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Diagnéstico molecular de Trypanosoma O tripanosomas sdo seres unicelulares e flagelados, se subdividem em salivaria e estecoraria. O Tirypanosoma vivax pertence

vivax em amostras de sangue total @ S¢¢do salivaria, tém larga distribui¢o e importancia econdmica na Aftica, principalmente em areas ocupadas pelo seu vetor
bovinas enviadas ao Laboratério de  Dioldgico, a mosca tsé-tsé. A transmissdo também pode ser iatrogénica com agulhas contaminadas. Insetos hematofagos como
Biologia Molecular da Universidade de  tabanideos e Stomoxys spp. permitiram a expansdo de 7. vivax na América Latina. No pantanal da regido de Poconé, estado de
Vassouras. Rev Fluminense de Extensio  Mato Grosso um surto se caracterizou por manifestagdes de febre, anemia profunda, lacrimejamento, queratite, edema, perda

Universitaria. 2023;13(2);28-32. de peso, obito, podendo ainda ocorrer, diarreia, aborto, nascimento de bezerros fracos com morte perinatal. A doenga causa
grandes perdas econdmicas, com a redugdo na produgdo leiteira, queda no desempenho produtivo, associada ao amplo espectro
E“"'ﬂ'_ﬂ- E de vetores e hospedeiros susceptiveis, e @ imunodeficiéncia dos animais, em sua maioria subnutrida, além de gastos com
tratamento e honorarios veterinarios ¢ mortes de animais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a frequéncia de Trypanosoma
uy == I vivax em amostras de sangue total de bovinos nos estados do Rio de janeiro e Minas Gerais por diagnostico molecular no
- %:T’ - Laboratorio de Biologia Molecular do Mestrado Profissional em Diagnodstico em Medicina Veterinaria da Universidade de

L Vassouras.
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Abstract

Trypanosomes are unicellular and flagellated beings, subdivided into salivary and stecoria. Trypanosoma vivax belongs to the
salivary section, has wide distribution and economic importance in Africa, mainly in areas occupied by its biological vector,
the tsetse fly. Transmission can also be iatrogenic with contaminated needles. Hematophagous insects such as tabanids and
Stomoxys spp. allowed the expansion of 7. vivax in Latin America. In the swampland of the Poconé region, state of Mato
Grosso, the outbreak was characterized by manifestations of fever, profound anemia, tearing, keratitis, edema, weight loss,
death, and diarrhea, abortion, birth of weak calves with perinatal death. The disease causes great economic losses, with a
reduction in milk production, a drop in productive performance, associated with the wide spectrum of susceptible vectors and
hosts, and the immunodeficiency of animals, most of whom are undernourished, in addition to expenses with treatment and
veterinary fees and deaths. of animals. Aiming to evaluate the frequency of Trypanosoma vivax in whole blood samples from
cattle in the states of Rio de Janeiro and Minas Gerais by molecular diagnosis at the Molecular Biology Laboratory of the
Professional Master’s Degree in Diagnosis in Veterinary Medicine at the University de Vassouras.
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Introdugﬁo (transmissdo contaminativa)'.

Trypanosoma vivax pertence a se¢do Salivaria.
Tem larga distribuicdo e importancia econdmica na
Africa, principalmente em éreas ocupadas pelo seu
vetor bioldgico, a mosca tsé-tsé. A transmissao também
pode ser iatrogénica com agulhas contaminadas durante
a aplicagdo de medicamentos ou vacinagdes’. Além
disso, adaptacdo a transmissdo mecanica por insetos
hematofagos (tabanideos e Stomoxysspp.), permitiu a
expansdo de 7. vivax para América Central, América do

Protozoarios do género Trypanosoma sao seres
unicelulares e flagelados que pertencem ao Reino
Protista, Filo Euglenozoa, Subfilo Sarcomastigophora,
Superclasse Mastigophora, Classe Zoomastigophora,
Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae,
Género Trypanosoma, o qual se subdivide em sec¢do
Salivaria  (transmissdo inoculativa) eStercoraria
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Sul e Caribe?®.

A ocorréncia 7. vivax no Brasil foi registrada
pela primeira vez em bufalos no Estado do Para, no ano
de 1972. No pantanal da regido de Poconé, estado de
Mato Grosso o surto se caracterizou por manifestagdes
de febre, anemia profunda, lacrimejamento, queratite,
edema, perda de peso, 6bito, diarreia, aborto, nascimento
de bezerros fracos com morte perinatal®. No Rio de
janeiro foi detectado a primeira vez por Costa’ e em
Minas Gerais por Carvalho®.

Nos ultimos anos tem-se observado registros
de surtos da enfermidade ocasionada por 7. vivax em
diversos estados do Brasil, ocasionando mortes de
animais e graves perdas econdmicas®, como a redugdo
na producao leiteira, queda no desempenho produtivo,
associada ao amplo espectro de vetores e hospedeiros
susceptiveis e a imunodeficiéncia dos animais, em sua
maioria subnutrida, além de gastos com tratamento e
honorarios veterinarios e mortes de animais’®.

Este trabalho tem como objetivo consistir em

avaliar a frequéncia de Trypanosoma vivax em amostras
de sangue total procedente de bovinos dos municipios
de Barra do Pirai, Vassouras, Morro Azul — Engenheiro
Paulo de Frontin, Valenga, Santa Maria Madalena,
Paraopeba—MG e Santa Rita do Ibitipoca—MG por PCR
convencional no Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade de Vassouras.

Material e métodos

Para este estudo, 100 amostras de sangue de
bovinos foram enviadas de 5 municipios do estado do Rio
de Janeiro e 2 municipios do estado de Minas Gerais, onde
ocorreram casos suspeitos de 7. vivax:sendo 3 emBarra
do Pirai (22°28'14"S ¢ 43°49'36"L), 54 em Vassouras
(22°24°16”S e 43°39°4870), 4 em Morro Azul —
Engenheiro Paulo de Frontin (22°28°45”S €43°35°2”0),
5 em Valenga (22°14°46°S € 43°42°11°L), 14 em Santa
Maria Madalena (21°57°19”S e 42°00°2970) (Figura
1), 5 em Paraopeba - MG (19°16°41”S 44°23°56”0)
e 15 em Santa Rita do Ibitipoca - MG (21°35°27”S

RIO DE JANEIRO - MUNICIPIOS

porte Geogrifica
Elaborado a pactic e base cartogrifica do TRGE

Figura 1. Mapa do estado do Rio de Janeiro com origens geograficas de casos de Trypanosoma vivax (Fonte: https://www.
gestaoeducacional.com.br/mapa-do-rio-de-janeiro-tipos-de-mapa-e-curiosidades/).

MINAS GERAIS - MUNICIPIOS

Figura 2. Mapa do estado de Minas Gerais com origens geograficas de casos de Trypanosoma vivax (Fonte: https://www.

gestaoeducacional.com.br/mapa-de-minas-gerais-tipos-de-mapa/)
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43°57°1070) (Figura 2) para o laboratdrio de biologia
molecular da Universidade de Vassouras.

As coletas ndo foram categorizadas por idade,
SeX0 ou raga, portanto, trata-se apenas de amostras de
sangue total de bovinos, com as quais foram realizados
os diagnosticos, sem informacdes adicionais da
epidemiologia.

No periodo de outubro de 2021 a setembro de
2022, amostras de sangue total foram coletadas em tubos
com anticoagulante 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 10% e enviadas ao Laboratorio de Biologia
Molecular do Mestrado Profissional em Diagnostico em
Medicina Veterinaria da Universidade de Vassouras, de
animais sadios ou sem historico clinico de doenca

As amostras de sangue foram aliquotadas em
microtubos de polipropileno de 1,5 ml, identificadas
por numeragdo sequencial e mantidas a -20°C até o
momento da extragdo do DNA total.

O DNA genomico foi extraido a partirde 300 uL de
cada amostra sanguinea de bovino usando kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega®, Madison, WI,
USA) de acordo com as recomendagdes do fabricante,
e eluido em 100 pL da solugdo de reidratacdo que
acompanha o kit, sendo acondicionada em microtubos
de 0,6mL em trés aliquotas e mantida a -20°C.

As amostras de DNA bovino foram submetidas
a amplificagdo por PCR padrio do gene CatL-
Like (Catepsinal-Like) no termocociclador T100
ThermalCycler (BioRad®, Hercules, CA, USA) com
condig¢des de termociclagem de: 95 °C durante 3 min
seguido por 40 ciclos de 94 °C durante 1 min, 56°C
durante 1 min e 72 °C durante 1 min, e extensao final 72
°C por 10 min'.

Tabela 1. Lista de primer usado no PCR

Os produtos de amplificacao foram separados em
gel de agarose a 1,5% a 100 V por 40 min, corados com
SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen®) e fotografados
no transiluminador Gel Doc EZ Imagem (BioRad®,
Hercules, CA, USA) (Tabela 1).

Os resultados foram obtidos do banco de dados
do Laboratoério de Biologia Molecular da Universidade
de Vassouras, onde foi realizado a frequéncia de
positividade através de porcentagem e relagcdo direta
com o total amostrado. No qual os resultados serdao
melhor apresentados no topico seguinte.

Resultados

O laboratorio de biologia Molecular do Mestrado
Profissional em Diagndstico em Medicina Veterinaria
da Universidade de Vassouras € o unico na mesorregiao
Sul Fluminense- RJ, realizando pesquisa e diagnostico
molecular sem fundos do Estado, apenas como iniciativa
privada e tem apenas um ano de funcionamento.

As amostras de sangue total testadas tiveram
origem de bovinos na grande maioria sem historico
prévio, alguns doentes e outros sadios, que foram
encaminhados para o laboratorio. Vale ressaltar que
hoje a biologia molecular ¢ de grande importancia
na medicina veterinaria, pois tem sido aplicada no
diagnodstico de doencas parasitarias e infecciosas,
tecnologia de vacinas e proteinas recombinantes, terapia
génica, filogenia de patdgenos resistentes a doengas e
genotipagem de diversos agentes’.

Foram recebidas 100 amostras de sangue total de
bovinos, em um ano de funcionamento, sendo que destas
80 tem origem do estado do Rio de Janeiro (Vassouras,

Tamanho

M d do Temperatura
Organismo areator primer Sequéncia de Oligo nucleotideo (5'-3") . de
DNA amplicom
anelamento
(bp)
T vivax  CatL-Like ?;? ACAGAATTCCAGGGCCAATGCGGCTCGTGCTGG 500pb 56 °C
DTO
155 TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTA
Fonte: (17)
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Barra do Pirai, Valenga, Engenheiro Paulo de Frontin
¢ Santa Maria Madalena) e 20, sdo de Minas Gerais
(Santa Rita do Ibitipoca e Paraopeba) (Graficol)

A frequéncia de 7. vivax encontrada na PCR
convencional para o gene CatL foi de 14,5% de bovinos
positivos (n = 16/100). Destes animais, 56,25% (n =
9/16) pertenciam ao municipio de Vassouras-RJ, 6,25%
(n = 1/16) pertenciam a Barra do Pirai-RJ ¢ 37,5% (n =
6/16) pertenciam a Santa Rita do Ibitipoca - MG (Tabela
2).

Apesar de no Brasil o 7. vivax ter sido descrito
a primeira vez por Floch e Lajudie (1944), apenas
recentemente, a presenca deste protozoario foi descrita
pela primeira vez no estado do Rio de Janeiro em 2018°
em surto em bovinos da raca Holandesa. Logo, apenas
6 anos se passaram até o presente estudo, considerando
assim muito recente a introdug@o deste agente no estado

do Rio de Janeiro, havendo ainda muita subnotificagao
ou confusdo no diagndstico deste parasito. Além disso,
muitos proprietarios preferem realizar o tratamento
assim que ocorre a suspeita de infecgdo. Isso se deve
ao fato dos dois medicamentos mais comuns no Brasil
(aceturato de diminazeno e cloreto de isometamidio)
serem de facil acesso, porém, se ndo seguir o protocolo
corretamente, podem tornar os animais portadores
clinicos assintomadticos, sendo capazesde espalhar e
perpetuar a doenga para o resto do rebanho!°.

Discussao

Em 2016, Costa et al. identificaram pela primeira
vez a presenga de 7. vivax no estado do Rio de Janeiro
em surto em bovinos da raca Holandesa, nos municipios

Grafico 1. Origem das amostras recebidas no Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade de Vassouras - RJ

Origem das amostras recebidas
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Tabela 2. Frequéncia de Trypanosoma vivax através de PCR convencional com o geneCatL (n=100).

Municipios N Negativo (%) N Positivo (%) Total
Vassouras 45 (53,57%) 9 (56,25%) 54
Barra do Pirai 2 (2,38%) 1 (6,25%) 3
Valenga 5 (5,95%) 0 5
Engenheiro Paulo de Frontin 4 (4,76%) 0 4
Santa Maria Madalena 14 (16,67%) 0 14
Santa Rita do Ibitipoca - MG 9 (10,71%) 6 (37,5%) 15
Paraopeba - MG 5 (5,95%) 0 5
TOTAL 84 16 100
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de Pirai, Vassouras e Areal, o que ocasionou prejuizos
econdmicos nas fazendas devido a perda na produgdo
leiteira e Obito de alguns animais®. Nestas areas, a
transmissdo foi relacionada principalmente a via
mecanica de disseminagdo do agente através de agulhas
utilizadas para aplicagdo de ocitocina e vacinagdo. Logo
depois, foi relatado a ocorréncia de positividade para 7.
vivax no estado do Rio de Janeiro em 2020, pela técnica
de esfregaco sanguineo foi de 4,4% de bovinos positivos
(n=17/389), enquanto na PCR foi de 12,8% (50/384)".
Dos municipios em que houve animais diagnosticados
para 1. vivax podemos citar: Areal, Cantagalo, Paraiba
do Sul, Pirai, Rio Claro, Santo Anténio de Padua e
Trajano de Moraes. Portanto, este estudo ¢ o primeiro
a diagnosticar a doenca de Trypanosoma vivax em
animais, no municipio de Barra do Pirai.

Em estudo que utilizou métodos moleculares,
observou que o ensaio de PCR convencional possuia
uma capacidade de deteccio de DNA de 7. vivax
idéntica a do ensaio de qPCR, e ambas as técnicas
foram superiores comparadas a técnica de centrifugacgao
do hematdécerito (capa leucocitaria), que ¢ o melhor
método parasitologico, devido a visualizagdo da forma
tripomastigota de 7. vivax em esfregacos de sangue!''.
Outra técnica muito utilizada ¢ o ELISA, uma das
vantagens em estudos soroldgicos na América do Sul
¢ a auséncia de espécies de tripanossoma que induzam
resposta imune que gere fortes reacdes cruzadas com os
antigenos crus de 7. vivax, fato este que ocorre na Africa
com T congolense'®.

No presente trabalho observamos que apesar de
5 municipios terem enviado amostras suspeitas, apenas
dois tiveram animais confirmados positivos por PCR
convencional no estado do Rio de Janeiro. A PCR
¢ uma técnica tdo sensivel e especifica, que auxilia
no diagndstico mesmo tendo sido feito o tratamento
precoce antes da coleta de sangue, sendo possivel
diagnosticar com 3 a 4 dias pdés administracdo do
cloreto de isometamidio, droga mais frequentemente
administrada'>.

Neste estudo, nos dois municipios de Minas
Gerais, um deles apresentou amostras positivas (Santa
Rita do Ibitipoca), ndo tendo sido relatada antes a
ocorréncia da doenca em animais na literatura. Sabe-se
que este protozoario comecgou a ser relatado em Minas
Gerais em 2007 no municipio de Igarapé’. Desde entdo,
uma equipe da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (EV-UFMG) tem diagnosticado
rotineiramente quadros agudos da doenga, com redugao
acentuada na producgdo de leite, ocorréncia de varios
abortos, animais com sinais nervosos, além de alta
mortalidade em diversas regides do estado'®.

Novos surtos surgem periodicamente em Minas
Gerais como em uma propriedade do municipio de
Verissimo, localizada na microrregido de Uberaba-MG
em 2012%, Existe a hipdtese de que em uma fazenda na

cidade de Ipameri — GO ocorreram surtos logo apos a
introdu¢do de novos animais vindos de Minas Gerais,
ja que todos esses municipios goianos estdo muito
proximos da divisa desse estado com Minas Gerais,
e os municipios do outro lado da fronteira, em Minas
Gerais, ja possuem diagndsticos confirmados desse
protozoario'®.

Consideracoes finais

Através deste estudo pudemos determinar que
a infec¢@o ainda ocorre em Vassouras e Minas Gerais,
sendo a primeira vez relatado em Barra do Pirai — RJ e
Santa Rita do Ibitipoca — MG. O diagnostico molecular
de Trypanosoma vivax ¢ de extrema sensibilidade e
especificidade, sendo fundamental para as regides
endémicas como Rio de Janeiro e Minas Gerais como
ferramenta diagnodstica ao médico veterinario.
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