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RESUMO GERAL

CARVALHO, Tais Medeiros Siqueira. Pesquisa molecular de tripanossomatideos em amostras
de sangue de equinos e bovinos no Brasil. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Os tripanossomatideos de importancia Médico-Veterinaria sdo protozoarios unicelulares, flagelados
e veiculados a uma grande variedade de hospedeiros vertebrados. Estes agentes patogénicos
determinam perdas econdmicas significativas, bem como, alguns deles sdo causadores de doencas
de carater zoonotico, impactando a saide humana, principalmente em paises em desenvolvimento.
A ocorréncia de tripanosomatideos tem sido relatada nos rebanho de equinos e bovinos das
Américas, uma vez que existe uma abundante quantidade de insetos hematdfagos possibilitando a
adaptagdo e disseminacdo destes agentes parasitarios. No presente estudo, foram realizados ensaios
moleculares para deteccdo de agentes da familia Trypanosomatidae, em amostras de sangue
oriundas de equinos de diferentes localidades do Brasil e de bovinos da regido centro-sul
fluminense. Foram submetidas a reagdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR) para
deteccdo de agentes da familia Trypanosomatidae, 225 amostras de sangue de equinos provenientes
do estado Rio de Janeiro, 89 do estado do Mato Grosso, 343 do estado do Pard e 109 do estado do
Acre, onde nenhum animal testou positivo. J4 no municipio de Vassouras, RJ, foram coletadas
amostras sanguineas de 226 bovinos provenientes de 9 propriedades leiteiras para determinacao do
hematocrito, confeccdo de esfregaco sanguineo para exame parasitologico e diagndstico molecular.
Ao exame de cPCR, dois animais da mesma propriedade foram positivos para género Trypanosoma.
O sequenciamento genético destas amostras revelou se tratar da espécie Trypanosoma theileri. O
objetivo deste trabalho foi identificar a presenga de tripanosomatideos nos planteis equinos e
bovinos.

Palavras-chave: animais de produ¢do, PCR, Trypanosoma theileri



ABSTRACT

CARVALHO, Tais Medeiros Siqueira. Project “Molecular investigation of trypanosomatids in
equine and bovine blood samples in Brazil”. 2022. Dissertation (Master Science in Veterinary
Sciences). Instituto de Veterinaria, PPGCV. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2022.

Trypanosomatids of Veterinary Medical Importance are unicellular, flagellated protozoa transmitted
to a wide variety of vertebrate hosts. These pathogens determine significant economic losses, as
well as some of them cause zoonotic diseases, impacting human health, especially in developing
countries. The occurrence of trypanosomatids has been reported in equine and cattle herds in the
Americas, since there is an abundant presence of hematophagous insects, enabling the
dissemination and adaptation of these parasitic agents. In the present study, molecular assays were
performed to detect agents of the Trypanosomatidae family, in blood samples from horses from
different locations in Brazil and from cattle from the central-south region of Rio de Janeiro. They
were subjected to conventional polymerase chain reaction (cPCR) to detect agents of the
Trypanosomatidae family, 225 equine blood samples from the state of Rio de Janeiro, 89 from the
state of Mato Grosso, 343 from the state of Para and 109 from the state of Acre, where no animal
tested positive. In the municipality of Vassouras, RJ, blood samples were collected from 226 cattle
from 9 dairy farms for hematocrit determination, preparation of blood smears for parasitological
examination and molecular diagnosis. Upon cPCR examination, two animals from the same
property were positive for the Trypanosoma genus. The genetic sequencing of these samples
revealed that they were the species Trypanosoma theileri. The objective of this work was to identify
the presence of trypanosomatids in equine and bovine herds.

Keywords: Brazilian herds, PCR, Trypanosoma theileri
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1 INTRODUCAO GERAL

Os protozoarios da familia Trypanosomatidae, sdo diversos em classifica¢do, variabilidade
genética, morfologia, ciclo biologico e por isso também na forma com que se relacionam com seus
hospedeiros vertebrados e invertebrados.

Sao microrganismos unicelulares, flagelados, cujos de importancia Médica Veterinaria, possuem
o ciclo heteroxénico, nos quais, geralmente, sdo transmitidos a uma grande variedade de
hospedeiros vertebrados no momento da hematofagia por hospedeiros invertebrados.

Em paises em desenvolvimento, alguns destes protozodrios sdo agentes bioldgicos patogénicos
(com exce¢ao do Trypanosoma theileri, considerado pouco patogénico ou apatogénico), causadores
de enfermidades em animais domésticos de producdo e determinam, assim, perdas econdmicas
significativas. Algumas espécies do gé€nero sdo causadores de enfermidades zoonoéticas (como
Doencgas de Chagas e as leishmanioses), t€ém alto impacto na saidde humana, uma vez que, entre
outros fatores inerentes a relagdo parasito-hospedeiro-vetor, sdo doengas negligenciadas apesar dos
esfor¢os governamentais para conter as infeccdes humanas.

Os tripanosomatideos causadores de doengas de importancia Veterinaria, Trypanosoma vivax,
Trypanosoma evansi ¢ T. equiperdum (subgénero Trypanozoon) podem resultar em doengas fatais
de seus hospedeiros e causam, respectivamente, as doengas “Nagana”, “Surra” e “Durina” com
perdas significativas na producdo animal no que diz respeito aos continentes africano e asidtico,
com relatos no sul americano (HOARE, 1972).

Estudos de detec¢ao molecular destes agentes podem revelar a circulagdo de diversas espécies do
género Trypanosoma nos planteis de animais de produgdo nacional e alertar sobre a formas de
transmissdo, bem como elucidar casos de perdas produtivas nas propriedades.

No presente estudo, foram realizados ensaios moleculares de cPCR para deteccdo de agentes da
familia Trypanosomatidae, em amostras de sangue oriundas de equinos de diferentes localidades do
Brasil. Assim, objetivou-se identificar a circulacdo destes agentes em planteis brasileiros de animais
de producdo. Ja na investigacdo do municipio de Vassouras, regido centro-sul do estado do Rio de
Janeiro, as amostras de sangue bovino obtidas de 9 propriedades leiteiras foram submetidas a
determinagcdo de hematocrito e examinacao direta através do esfregago sanguineo e a reacao de
cPCR para Trypanosoma spp. € n-PCR e snPCR para agentes da tristeza parasitaria bovina.
Objetivou-se, portanto, identificar hemoprotozoarios, verificando diagndsticos diferenciais (Babesia
sp. € Anaplasma marginale) e a possibilidade de co-infecgdes em associacdo com o achado
hematologico de anemia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Trypanosomatidae

Segundo Corless (1994), taxonomicamente, os tripanossomatideos sdo classificados no Império
Eukaryota, Reino Protista, Filo Euglenozoa, Classse Kinetoplastida, Ordem Trypanosomatida e
Familia Trypanosomatidae (HOARE, 1972; HAAG et al., 1998).

Estes micro-organismos sdo eucariontes, unicelulares, flagelados e possuem cinetoplasto. Tém
alta capacidade de replicacdo, pelo mecanismo dedivisdo bindria (cissiparidade) e geralmente sdao
transmitidos pela hematofagia de artrépodes (vetoragdo biolodgica ou mecanica) e infectam uma
grande diversidade de hospedeiros vertebrados (HOARE, 1972; HAAG et al., 1998). Por possuirem
uma grande diversidade bioldgica e por isso também apresentam-se em diferentes formas de
desenvolvimento, estas variam conforme a espécie do parasito e nos fluidos e tecidos dos
hospedeiros vertebrados e invertebrados durante todo o ciclo bioldgico. Assim, as denominagdes
destas formas de desenvolvimento sao de acordo com o formato do corpo, local de insercao do
flagelado e posicdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo (HOARE, 1972; VICKERMAN, 1976),
conforme a figura representativa abaixo (figura 1):

Diferentes formas de Trvpanosomatidae

A- Amastigota; B- Epimastigota; C- Tripomastigota;
D- Coanomastigota; E- Promastigota; F- Paramastigota;
G- Opistomastigota;

1- Flagelo; 2- Bolsa flagelar; 3- cinetoplasto; 4- nucleo

Figura 1. Imagem esquematica das formas de desenvolvimento encontradas nos tripanosomatideos.
Observe a posicao do cinetoplasto em relagdo ao nucleo. Fonte: Parasitovet (Site desenvolvido pela
Meédica Veterinaria Lis Santos Marque).

Podem ser classificados, ainda, de acordo com a forma de contaminagdo da pele lesionada ou
mucosas pela saliva ou fezes do artropode transmissor. Quando ¢ a saliva que contém o
hemoflagelado, este ¢ classificado na Secc¢do Salivaria, e quando sdo as fezes que estdo
contaminadas, a Se¢do ¢ Stercoraria. Nota-se que a maioria dos hemoflagelados da sec¢do Salivaria
sdo patogénicos, € a maioria da sec¢ao Stercoraria sao apatogénicos, com excecao do Trypanosoma
cruzi que causa enormes prejuizos a saude humana e provocam doengas em outros mamiferos
(MATTHEWS, 2005; ROQUE; JASEN, 2014).



2.2 Ciclo Biologico

Apesar dos tripanossomatideos serem em sua maioria de ciclo monoxénico, os de importancia
médico-veterinaria sdo heteroxénicos, a exemplo dos géneros Trypanosoma, Leishmania € Endotrypanu
e estes geralmente necessitam de um hospedeiro vertebrado e invertebrado. (HOARE; WALLACE;
1966; MERZLYAK et al., 2001, SVOBODOVA et al., 2007; VOTYPKA et al., 2015); WALLACE
et al., 1983; WALLACE, 1966).

De forma geral, no género Trypanosoma, quando se tem a participacdo de um vetor biologico, o
inseto, ao fazer o repasto sanguineo, injeta formas tripomastigotas metaciclicos no hospedeiro
vertebrado. A infec¢do pode ocorrer via saliva (Salivaria) ou fezes contaminando ferida ou mucosas
integras (Stercoraria). Dentro do hospedeiro, eles se transformam em tripomastigotas ou
amastigotas nos tecidos (depende da espécie do protozoario envolvido) e sdo levados a outros locais
do organismo, em fluidos corporais (ex. sangue, linfa, liquor) onde se replicam por cissiparidade. O
inseto torna-se infectado por formas tripomastigotas da corrente sanguinea quando fazem um
repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado. Quando o parasito ¢ da Sec¢ao Salivaria,
os protozodrios se transformam em tripomastigotas prociclicos no intestino médio do inseto e
multiplicam-se por divisdo binaria. Ao deixarem este segmento, rumo a glandula salivar,
transformam-se em epimastigotas. Na glandula salivar, transformagdo em tripomastigotas
metaciclicos e continuam sua multiplicagdo por fissdo binaria. O hospedeiro invertebrado, ao se
alimentar, reinicia novamente o ciclo do parasito no hospedeiro vertebrado. Nos parasitos
pertencentes a Seccdo Stercoraria, as formas tripomastigotas ingeridas se transformam em
epimastigotas no intestino médio do vetor, onde se multiplicam também por fissdo binaria. No
intestino grosso, se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos infectantes, que sao excretados nas
fezes e assim reinicia-se o ciclo novamente, ao se alimentar do hospedeiro vertebrado (MANUAL
MSD, 2022).

Nos casos de transmissao mecanica, as formas de desenvolvimentos da corrente sanguinea sao
transferidas de um hospedeiro mamifero infectado a outro, por meio de insetos hematéfagos ou
fomites pérfuro-cortantes (MAGONA et al., 2008). Ao ocorrer o repasto sanguineo ou a introducao
de agulha contaminada, sdo inoculadas as formas tripomastigotas na corrente sanguinea se
reproduzem por divisao bindria, onde podem permanecer, ou podem invadir outros tecidos. Porém,
estes parasitos sdo encontrados em outras formas infectivas, como na forma amastigota (HOARE,
1972). Num novo repasto sanguineo, o aparato bucal do inseto ¢ contaminado e diferentemente do
que ocorre na transmissdo ciclica/ bioldgica, essa transmissdo mecanica ¢ de curta duracdo pois
depende da sobrevivéncia dos parasitos na probdscide (SILVA et al., 2002).

Vale ressaltar que até o momento, no Brasil, sabe-se que os dipteros hematofagos funcionam
como vetores mecanicos no ciclo do parasito Trypanosoma vivax, ou seja, apenas as formas
tripomastigotas sdo encontradas. Ja na Africa, encontram-se formas amastigotas e epimastigotas na
mosca do género Glossina sp. (HOARE, 1972).

2.3 Hospedeiros Invertebrados e Vertebrados

O género Trypanosoma Gruby, 1843 (Euglenozoa: Kinetoplastea: Trypanosomatidae), infecta
todas as classes de hospedeiros vertebrados, porém as espécies mais conhecidas e estudadas sdo os
que determinam doengas humanas e animais e grandes perdas econdmicas associadas (HOARE,
1972).

Trata-se de parasitos heteroxénicos, ou seja, precisam de pelo menos dois hospedeiros para



completarem seu ciclo, no qual um ¢ hospedeiro vertebrado e o outro invertebrado. Assim, os
hospedeiros invertebrados, principalmente insetos das Ordens Diptera, Heteroptera ou
Siphonaptera, também tém o papel de transmissdo por vetoragdo destes protozodrios, com exce¢ao
do T. equiperdum, que ¢ transmitido de forma direta, por via sexual (FISHER et al., 2013).

Algumas espécies sdo altamente patogénicas para seus hospedeiros vertebrados, os quais podem
incluir o ser humano, como na doenga de Chagas causada pelo parasito Trypanosoma cruzi e
Trypanosoma brucei, causador da “Doenca do sono” (HOARE, 1972).

A “doenca do sono” ou “Nagana” causada por Trypanosoma congolense, Trypanosoma brucei
gambiense e T. brucei rhodesiense, transmitido pela mosca tsé-tsé¢ (Glossina spp.) (LANGOUSIS;
HILL, 2014; PAIVA et al., 2000), parasita o sangue, a linfa e o liquido cefaloraquidiano dos
mamiferos. Tem grande importancia na Africa subsaariana, acometendo cerca de trés milhdes de
pessoas, determina morbidade e mortalidade altas em humanos e afeta também bovinos, causando
importantes prejuizos a pecuaria (LANGOUSIS; HILL, 2014; PAIVA et al., 2000).

No Oeste da Africa, onde ungulados selvagens sdo um importante reservatorio de Trypanosoma
vivax, este agente ¢ também transmitido por moscas tsé-tsé¢, do género Glossina spp., € determina
prejuizos na pecudria bovina africana. A doenca pode ser assintomadtica ou aguda com derrames
hemorrdgicos na mucosa e serosa dos 6rgdos, ou ainda, na cronica da doenca, cursando com
anemia, emaciagdo e apatia. H4 relatos de doenca nos pequenos ruminantes domésticos com quedas
na produtividade cursando com abortos, infertilidade e consequente queda na producdo de leite
(BATISTA et al., 2008; PAIVA, 2009; BEZERRA; BATISTA, 2008).

“Surra” ¢ causada por 7. evansi e tem como vetores os dipteros da familia Tabanidae e morcegos
hematofagos, acomete todas as espécies de animais domésticos e outros mamiferos na Asia, Africa
e América Latina (JAIME-DUENEZ et al., 2017). Os sinais clinicos, na fase aguda, cursam com
anemia, febre intermitente, edema de membros e ventre, perda de pele, emaciagdo e inapeténcia. Na
fase cronica, hd incoordenagdo e paralisia dos membros posteriores (que faz juz ao nome da
doenga), além de anemia, linfadenomegalia, palidez de mucosa, por vezes, ictéricas e fraqueza
(MORAES et al., 2007).

“Mal do coito” ou “Durina” € causada por 7. equiperdum e acomete equideos, no qual a
transmissdo ¢ pela via sexual, e determina, na fase aguda, edema de genitalia e exsudagdo mucosa.
Com a evolugao, placas circulares e achatadas se formam na pele que perduram por pouco tempo.
Na fase cronica, o animal torna-se emaciado, apresenta paresia e febre intermitente, evoluindo ao
obito. Por este motivo, esta listada pela Organizagdo Mundial da Satde como uma das doengas
importantes entre animais da espécie equina (SUGANUMA et al.,, 2017). Além disso, esta
enfermidade tem alta distribuicdo a nivel mundial, apesar de que, atualmente, j4 se encontra
erradicada em muitos paises (RODRIGUES et al., 2016).



Quadro 1. Doengas causadas por tripanossomatideos de importancia Médico-Veterinaria.

- . c e . s . Hospedeiro .
Espécie do parasita Distribuicao Hospedeiros invertebrado (Vetor) Enfermidade
Trypanosoma brucei Oeste da Africa Humanos Glossina palpalis Na}gana/Doer}Qa do sono

(Tripanossomiase cronica)

Tryp anosoma brucei Leste da Africa Humanos Glossina morsitans Nagana aguda

rhodesiense

. J o Gado, antilope, ..
Trypanosoma brucei brucei Africa cavalos, camelos G. pallidipes Nagana aguda
Trypanosoma Africa Gado, antilope, Glossina morsitans Nagana cronica
congolense cavalos, camelos
. Lo il . .
Trypanosoma vivax Africa Gado, antilope, Glossina morsitans Nagana aguda
cavalos, camelos
. o 1 1 ,
Trypanosoma evansi Africa Camelos, cavalos, Tabanideos Surra
veado
Tryp anosoma Africa Cavalos Nao ha Durina
equiperdum e jumentos
. América do Sul . .

Trypanosoma cruzi ¢ Central Rhodinus prolixus Doenca de Chagas

Fonte: Richard Hunt, 2017

Trypanosoma theileri, T. cervi, T. melophagium, T. stefanskii e T. theodori e outras espécies
(membros do subgénero Megatrypanum) sdo geralmente considerados apatogénicos (HOARE,
1972). As trés primeiras espécies sao bem definidas com dados de sequenciamento disponiveis
obtidos na Europa, Américas, Asia e Africa e foram detectadas em bovideos, cervideos e ovinos,
respectivamente. As duas Ultimas espécies citadas foram descritas em cervideos e cabras,
respectivamente (HOARE, 1972; KINGSTON et al., 1992; GARCIA et al., 2020). Sdo transmitidos,
aos seus hospedeiros vertebrados, pela hematofagia de tabanideos, com exce¢do de 7. melophagium
e T. theodori que s3o transmitidos por mosca-piolho do género Lipoptena sp. Entretanto, a
existéncia de outros vetores também ¢ considerada (FISHER et al.,, 2013). A presenca de
Trypanosoma theileri-like, ja foi detectada em varios mosquitos, flebotominios, e mosca tsé-tsé
(CALZOLARI et al., 2018; VOTYPCA et al., 2015; SCHOENER et al., 2018) e a espécie T.
theileri, em alguns carrapatos (MORZARIA et al., 1986; LATIF et al., 2004; MARTINS et al.,
2008; BURGDORFER et al., 1973).

Andlises filogenéticas realizadas com varios marcadores moleculares em uma ampla gama de
isolados de Megatrypanum de varios ruminantes e dipteros hematéfagos demonstraram que, embora
este grupo seja monofilético, ele consiste em varias linhagens unidas em dois grandes clados, Tthl e
Tthll, cada um contendo parasitos isolados de bovideos e cervideos (GARCIA et al, 2020;
RODRIGUES et al., 2010; (FISHER et al., 2013; SUGANUMA et al., 2020; PACHECO et al.,
2018; HAMILTON et al., 2009; ROSYADI et al., 2021). Assim, essas espécies de Trypanosoma
spp. sdo considerados do complexo 7. theileri, sendo Trypanosoma theileri considerado o parasito
espécie-tipo do subgénero Megatrypanum (HOARE, 1964).

Apesar do complexo ser considerado apatogénico, ha varios relatos de que 7. theileri pode ser
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considerado um patdégeno oportunista, onde observa-se a co-infeccdo com alguns virus e
piroplasmideos determinando enfermidade, ou mesmo que isoladamente, pode ser capaz de causar
sintomas leves a graves, cursando com morte de fetos e bezerros neonatos (DOHERTY et al., 1993;
LEVINE et al., 1956; BRAUN et al., 2002; SUGANUMA et al., 2022; HAJIHASSANI et al., 2020;
GRECO et al., 2000; SEIFI, 1995; VILLA et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2011; SOOD et al.,
2011).

Estudos recentes realizados por Pacheco et al. (2018) e Hajihassani et al. (2020) demonstraram que
animais com anemia, anorexia, apatia, febre, linfadenomegalia e responsivos ao tratamento com
diaceturato de diminazeno, também podem estar relacionados a infecc¢ao por 7. theileri.

2.4 Diagnostico
2.4.1 Diagnéstico parasitologico

Também conhecido exame direto, onde visa observar o parasito na amostra, consiste na
utilizagdo de amostras de sangue fresco, aspirado de linfonodos, fluido céfalo-raquidiano, esfregaco
de orgdos e secregdes genitais os quais irdo variar conforme na sintomatologia a qual ¢ diretamente
relacionada com a espécie do agente envolvido (RADOSTITIS et al., 2000; SILVA et al., 2003;
DESQUENES, 2004).

A visualizagdo do parasito, em microscopico Optico, permite determinar formas do ciclo
bioldgico, as principais caracteristicas e assim diagnosticar o género (RADOSTITIS et al., 2000;
SILVA et al., 2003; DESQUENES, 2004). Ja a diferenciagdo das espécies se da através da
morfometria, diferencas na forma, comprimento total, posicionamento do nicleo e do cinetoplasto
(indices nuclear e cinetoplastico, que definem a posicdo entre estas estruturas) e no grau do
desenvolvimento da membrana ondulante e do flagelo (HOARE, 1972; D’AVILA et al., 1997;
CUGLOVICI et al., 2010).

Dentre as amostras, o sangue ¢ o mais utilizado pela facil colheita em vasos calibrosos como a
jugular ou em capilares de ponta da orelha (DESQUENES, 2004; CONNOR; BOSSCHE, 2005).
Assim, os exames diretos mais empregados sdo a técnica da gota espessa, que consiste em colocar
gota de sangue entre lamina e laminula e visualizagdo diretamente em microscopio Optico, com
objetiva de 100x. E também o esfregaco sanguineo em uma camada bem fina de células que sao
coradas pela coloracdo de Giemsa e também permitem leitura da 1amina com esta mesma objetiva
(SILVA et al., 2003; DESQUENES, 2004); Também ¢é muito utilizada para diagndstico de
Trypanosoma spp. a técnica do microhematdcrito ou Método de Woo, que consiste na centrifugacao
da amostra de sangue para obten¢do da capa leucocitaria, confec¢do esfregaco e coloragao apartir
desta (HOARE, 1972; SILVA et al., 2003). Outro método direto bastante utilizado ¢ aspirado de
linfonodo, que consiste em punciona-lo e confeccionar esfregagco deste material, onde é corado por
Giemsa e submetido ao exame microscopico na objetiva de 100x.

Dentre os métodos diretos, o da capa leucocitaria ¢ o mais sensivel e mais empregado com boa
confiabilidade, inclusive, recomendado no diagnostico a campo (HOARE, 1972; SILVA et al.,
2003; MADRUGA, 2004; ABRAO et al., 2009). Outro fator que influencia e aumenta a
sensibilidade do exame ¢ a apresentacdo clinica de anemia dos animais durante a investigacao do
surto (BATISTA et al., 2007). Métodos parasitologicos sdo muito especificos, porém apresentam
baixa sensibilidade, pela presencga ou ndo de sintomatologia e a fase da doenga que influem no nivel
de parasitemia (CONNOR; BOSSCHE, 2005; MADRUGA et al., 2006).



Os métodos diretos sao indicados para a fase aguda da doenca, quando o parasito estd em grande
quantidade no sangue, havendo picos de parasitemia associados ao estado febril do animal. Com a
evolucdo da doenca, estes picos se tornam menos frequente, ou seja, com intervalos maiores entre
eles, fazendo-se necessaria a utilizagdo de outros métodos diagndsticos (RADOSTITS et al., 2000).

2.4.2 Diagnostico soroldgico

Os testes soroldgicos podem detectar anticorpos antitripanossomas no soro ou em outros fluidos
(RADOSTITS et al., 2000). Sao testes relativamente de rdpida execugdo, apresentam baixo custo e
tém maior sensibilidade em relacdo aos métodos parasitologicos (MADRID, 2017). Dentre elas, o
teste de ELISA indireto e o RIFI sdo bem empregados (GERMANO et al., 2018), onde o primeiro
detecta antigenos triapanossdmicos circulantes com o emprego de anticorpos monoclonais
(RADOSTITS et al.,, 2000) e ¢ capaz de detectar mais precocemente em relagdo ao RIFI
(SAMPAIO, 2013). Porém, estes antigenos sdo similares entre si € por isso estes testes ndo sao
espécie-especificos, ou seja, ndo determinam a espécie de Trypanosoma envolvido (SILVA et al.,
2002; DESQUENES, 2004). Outra limitacao é estabelecer se a infec¢do esté ativa ou se ocorreu no
passado. Além disso, pode-se ndo detectar todos os animais afetados da propriedade, principalmente
se a infecgdo estiver no inicio, pois ndo ha soroconversdo suficiente para tal. Por este motivo,
métodos sorologicos sdo mais indicados na fase cronica e subclinica da doenga (RADOSTITS et al.,
2000; MADRID, 2017).

Apesar das limitagdes, permitem pesquisa epidemioldgica para avaliagdo de prevaléncia de casos
nas propriedades acometidas (DESQUENES, 2004; GALIZA et al., 2011) e sdo indicados como
teste de triagem nas areas ndo enzooticas para tripanossomiase (DESQUESNES, 2004).

No estudo experimental de Schenk et al. (2001), o teste de ELISA detectou anticorpos no 6° e 8°
dias apos infeccdo de bovinos por Trypanosoma vivax permitindo identificagdo de soropositivos
durante os 30 dias do experimento.

Em um estudo conduzido por Batista et al. (2007), utilizando-se de um extrato de 7. vivax como
antigeno para o teste de ELISA, detectou-se anticorpos em bovinos assintomaticos em um surto em
bovinos no semi arido no estado da Paraiba. Neste caso, a titulacao foi utilizada para monitorar a
duracdo da enfermidade no rebanho e para detectar animais assintomaticos.

Em um estudo realizado por Guerra et al. (2013), onde objetivou-se determinar a prevaléncia 7.
vivax em bovinos de Pernambuco, utilizando-se da técnica de RIFI o resultado foi similar as
encontradas em outras regides do Brasil, bem como em paises endémicos (CONNOR; BOSSCHE,
2005). Sugeriu-se entdo, que o estado de Pernambuco seja uma 4area endémica para a
tripanossomiase causada por 7. vivax.

Apesar das vantagens e da aplicabilidade das técnicas sorologicas, um dos maiores entraves
deste tipo de diagndstico, ¢ quanto a especificidade ocorrendo reagdo cruzada entre parasitos do
mesmo género, principalmente em areas endémicas onde ocorrem infec¢des por 7. evansi (OSORIO
et al., 2008).

2.4.3 Diagnostico molecular

O método da reagdao em cadeia de polimerase (PCR) ¢ o método de deteccao mais sensivel pois
detecta os tripanosomatideos nos tecidos, principalmente na fase cronica da doenga, quando a

7



presenga dos parasitos ¢ pequena.

Virios protocolos para realizagdo de uma reagdo de PCR para o diagnostico de
hemoprotozoarios foram desenvolvidos nos ultimos anos em vista da significativa diferenca
significativa de sensibilidade entre o exame direto € o exame molecular (D’AVILA et al., 1997;
MADRUGA et al., 2004). Protocolos desenvolvidos para técnica de Nested-PCR, aumentam ainda
mais a sensibilidade do diagnostico molecular (MADRUGA et. al, 2004).

Além da alta sensibilidade, esta técnica € especifica para os principais tripanosomas patogénicos de
mamiferos, ou seja, amplifica um segmento de DNA especifico determinando a espécie de
Trypanosoma envolvida no quadro (DESQUENES, 2004).

Apesar destas caracteristicas, a PCR convencional nao determina a fase e o progndstico da
infeccdo (SAMPAIO, 2013), sendo a qPCR (PCR real time) mais indicada, pois permite a
quantificacdo destes agentes nas amostras (JUNIOR et al., 2017).

Outra técnica que pode ser empregada ¢ a LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification),
consiste numa amplificagdo em uma Unica temperatura, de rapida e simples execug¢do, utilizada em
laboratorios com poucos recursos ou mesmo a campo. E por isso pode ser uma ferramenta
estratégica para detectar amostras positivas para 7. vivax (CADIOLE et al., 2015).

Geysen et al. (2003) desenvolveram primers, para técnica de PCR, que amplificam o gene que
expressa a subunidade ribossomal 18S, capaz de amplificar todas as espécies de Trypanosoma. Com
isso, possibilita a diferenciacdo de espécies através de analises enzimadticas restritas da regido
amplificada e aplicagdo de outras técnicas e ferramentas diagnosticas.

Para diagnostico de 7. vivax utiliza-se primers baseados na sequéncia do gene que codifica
proteina de transporte da glicose (PCR/GTP). Trata-se de um antigeno conservado em todos os
isolados de 7. vivax, inclusive brasileiros estudados at¢ o momento (MADRUGA et al., 2006;
MASAKE et al., 1997).

Além de diagnosticar, a PCR e outras técnicas moleculares associadas podem caracterizar a
genética de cepas e correlacionar com a interagao parasita-hospedeiro (VENTURA et al., 2001). Por
exemplo, os marcadores TVW1 & TVW2, [LO1264 & ILO1265 e TV80 & TV322.24, do DNA
satélite usados na detec¢do de tripanossomatideos da Secdo Salivaria. Outros loci, como 0s
minicirculos e mini-ex6n, também podem ser utilizados no auxilio diagnostico (SILVA et al., 2002).
O diagnostico do parasito 7. theileri € dificultado pela baixa parasitemia e as possiveis co-infecgoes
com outros tripanossomas. Para isso, pode ser necessaria a utilizacdo de marcadores moleculares
especificos, como o /TS de rDNA, SL e CatL (RODRIGUES et al., 2010). Além destes, sequéncias
de genes da regido V7V8 do SSU rDNA (DA SILVA et al., 2004) e glicossomal desidrogenase do
gliceraldeido-3-fosfato (gGAPDH) (PACHECO et al., 2018) sdo descritos como possiveis
ferramentas no auxilio do diagnostico para o agente.

No estudo de Pacheco et al. (2018), amostras de vacas leiteiras Ji-Parana, Rondonia, foram
colhidas no periodo de 2012 e 2013 e processadas no qual estimaram a prevaléncia em 4,06% nos
exames de hemocultura e foram diagnosticadas 12,19% do plantel com 7. theileri, através do exame
de PCR, com marcador molecular CatL. baseado no gene da Catepsina L-/ike. J4 no estudo de
Rodrigues et al. (2010), de 72 animais, 34 (47%) foram positivos pelo mesmo marcador. E 22
(30%) animais foram positivos na técnica de hemocultura.



2.4.4 Aspectos filogenéticos

A técnica de PCR, como exame molecular, ¢ uma ferramenta que permite a organizagdo
filogenética destes microorganismos, pois possibilita a comparagdo de sequéncias génicas.

O gene 18S rDNA tem sido amplamente utilizado para caracterizar 7. vivax, uma vez que
apresenta dominios alternativos e varidveis, com amplificagdo de segmentos conservados (ADAMS
et al., 2010). No estudo de Rodrigues et al.(2008), a subunidade menor (SSU) do gene 18S
(fragmento de rDNA), determinou a existéncia de trés clados na arveore filogenética de 7. vivax,
onde observaram sequéncias diferentes da cepas da Tanzania e Mogambique da dos Leste e Oeste
Africano.

Cortez et al. (2006) ao estudar sequéncias destes genes, compararam cepas de 7. vivax da
América do Sul com cepas de diferentes regides do continente africano quanto a patogenicidade e a
proximidade filogenética e constataram que as cepas sul americanas s3o mais patogé€nicas que as
cepas do Leste Africana e mais proxima filogeneticamente as da Africa Ocidental.

Os genes que expressam a cisteino-protease (CatL) na familia Trypanosomatidae desempenham
diversas fun¢des metabolicas e regulatorias como hidrélise de ligagdes peptidicas, fuga do sistema
imune do hospedeiro, invasao celular, mecanismo de apoptose, viruléncia e patogenicidade (SAJID;
McKERROW, 2002).

Através da analise filogenética de sequéncias de 7. theileri é possivel verificar que o clado ¢
formado por um grupo complexo de parasitos separados em duas linhagens (Tthl e TthIl) que
abrigam 14 gendtipos distintos utilizando dois marcadores moleculares diferentes (SSU e ITS), Tthl
(IA /IB / IC / Tailandés Ia / Thai Ib) e Tthll (IIA / IIB / IIC/ Tailandéslla) (GARCIA et al., 2011;
CALZOLARI et al., 2018). Na América do Sul, o genotipo ThIA foi encontrado exclusivamente em
bufalos e, no Brasil, apenas os genotipos TthIIA/ B foram encontrados.

Segundo Pacheco et al. (2018), o extenso territorio brasileiro bem como o pleno
desenvolvimento agropecuario favorecem a transmissao de diversos hemoparasitos (YOKOYAMA
et al., 2015) e permitem maior diversidade genética de 7. theileri.

Novos marcadores moleculares, como ITS, SL e CatL, evidenciam a diversidade genética
havendo assim, até o momento, 18 gendtipos descritos Tth I (IA, IB, IC,ID, IE, IF, IG, IH, II, 1J, IK,
IL) e Tth IT (ITA, IIB, IIC, IID), com as linhagens IIE e IIF recém estudas e descritas por Suganuma
etal. (2019).



CAPITULO I

PESQUISA MOLECULAR DE Trypanosoma SPP. EM AMOSTRAS DE
SANGUE DE EQUINOS DOS ESTADOS DO RIO DE JANEIRO, MATO
GROSSO, ACRE E PARA
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RESUMO

CARVALHO, Tais Medeiros Siqueira. Pesquisa molecular de Trypanosoma spp. em amostras de
sangue de equinos dos estados do Rio de janeiro, Mato Grosso, Acre e Para. 2022. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Programa de Pés-Graduacao em
Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

O Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo e o maior da América Latina, e as
tripanossomiases, causadas pelo protozoarios do género Trypanosoma podem determinar prejuizos
econOmicos pela queda da performance e taxas de mortalidade consideraveis. O objetivo do
presente trabalho foi identificar tripanosomatideos em diferentes propriedades do pais. Amostras de
sangue total de equinos, que fazem parte do banco de amostras do Laboratério de Doengas
Parasitarias e cultivo celular e Hemoparasitos (LCCH) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), foram testadas para a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A
reagdo teve como objetivo a identificacdo e amplificacdo de segmento génico de aproximadamente
300 pb do 24s rDNA alfa, utilizando-se dos primers D75 e D76, que decodificam as sequéncias
5'-GCAGATCTTGGTTGGCGTAG-3> e 5-GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT-3> (SOUTO et al.,
1999). A positividade da amostra significa a presenga de um agente da familia Trypanosomatidae,
porém, todas provenientes das propriedades rurais dos estados do Rio de Janeiro, Mato Grosso,
Acre e Paré testadas nao obtiveram amplificagdo, resultando em negativos. Portanto, mais estudos
sdo necessarios para a deteccdo e vigilancia das tripanossomiases equinas no pais, além de incitar
estudos epidemiologicos mais profundos sobre a dindmica destes agentes no plantel nacional.

Palavras-chave: Tripanossomatideos, equinos, diagnostico molecular
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ABSTRACT

CARVALHO, Tais Medeiros Siqueira. Project “Molecular research of Trypanosoma spp. in
blood samples from horses from Rio de Janeiro, Mato Grosso, Acre and Para.”.
2022.Dissertation(Master Science in Veterinary Sciences). InstitutodeVeterinaria, PPGCV.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2022.

Brazil has the third largest herd of horses in the world and the largest in Latin America, and
trypanosomiasis, caused by protozoa of the genus Trypanosoma sp, can determine economic losses
due to the drop in performance and considerable mortality rates. The objective of the present work
was to identify trypanosomatids, in different properties of the country, through molecular
examination. Whole blood samples from horses, which are part of the sample bank of the
Laboratory of Parasitic Diseases and Cell Culture and Hemoparasites (LCCH) of the Federal Rural
University of Rio de Janeiro (UFRRJ), were tested for the Polymerase Chain Reaction technique
(PCR). The objective of the reaction was to identify and amplify a gene segment of approximately
300 bp of 24s alpha rDNA, using primers D75 and D76, which decode the sequences
5'-GCAGATCTTGGTTGGCGTAG-3' and 5'-GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT-3' (SOUTO et al.,
1999). The positivity of the sample means the presence of an agent of the Trypanosomatidae family,
however, all tested from rural properties in the states of Rio de Janeiro, Mato Grosso, Acre and Para
did not obtain amplification, resulting in negative results. Therefore, more studies are needed for the
detection and surveillance of equine trypanosomiasis in the country, in addition to encouraging
deeper epidemiological studies on the dynamics of these agents in the national herd.

Keywords: Trypanosomatids, horses, molecular diagnosis
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1 INTRODUCAO

Os protozoarios hemoflagelados patogénicos da familia Trypanosomatidae, que parasitam o
sangue, a linfa e o intersticio, geralmente sdo transmitidos através de artrépodes hematofagos. Estes
agentes sdo causadores das tripanossomiases ou tripanosomoses € determinam doenca com alta
incidéncia, muitas vezes negligenciadas e tém alto impacto na saude animal (com consequentes
perdas econdmicas importantes), € por vezes, impactam também a saiide humana quando se trata de
um agente de carater zoondtico.

As tripanossomiases, causadas pelo género Trypanosoma, caracteriza-se pela presencga
intermitente do agente cursando com quadro de anemia. Nos animais, hd perda de peso com
consequente queda na produtividade, e por vezes, cursa com grandes mortandades (CONNOR;
VAN DEN BOSSCHE, 2004).

Na América do Sul, as espécies que causam tripanossomiases em animais sao 1. cruzi, T. theileri,
T equiperdum, T. evansi e T. vivax (HOARE, 1972). Dentre estas, as espécies 1. evansi e T. vivax
determinam perdas econdmicas importantes € apresentam um potencial risco para aproximadamente
300 milhdes de cabegas de gado, 1,8 milhdes de bufalos, e 16 milhdes de cavalos (DAVILA;
SILVA, 2000).

No Brasil, 7 evansi afeta principalmente equinos, apesar da variacdo de prevaléncia entre as
regides (DAVILA;SILVA, 2000; HERRERA et al, 2004), estes animais apresentam alta
soroprevaléncia em relagdo a outras espécies animais devido a grande exposicdo ao agente
(HERRERA et al., 2004). No Pantanal Matogrossense, a doenga ¢ enzodtica uma vez que esses
animais sdo amplamente usados para o manejo de bovinos (SILVA et al., 1995a; AQUINO et al.,
1999).

Trypanosoma vivax tem seu habitat natural a Africa tropical, onde existe a alta distribui¢do da
mosca tsé-tsé. Este agente também é presente na no Oeste da india, América do Sul e Central e
Ilhas Mauricio mesmo sem a presenca de seu vetor (HOARE,1972; SILVA et al., 1999). Na
América do Sul, a doenca em bovinos € conhecida como “Secadeira” e pode cursar com alta
morbidade e mortalidade de ruminantes. Em equinos, a doenga se manifesta de forma branda, com
evolugdo cronica, e de baixa mortalidade (LOSOS; IKEDE, 1972). A ocorréncia deste parasita em
equideos na Africa é comprovada, sendo os equinos mais susceptiveis que os asininos. Entretanto,
no Brasil, mesmo sendo endémico para a doenga em bovinos, existem raros diagnosticos de 7 vivax
em equideos (BARBOSA, 2021).

Trypanosoma equiperdum esta distribuido em regides de quase todos os continentes, com
excecao dos polos, Artico e Antartico, e Oceania. Na América do Sul, existem poucos trabalhos
sobre epizootiologia e distribui¢do desse protozoario (DAVILA et al., 2000). Essa espécie acomete
apenas equideos domésticos (HOARE, 1972; LUCKINS et al., 2004) sendo, a maioria deles,
portadores assintomaticos, apesar de acometer todo o rebanho de maneira insidiosa. Conforme o
Ministério da Agricultura (2016), o Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo e o
maior da América Latina e assim, as tripanossomiases tém o potencial de determinar prejuizos
econOmicos importantes.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi detectar presenca de tripanosomatideos em DNA

extraido de sangue total de equinos coletados de 4 estados brasileiros, Rio de Janeiro, Mato Grosso,
Acre e Para.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de DNA total de equinos pertencentes ao banco de amostras do
Laboratério de Cultivo Células e Hemoparasitos (LCCH) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ).

As amostras sdao provenientes de propriedades privadas (Rurais e urbanas) localizadas nos
estados do Rio de Janeiro, Mato Grosso, Acre e Para. Todas as amostras foram coletadas de forma
aleatoria por conveniéncia probabilistica. A tabela 1 mostra as localidades de cada estado e a
quantidade de amostras testadas e o ano coletado.

Tabela 1. Quantidade de amostras de sangue de equinos analisadas por cidade e estado.

Estado Municipios Ano de coleta N° de Amostras
Resende 2020 107
Rio de Janeiro Barra do Pirai 2020 100
Itaperuna 2020 18
Mato Grosso SINOP 2015 -2016 89

Cachoeira do arari, Salvaterra,

Santa Cruz do Arari e Soure 2012 - 2013 343

Para

Bujari, Porto Acre, Senador Guiomard,
Acre Acrelandia, Placido 2018 -2019 109
de Castro e Capixaba

2.2 Analises Moleculares
2.2.1 Reacao da cadeia polimerase (pcr)

O DNA das amostras de sangue dos equinos e do controle positivo foram extraidos utilizando-se
o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification “Kit” (PROMEGA®), conforme
recomendacdo do fabricante. A integridade do DNA foi comprovada usando uma Rea¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR) com os primers de Foward (5~ ACCACAGTCCATGCCATCAC-3") e
Reverse (5’-GTCAGGTCCACCACTGACAC-3") (CASSIA-PIRES et al, 2017). Em seguida, o
DNA foi submetido a ensaios de PCR para deteccdo de agentes causadores das tripanossomiases
transmitidos por insetos hematofagos. Utilizou-se dos primers D75
(5'-GCAGATCTTGGTTGGCGTAG-3") e D76 (5-GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT-3’) como
marcadores de triagem, amplificando um fragmento de aproximadamente 300 pb, do 24S rDNA«
(SOUTO et al., 1999) de Tripanossomatideos. Para o preparado da reacdo utilizou-se tampao 1x,
MgCl, 3mM, dNTP 0,2mM, primers 0,4pmol, Taq polimerase 1U (Invitrogen®), 2uL de DNA
extraido e dgua ultrapura completando um volume final de 25uL.. Em cada bateria de reagdo ao
menos um controle positivo (DNA de Trypanosoma rhipicephalis, Trypanosoma amblyommi e/ou
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Trypanosoma cruzi em cultura) e um controle negativo foi testado. A rea¢do foi levada ao
termociclador e submetida a tempertatura de ativacdo da Enzima de 95°C por quatro minutos,
seguido por 40 ciclos de denaturacdo a 94°C por um minuto, anelamento a 57°C por um minuto;
extensao a 72°C por um minuto e extensao final a 72°C por cinco minutos.

Para a revelagdo dos resultados aplicou-se 10 uLL dos produtos amplificados em gel de agarose a
0,8% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®) para a eletroforese em uma carga de 75V. Em
seguida foram corados com brometo de etideo (0,5ug/mL) e visualizado em transiluminador de luz
ultravioleta (L-PIX Sti, Loccus).
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3 RESULTADOS

Nao foram detectados equinos positivos, ao exame de PCR, para tripanossomatideos nas 225
amostras advindas de animais do Rio de Janeiro, 89 amostras do estado do Mato Grosso, 343
amostras do estado do Pard e 109 amostras do estado do Acre. Além disso, vale ressaltar que
nenhuma das amostras analisadas tiveram relatos de surtos ou suspeitas de casos de
tripanosomatideos durante o momento da coleta.
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4 DISCUSSAO

O fato de nenhuma das amostras testadas amplificaraem fragmento de DNA especifico para a
familia Trypanosomatidae, corrobora com o fato de que, no momento das coletas das amostras, em
nenhum dos locais estudados havia ocorréncia de surtos de doengas causadas por tripanosomatideos
ou qualquer outra enfermidade, o que diminui chance de detec¢do. Pois a epizootiologia das
trypanosomiases € caracterizada por uma alta incidéncia inicial de morbidade e mortalidade seguida
pela reducdo na incidéncia da infec¢do e da severidade da doenga. O mesmo padrao ¢ observado
localmente, quando um novo foco de infeccdo ocorre ou quando animais suscetiveis sdo
introduzidos em uma éarea enzodtica (SILVA et al., 2002).

Vale destacar que 100% das amostras testadas do Estado do Pard sdo pertencentes a cidades
localizadas na Ilha de Maraj6. No Brasil, a tripanossomiase foi relatada pela primeira vez na Ilha de
Marajo, em 1827, e foi observada posteriormente no Pantanal brasileiro em 1850 e Mato Grosso em
1860 (HOARE, 1972).

O que se sabe ¢ que no Brasil, a tripanossomose ¢ endémica no estado de Mato Grosso na regiao
do Pantanal (FRANKE et al., 1994; SILVA et al., 1995) devido as condi¢des animais, climaticas e
ambientais que acabam favorecendo a multiplicagdo dos vetores (SILVA, 1995). Surtos ou casos
esporadicos de infeccdo por 7. evansi terem sido relatados nas regides norte, sul e sudeste (NUNES
et al., 20125 RODRIGUES et al., 2005). Nestas localidades estudadas, as condi¢des climaticas sdo
semelhantes as da Argentina e do Uruguai, principalmente em regides de limite geografico
(MORRONE, 2006) sendo que rebanhos de equinos estdo susceptiveis as tripanossomiases pois
estdo proximos a cursos d’agua, matas ciliares onde estdo expostos aos tabanideos (RODRIGUES et
al, 2005).

As tripanossomoses animais, atualmente, representam perdas importantes nos rebanhos da
Africa, Asia e América Latina, porém a sua distribui¢do geografica ainda estd em expansio
(DESQUESNES et al., 2013). A literatura carece de informagdes sobre a vetoragdo mecanica de 7.
evansi de mamiferos carnivoros e roedores para herbivoros, o que pode interferir diretamente na
distribuicao do agente ou no organismo de hospedeiros usuais. Além disso, alguns dados relatados
sobre a clinica tém apontado a fuga do parasito do sistema imune do hospedeiro, o que dificulta
dificultar sua detec¢do nos testes diagnésticos. Ainda, podem ter agdo imunossupressora
acarretando falha imunologica ou vacinal. A anaplasmose e babesiose sdo facilmente incriminadas
como causadores do quadro clinico, uma vez que sao diagndsticos diferenciais, o que também pode
contribuir para baixa detec¢ao da tripanossomiase em equinos no pais (DESQUESNES et al., 2013).
Nas investigagdes de Herrera et al. (2004) no Pantanal brasileiro, foram utilizadas varias técnicas
diagnosticas na detec¢do de 7. evansi em espécies de mamiferos domésticos e selvagens, sendo
bem expressivo a prevaléncia, através do exame molecular em cerca de 73% das amostras de
equinos. Em outras espécies, como bubalinos, bovinos, marsupiais € pequenos roedores, morcegos e
tatus, esta técnica diagndstica foi capaz de detectar baixas parasitemias.

No ano seguinte, Herrera et al., (2005) buscou determinar o status epizodtico de animais silvestre
e domésticos na regido do pantanal brasileiro, numa técnica de PCR padronizada para detecgao de
T. evansi. Foram submetidas 274 amostras dos animais, onde as queixadas e os porcos selvagens,
foram os mais frequentemente infectados, com uma taxa de 24,4% e 30,7%, respectivamente.
Ambos os estudos podem sugerir outros mecanismos de transmissdo bem como a presenga de
reservatorios do agente.

Assim, trabalhos realizados ainda no Pantanal, detectaram 7. evansi em capivaras, exatamente
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por conter uma grande variedade de biomassa, presenca de espécies selvagens e abundancia dos
vetores tabanideos (STEVENS et al., 1989). E em outras regides brasileiras onde ocorreram surtos
de T. evansi em equinos, observaram também a presenga de capivara, sugerindo que elas possam
ser reservatorios do parasita (DA SILVA et al., 2010; NUNES et al., 2012; RODRIGUES, 2005;
ZANETTE, 2008).

Nos estudos de Costa et al. (2019) no nordeste do pais, foram testadas amostras de sangue de 569
equideos (528 cavalos, 8 mulas e 33 burros), na técnica de PCR, utilizando primers TBR1 e TBR2,
desenvolvidos por Masiga et al. (1992), onde nenhuma amostra foi positiva para o agente 7. evansi.

Em um trabalho de Marques et al. (2017), proje¢des baseadas em mudancas climaticas indicam
alta adequabilidade destes tabanideos vetores ao ambiente, sobretudo a espécie Lepiselaga crassipes
(Fabricius, 1805) (Diptera, Tabanidae), na regido amazodnica brasileira e colombiana, se estendendo
as areas da Venezuela, Peru e Equador.
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5 CONCLUSOES

Surtos e casos de outros Trypanossomatideos sdo escassos na literatura quando trata-se de
rebanho equino nacional, demonstrando a necessidade de mais estudos para entender a realidade da
distribuicao e riscos para os equideos das diferentes espécies existentes no Brasil. Além disso, o
diagnéstico das tripanossomoses em equinos parece ser dificultado pela inespecificiadade de sinais
clinicos da doenga e parasitemia baixa, sendo um desafio mesmo com a utilizacdo de técnicas
soroldgicas e moleculares.
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CAPITULO I

PESQUISA PARASITOLOGICA, ANALISE MOLECULAR E
FILOGENETICA DE Trypanosoma SP. EM AMOSTRAS DE SANGUE DE
BOVINOS DE PROPRIEDADES DE VASSOURAS/RJ
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RESUMO

CARVALHO, Tais Medeiros Siqueira. Pesquisa parasitologica, analise molecular e filogenética
de Trypanosoma sp. em amostras de sangue de bovinos de propriedades de Vassouras, RJ.
2022. Dissertacdo (Mestrado em Cié€ncias Veterinarias). Instituto de Veterindria, Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022.

Trypanosoma theileri foi identificado pela primeira vez no estado Rio de Janeiro, em 1988.
Entretanto, a caracterizagdo molecular deste parasito em diferentes municipios do estado do Rio de
Janeiro ¢ recente. O presente estudo teve como objetivo identificar Trypanosoma spp. em 226
amostras de animais provenientes de 9 propriedades leiteiras do municipio de Vassouras, RJ. A
metodologia baseou-se na determinagdo do hematocrito, confeccdo de esfregagos sanguineos para
exame parasitoldgico direto, além do exame molecular. Ao exame de cPCR, dois animais de mesma
propriedade (identificados como animais 36 e 37) foram positivos para género Trypanosoma e
apresentaram hematocrito 27% e 36%, respectivamente. A analise consiste na identifica¢do do gene
18s do DNA ribossomal e a utilizacao dos primers 18STnF2
(5'-CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA-3") e 18STnR3
(5-TGCTCGACCATATATTGCATATAC-3") e amplificagdo de um segmento génico de
aproximadamente 780 pb (GEYSEN et al., 2003). O sequenciamento genético destas amostras
revelou tratar-se da espécie Trypanosoma theileri onde apresentaram 99,8% e 100% de similaridade
com Trypanosoma theileri isolado Bb871 da Polonia. Além disso, foram submetidas a analise
molecular para detec¢ao de Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina. Os resultados
foram que ambos apresentaram co-infec¢do: o primeiro com A. marginale e, o segundo com A.
marginale ¢ B. bigemina, repectivamente. Portanto, estudos de detec¢ao molecular destes agentes
podem revelar a circulagdo de 7. theileri, mesmo quando animais sdo assintomaticos, bem como
evidenciar a ocorréncia de co-infec¢des corroborando com o que ha na literatura sobre oportunismo
deste agente frente a outros agentes etiologicos.

Palavras-chave: Trypanosoma theileri, Co-infecgdo, Oportunismo
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ABSTRACT

CARVALHO, Tais Medeiros Siqueira. Project “Parasitological research, molecular analysis and
phylogenetic of Trypanosoma sp. in bovine blood samples from properties of Vassouras, RJ.”
2022. Dissertation (Master Science in Veterinary Sciences). Instituto de Veterinaria, PPGCV.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.2022.

Trypanosoma theileri was identified for the first time in the state of Rio de Janeiro, in 1988.
However, the molecular characterization of this parasite in different municipalities of the state of
Rio de Janeiro is recent. The present study aimed to identify Trypanosoma sp. in 226 samples of
animals from 9 dairy farms in the municipality of Vassouras, RJ. The methodology was based on
the determination of hematocrit, preparation of blood smears for direct parasitological examination,
in addition to molecular examination. At cPCR examination, two animals from the same property
(identified as animals 36 and 37) were positive for the Trypanosoma genus and presented
hematocrit of 27% and 36%, respectively. The analysis consists of the identification of the 18s gene
of the ribosomal DNA and the use of primers 18STnF2
(5'-CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA-3") and 18STnR3
(5'-TGCTCGACCATATATTGCATATAC3") and amplification of a gene segment of approximately
780 bp (GEYSEN et al., 2003). The genetic sequencing of these samples revealed that they were the
species Trypanosoma theileri where they presented 99.8% and 100% similarity with Trypanosoma
theileri isolated Bb871 from Poland. In addition, they were subjected to molecular analysis for
detection of Anaplasma marginale, Babesia bovis and Babesia bigemina. The results were that both
presented co-infection: the first with A. marginale and, the second with A. marginale and B.
bigemina, respectively. Therefore, molecular detection studies of these agents can reveal the
circulation of 7. theileri, even when animals are asymptomatic, as well as evidence the occurrence
of co-infections, corroborating what there is in the literature on opportunism of this agent against
other etiological agents.

Keywords: Trypanosoma theileri, Co-infection, Opportunism
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1 INTRODUCAO

Trypanosoma (Megatrypanum) theileri ¢ um protozoario flagelado, e foi descrito pela primeira
vez em 1902 por Theiler, Laveran e Bruce (HOARE, 1972), sendo o maior tripanosoma presente em
sangue de mamiferos, acometendo bovinos, bufalos e cervideos, e transmitidos por Tabanideos
(LEE et al., 2010).

As formas epimastigotas e tripomastigotas podem ser encontradas na corrente sanguinea. Na
forma tripomastigota, este agente apresenta cinetoplasto junto ao nucleo, e a multiplicacao deste
parasito na corrente sanguinea ocorre por fissdo bindria sob a forma epimastigota que ¢ dificilmente
encontrada. Além disso, sua prevalénia pode variar de 10 a 90% de acordo com cada pais (LEE et
al., 2010).

A baixa patogenicidade de 7. theileri em ruminantes sauddveis tem sido geralmente atribuida a
baixa parasitemia. Entretanto, fatores como: animais imunocomprometidos, prenhes ou infectados
com o virus da leucose bovina, pode fazer com que 7. theileri se propague no sangue e a
parasitemia elevada causar doenca clinica (MATUMOTO et al., 2011; SOOD et al., 2011). Ainda
assim, ja foram descritos anemia regenerativa, febre e perda de peso progressiva em casos clinicos
esporadicos em animais domésticos de varios paises como Espanha, Irlanda, Alemanha e Italia
(DESQUESNES et al., 2001; SOOD et al., 2011).

Ha descricdo de T theileri em todos os continentes inclusive na América do Sul com estudos
realizados na Argentina, Colombia, Uruguai e Brasil, entretanto uma maior prevaléncia vem sendo
descrita esporadicamente em dreas tropicais e neotropicais (RODRIGUES et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2006).

A infeccdo por este agente em bovinos pode persistir por muitos anos sem efeitos nocivos
reconhecidos. A maioria das infeccdes ¢ subpatente e ndo pode ser demonstrada em esfregagos
sanguineos, mesmo utilizando o método do microhematdcrito (RODRIGUES et al., 2003). Sendo
assim, a Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ uma alternativa de diagnostico direto que tem
sensibilidade superior ao exame parasitolégico (ZARLENGA; HIGGINS, 2001). A analise da
sequéncia de DNA amplificado pela PCR permite a identificacdo genética, possibilitando a
organizacao de novos tripanosomas dentro da arvore filogenética para que possam ser comparados a
outras sequéncias, ajudando na taxonomia destes parasitos (ADAMS et al., 2010). O presente
estudo teve por objetivo realizar o diagndstico parasitolégico e molecular de Trypanosoma spp.,
bem como identificar outros possiveis hematozodrios através do exame de PCR e realizar andlise
filogenética do Trypanosoma sp. encontrado em amostras de sangue de bovinos do municipio de
Vassouras, estado do Rio de Janeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos Kticos

O presente estudo foi aprovado pelo Conselho de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Vassouras sob protocolo n® 044/2016 (anexo).

2.2 Amostragem

Para o estudo, 226 bovinos foram amostrados, distribuidos em nove propriedades leiteiras
localizadas no municipio de Vassouras, estado do Rio de Janeiro, Brasil, foram selecionadas
aleatoriamente.

Para avaliar o rebanho, o calculo do tamanho minimo da amostra foi calculado de acordo com a
prevaléncia esperada (MEDRONHO, 2009), obtido através da formula de amostragem simples,
onde se considerou uma prevaléncia esperada de 50%, conforme a seguir:

_ lz(a/2) 211!1—7[!
- 2
€

Onde:
n = Numero amostral
z(a/2) = Valor-z de nivel a (para intervalo de confianga de 95%: 1,96)
n = Prevaléncia esperada (0,50)
€ = Erro esperado (0,07)

Desta forma, obteve-se um valor amostral minimo de 196 animais, uma vez que nao se tem
estudos prévios no municipio de Vassouras, estado do Rio de Janeiro.

Os rebanhos do presente estudo eram constituidos por varias racas leiteiras (Gir, Girolando,
Jersey e Mesti¢o) e com idades variando entre 60 dias a 13 anos. No periodo de novembro de 2017
a janeiro de 2019 ocorreram as visitas as propriedades.

Apoés a devida contengdo fisica dos animais, o sangue total foi coletado da veia coccigea ou
mamaria com agulha 25 x 8mm em sistema Vacuntainer® com tubos estéreis de 4 mL contendo o
anticoagulante EDTA (4cido etileno diaminotetracético) a 10%. As amostras foram mantidas sob
refrigeragdo em isopor hermeticamente fechado até chegar ao Laboratorio de Analises Clinicas da
Universidade de Vassouras. A partir do sangue em EDTA, uma aliquota foi utilizada para
determinar o volume globular (microhematocrito), através de centrifugagao a 10.000 rpm por 5
minutos e confeccdo de esfregago sanguineo, corados com Diff-Quick, e observados em
microscopia na objetiva de imersao (1000X) para deteccao direta de hemoparasitos. Outra aliquota
de sangue total foi acondicionada em microtubos de polipropileno de 1,5 mL, identificadas por
numeragao sequencial e mantidas a -80°C até o momento da extragao do DNA total.
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2.3 Analise Molecular
2.3.1 Extracao de dna

A extragdo de DNA do sangue total foi realizada com kit de extracdo Promega, seguindo as
recomendacoes do fabricante.

O DNA extraido foi quantificado e armazenado em aliquotas de 100 uL. em freezer a 20°C
negativos para posterior analises moleculares.

2.3.2 Deteccao molecular para trypanosoma spp.

As amostras de DNA de sangue bovino foram submetidas a amplificagdo do fragmento 18S do
DNA ribossomal de Trypanosoma sp por PCR convencional com o objetivo de realizar uma triagem
das amostras. As reagdes com alvo no 18S rDNA foram realizadas utilizando os iniciadores
18STnF2 (5'-CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA-3") e o iniciador reverso 18STnR3
(5'-TGCTCGACCATATATTGCATATAC-3"), que amplificam aproximadamente 780 pb (GEYSEN
et al., 2003), com adaptagdes na concentragao de ANPT, MgCI2 e Taq, conforme descrito abaixo. O
volume final da reacdo foi de 25 pL contendo: 13,5 pL de 4gua ultrapura, 1X de tampdo da enzima,
2,5 mM de MgCl2, 0,4 mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato, 0,8 uM de cada iniciador,
1,5U de Taqg DNA polimerase ¢ 5 pL. de DNA gendmico. As condigdes de termociclagem foram: 94
°C por 4 min seguido por 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 58 ° por 1 min 30 s ¢ 72 °C por 2 min, ¢
extensao final a 72 °C por 4 min.

O controle positivo foi obtido de vacas com alta carga parasitiria em esfregacos de sangue e
confirmado por sequenciamento de DNA. Os produtos de amplificagdo foram separados em gel de
agarose a 1,5% a 100 V por 40 min e corados com brometo de etidio.

2.3.3 Deteccao Molecular para A. marginale, B. bovis e B. bigemina

Nas amostras positivas para Trypanosoma sp., foi realizada pesquisa molecular de Anaplasma
marginale, Babesia bovis ¢ Babesia bigemina para verificar a existéncia de co-infec¢des nesses
animais.

O diagnostico molecular para A. marginale foi realizado usando a técnica de PCR semi-nested
para o gene msp5 padronizado por Torioni de Echaide et al., (1998). De acordo com o método de
Terkawi et al., (2011), a nested PCR foi empregada para amplificar os fragmentos dos genes sbp-4 e
rap-la de B. bovis e B. bigemina, respectivamente. Os primers usados para os agentes TPB, bem
como os tamanhos dos fragmentos amplificados, sdo apresentados no Quadro 2.
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Quadro 2. Conjuntos de primers especificos para os genes A. marginale msp5, B. bovis sbp-4 ¢ B.
bigemina rap-1a usado para ensaios moleculares.

Genes Ensaio Iniciadores de oligonucleotideos Tamanho produto
5- GCATAGCCTCCGCGTCTTTC-3
PCR 457 bp
msp5 5 -TCCTCGCCTTGGCCCTCAGA-3
snPCR 5 -TACACGTGCCCTACCGAGTTA-3 44b
p
5 -TCCTCGCCTTGGCCCTCAGA-3
sbp-4 PCR 5-AGTTGTTGGAGGAGGCTAAT-3 907 b
P
5 -TCCTTCTCGGCGTCCTTTTC-3
nPCR 5 -GAAATCCCTGTTCCAGAG-3
503 bp
5 -TCGTTGATAACACTGCAA-3
rap-la PCR 5-GAGTCTGCCAAATCCTTAC-3 279
p
5-TCCTCTACAGCTGCTTCG-3
nPCR 5-AGCTTGCTTTCACAACTCGCC-3 A2b
p

5-TTGGTGCTTTGACCGACGACAT-3

PCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase; snPCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase Semi-nested;
nPCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase aninhada; bp: pares de bases.

As condi¢des de temperatura referentes as duas reagdes de nested PCR para Anaplasma
marginale foram: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos por 35 ciclos de 94°C por 1
minuto, 58°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com extensao final a 72°C por 5 minutos.

Foram incluidos para cada reacdo um controle positivo e dois controles negativos (4dgua
ultrapura, HyPure™ Molecular Biology). Os controles positivos foram obtidos de sangue de
bovinos naturalmente infectados do municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. Os produtos de
amplificacdo foram separados por gel de agarose a 1,5% a 100 V por 40 min, e corados com
brometo de etidio.

2.3.4 Sequenciamento genético

Foi realizado o sequenciamento dos amplicons do gene 18S de Trypanosoma sp. O material para
sequenciamento foi purificado a partir de SuL. do produto de PCR das amostras positivas, sendo
tratados com Exo-Sap-IT (GE Healthcare®), seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Os
fragmentos foram sequenciados em ambas as direcdes em um analisador genético automatizado
(ABI 3730 DNA Analyser, Thermo Fisher Scientific®) na Rede de Plataformas Tecnologicas —
PDTIS/FIOCRUZ Plataforma de Sequenciamento de DNA — RPTO1A. As sequéncias obtidas foram
alinhadas através do programa DNA Baser® e submetidas a pesquisa de homologia com outras
sequéncias depositadas no GenBank, utilizando-se a ferramenta BLASTn.
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3 RESULTADOS

No diagnostico direto para Trypanosoma sp. nao foi possivel observar nenhuma forma
tripomastigota em esfregacos sanguineos. Entretanto, na técnica molecular com alvo no marcador
molecular 18S rDNA, observou-se que 0,88% (2/226) das amostras foram positivas para
Trypanosoma sp.

Nos animais positivos, pertecentes da mesma propriedade, o hematocrito foi de 27% e 36%, ou
seja, ndo estavam anémicos, conforme demonstrado na tabela 4. Alguns individuos do presente
estudo apresentaram diferentes graus de anemia, segundo a andlise de hematodcrito, e foram
negativos para os hematozoarios testados (tabela em anexo I).

Foram feitas também analises moleculares para Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia

bigemina. Observou-se que ambos animais positivos para Trypanosoma sp. tinham coinfec¢do com
A. marginale e um deles ainda havia com B. bigemina. (Tabela 2).

Tabela 2. Dados e analises moleculares dos animais positivos para Trypanosoma sp.

Identl.ﬁcag:ao Idade | Sexo Raga Ht(%) B. bovis B. bigemina | A. marginale Trypanosoma
animal sp.
36 6anos | F Mestigo 36 Negativo Positivo Positivo Positivo
37 4anos | F Mestigo 27 Negativo Negativo Positivo Positivo

No sequenciamento do gene 18S, as amostras 36 e 37 apresentaram 99,8% e 100% de
similaridade com Trypanosoma theileri isolado Bb871 da Polonia, respectivamente.
Na andlise filogenética de 7. theileri com base no marcador /8S rDNA, observamos que os 2
isolados deste estudo estdo agrupados juntamente com isolados de diferentes paises no mundo
disponiveis na base de dados GenBank (USA e Polonia), representados na Figura 2.
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Trypanosoma grayi isolate BAN1 AJ620546

Tryponosoma grayi isolate Crocamp1 KF546526

Tryponosoma ralphi isolate BSC50c2 KP768296

Trypanosoma noyesi isolate TF1059 KX008315

Trypanosoma thomasbancrofti KT728396

Trypanosoma avium isolate 08/cab3 AB576100

Trypanosoma avium KT728401

Trypanosoma cervi isolate DdP287 KJ195884
Trypanosoma trinaperronei isolate WTD2268 MN752212

ngrypanosoma melophagium isolate MOVI1 OM256700
96

Trypanosoma melophagium isolate TmHR1 HQ664912

Trypanosoma theileri isolate Bb813 KF765799 Poland

\| Trypanosoma theileri isolate Bb871 KJ397592 Poland
Trypanosoma theileri isolate Cow-2095 JX853185 USA
Trypanosoma theileri isolate 37

- Trypanosoma theileri isolate Cow-104 JX178187 USA

Trypanosoma theileri isolate 36

0.08

Trypanosoma vivax isolate TviMzNy EU477537

Figura 2. Dendrograma baseado nas sequéncias do gene 18S rDNA de Trypanosoma theileri do

estado do Rio de Janeiro, Brasil.
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4 DISCUSSAO

Trypanosoma theileri foi identificado pela primeira vez no estado Rio de Janeiro em estudos
desenvolvidos por Gongalves et al., (1998). Entretanto, a caracterizagdo molecular deste parasito em
diferentes municipios do estado do Rio de Janeiro foi recentemente, refor¢ando assim, a presenga
deste hemoparasito no rebanho bovino (ABREU, 2020).

No estudo desevolvido por Abreu (2020), amostras foram coletadas em 15 municipios do estado
do Rio de Janeiro com suspeita clinica de surto por Tripanossomose bovina, no entanto, 0 municipio
de Vassouras, RJ ndo era pertencente. Sendo assim, em decorréncia da proximidade dos municipios
da regido e levando em consideracdo a possibilidade de transito de animais, este estudo foi
importante para avaliar a prevaléncia de Trypanosoma no rebanho de bovinos do municipio de
Vassouras, RJ, uma vez que uma propriedade do municipio tinha apresentado surto para
tripanossomose bovina (COSTA et al., 2020).

No presente estudo, a técnica de esfregaco sanguineo teve baixa sensibilidade para Trypanosoma
theileri, corroborando com Griebel et al. (1989), onde relatam que 7. theileri raramente ¢ detectado
no exame microscopico dos esfregacos corados de sangue periférico. Mossad et al. (2019) e De
Gier et al. (2020), relatam que a biologia molecular apresenta alta sensibilidade e especificidade em
casos de baixa parasitemia como ocorre por 7. theileri, o que vai de acordo com o presente estudo,
onde esta técnica se mostrou importante no diagndstico da tripanossomose bovina.

A prevaléncia de T theileri no presente estudo foi inferior ao relatado por Abreu (2020), que
encontrou 3,6% para este hemoparasito. No entanto, ambos estudos ndo corroboram com Lee et al.,
(2010) que esperam uma prevaléncia variando de 10 a 90% para o agente em questdo. A baixa
prevaléncia pode estar relacionada a auséncia de vetores bioldgicos — apesar de haver relatos de
deteccao deste agente em carrapatos (MORZARIA et al., 1986; LATIF et al., 2004; MARTINS et
al., 2008; BURGDORFER et al., 1973) — e a baixa endemicidade do agente no estado do Rio de
Janeiro (ABREU, 2020). No México, a prevaléncia para este parasito foi de 26,6% (FLORES,
2021); No Sri Lanka de 7,6% (YOKOYAMA et al., 2014); Pacheco et al. (2014) analisando sangue
de bovinos da regido amazdnica ocidental do Brasil, encontraram um percentual de 42,9% entre os
rebanhos.

Os dois animais positivos para 7. theileri ndo apresentavam sinais clinicos e ndo estavam
anémicos, o que vai de encontro com Greco et al. (2000) que descrevem que este agente esta
comumente associado a leve ou nenhum sinal clinico, acreditando ser de baixa patogenicidade.
Entretanto a doenga ja foi relatada em um bezerro, uma vaca com historico de aborto e diarreia e em
uma vaca leiteira com anemia regenerativa grave (DOHERTY et al., 1993; WARD et al., 1984 ¢
LEVINE et al., 1953). Ainda assim, no presente estudo, um animal estava positivo para Anaplasma
marginale e o outro positivo para Anaplasma marginale e Babesia bigemina, onde a a
imunossupressao ¢ uma das possiveis explicagdes para a ocorréncia de mais de uma doenca,
conforme relatado por Paiva et al. (2000).

Alguns individuos do presente estudo apresentaram diferentes graus de anemia, segundo a
analise de hematdcrito, e foram negativos para os hematozoarios testados, uma vez que esta
alteracdo hematologica ndo ¢ especifica, podendo estar relacionada a doenga priméria ou
secundaria, a ingestdo de substincias toxicas, medicamentosas ou ainda provocadas por outros
agentes biologicos (DAY, 2000).

A andlise filogenética baseada no marcador molecular /8S rDNA de amostras de 7. theileri do
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municipio de Vassouras, RJ (Figura 1) mostraram que todas as sequéncias estavam enquadradas no
Clado A, indo de acordo com estudo de Abreu (2020), onde as sequéncias utilizando o marcador
molecular /8§ rDNA estavam no Clado A. Isto possivelmente se deve ao /8S rDNA ser altamente
conservado, com regides hipervariaveis e com pouca diversidade genética, mas o suficiente para
caracterizar geneticamente os organismos (ADAMS et al., 2010; FIKRU et al., 2016).
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5 CONCLUSOES

Os bovinos positivos no exame molecular para Trypanosoma theileri, apesar de nao
apresentarem anemia no exame de microhematdcrito, foram positivos para um ou mais
hematozoarios, indicando o carater oportunista daquele agente. Outros animais testados, apesar da
anemia, ndo foram positivos para nenhum dos agentes supracitados, explicitando assim que existem
outros fatores que cursam com este quadro.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de escassos relatos relacionados as doengas causadas por Trypanosoma no plantel de
equinos brasileiros, existem trabalhos que apontam a potencialidade de dispersdo de
tripanossomiases por caracteristicas inerentes ao parasito e sua relagdo com hospedeiros
intermediarios, definitivos € 0 meio ambiente.

Estudos projetivos, com embasamento cientifico revelam o impacto das mudangas climéaticas na
expansao e distribui¢ao de vetores destes protozodarios.

A deteccdo molecular de T. theileri, mesmo quando animais sao portadores assintomaticos,
podem evidenciar a circulacdo deste parasito no rebanho, bem como identificar co-infec¢des deste
protozoario com outros agentes infecciosos, reforcando seu comportamento oportunista antes ja
descrito por outros pesquisadores.
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ANEXOS

Dados como idade, sexo, raca, hematdcrito e PCR dos animais utilizados no estudo de pesquisa de
Trypanosoma sp em bovinos do municipio de Vassouras.
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Identificagdo | Nome do animal Idade Sexo Raca Ht (%) PCR Trypanosoma sp
1 Colatina 6 anos F Girolando 28% Negativo
2 Bezerro Colatina | 3 meses M Giro/Nelore 27% Negativo
3 Andorinha 4 anos F Girolando 30% Negativo
4 Bezerro Andorinha| 9 meses M Giro/Bramman 28% Negativo
5 Chumbada 5 anos F Girolando 36% Negativo
6 Bezerro Chumbada| 2 meses M Giro/Nelore 25% Negativo
7 Morena 6 anos F Giro/Nelore 30% Negativo
8 Bezerro Morena 2 meses M Giro/Nelore 38% Negativo
9 Roxinha 4 anos F Girolando 30% Negativo
10 bezerro Roxinha | 10 meses F Girolando 30% Negativo
11 Fortaleza 7 anos F GIR 28% Negativo
12 Bezerro Fortaleza | 8 meses M GIR/Nelore 32% Negativo
13 Boneca 3 anos F GIR 29% Negativo
14 Bezerro Boneca 1 més M GIR/Nelore 29% Negativo
15 Mascarada 3 anos F Giro/Holandés 29% Negativo
16 Bezerro Mascarada| 7 dias M |1/2 sangue/Nelore 29% Negativo
17 Chalana 4 anos F Girolando 26% Negativo
18 Bezerro estrelinha | 45 dias M Giro/Nelore 31% Negativo
19 Bezerro Mascarada| 45 dias M Giro/Nelore 34% Negativo

20 Um animal 6 anos F Mesti¢o 28% Negativo
21 5 6 anos F Mestico 28% Negativo
22 4 6 anos F Mesti¢o 28% Negativo
23 3 6 anos F Mestico 35% Negativo
24 2 6 anos F Mesti¢o 27% Negativo
25 1 6 anos F Mestico 37% Negativo
26 Garrote 07 2 anos M Mesti¢o 36% Negativo
27 Garrote 08 2 anos M Mestico 19% Negativo
28 Garrote 09 2 anos M Mesti¢o 35% Negativo
29 Touro Brahman 3 anos M Mestico 43% Negativo
30 Mascarada 3 anos F Mesti¢o 29% Negativo
31 Cigana 4 anos F Mestico 27% Negativo
32 Mascarada 3 anos F Mestigo 23% Negativo
33 Jumbada 6 anos F Mestico 43% Negativo
34 Vovo 10 anos F Mesti¢o 27% Negativo
35 Laranja 5 anos F Mestigo 26% Negativo
36 Orelha 6 anos F Mesti¢o 36% Positivo
37 Lindoia 1 4 anos F Mestico 27% Positivo
38 Lindoia 2 3 anos F Mesti¢o 24% Negativo
39 Castanha 6 anos F Mestigo 25% Negativo
40 Princesa 4 anos F Mesti¢o 24% Negativo
41 Tranquila 3 anos F Mestico 28% Negativo
42 Xumbada 2 5 anos F Mesti¢o 33% Negativo
43 Fumaga 7 anos F Mestico 32% Negativo
44 Orelha 5 anos F Mesti¢o 29% Negativo
45 Ladrona 5 anos F Mestico 32% Negativo
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46 Cachoeira 2 anos F Mesti¢o 25% Negativo
47 Castanha 2 anos F Mestigo 28% Negativo
48 Estrelinha 3 anos F Mestigo 23% Negativo
49 Betania 4 anos F Mestico 28% Negativo
50 Taina 5 anos F Mesti¢o 25% Negativo
51 Bezerro Pinta Roxa| 2 meses F Mestico 49% Negativo
52 Bezerro Baia 3 meses F Mesti¢o 40% Negativo
53 Bezerro 2 meses F Mestico 36% Negativo
54 Bezerro 2 meses F Mesti¢o 38% Negativo
55 Brasileira 4 anos F Mestico 32% Negativo
56 Bezerro Brasileira | 4 meses F Mesti¢o 30% Negativo
57 Formosa 4 anos F Mestico 25% Negativo
58 Bezerro Formosa | 5 meses F Mesti¢o 28% Negativo
59 Pinta Roxa 6 anos F Mestico 29% Negativo
60 Mexerica 5 anos F Mesti¢o 26% Negativo
61 Baiana 6 anos F Mestico 32% Negativo
62 Bezerro Baiana 3 meses F Mesti¢o 35% Negativo
63 Tangerina 4 anos F Mestigo 35% Negativo
64 Bezerro Tangerina | 3 meses F Mesti¢o 29% Negativo
66 Bezerro Sarita 3 meses M Mestico 25% Negativo
67 Beija Flor 3 anos F Mesti¢o 27% Negativo
68 Bezerro Beija Flor | 3 meses F Mestigo 34% Negativo
69 Marreca 3 anos F Mesti¢o 27% Negativo
70 Bezerro Marreca | 3 meses M Mestico 37% Negativo
71 Paloma 5 anos F Mesti¢o 25% Negativo
72 Bezerro Paloma 3 meses F Mestico 25% Negativo
73 Fumaga 5 anos F Mesti¢o 30% Negativo
74 Bezerro Fumaca 3 meses F Mestico 28% Negativo
75 Castanha 6 anos F Mesti¢o 32% Negativo
76 Bezerro Castanha | 5 meses F Mestico 24% Negativo
77 Jarrinha 5 anos F Mesti¢o 29% Negativo
78 Bezerro Jarrinha 4 meses F Mestico 26% Negativo
79 Cabana 5 anos F Mesti¢o 25% Negativo
80 Mascarada 4 anos F Mestico 41% Negativo
81 Floresta 3 anos F Mesti¢o 31% Negativo
82 Bezerro Floresta 2 meses M Mestico 32% Negativo
83 Bezerro Cigana 4 meses F Mesti¢o 27% Negativo
84 AR 2 anos F Mestico 30% Negativo
85 505 2, 5 anos F Mesti¢o 24% Negativo
86 Guzera 1, 5 anos F Mestico 26% Negativo
87 Bl 8 meses M Mestigo 19% Negativo
88 416 1, 8 anos F Mestico 33% Negativo
89 chifruda 2 anos F Mesti¢o 29% Negativo
90 Nenem 7 dias M Mestico 39% Negativo
91 B2 estrela 8 meses M Mesti¢o 34% Negativo
92 V. chumbada 3 anos F Mestico 25% Negativo
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93 Preta s/ brinco 3 anos F Mesti¢o 30% Negativo
94 491 2 anos F Mestigo 23% Negativo
95 Preta ¢/ brinco 3 anos F Mesti¢o 26% Negativo
96 682 1 més F Jersey 33% Negativo
97 1582 2 meses F Jersey 34% Negativo
98 681 1 més F Jersey 31% Negativo
99 1588 1 més F Jersey 35% Negativo
100 651 3 meses F Jersey 29% Negativo
101 1584 4 meses F Jersey 30% Negativo
102 1586 1 més F Jersey 33% Negativo
103 1582 1 més F Jersey 33% Negativo
104 659 1 més F Jersey 32% Negativo
105 672 2 meses F Jersey 25% Negativo
106 674 2 meses F Jersey 24% Negativo
107 676 2 meses F Jersey 23% Negativo
108 679 2 meses F Jersey 29% Negativo
109 671 2 meses F Jersey 26% Negativo
110 658 2 meses F Jersey 14% Negativo
111 670 2 meses F Jersey 20% Negativo
112 678 1 més F Jersey 25% Negativo
113 1576 3 meses F Jersey 28% Negativo
114 657 3 meses F Jersey 25% Negativo
115 1572 3 meses F Jersey 17% Negativo
116 1575 3 meses F Jersey 26% Negativo
117 1577 3 meses F Jersey 25% Negativo
118 655 4 meses F Jersey 22% Negativo
119 1579 4 meses F Jersey 32% Negativo
120 638 4 meses F Jersey 30% Negativo
121 61 5 anos F Jersey 32% Negativo
122 401 4 anos F Jersey 24% Negativo
123 416 3 anos F Jersey 22% Negativo
124 527 5 anos F Jersey 25% Negativo
125 343 5 anos F Jersey 23% Negativo
126 1007 6 anos F Girolando 29% Negativo
127 1609 2,5 anos F Girolando 34% Negativo
128 63 2 anos F Girolando 32% Negativo
129 1611 2 anos F Girolando 33% Negativo
130 906 2 anos F Girolando 25% Negativo
131 1413 3 anos F Girolando 30% Negativo
132 1408 3 anos F Girolando 35% Negativo
133 1006 7 anos F Girolando 35% Negativo
134 1109 6 anos F Girolando 36% Negativo
135 804 5 anos F Girolando 28% Negativo
136 239 5 anos F Girolando 33% Negativo
137 1513 5 anos F Girolando 31% Negativo
138 248 6 anos F Girolando 34% Negativo
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139 236 6 anos F Girolando 30% Negativo
140 250 2 anos F Girolando 29% Negativo
141 237 7 anos F Girolando 33% Negativo
142 705 12 anos F Girolando 28% Negativo
143 603 2 anos F Girolando 32% Negativo
144 1407 5 anos F Girolando 41% Negativo
145 243 5 anos F Girolando 29% Negativo
146 1505 3 anos F Girolando 25% Negativo
147 1314 5 anos F Girolando 38% Negativo
148 1410 2 anos F Girolando 32% Negativo
149 240 2 anos F Girolando 38% Negativo
150 241 2 anos F Girolando 30% Negativo
151 1612 3 anos F Girolando 27% Negativo
152 1406 4 anos F Girolando 35% Negativo
153 1110 2 anos F Girolando 22% Negativo
154 803 9 anos F Girolando 35% Negativo
155 243 12 anos F Girolando 36% Negativo
156 1404 6 anos F Girolando 34% Negativo
157 1103 7 anos F Girolando 35% Negativo
158 1415 5 anos F Girolando 34% Negativo
159 1306 4 anos F Girolando 32% Negativo
160 1412 3 anos F Girolando 31% Negativo
161 1403 12 anos F Girolando 30% Negativo
162 604 12 anos F Girolando 35% Negativo
163 246 12 anos F Girolando 22% Negativo
164 238 10 anos F Girolando 28% Negativo
165 1512 8 anos F Girolando 33% Negativo
166 807 10 anos F Girolando 32% Negativo
167 905 13 anos F Girolando 28% Negativo
168 1501 3 anos F Girolando 37% Negativo
169 805 9 anos F Girolando 39% Negativo
170 1401 10 anos F Girolando 35% Negativo
171 1405 11 anos F Girolando 40% Negativo
172 245 13 anos F Girolando 33% Negativo
173 80 8 meses F Girolando 31% Negativo
174 82 8 meses F Girolando 36% Negativo
175 84 8 meses F Girolando 36% Negativo
176 83 6 meses F Girolando 37% Negativo
177 87 6 meses F Girolando 32% Negativo
178 88 6 meses F Girolando 18% Negativo
179 85 7 meses F Girolando 30% Negativo
180 89 7 meses F Girolando 26% Negativo
181 91 7 meses F Girolando 21% Negativo
182 90 7 meses F Girolando 21% Negativo
183 86 7 meses F Girolando 22% Negativo
184 93 7 meses F Girolando 23% Negativo
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185 92 7 meses F Girolando 25% Negativo
186 Chumbinho 5 meses M Mestico 29% Negativo
187 Estrelinha 4 meses F Mesti¢o 35% Negativo
188 Vovo 4 meses F Mestico 29% Negativo
189 Maurinha 5 meses F Mesti¢o 35% Negativo
190 Orelhinha 4 meses F Mestico 40% Negativo
191 Cachoeira 5 meses F Mesti¢o 27% Negativo
192 Laranja 6 meses F Mestigo 32% Negativo
193 Princesa 5 meses F Mesti¢o 35% Negativo
195 Chumbada 5 meses F Mestico 33% Negativo
196 Lindodia IT 5 meses F Mesti¢o 25% Negativo
197 Bethania 5 meses F Mestico 33% Negativo
198 Thaina 5 meses F Mesti¢o 33% Negativo
199 Tranquila 5 meses F Mestigo 30% Negativo
200 Malhada 5 meses F Mesti¢o 25% Negativo
201 Malhado I 5 meses M Mestico 30% Negativo
202 Castainha 5 meses F Mestico 40% Negativo
203 Malhado II 5 meses M Mestico 28% Negativo
204 Cigana 5 meses F Mestico 27% Negativo
205 Fumaga 5 meses F Mestico 32% Negativo
206 Doente 5 meses M Mestico 25% Negativo
207 Sem nome/ 14.2 5 meses F Mestico 20% Negativo
208 Moura 8 anos F GH 33% Negativo
209 Tourinho 4 anos M Gir 32% Negativo
210 Garrote Pintado 3 anos M GH 24% Negativo
211 Vovo 15 anos F Jersey 19% Negativo
212 Chifrudo 5 anos M Guzera 21% Negativo
213 Pretinho 4 anos M Nelorado 32% Negativo
214 Pintado 4 anos M Nelorado 27% Negativo
215 Figueira 2 anos F Nelorado 26% Negativo
216 Arisca 1,2 anos F GH 35% Negativo
217 Elaine 8 anos F GH 22% Negativo
218 Amarela 5 anos F GH 32% Negativo
219 Vanuza 8 anos F GH 24% Negativo
220 Kelly 1 ano F Gir 38% Negativo
221 Beth 2 anos F Gir 30% Negativo
222 Malhado 3 anos M Gir 33% Negativo
223 Cachorra 9 anos F Gir 36% Negativo
224 Bezerro Cachorra | 6 meses M GH 28% Negativo
225 Bezerro Pintado 6 meses M GH 29% Negativo
226 Banana 6 meses F Nelorado 31% Negativo
227 Jersey 3 anos F Jersey 30% Negativo
228 Churrasco 6 anos M GH 40% Negativo
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