
ELISA technique obtained 8.09% (19/235) reagent serum. When these were analyzed
individually, the different results were observed, In Lima Campos, it corresponded to 5.26%
(1/19) seropositive, Pedreiras 21.05% (4/19), Trizidela do Vale 26.32% (5 / 19), Po¢ao de
Pedras 10.53% (2/19), Bernardo do Mearim 15.79% (3/19) and Igarapé Grande 21.05% (4/19).
RIFI and iELISA) it was observed in this study that RIFI was much more sensitive than iELISA.
Animals from the Middle Mearim dairy basin, according to the exposed result, indicate the
presence of T. vivax as well as the presence of serum reactive antibodies.

Keywords: Trypanosoma vivax, serology, Médio Mearim.
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1 INTRODUCAO

O agronegécio vem crescendo cada vez mais no Mundo por fornecer proteinas e
insumos essenciais para o ser humano, movimentando a economia dos paises na cadeia
produtiva leiteira e carne. O Brasil apresenta condicdes territoriais, climéticas e abundancia em
agua que sdo propicias a criacdo e desenvolvimento de bovinos, classificando-o em posi¢des
excelentes no ranking, encontrando-se em segundo colocado com 214,69 milhdes de cabecas
(ABIEC, 2021), com cerca de 2,21 milhdes de toneladas de carne bovina sendo exportadas
(ABIEC, 2021) para outros paises, aos quais 84,59% dos abates correspondem a Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Sao Paulo, Goids, Ronddnia, Minas Gerais e Para (MAPA, 2020).

O setor leiteiro do Brasil cresce cada vez mais no cenario mundial, onde 7,871 milhoes
de litros foi registrado em 2019, com um crescimento de 4,1% sobre o ano de 2018 (7,563
milhdes de litros) (EMBRAPA, 2020). Em um contexto regional, o Maranhdo ocupa a quarta
posic¢do ao total produzido de leite produzido, atrds dos Estados de Pernambuco, Bahia e Cear4,
respectivamente (EMBRAPA, 2019), com as regides Tocantina e Médio Mearim em destaque
no estado sobre a produgdo leiteira.

Os fatores que podem dificultar a ascensdo do Estado do Maranhdo na producio e
produtividade leiteira sdo as enfermidades que acometem os animais, ectoparasitas e
endoparasitas, além de ter como foco as hemoparasitoses como as tripanossomoses € Seus
vetores hemat6fagos, cujo os impactos podem aumentar gradativamente, devido ao fato de
deslocamentos irrestritos de animais, o que favorece a disseminacdo de tripanossomas
(GIORDANTI et al., 2016).

Nas Américas, a principal via de transmissdo sdo vetores mecanicos das familias
Tabanidae - Tabanus sp. e Muscidae - Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans (OLIVEIRA
et al., 2009; CADIOLI et al.,, 2012), alem de transmitida de forma via iatrogé€nica pelo
compartilhamento de agulhas contaminadas com o parasito entre bovinos para aplicacdo de
vacinas ou medicamentos (GERMANO et al., 2018).

As tripanossomoses no Brasil ocorrem em diversas partes do territério, onde o primeiro
surto ocorreu no estado do Para em ruminantes (BOULHOSA, 1946; SHAW & LAINSON,
1972), e em estados do Brasil, os surtos ocorrem mais por fatores como climas ambientais
oscilativos, contribuindo para aumento de vetores hemat6fagos durante épocas do ano.

A doencga apresenta alta morbidade e mortalidade, com casos severos acometendo o

rebanho, ocasionando perdas significativas, além de levar a infeccdes agudas e cronicas,
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culminando em alteragdes hematoldgicas severas, perda de condi¢cdo corporal, queda da
produtividade e reprodutivos (OZORIO et al., 2008, SILVA et al., 2009).

A pecudria leiteira do Maranhao apresenta 6timas condi¢des para a ascensiao na cadeia
produtiva na bovinocultura, visando a melhoria e o desenvolvimento, trazendo Otimas
condicdes econdmicas para Estado, sendo indispensdvel minimizar os efeitos causados pela
doenca que acomete os animais de producio. Nesse contexto, € fundamental destacar a sanidade
animal, exercendo Otimas condicdes aos animais, livrando-os de enfermidades que possa
interferir e comprometer a lucratividade e reduzir a produtividade.

Com base no estudo, sobre a andlise de dados de cardter retrospectivos sobre
Trypanosoma vivax no Médio Mearim, objetivou-se com esse trabalho verificar a ocorréncia

de anticorpos de T. vivax em bovinos de leite nessa microrregiao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Identificar a ocorréncia de Trypanosoma vivax em bovinos naturalmente infectados,

pertencentes a rebanhos de leite da microrregido do Médio Mearim, Maranhao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a deteccdo direta (esfregaco sanguineo) do parasito 7. vivax e indireta por meio do
soro sanguineo através do iELISA e RIFI em bovinos de leite, naturalmente infectados.

e Comparar os resultados das técnicas iIELISA e RIFI com relacdo a sensibilidade.

e Identificar os principais fatores de risco associados a disseminacdo e circulacdo de
Trypanosoma vivax por meio da anamnese € do hematdcrito em diferentes unidades

produtoras de leite da Microrregido do Médio Mearim- MA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Trypanosoma vivax

Zieman (1905) ao descrever o parasito 7. vivax pela primeira vez, o classificou na sec¢do
salivaria, familia Trypanosomatidae, incluindo os tripasomatideos transmitidos pela saliva de
moscas que sdo contaminados pelo parasito, pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma, espécie Trypanosoma vivax, subgénero Duttonellae
(CARNEIRO, 2010, SOULSBY, 1982).

Seu subgénero Dutonella relaciona-se a transmissdo do tipo inoculativa, onde a
transmissdo provém das glandulas salivares dos vetores. Nos vertebrados multiplica-se
assexuadamente por fissdo bindria de forma continua como tripomastigotas (SILVA et al.,
2002), uma das espécies que trazem mais prejuizos aos ruminantes & Trypanosoma
(Duttonnela) vivax (ANDRADE NETO et al., 2019).

T. vivax € um organismo unicelular, eucarioto, achatado, com formato de foice,
apresenta nucleo grande e central, cinetoplasto grande, extremidade posterior arredondada e um
flagelo livre (CARNEIRO, 2010; HOARE, 1972). Trata-se de um tripomastigotas de 7. vivax,
com nucleo e estruturas bem caracteristicas e visiveis sendo importante para diagndstico,
facilitando a identificacdo em esfregacos de sangue periférico (HOARE, 1972), sdo
hemoparasitas mais patogénicos com grande distribui¢do mundial, sendo presente no continente
Africano e na América Central e do Sul (VENTURA et al., 2001).

Relatos registrados de surtos da enfermidade pelo 7. vivax em diversos estados do
Brasil, levando animais a mortes, graves perdas econdmicas, desde perda de peso, abortos,
problemas reprodutivos, reducdo da produgdo de carne e leite e custos com medicamentos,

influenciando diretamente a ascensao e expansao da atividade pecudria (PEREIRA et al., 2018).

3.2 TRANSMISSAO

Na Africa T. vivax encontra-se distribuido em grande extensdo, e disseminado pelo
vetor, a mosca tsé-tsé que é o principal transmissor, sendo que no Oeste da Africa, é considerado
0 mais patogénico e importante tripanosoma de bovinos (BATISTA et al., 2008) além de estar
presente em regides tropicais € subtropicais do mundo (LEVINE, 1973), expandindo-se para
outras areas como América Central, América do Sul e Caribe (SILVA et al., 2003; VENTURA
et al., 2001).
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Nas Américas, os vetores mecanicos responsdveis pela via de transmissdo sao
pertencentes as familias Tabanidae - Tabanus sp. e Muscidae - Stomoxys calcitrans e
Haematobia irritans (OLIVEIRA et al., 2009; CADIOLI et al., 2012), cujas condi¢des
climéticas entre os trépicos possuem variacoes atipicas. No Brasil, em algumas regides podem
ser classificadas como 4reas de instabilidade enzodtica, devido ao ambiente desfavordavel para
o desenvolvimento de vetores durante a maior parte do ano (JUCHEM, 2019).

Frequentes em dreas endémicas como Pantanal, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
com relatos de ocorréncia em todo territdrio brasileiro causando doenga severa em ruminantes
e equinos nas regioes Nordeste, Sul e Sudeste (BATISTA et al., 2007), os animais que foram
acometidos podem se tornar portadores assintomdticos da doenca ou apresentar sinais clinicos,
as quais podem ser inespecificos como alteracdes hematoldgicas graves, hipertermia, hiporexia,
reducdes na produgdo e 6bito (BATISTA et al., 2007).

O compartilhamento de agulhas na aplica¢do de vacinas e medicamentos € outra via de
contaminac¢do (via iatrogénica), de forma a ter o sangue do animail com parasito (GERMANO
et al., 2018) e transplacentdria (ocasionalmente) (PEREIRA et al., 2018; SILVA et al., 2002;
BATISTA et al., 2008).

3.3 CICLO BIOLOGICO DO Trypanosoma vivax

O ciclo biolégico envolve dois hospedeiros, sendo considerados parasitas digenéticos,
os vetores na América do Sul se distinguem da mosca tsé-tsé por ndo apresentar habilidade de
desenvolvimento ciclico. O animal vertebrado € o hospedeiro definitivo, que geralmente sdo os
mamiferos ungulados (OSORIO et al., 2008), enquanto que diversos invertebrados sdo
considerados hospedeiros intermedidrios (SILVA et al., 2002). Na América Latina os parasitos
sdo transmitidos por hospedeiros invertebrados, através de moscas hemat6fagas dos géneros
Tabanus spp. (mutuca) e Stomoxys spp. (mosca dos estdbulos), sem que ocorra
desenvolvimento ciclico nestes insetos (SILVA et al., 2002; DESQUESNES, 2004).

As formas infectantes (tripomastigotas), ao serem inoculadas nos hospedeiros
definitivos através da picada das moscas hemat6fagas, ganham corrente sanguinea, ocorrendo
a multiplicam por divisdo bindria (GARDINER, 1989; SILVA et al. 2002). O sistema imune
em contato ao parasito gera uma resposta imune através de mecanismos de evasao.

Sua membrana possui predominancia de proteinas superficiais (VSGs) de carater
antigénica, sofrendo modificagdes continuas e “escapando” da agdo do sistema imunoldgico do

animal. Esse mecanismo que faz variacdo continua de proteinas superficiais vem dos
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tripanosomas durante a evolu¢do, sendo um mecanismo adaptativo, protegendo os parasitos da
morte mediada pelo complemento e promove escape dos tripanosomas da resposta imune do
hospedeiro (BARAL, 2010).

As VSGs sofrem mutagdes antigénicas que fazem com que o anticorpo ao ter contato
com o parasito, seja evitada ou nula em alguns casos, onde sdo novamente reconhecidas pelo
sistema imune, sendo possivel haver oscilagdes de baixa ou alta parasitemia, impedindo a
eliminacdo do 7. vivax, estabelecendo uma infeccdo cronica (BARAL, 2010). Vale ressaltar
que estes parasitos sdo capazes de internalizar os anticorpos que se ligaram a sua superficie

(HILL et al., 2005).

3.4 METODOS DE DIAGNOSTICO

O diagnéstico definitivo de 7. vivax podem ser realizados em exames diretos, como
técnica microhematdcrito (WOO, 1970),técnica buffy coat (TBC) (MURRAY, 1977) com
confirmacdo da presenca das formas tripomastigotas do parasito em esfregacos sanguineos, e
os exames indiretos como testes sorolégicos (ELISA, RIFI), objetivando a observagdo da
presenca de titulos de anticorpos anti-7. vivax (MADRUGA et al., 2006, AQUINO et al., 2010),
ou por meio de técnicas moleculares (PCR) para a deteccdo de DNA/RNA de 7. vivax
(VENTURA et al., 2001, DESQUESNES e DAVILA, 2002).

O método de diagndstico parasitolégico € o mais utilizado, onde requer amostras partir
de amostras de sangue, linfonodos, liquor, secrecdes genitais, esfregaco de érgaos, entre outros
(DESQUESNES, 2004) para detecc¢ao de tripanosomas, sendo o método mais aplicado para
identificar 7. vivax no campo (MADRUGA, 2004; GONZATTI et al., 2014). A sensibilidade
desse método € varidvel, dependendo do estdgio clinico da doenca, sendo aguda ou cronica.
Vale ressaltar que a doenga no estigio de cronicidade é de sensibilidade reduzida e que em
surtos ocorridos em animais esse método é valioso (DESQUESNES, 2004).

O método parasitolégico proposto por Woo (1970), a técnica de microhematdcrito
(MHCT), é um método de rotina e bastante utilizado, por ser ficil na execucgdo, e observada no
préprio microtubo do hematdcrito. O exame direto de um material fresco possui baixa
sensibilidade, contudo, as vezes nao é possivel a identificacdo da espécie do parasita com base
na sua morfologia e motilidade (DESQUESNES, 2004). A outra técnica direta, a Buffy coat
(BCT), apresenta vantagens sobre as outras técnicas convencionais, consistindo em colocar uma

camada leucocitdria de esfregaco sanguineo e observado pelo microscépio posteriormente
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(MURRAY, 1977; DESQUESNES e TRESSE, 1996; MATTIOLI et al., 2001; DELAFOSSE
et al., 2006).

A desvantagem desta metodologia BCT é que as amostras devem ser analisadas
rapidamente uma vez que depois de passar das 8 horas da colheita, a quantidade de
tripomastigotas detectdveis na amostra se reduz (GOMEZ-PINERES; TAVARES-MARQUES;
REYNA-BELLO, 2009). As dificuldades relacionadas a doencas cronicas e assintomdticas em
bovinos no Brasil para a detec¢ao do parasito pelos métodos parasitoldgicos, sdo encontrar as
formas de tripomastigotas que nao ficam na circula¢do sanguinea (VENTURA et al., 2001).

A técnica de centrifugacdo de hematdcrito - TCH (WOO, 1969), € a mais comum dentre
os testes parasitologicos empregados (MADRUGA, 2004) por ser rdpida e barata e, além disso,
permite a observacao de animais anémicos (DESQUESNES, 2004), € também uma das técnicas
mais indicadas por apresenta valores significativos maiores que a BCT. E necessario realizar a
triagem soroldgica e a titulacdo de anticorpo, a fim de fornecer mais informagdes, além de
avaliar com mais sensibilidade o estado dos rebanhos infectados por 7. vivax e considerar os
efeitos da infeccdo a satide animal e produtividade (MATTIOLI et al., 2001).

As técnicas soroldgicas mais utilizadas sdo a reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e ensaio imunoenzimdtico (ELISA), Ambos os testes podem ser utilizados para o
diagndstico de infecgdo e sdo uteis para investigacdes epidemioldgicas, especialmente para a
determinag¢do da distribuicdo de 7. vivax (MADRUGA et al., 2006).

A RIFI é um teste que utiliza o plasma ou o soro do animal suspeito e um anticorpo anti-
IgG bovino marcado por fluoresceina é adicionado, e sob luz ultravioleta observa-se a
fluorescéncia nos casos positivos (DESQUESNES, 2004).

A técnica ELISA detecta antigenos de tripanossomos circulantes com o emprego de
anticorpos monoclonais (RADOSTITS et al., 2000), sendo capaz de detectar a presenca de
anticorpos mais precocemente comparado ao RIFI. De acordo com Sampaio (2013) € possivel
detectar anticorpos de 7. vivax entre o 5° e o 14° dias. Estudos mostram que a partir do segundo
dia da doenga pode-se detectar anticorpos por meio da técnica ELISA (FIDELIS JUNIOR,
2014).

O ELISA indireto € utilizado como um dos diagnésticos soroldgicos, possuindo
especificidade razodvel e, sem reacdes cruzadas com T. theileri, porém tem baixa especificidade
entre os tripanossomas patogénicos (DESQUESNES e GARDINER, 1993; FERENC et al.,
1990), Entretanto, sua sensibilidade € satisfatéria (por volta de 90%). Para um unico lote de
antigeno, a repetibilidade € muito boa, podendo ocorrer variacdes entre lotes e entre estirpes do

parasito (DESQUESNES, 2004).
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O método molecular, objetivando a detec¢cao de um segmento de DNA permite realizar
um diagndstico espécie-especifico de infec¢des ativas por Trypanossoma, uma vez que apos a
morte do parasito, a circulacdo de DNA livre no hospedeiro é de no mdximo dois dias
(DESQUESNES, 2004), contribuindo para a identificacdo, caracterizagdo e diagnéstico de
diversas espécies de Trypanosoma (DESQUESNES e DAVILA, 2002).

3.5 EPIDEMIOLOGIA

Virios autores em seus trabalhos relatam a disseminag@o do T. vivax surgiu por volta
de 1830, atingindo o rebanho de cada paises do mundo. 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).

Estudos realizados no Brasil mostraram que a presenca da tripanosomiase bovina ja é
presente nas regides Sul (SILVA et al.,, 2009), Sudeste (CARVALHO et al., 2008;
CUGLOVICI et al., 2010; CADIOLI et al., 2012), Centro-oeste (SILVA et al., 1999; SILVA et
al., 2004), Nordeste (BATISTA et al., 2008; PIMENTEL et al., 2012) e Norte (LINHARES et
al., 2006).

No Brasil, os primeiros surtos da doenca ocorreram no estado do Pard em ruminantes
(BOULHOSA, 1946; SHAW & LAINSON, 1972) e, desde entdo, varios outros foram relatados
no pais, como no Mato Grosso (SILVA etal. , 1996), Amapa e Rio de Janeiro (MADRUGA et
al., 2006), Tocantins (LINHARES et al., 2006), Paraiba (BATISTA et al., 2007), Santa Catarina
(SILVA et al., 2007), Minas Gerais (CARVALHO et al., 2008), Maranhdo (GUERRA et al.,
2008), Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2009), Sao Paulo (CADIOLI et al., 2012), Goias
(BASTOS et al., 2017), Sergipe (VIEIRA et al., 2017), Pernambuco e Alagoas (ANDRADE
NETO et al. 2019).

Esse hemoparasito acomete principalmente ungulados, incluindo bovinos (mais
patogénico nessa espécie), ovinos, caprinos, equinos, camelos vdrias espécies de antilopes
selvagens e bifalo africano(GUERRA et al., 2013). E os animais que apresentam resisténcia
sdo porcos, cies, gatos e animais de laboratdrio, entretanto, é possivel adaptar artificialmente
cepas de 7. vivax em roedores de laboratério (GARDINER, 1989).

A doenca apresenta alta morbidade e mortalidade com sintomatologia, surto ocorrido
no semidarido brasileiro, em 130 vacas de uma propriedade, 64 (49.2%) tiveram manifestagoes
clinicas e 11 (8.4%) vieram a 6bito (BATISTA et al., 2007). Contudo, algumas ragas de

ruminantes domésticos sdo relativamente resistentes a infec¢do de 7. vivax apresentando
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resisténcia natural e podendo permanecer na condicdo de portadores assintomdticos
(MATTIOLI; WILSON, 1996). Estudo retrospectivo realizados por Garcia et al. (2016)
constatou que a presenca da tripanosomiase ocorrerem mais em fémeas do que em machos, bem
como, em racas leiteiras, fato explicado devido esses animais terem maior contato agulhas

compartilhadas antes da ordenha.
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4 METODOLOGIA
4.1 AREA EXPERIMENTAL E ANIMAIS

O estudo foi realizado em seis municipios da Microrregidao do Médio Mearim no Estado
Maranhao, que compreendem: Lima Campos (coordenadas geogréficas: Latitude: 4° 31' 14"
Sul, Longitude: 44° 28' 2" Oeste), Pedreiras (coordenadas geograficas: Latitude: 4° 34' 28" Sul,
Longitude: 44° 35' 55" Oeste), Trizidela do Vale ( coordenadas geograficas: Latitude: 4° 34' 0"
Sul, Longitude: 44° 37' 37" QOeste), Po¢cdo de Pedras ( coordenadas geogréficas: Latitude: 4° 43'
55" Sul, Longitude: 44° 53" 18" Oeste), Bernardo do Mearim (coordenadas geogréficas:
Latitude: 4° 36' 22" Sul, Longitude: 44° 46' 29" Oeste) e Igarapé Grande (coordenadas
geograficas: Latitude: 4° 33' 19" Sul, Longitude: 44° 51' 14" Oeste)(Figura 1).

Figura 1 - Imagem representativa dos municipios estudados da Microrregido Médio Mearim.
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Como ndo existe determinagdo de prevaléncia de 7. vivax em nosso estado, foi
pressuposto uma prevaléncia esperada de 50%, conforme Stevenson, 2005. O tamanho da
amostra foi determinada por meio do método de amostragem aleatdria sistemdtica, onde o
nimero minimo de animais terd precisdo absoluta de 5% e intervalo de confianga de 95%, como
indicado pela férmula abaixo:

n=2z>(1-Py)x Py
d2

Onde:
z = coeficiente de confianca (z = 1,96); n = tamanho da amostra; Py = prevaléncia esperada
(50%); d? = precisdo absoluta desejada (5%);

O projeto de pesquisa foi submetido 2 Comissdo de Etica e Experimenta¢io Animal
(CEEA) com o protocolo de N° 017/2019 na data de 25/06/2019 do Curso de Medicina
Veterindria da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA).

4.2 COLHEITA DAS AMOSTRAS

Foram colhidas duas amostras de sangue de bovinos de leite da raca girolando,
diretamente da veia jugular ou caudal. A primeira amostra foi colhida em tubos Vacutainer® com
anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) para dosagem do volume globular e
identificacdo de 7. vivax por meio de esfregacos sanguineos corados com pandptico rdpido. A
segunda amostra foi colhida utilizando tubos sem anticoagulante EDTA, para a obtencao de soro,
essas foram centrifugadas por 10 minutos a 1500rpm. As amostras de soro obtidas foram
colocadas em microtubos de 1,5 mL e armazenadas em freezer a -20°C e posteriormente
utilizadas para testes soroldgicos, Ensaio Imunosorbente Ligado a Enzima Indireto IELISA) e
Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFT).

Os animais escolhidos para amostragem foram bovinos nascidos e criados nos municipios
de Lima Campos, Pedreiras, Trizidela do Vale, Pocao de Pedras, Bernardo do Mearim e, Igarapé
Grande, pertencentes a Microrregidao do Médio Mearim. Foram amostrados aleatoriamente vacas
e bezerros de 06 (seis) diferentes propriedades, entre elas, totalizando 130 vacas (>6 anos) e 105

bezerros (7-12 meses) somando um total de 235 animais.

4.3 VOLUME GLOBULAR
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O volume globular (VG) das amostras sanguineas dos animais dos municipios propostos
foi determinado pela técnica de microhematdcrito. Amostras com anticoagulante foram utilizadas
para andlises parasitologicas e hematoldgicas. A andlise hematoldgica foi realizada como

descrito por Jain (1993).

4.4 AVALIACAO DA CONTAGEM DE Trypanosoma vivax

A determinacao da contagem de 7. vivax foi realizada pela leitura de campo homogéneo
em esfregacos de sangue obtidos das amostras de sangue e foram coradas com pandptico répido,
em busca de 7. vivax pela observacdo direta em microscopia optica de acordo com Silva et al.

(2002).

4.5 ENSAIO IMUNOSORBENTE ENZIMATICO LIGADO A ENZIMA INDIRETO
(IELISA)

O ELISA foi realizado conforme descrito por Machado et al. (1997) e Aquino et al.
(1999), com pequenas modificagdes, como descrito a seguir. Cada poco de microplaca (Nunc
MaxiSorp®, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA) foi revestido com 100 pL de
antigeno soluvel de T. vivax em uma concentragdo de 0,1 pg/ mL. Todas as amostras e controles
foram diluidos a 1:50 em solucdo salina tamponada com fosfato com Tween-20 ([PBST]: 130
mM NaCl, 2,7 mM KCl, 5,6 mM Na2HPO4, 1 mM KH2PO4, 0,92 mM NaH2PO4 e 0,05%
Tween 20). Todos os soros foram testados em duplicata. A reacdo foi lida por um leitor de
microplacas (MRX TC Plus, Dynex Technology, EUA) a 405 nm. O po¢o em branco ndo
conteve soro.

Para definir o ponto de corte entre as placas, dois controles negativos e um controle
positivo foram utilizados em todas as placas testadas. Os controles negativos foram de dois
bovinos de um rebanho localizado em uma regido ndo endémica de 7. vivax e previamente
testadas com testes moleculares (PCR e LAMP) e sorolégico (ELISA). O controle positivo foi
de um bovino infectado experimentalmente com o isolado de 7. vivax "Lins" (FIDELIS
JUNIOR et al., 2016). A média e o desvio padriao (DP) da DO dos controles negativos de todas
as placas foram entdo obtidos e o ponto de corte serd calculado de acordo com a seguinte
equagdo, descrita por Madruga et al. (2006):

Ponto de corte = média de controles negativos + (3 x controles negativos DP).
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4.6 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

As laminas do RIFI foram preparadas e sensibilizadas com amostras de sangue de cabras
inoculadas experimentalmente com Trypanosoma vivax, cepa “Lins” (CADIOLI et al., 2012),
obtendo-se o antigeno segundo Gonzélez et al. (2005). As amostras de soro foram diluidas 1:80
em solugdo salina tamponada com PBS a 1%, pH 7,2 (NaCl 1,3 M, KCI1 27 mM, Na2HPO4 56
mM, KH2PO4 10 mM, NaH2PO4 9,2 mM) seguindo a metodologia recomendada por Aquino
et al. (1999).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram processados e analisados utilizando-se Andlise descritiva simples,

utilizando o programa Excel.
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5 RESULTADO E DISCUSSOES

Resultados hemoparasitolégico das amostras de sangue examinadas pelo esfregaco
sanguineo dos bovinos provenientes das propriedades dos seis municipios do Médio Mearim,
mostrou um animal positivo de Trypanosoma vivax na propriedade do municipio de Porcao de

Pedras (figura 2).

Figura 2 - Identificacdo parasitolégica pela técnica de esfregaco sanguineo com colorag@o panético rapido.

Fonte: PEREIRA, José Gomes (2020).

De acordo com Radostits et al. (2002) a observacao direta por esfregaco sanguineo deve
ser realizada no estdgio inicial da doencga, onde o pico de parasitemia corresponde ao pico febril,
sendo possivel visualizar o agente etioldgico.

Foi possivel determinar pela técnica de microhematdcrito o percentual dos animais
anémicos de acordo com a andlise de Jain (1993), observando-se uma variancia de 15% a 65%
nas amostras analisadas, dentre as quais 6,38% (15/235) apresentaram resultados inferiores a
24% e 93,61% (220/235) entre ou acima de 24% e 46%, sendo categorizados como anémicos

e ndo anémicos, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados percentuais de anemia pela técnica de microhematécerito dos bovinos da microrregiao do

Médio Mearim.

Anémicos Inferior a 24% 15 6,38%
Nao anémicos Entre ou superior a 24 - 46% 220 93,61%
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No que diz respeito ao grau de anemia dos animais, vérios estudos com animais
anémicos por 7. vivax corroboram com os resultados obtidos nesta pesquisa, relatando as
alteragcdes hematolégica como a mais frequentemente, apresentando alteracdes nas
mucosas(estado de hipocoradas), além de apresentarem sinais de anemia (CARVALHO et al.,
2008; LOPES et al. 2018; SILVA et al., 2009; SILVA et al., 1999; SCHENK et al., 2001). A
anemia também € relatada com um dos principais achados da tripanossomiase (LOPES et al.,
2018).

As andlises das 235 amostras de soro dos animais avaliados, demonstraram pela RIFI,
12,77 % (30/235) positivas e 87,23% (205/235) negativas. Métodos de diagndsticos como a
RIFI podem comprovar se os animais que se mostraram negativos nos exames parasitologicos
sdo também negativos pela Reacdo de imunofluorescéncia indireta (GERMANO et al., 2018).
Na fase cronica da doencga, técnicas parasitolégicas demonstram baixa sensibilidade, devido a
baixa parasitemia, sendo a RIFI importante para a complementa¢do dos exames parasitologicos,
também € importante a associacdo de ambas as técnicas (FRANGE, 2013).

Ao realizarmos as andlises individuais por municipio pela RIFI, dos 30 animais
positivos, corresponderam em Lima Campos 20,00% (6/30), Pedreiras 16,67 % (5/30),
Trizidela do Vale 6,67% (2/30), Pocdo de Pedras 10,00% (3/30), Bernardo do Mearim 23,33%
(7/30) e Igarapé Grande 23,33% (7/30) (tabela 2).

Os resultados por IELISA demonstraram que 8,09% (19/235) foram soropositivas e
91,91% (216/235) soronegativas. Nossos resultados assemelham-se as propriedades visitadas
no Estado de Goids, nos quais alguns municipios apresentaram valores de prevaléncia entre 1%
a 10%, com animais da raca Girolando, estudo de Bastos et al. (2019). Os valores do iELISA
neste estudo demonstrou um indice relativamente baixo, quando comparado com os estudos de
Andrade Neto et al. (2019) os quais trabalharam com 109 amostras de soro de bovinos nos
estados de Pernambuco e Alagoas e encontraram o percentual de 94% (103/109) utilizando a
mesma técnica. Também Cadioli et al. (2012) relataram alto titulos de anticorpos I1gG de T.vivax
no estado de Sao Paulo ao analisar 1080 animais obtendo uma taxa de 98,36% (599) positivas
utilizando a técnica ELISA.

As andlises realizadas pela técnica iELISA por municipio na microrregido. Dos 19
animais soropositivos, em Lima Campos corresponderam 5,26% (1/19), de positividade,
Pedreiras 21,05% (4/19), Trizidela do Vale 26,32% (5/19), Pocdo de Pedras 10,53% (2/19),
Bernardo do Mearim 15,79% (3/19) e Igarapé Grande 21,05% (4/19) (tabela 2).
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Em nosso trabalho, resposta ao teste iIELISA, mesmo com apenas uma identificagdo do
T. vivax nas amostras de sangue dos animais, observou-se a identificacdo de anticorpos do
parasito demonstrando a alta sensibilidade da técnica. Fidelis Junior (2014) em um estudo
realizado com a técnica soroldgica iELISA nas amostras de soro de animais infectados
naturalmente e experimentalmente detectou alto titulos de anticorpos apds o primeiro dia da
parasitemia e que estes persitiram elevados mesmo sem a presenga do parasito em esfregaco

sanguineo.

Tabela 2 - Distribuicdo de animais soropositivos por ELISA indireto e RIFI por municipios do Médio Mearim,

Estado do Maranhao.

RIFI ELISA
Municipios Amostras Amostras Amostras
Testadas %0 %0

reagentes reagentes
Lima Campos 60 6 20,00% 1 5,26%
Pedreiras 50 5 16,67% 4 21,05%
Trizidela do Vale 30 2 6,67% 5 26,32%
Pocao de Pedra 30 3 10,00% 2 10,53%
Bernardo do Mearim 35 7 23,33% 3 15,79%
Igarapé Grande 30 7 23,33% 4 21,05%
Total 235 30 100,00 % 19 100,00 %

Nesta pesquisa, € possivel observar que quando comparamos os resultados da RIFI com
iELISA obtivemos maiores resultados pela técnica da RIFI. Embora alguns estudos demonstre
que a RIFI é de maior sensibilidade estudos de Andrade Neto et al. (2019) das 109 amostras
utilizadas, 94% (103/109) foram soropositivas no ELISA e 92% (100/109) foram soropositivas
para RIFI. Nossos resultados concordam com os de Fidelis Junior et al. (2019) que ao avaliarem
54 amostras no estado de Sao Paulo utilizando técnicas sorologicas RIFI e ELISA obtiveram
respectivamente 94,4 % de positividade e 90,7 % positivos. Resultados semelhantes também
foram encontrados nos estudos de Fidelis Junior (2014).

Os animais deste estudo foram amostrados por categorias de idade, nas quais os animais
adultos estavam com uma baixa carga parasitaria, sendo sugestivo de se encontrarem na fase
cronica da enfermidade.

A andlise da detec¢do de acordo com a faixa etdria, classificado em dois grupos (Tabela
3): > 6 anos e 7 — 12 meses de idade; observou-se valores percentuais € amostras soropositivas
distintos, onde o teste de RIFI revelou 15,38% (20/130) e 9,52% (10/105) foram positivos,

respectivamente. O diagnéstico soroldgico indireto ELISA mostrou valores percentuais
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diferentes, 6,15% (8/130) para as vacas e 7,62% (8/105) para bezerros, como resultados

positivos.

Tabela 3 - Distribui¢do de ocorréncia de RIFI e iELISA relacionado a idade dos animais da microrregido do Médio

Mearim.
RIFI iELISA
Variancia Idade
N % n %
Vacas (N= 130) (>6 anos) 20 15,38% 8 6,15%
Bezerros (N = 105) (7-12 meses) 10 9,52% 8 7,62%

Ao procedermos a anamnese verificou-se a presenca maciga de insetos hemat6fagos nos
animais das propriedades, os proprietdrios relataram o uso de medicamentos a base de
piretroides utilizados como inseticida e acaricida.

A presenca de moscas hematdfagas e o uso indiscriminado de medicamentos a base de
piretroides no estudo podem atuarem como um fator de riscos para a ocorréncia da
tripanossomose em bovinos nas propriedades da regido, além de elevar os gastos na redugdo
dos vetores, a fim de combate-los. Segundo Batista et al. (2007), dentre os fatores que agravam
a ocorréncia da enfermidade, incluem os vetores mecanicos, tabanideos (mutucas) e Stomoxys
sp. (mosca-dos-estabulos), as quais fazem o papel de disseminador na América do Sul, além
de haver a forma de transmissao iatrogénica pelo compartilhamento de agulhas e aplicacio de
medicamentos no momento da ordenha, na aplicacdo de ocitocina em bovinos leiteiros
(CARVALHO et al., 2008). As estratégias para o combate das moscas hematéfagas sao
necessdrias, vale ressaltar que devem ser realizado o controle de moscas na propriedade,
principalmente nas estagdes chuvosas, quando a populacao de dipteros hematéfagos € maior

(GONCALVES, 2000).
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6 CONCLUSAO

O estudo relatou que na microrregidio Médio Mearim no estado do Maranhao, possui
animais reagentes para Trypanosoma vivax, associados as altas infestacdes de moscas
hemato6fagas e outros vetores foram determinantes para a transmissdo do agente etioldgico,
levando os animais a apresentarem anemia, trazendo consequentes perdas de producdo e

produtividade leiteira e causando prejuizos aos produtores.
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