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RESUMO

MASSUDA, M. B. Identificacdo e caracterizagdo de tripanossomatideos em ruminantes
provenientes de &rea endémica para leishmanioses no estado de Sdo Paulo. 2023.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, 2023.

Os tripanossomatideos sdo protozoarios de grande importancia para saude publica, por
causarem enfermidades como as leishmanioses e tripanossomoses no ser humano e em
diferentes espécies animais. Com o objetivo de identificar a ocorréncia de tripanossomatideos
em ruminantes de areas endémicas para leishmanioses do estado de Sdo Paulo foram avaliados
111 bovinos, 122 ovinos e 36 caprinos nas cidades de Ilha Solteira, Andradina e Pirassununga.
Os animais passaram por exames clinicos e amostras de sangue, suabe conjuntival e suabe oral
foram coletadas e avaliadas por testes sorologicos, moleculares e parasitolégicos. Pela Reagédo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), foram detectados anticorpos anti-Leishmania em 57,6%
(64/111) dos bovinos, 24,6% (30/122) dos ovinos e 66,7% (24/36) dos caprinos, com titulos
variando de 1:40 a 1:160 para bovinos e caprinos e de 1:40 a 1:640 em ovinos. No teste rapido
de imunocromatografia para deteccdo de anticorpos anti-Trypanosoma vivax, dos 38 bovinos
testados 58% (22/38) foram positivos, comprovando a exposi¢cdo desses animais a esses
tripanossomatideos. Nas andlises moleculares, pela Nested-PCR de ITS1, foi detectada a
presenca de DNA de tripanossomatideos em 23,4% (26/111) das amostras de sangue e 19,8%
(22/111) das amostras de suabe conjuntival de bovinos, 29,5% (36/122) das amostras de
sangue, 14,7% (18/122) das amostras de suabe conjuntival e 12,3% (8/65) das amostras de
suabe oral de ovinos e 27,8% (10/36) amostras de sangue e 5,5% (2/36) amostras de suabe
conjuntival de caprinos. As amostras de sangue e suabe conjuntival de bovinos positivas na
Nested-PCR de ITS1 foram testadas com a PCR tendo 0 KDNA de Leishmania spp. como alvo
e foram negativas. Todas as 111 amostras de sangue bovino também foram testadas para T.
vivax com primers especificos e foram negativas. O sequenciamento de amostras positivas pelo
ITS1 das 3 espécies de ruminantes estudadas mostrou similaridade com DNA de Leishmania
spp. e Trypanosoma spp., mas ndo foi possivel avaliar a proximidade filogenética das amostras
similares a Leishmania spp. devido a baixa qualidade do sequenciamento genético, de tal forma
que outros alvos moleculares sdo necessarios para elucidar corretamente a espécie infectante.

Os ovinos e caprinos nao apresentavam alteracfes clinicas no momento da coleta e foram



negativos na hemocultura e pesquisa de hemoparasitos. Para os bovinos nenhuma das amostras
de sangue foi positiva por exames parasitolégicos, mas em 9 amostras houve o crescimento de
parasitos na hemocultura. Um total de 11 bovinos da cidade de Ilha Solteira-SP foram positivos
na PCR com primers especificos para Trypanosoma theileri realizada em amostras de
hemocultura e sangue (6 animais), apenas de hemocultura (3 animais) e apenas em amostras de
sangue (2 animais), nenhum desses animais apresentava alteracdes clinicas ou hematolégicas
sugestivas da ocorréncia de doencga. Submetidos ao sequenciamento, a analise filogenética de
2 isolados demonstrou que estes pertencem a mesma linhagem de T. theileri — Tthl ja

identificada em bovinos no Brasil, Equador, Estados Unidos, Sri-Lanka, Filipinas e Vietna.

Palavras-chave: Diagnostico. Tripanossomose. Leishmaniose. Trypanosoma spp. Ruminantes.



ABTRACT

MASSUDA, M. B. Identification and characterization of tripanosomatides in ruminants from
an endemic area of leishamaniasis in the state of Sdo Paulo.2023. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo,
2023.

Trypanosomatids are protozoa of great importance for public health, due to its role as causative
agents of diseases such as leishmaniasis and trypanosomosis in humans and different animal
species. With the purpose of identifying the occurrence of trypanosomatids in ruminants from
endemic areas for leishmaniasis in the state of Sdo Paulo, 111 cattle, 122 sheep and 36 goats
were evaluated in the cities of Ilha Solteira, Andradina and Pirassununga. The animals have
passed through clinical examinations and blood samples, conjunctival and oral swabs were
collected and evaluated by serological, molecular and parasitological tests. Using the Indirect
Fluorescent Antibody Test (IFAT), anti-Leishmania antibodies were detected in 57.6%
(64/111) of cattle, 24.6% (30/122) of sheep and 66.7% (24/36) of goats, with titre varying from
1:40 to 1:160 for cattle and goats and from 1:40 to 1:640 in sheep. In the rapid
immunochromatography test for detection of anti-Trypanosoma vivax antibodies, of the 38
cattle tested, 58% (22/38) were positive, proving the exposure of these animals to these
trypanosomatids. In molecular analyses, using ITS1 Nested-PCR, the presence of
trypanosomatid DNA was detected in 23.4% (26/111) of blood samples and 19.8% (22/111) of
conjunctival swab samples from cattle, 29.5% (36/122) of blood samples, 14.7% (18/122) of
conjunctival swab samples and 12.3% (8/65) of oral swab samples from sheep and 27.8 %
(10/36) blood samples and 5.5% (2/36) conjunctival swab samples from goats. Blood and
conjunctival swab samples from bovines positive in ITS1 Nested-PCR were tested with PCR
containing Leishmania spp. KDNA as a target and were negative. All 111 bovine blood samples
were also tested for T. vivax with specific primers and were negative. Sequencing of ITS1
positive samples from the 3 ruminant species studied showed similarity with DNA from
Leishmania spp. and Trypanosoma spp., but it was not possible to evaluate the phylogenetic
proximity of the samples that showed similarity with Leishmania spp. because of the low
quality of genetic sequencing, thus other molecular targets are necessary to correctly elucidate
the infectious species. The sheep and goats showed no clinical changes at the time of collection
and were negative in blood culture and parasitological test. For cattle, no blood sample was

positive by parasitological tests, but in 9 samples there was parasite growth in the blood culture.



A total of 11 cattle from the city of llha Solteira-SP were positive in PCR with specific primers
for Trypanosoma theileri carried out on blood and blood culture samples (6 animals), only on
blood cultures (3 animals) and only on blood samples (2 animals) these animals did not present
clinical or hematological changes suggestive of disease occurrence. Submitted to sequencing,
phylogenetic analysis of 2 isolates showed to belong to the same lineage of T. theileri — Tthl
already identified in cattle in Brazil, Ecuador, United States, Sri-Lanka, Philippines and

Vietnam.

Key Words: Diagnosis. Trypanosomosis. Leishmaniasis. Trypanosoma spp. Ruminants.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A familia Tripanossomatidae compreende diversos protozoarios flagelados parasitos do ser
humano, animais e de plantas, dentre os quais podem ser citados os do género Leishmania spp.
e Trypanosoma spp. (BOUCINHA et al., 2022; WHEELER; GLUENZ; GULL, 2013).

Esses protozoarios pertencem ao grupo dos cinetoplastideos, pois possuem o cinetoplasto,
uma regido que contém DNA mitocondrial e cuja disposicdo dentro do parasita permite a
distincdo entre género e/ou espécie (STUART, 2008).

Os géneros Leishmania spp. e Trypanosoma spp. assumem grande importancia em satde
publica por serem 0s agentes etiologicos das tripanossomiases, tripanossomoses e
leishmanioses em humanos e animais (DESQUESNES et al., 2022; KAUFER et al., 2017). Séo
caracterizadas como ‘“doengas negligenciadas” que ocorrem predominantemente em
populacGes em situacdo de pobreza, de paises tropicais e subtropicais, contribuindo para a
manutencdo de situacdes de desigualdade social e econdémica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION — WHO, 2020).

No ser humano as espécies Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e Trypanosoma brucei gambiense
(T.b.gambiense) e Trypanosoma brucei rhodesiense (T.b. rhodesiense) sdo, respectivamente,
0s agentes etiolégicos da doenca de Chagas nas Américas e da “Doenga do Sono” ou
Tripanosomose Humana Africana (Human African Trypanosomiasis — HAT). De acordo com
dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2022), a doenca de Chagas acomete aproximadamente
6 milhdes de pessoas no continente americano, com uma incidéncia de 30 mil novos casos ao
ano e uma media anual 14 mil mortes. De acordo com a Drugs for Neglected Diseases Initiative
— DNDi (2020), para a HAT, estima-se que 8,5 milhdes de pessoas vivam em areas de risco,
tendo sido reportados 796 casos em 2021 no continente africano (WHO, 2022).

Em animais de producdo, especialmente os ruminantes, a tripanossomose ocasiona
prejuizos econémicos, principalmente devido a redugdo na producdo de carne e leite e na
eficiéncia reprodutiva dos animais (BATISTA et al., 2017; CADIOLI et al.,, 2012,
DESQUESNES, 2004).

Os ruminantes podem ser hospedeiros para diversas espécies de tripanossomatideos, dentre
0S que pertencem ao género Trypanossoma spp. tém-se Trypanosoma vivax (T. vivax), de
distribuicdo em paises africanos e da América do Sul, Trypanosoma theileri (T. theileri) com

distribuicdo mundial, Trypanosoma evansi (T. evansi) na América do Sul, Africa, Asia, Oriente
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Médio e Europa e Trypanosoma brucei brucei (T. b. brucei) e Trypanosoma congolense (T.
congolense) na Africa (BALDACCHINO et al., 2018; RODRIGUEZ et al., 2012; SPICKLER,
2018)

S&0 escassos 0s estudos que determinem taxas globais ou por paises de animais acometidos
pelas diferentes espécies de tripanossomas. Uma meta-analise realizada por Fetene et al. (2021)
referenciou que no Brasil ja foram detectados 4.079 animais positivos para T. vivax, que € mais
patogénico para ruminantes, dentre 11.468 animais testados em estudos que incluiram bovinos,
caprinos, ovinos, equinos e cervos.

Os surtos de infeccdo por T. vivax em bovinos s&o caracterizados por animais apresentando
sinais clinicos e hematoldgicos de anemia, perda de peso, queda na producéo leiteira, alteracdes
neuroldgicas, podendo evoluir para 6bito. Os prejuizos econdmicos sdo grandes e causados
pela perda produtiva e de animais e gastos com medicamentos e atendimento veterinario
(CADIOLI et al., 2012; COSTA et al., 2020; DESQUESNES, 2004; SILVA et al., 2002).

A infeccdo por T. theileri é considerada inofensiva aos bovinos, sendo que os animais
acometidos apresentam sinais clinicos em situacGes especificas, como em outras doencas
concomitantes, situacdes de estresse e no puerpeério e, apesar de ja ser conhecida a ocorréncia
desse tripanossoma nos bovinos o diagnéstico nesses hospedeiros € um achado ocasional
havendo poucos estudos epidemiol6gicos sobre sua ocorréncia nesses ruminantes e com
prevaléncias variando entre 8% e 30% no Brasil (DELL'PORTO et al., 1996; PACHECO et
al., 2018; RODRIGUES et al., 2003.)

Em relacdo as leishmanioses, o Brasil é o pais com mais casos de leishmaniose visceral
(LV), causada pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (L. infantum), dentre os paises
das Américas Central, do Sul e México, com 1.492 casos reportados em 2021, o que representou
93,5% dos casos dessa regido (Organizacdo Pan-Americana da Salude — OPAS, 2022). Além da
forma visceral, a leishmaniose pode apresentar-se nas formas cutanea e/ou mucosa com lesdes
Unicas e de cicatrizacdo espontanea até lesdes ulcerativas progressivas e desfigurantes (WHO,
2012).

Apesar do principal reservatério no ambiente urbano ser o cdo (BRASIL, 2014), varias
outras espécies de mamiferos domésticos, como felinos (ALVES-MARTIN et al., 2023;
LEONEL et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2015), bovinos (PAIXAO-I\/IARQUES etal.; VIOTI
et al., 2019) e equinos (SPADA, 2019) e animais silvestres como gambas (LEONEL, 2020;
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SANTIAGO, et al., 2007), raposas e lobos (BRASIL, 2014; MILLAN; FERROGLIO;
SOLANO-GALLEGO, 2014), coelhos e lebres (BOURDEAU; ROWTON; PETERSEN, 2020)
podem hospedar diferentes espécies de Leishmania (SOUZA et al., 2014).

Nos cdes, a LV apresenta-se como uma doenca sistémica, sendo os sinais mais frequentes
as lesdes de pele, caracterizadas pelas dermatites, onicogrifose e lesdes mucocutaneas
ulcerativas ou nodulares em mucosas, lesdes oculares e sinais inespecificos como
linfoadenomegalia e esplenomegalia, perda de peso e apetite, palidez de mucosas, febre, vomito
e diarreia, letargia, polidria e polidipsia, sendo a insuficiéncia renal devido a doenca renal
cronica a principal causa de 6bito em caes (SOLLANO-GALLEGO et al., 2011).

Em gatos, a apresentagcdo mais comum da LV, compreende as lesdes de pele ulcerativas,
crostosas, nodulares ou escamosas e, assim como nos cdes, também estdo presentes sinais
inespecificos (PENNISI et al., 2013).

Nos equinos, os sinais de infeccdo por L. infantum, quando presentes, estdo relacionados a
lesbes de pele com padrdes nodulares, papulares e ulcerativos (KOEHLER et al., 2002);
SOLANO-GALLEGO et al., 2003; SOARES et al., 2013).

Em ruminantes, Lobsiger et al. (2010) descreveram, em um bovino na Suica, lesdes
ulcerativas dispersas em face, membros e Ubere, nas quais foram observadas formas
amastigotas de Leishmania spp. em exame histopatoldgico e imuno-histoquimico. Gao et al.
(2015) identificaram bovinos, ovinos e caprinos positivos para L. infantum na regido de um
surto de LV em humanos ocorrida na China, sem relato de animais com sinais sugestivos da
infeccdo e, no Brasil, Paixdo Marques et al. (2019) detectaram a presenca de DNA de L.
infantum em amostras de cultura de sangue em um bovino na regido de Bauru, Sao Paulo.

Embora a tripanossomose seja uma importante enfermidade que acomete ruminantes, existe
pouca informacao sobre o seu perfil epidemioldgico nestas espécies no Brasil, além da escassez
de métodos diagndsticos rapidos e sensiveis (FIDELIS JUNIOR, et al. 2019). O mesmo ocorre
para a leishmaniose, que apesar de amplamente estudada no ser humano e no céo devido a sua
importancia em saude publica, ndo possui sua dindmica caracterizada nos ruminantes.

Desta forma, este trabalho permitiu a deteccédo e identificagdo de tripanossomatideos dos
géneros Trypanosoma spp. e Leishmania spp. em bovinos, ovinos e caprinos de trés regies
endémicas para leishmanioses no Estado de S&o Paulo através de técnicas diagnosticas

moleculares, parasitologicas e soroldgicas realizadas nos laboratérios de Imunoparasitologia
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(LIPAIS) da Faculdade de Engenharia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), campus de Ilha Solteira, e no Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva
Aplicada (LMVPA), da Faculdade de Zootecnia de Engenharia de Alimentos (FZEA) da
Universidade de Séo Paulo (USP).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TAXONOMIA E CLASSIFICAC}AO — TRIPANOSSOMATIDEOS

Os protozoarios causadores das leishmanioses, tripanossomiases e tripanossomoses Sao
parasitos flagelados de ciclo dixeno, com transmissdo zoondtica ou antropondtica através de
insetos hematdfagos (KAUFER et al., 2017). Esses parasitos pertencem ao Reino Protista, Filo
Sarcomastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida e Familia
Trypanosomatidae (SILVA et al., 2002; KAUFER et al., 2017; OLIVEIRA, 2020)

A principal caracteristica da ordem dos cinetoplastideos é a presenca do cinetoplasto, uma
estrutura na base do flagelo, que carrega DNA mitocondrial. A familia dos tripanossomatideos
divide-se ainda em oito géneros: Trypanosoma, Leishmania, Crithidia, Blastocrithidia,
Leptomonas, Herpetomonas, Phytomonas e Endotrypanum (SILVA et al., 2002).

Os tripanossomatideos podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas nas diferentes fases de seu ciclo bioldgico e essa classificacdo é importante para
compreender a dindmica da infecgdo nos hospedeiros e identificacdo das espécies relacionadas
(HORE e WALLACE, 1966; WHELEER, GLUENZ e GULL, 2013). Essa divisao € baseada
nas caracteristicas de posicionamento do flagelo no corpo do parasita (Figura 1): seu local de
insercdo/ inicio (indicado pela posi¢cdo do cinetoplasto), seu percurso e ponto de emergéncia
(HOARE e WALLACE, 1966). Sendo: a) amastigotas, formas arredondadas, desprovidas de
flagelo livre e caracteristica dos tripanossomatideos do género Leishmania; b) coanomastigota:
corpo arredondado semelhante a um funil, o cinetoplasto posiciona-se anterior ao nucleo, o
flagelo se origina proximo ao cinetoplasto e emerge pela por¢édo anterior do corpo afunilado,
caracteristica do género Crithidia; ¢) promastigotas, com cinetoplasto anterior ao nucleo e
flagelo se originando proximo ao cinetoplasto e emergindo proximo a extremidade anterior do
seu corpo (extremidade pela qual se da o sentido de locomoc¢do do protozoario), forma
caracteristica do género Leptomonas; d) opistomastigota, com cinetoplasto posicionado
posterior ao nucleo, flagelo com origem proxima ao cinetoplasto que percorre todo o corpo do
parasita e emerge na sua porcao anterior final caracteristica do género Herpetomonas; e)
epimastigota, com cinetoplasto e nicleo justa posicionados, flagelo originado préximo ao
cinetoplasto, emergindo pelo lateral do corpo e percorrendo a membrana ondulante do parasita,
com uma porcdo de flagelo livre de maior comprimento, caracteristica dos géneros

Blastocrithidia e alguns estagios do Trypanosoma; f) tripomastigota, com cinetoplasto
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posterior ao nucleo, flagelo originado proximo ao cinetoplasto, emergindo pela lateral do corpo
e percorrendo a membrana ondulante do parasita, com uma pequeno comprimento de flagelo
livre, caracteristica do género Trypanosoma e f) (HORE e WALLACE, 1966; SILVA et al.,
2002).

Figura 1 — Classificacdo dos tripanossomatideos de acordo com seu estagio de desenvolvimento

a

v

b

S

!

c d e £

Fig. 1. Diagram of stages in Trypanosomatidae. (a) Amastigote; ()
choanomastigote; (¢) promastigote; (d) opisthomastigote; (¢) epimasti-
gote; (f) trypomastigote.

Fonte: Hore e Wallace (1966)

2.2 GENERO TRYPANOSOMA

Os protozoarios do género Trypanosoma spp. sao parasitos do sangue, tecidos, linfa e fluido
cérebro espinhal de seus hospedeiros e, a depender de seu estagio evolutivo podem ser
encontrados no interior das células (DESQUESNES, M., GONZATTI, M., SAZMAND, A. et
al., 2022).

Dentre as espécies de interesse em medicina humana e veterinaria na América Latina
(Quadro 1) tem-se: T. cruzi, agente etioldgico da Doenca de Chagas no homem e que pode ter
como hospedeiros diversos mamiferos e animais selvagens, sendo patogénico para o ser
humano e o céo e, apesar de ndo patogénico para os animais de producao, podem interferir no
diagndstico de outros tripanossomas em bovinos e equinos; Trypanosoma evansi (T. evansi),
causador do “Mal das Cadeiras” em animais de producdo, especialmente patogénico nos
equinos; Trypanosoma equiperdum (T. equiperdum) causador da Durina ou “mal do coito” em
equinos; T. vivax, descrito em diversos animais silvestres e de produgdo, porém importante
principalmente em bovinos, ovinos, caprinos e bufalos devido a elevada patogenicidade e

Trypanosoma theileri (T. theileri), que apesar de ndo patogénico para 0s animais domésticos,
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devido a sua elevada prevaléncia, interfere no diagndstico de outras espécies de tripanossomas
patogénicos (DESQUESNES, 2004; DESQUESNES, GONZATTI, SAZMAND et al., 2022;
OSORIO et al., 2008; ROVID, 2015a, 2015b; SILVA et al., 2002).

Quadro 1 — Divisdo de tripanossomas por mecanismo de transmissdo e doencas ocasionadas em animais e no

homem

Classificacdo

Espécie

Patogénico para

Doenca

Secdo Salivaria

Transmissao por
inoculacdo (saliva
do vetor)

T. vivax

Bovinos'2,, Ovinost., Caprinost.,
Equideost., Camelideost.,
Bubalinos?., Capivaras?, Veado-
de-cauda-branda?

Naganat!
(tripanossomose
animal africana)

Tripanossomose?
(América Latina)

T. congolense

Bovinos, Ovinos, Caprinos,

Nagana

T. brucei brucei Bufalos (tripanossomose
T. simiae animal africana)
T. brucei Ser humano Doenca do sono
gambiense (tripanossomiase
T. brucei humana africana)
rhodesiense

T. evansi Camelideos, equideos Surra/ Murina/ “Mal

das cadeiras”

(fezes do vetor)

T. equiperdum Cavalos Durina/ “Mal do
coito”
Secdo Stercoraria | T. cruzi Ser humano, céo doenca de Chagas
(tripanossomiase
Transmisséo por americana)
contaminacao T. theileri - Bovinos

(interferéncia no
diagnostico de outras
tripanossomoses)

Fonte: Elaborado pela autora

Existem diversos vetores hematdfagos que atuam na transmissao de tripanossomas, desde
morcegos a insetos, muitos com sua dindmica e papel de atuacdo pouco compreendidos. Os
principais insetos hemat6fagos vetores de tripanossomas em animais domeésticos (Quadro 2)
sdo os da subfamilia Stomoxyinae (géneros Stomoxys e Haematobia) e das familias
Hippoboscidae,
(BALDACCHINO et al., 2014; BROTANKOVA et al., 2022; DESQUESNES, 2004).

Tabanidae, Culicidae, Phlebotomidae, Ceratopogonidae e Simuliidae
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Quadro 2 — Principais vetores envolvidos na transmissdo de tripanossomas em animais domésticos na Ameérica
Latina

Vetor Tripanossoma associado | Caracteristicas de transmissdo
Stomoxys spp. T. vivax e “Mosca dos estabulos”
T. evansi e Transmissdo mecanica: machos e fémeas
hematofagos transitam entre hospedeiros durante a
alimentacgdo
e Picos de atividade tanto em periodos secos quanto
Umidos

e Elevada afinidade por bovinos e cavalos
e Preferéncia por picar partes baixas do animal

(membros)
Haematobia T. vivax e “Mosca do chifre”
irritans T. evansi e Distribuicdo cosmopolita

e Transmissdo mecanica: machos e fémeas
hemato6fagos, se alimentam de 20-30 vezes/ dia

e Elevada afinidade por animais de produgéo
(preferéncia pela base do chifre de bovinos)

Tabanus spp. T. vivax (transmissdo | e “Mutucas”
mecanica) e Apenas a fémea é hematéfaga
T. evansi (transmissao | e  Parasita de mamiferos, aves e répteis
mecanica) e Elevada capacidade de quiescéncia larval
T. theileri . |« Suaatrago pelo hospedeiro se da por estimulo
(transmissdo mecanica visual e olfatério
e bioldgica) e Preferéncia por animais grandes de sangue quente
(principalmente cavalos)
e No Brasil a espécie de maior importancia
veterinaria é a Tabanus importunus
e No caso do T. theileri a transmissdo se da por via
oral pela ingestéo do vetor contaminado
Culicidae T. vivax (mecénica) e Mosquitos
Aedes spp. T. evansi (mecanica) e Fémea hemat6faga
Anopheles T. theileri e Poucos estudos sobre o papel desses mosquitos na
Spp. epidemiologia das tripanossomoses em animais
Culex spp. domésticos
Mansonia
spp.

Fonte: Elaborado pela autora

Para as doencas de Chagas e na Tripanossomiase Humana Africana (doenca do sono), os
vetores envolvidos sdo, respectivamente os da subfamilia Triatominae (géneros Triatoma,
Rhodnius e Panstrongylus) e os da familia Glossinidae, conhecidas como “moscas tsé-tsé”

(Glossina morsitans spp., G. fuscipes spp., G. palpalis spp.) (WHO, 2012).
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2.2.1 Trypanosoma vivax

O T. vivax foi descrito pela primeira vez na Africa, no ano de 1905, por Ziemann
(DESQUESNES, 2004), sua distribuicdo geografica abrange quase todo o continente africano
e América Latina (FETENE et al., 2021).

Quando encontrado na corrente sanguinea, a forma tripomastigota € morfologicamente
caracterizada por ser um tripanossoma de tamanho mediano, medindo de 18 a 31um de
comprimento ¢ 1,5 a 3um de largura, a forma do seu corpo lembra uma “lanceta” (alongada e
achatada), possui um flagelo livre que mede 7um, uma membrana ondulante atrofiada e discreta
e um cinetoplasto considerado grande, de aproximadamente 1pm, frequentemente posicionado
na porcao terminal do protozodrio e o ndcleo disposto em sua regido central (DESQUESNES,
2004; GIORDANI et al., 2016; SILVA et al., 2002).

As formas de transmissdo de T. vivax relatadas sdo: via mecanica, a mais importante na
América Latina, por insetos hematdfagos, principalmente os dos géneros Stomoxys e Tabanus,
iatrogénica em vacinacgdes e aplicagdes de medicamento e congénita cuja dindmica € pouco
elucidada (DESQUESNES, 2004). Na Africa a transmiss3o de T. vivax ocorre através de insetos
tabanideos, pela via mecénica, e através das moscas tsé-tsé pertencentes ao género Glossinia
spp., através da via bioldgica (BALDACCHINO et al., 2014), sendo esse inseto o tnico no qual
o T. vivax é capaz de se reproduzir e permanecer em sua forma infectante (OSORIO et al.,
2008). Desquesnes (2004) cita ainda, a presenca de T. vivax em carrapatos Boophilus
microplus, fato que levanta a suspeita de uma outra possivel via de transmissdao mecanica,
porém nao comprovada.

A tripanossomose causada por T. vivax em ruminantes, particularmente bovinos, tem como
sinais clinicos na sua forma aguda: febre intermitente, anemia, perda de peso e de condi¢do
corporal, queda na producdo de leite, letargia, fraqueza, descarga nasal e ocular, diarreia,
aumento de linfonodos, edema de barbela, aborto, paresia de membros posteriores e alteracoes
neuroldgicas, podendo culminar com a morte do animal (BASTOS et al., 2020; CADIOLI et
al., 2012; DESQUESNES, 2004; GARCIA PEREZ et al., 2020; SILVA et al., 2002).

O curso da infeccdo por T. vivax é caracterizada por picos intermitentes de parasitemia
seguidos por periodos de gqueda abrupta na quantidade de parasitos circulantes no sangue
(OSORIO et al., 2008).
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2.2.2 Trypanosoma evansi

Reportado pela primeira vez por Griffth Evans em 1880, é considerado um tripanossoma
de tamanho mediano (15 a 34um de comprimento), porém, na corrente sanguinea ¢
monomorfico e caracterizado por formas delgadas e membrana ondulante bem
desenvolvida.Quando comparado a outros tripanossomas é pequeno em relagdo ao T. theileri e
grande em relacdo ao T. congolense, seu cinetoplasto é pequeno (0,6 um) e posicionado bem
distante da porcdo terminal (DESQUESNES, 2004; DESQUESNES et al., 2013).

Possui como hospedeiros animas domesticos como equinos, bovinos, caprinos, ovinos,
suinos, bufalos (SILVA et al., 2002), cées e gatos (DESQUESNES et al., 2013) e animais
silvestres como camelos, elefantes, capivaras, veados, antas, quatis e pequenos roedores
(SILVA et al.,, 2002), sendo patogénico principalmente para os equinos e camelideos
(DESQUESNES et al., 2013)

A principal forma de transmissdo do T. evansi € mecénica pela picada de insetos
hematdfagos (Quadro 2) e pelo morcego Desmodus rotundus que desempenha um papel
importante na epidemiologia da tripanossomose ocasionada pelo T. evansi na América do Sul
e Central (BRUN; HECKER; LUN, 1998). O morcego D. rotundus, € um importante
reservatorio e hospedeiro de T. evansi chegando a desenvolver a doenca, ele se contamina ao
se alimentar (rota oral-digestiva ou transcutanea) do sangue de um hospedeiro infectado ou
ainda quando picado por vetores tabanideos (AUSTEN; BARBOSA, 2021; RAMIREZ, et al.,
2014). A transmissao oro-digestiva também pode ocorrer com animais carnivoros, como caes,
leGes e hienas ao se alimentarem de carne crua de suas presas contaminada com o parasita, que
é capaz de penetrar a mucosa oral integra da boca e intestino. Outras vias ainda possiveis sdo:
iatrogénica e congénita (DESQUESNES, 2004).

Sua apresentacao clinica pode ser aguda, subaguda ou cronica. Nos equideos e camelideos,
para 0s quais € mais patogénico, os sinais clinicos sao febre, perda de peso, edema subcutaneo,
paresia de membros, atrofia e fadiga muscular, membranas mucosas ictéricas ou palidas,
incoordenacdo motora, letargia, anemia, linfoadenomegalia, diminuicdo da producdo,
hemorragia petequial em mucosas, urticaria, aborto, natimortos e pode evoluir para ébito
(ROVID, 2015b; SILVA et al., 2016). Em outras espécies animais a infec¢do por T. evansi é
caracterizada pela ocorréncia de emaciagéo, conjuntivite, opacidade de cornea, edema em face,
febre, perda de peso e apatia em cdes (ECHEVERRIA et al., 2019; HERRERA et al., 2004),
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perda de condicdo corporal, fraqueza, febre, emaciacdo, edema e opacidade de cdrnea,
diminuigdo na producdo de leite e aborto em bovinos (BAL et al., 2014; MORE et al., 2017),
sendo para esta espécie, uma doenca cronica e com sinais moderados em paises da Africa e da
América Latina e aguda e intensa em paises da Africa (JAISWAL et al., 2015) e, em cabras e
ovelhas a infecgdo por T. evansi é, em sua maioria sem sinais clinicos, e quando os animais
desenvolvem sinais, estes tendem a ser moderados (JAISWAL et al., 2015).

2.2.3 Trypanosoma equiperdum

O T. equiperdum é muito semelhante ao T. evansi, ndo sendo possivel diferencia-los em
esfregaco sanguineo. E ligeiramente menor do que o T. evansi (comprimento médio de 20pum),
possui morfologia intermediaria entre delgado e robusto, flagelo livre e pode apresentar-se
desprovido de cinetoplasto (DESQUESNES, 2004).

A transmissdo do T. equiperdum é direta pela mucosa genital de equinos durante o coito e
a via de transmissdo congénita, ainda que possivel, ndo é documentada (WOAH, 2021).

A distribuicio geografica desse tripanosoma abrange Africa, Asia, Oriente Médico, Sudeste
da Europa e Ameérica do Sul, sendo gque no Brasil ndo hé relatos da ocorréncia da doenca em
equinos (GIORDANI et al., 2016; ROVID, 2015a).

A doenga é conhecida como durina e seu curso pode ser crénico ou agudo com periodos de
recidiva e exacerbacdo dos sinais clinicos, sendo relatados: anemia, febre, edema em genitélia
e glandula mamaria, perda de condicdo corporea, erupcdo cutanea e lesGes oculares de
conjuntivite e queratite, sinais neuroldgicos como incoordenacdo motora e paralisia facial
(CLAES et al., 2005).

As fémeas equinas apresentam secrecao vaginal mucopurulenta, edema de vulva e perineo,
vulvovaginite, polidria, sinais de desconforto local, manchas espessadas na mucosa genital,
aborto e secrecdo de glandula mamaria de coloracéo turva, esbranquicada ou semelhante a soro
e 0s machos apresentam edema de prepucio e glande, parafimose, secrecdo uretral
mucopurulenta (ROVID, 2015a).

Um sinal patognoménico da durina é a presenca de placas edematosas de 5 a 8 cm de
didmetro e 1 cm de espessura na pele dos animais (CLAES et al., 2008).

2.2.4 Trypanosoma theileri

O T. theileri € bem maior do que os outros tripanossomas anteriormente descritos (69 a

109um de comprimento e 1,4 a Sum de largura), possui flagelo livre que pode medir de 4 a
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26um e uma membrana ondulante bem desenvolvida e extremidade posterior bem fina e rigida.
Se movimenta mais devagar do que 0s outros tripanossomas, porém seu movimento de
convolucdo é bem mais notavel. Devido ao seu tamanho grande e formato bem demarcado é
mais facil de ser observado pela técnica de Woo. Seu cinetoplasto € considerado grande
(1,1um) e localizado bem distante da porcéo terminal do parasita (DESQUESNES, 2004).

A transmissdo de T. theileri em bovinos ocorre através da penetracdo de formas
metaciclicas do tripanossoma na mucosa oral intacta do animal, essas formas estdo presentes
no intestino ou fezes dos vetores tabanideos ingeridos pelo bovino ao se protegerem do
incomodo causado pelo inseto (BOSE et al., 1987).

Devido a baixa patogenicidade do T. theileri em bovinos, sendo a ocorréncia de sinais
clinicos mais associada a outras doencas concomitantes, ha pouca informacéo existe sobre a
relacdo entre este tripanossoma e seus vetores para essa espécie de ruminante. Para além da
transmissao oro-digestiva Brotankova et al. (2022), encontraram outros dipteros sugadores de
sangue como os Aedes spp. e 0 Phlebotomus perniciosus como potenciais vetores de T. theileri
em mamiferos.

O T. theileri € considerado ndo patogénico (DESQUESNES, 2004) e um parasita ocasional
nos bovinos (SEIFI, 1995), sendo que nos casos relatados de ocorréncia de T. theileri em
bovinos as altera¢des clinicas ndo sdo especificas (AMATO et al, 2019), sendo multifatoriais e
incluem: perda de condicdo corpérea (AMATO et al, 2019 e BITTNER et al, 2021), anorexia
e desorientacdo, edema de membros posteriores, edema de esclera e incapacidade de se levantar
(nos casos mais graves), pelagem aspera e desorientacdo mental (BITTNER et al, 2021).

2.2.5 Trypanosoma cruzi

Pode se apresentar, na corrente sanguinea, de aspecto robusto, com nucleo ovalado,
cinetoplasto posicionado perto a sua por¢édo terminal e com flagelo livre longo (8-10um) ou de
aspecto delgado, com nucleo alongado, cinetoplasto subterminal e um flagelo livre pequeno (2-
4 um). No geral, seu comprimento varia de 12 a 30um, seu cinetoplasto € grande, medindo
1,2um e sua membrana ondulante é discreta e 0 nucleo posicionado centralmente ou na porgao
anterior (DESQUESNES, 2004).

A transmissdo nos mamiferos ocorre quando o inseto vetor triatomineo infectado pica um
hospedeiro e libera em suas excretas formas tripomastigotas metaciclicas infectantes, o

hospedeiro ao cocar o local acaba permitindo a penetragao do parasito na pele ferida (BARRET
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et al., 2003). Os principais triatomineos envolvidos sdo os dos géneros Panstrongylus.
Rhodnius e Triatoma (MARTINS et al., 2022). Outras vias de transmissao, menos comuns, séo
atraves da ingestdo de alimentos contaminados com excretas do inseto vetor infectado
(BENCHIMOL BARBOSA, 2006), congénita e via transfusdo de sangue (YASUDA, 2022),
sendo esta ultima a via de transmissdo responsavel por aproximadamente 20% das infec¢des
(PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION - PAHO, 2019a).

2.2.6 Diagnostico das tripanossomoses em animais

Existe uma variedade de técnicas diagnosticas e de deteccdo disponiveis com diversas
caracteristicas e contextos apropriados a serem utilizados no diagnostico das tripanossomoses
em animais. Esses métodos podem ser parasitologicos, através da observacdo em microscépio
Optico do parasito em amostras de sangue (ou aspirado de linfonodo) obtidas de maneira facil
e prética, através do cultivo celular onde as amostras coletadas do animal sdo inoculadas em
um meio de cultivo adequado para serem mantidas e replicadas, diagndstico sorolégico onde
sdo detectados antigenos do parasito ou anticorpos produzidos pelo hospedeiro e através do
diagnostico molecular que detecta a presenca do DNA do parasito em amostras obtidas do
animal (DESQUESNES, 2004; DESQUESNES et al, 2022; OIE, 2017; SILVA, 2002) No
quadro 3 sdo apresentadas as diferentes técnicas existentes com um breve resumo de suas

caracteristicas e indicacfes de uso.

Quadro 3 — Descricdo de testes disponiveis para o diagnostico de tripanossomoses em animais

Técnica Descricdo

Avaliacdo microscopica de plasma e capa leucocitéria
obtidos ap6s centrifugacdo de sangue fresco em capilar
microhematdcrito

Método de Woo
(1970)

Observagédo da movimentacgéo dos tripanossomas

Para o T. vivax o limiar minimo de deteccéo € de 200
tripanossomas/ml

Grau de identificacdo: género

DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

Continua
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Técnica

Descricao
continuacgéo

Avaliacéo direta do
sangue

Avaliacdo microscopica de sangue fresco em lamina coberta

Observacgédo de movimentagéo dos tripanossomas e avaliagdo

apenas com laminula

de sua movimentacdo, morfologia e grau de parasitemia

Grau de identificacdo: género

Esfregaco de gota
espessa

Avaliacdo microscopica de esfregaco sanguineo corado
Observagéo da morfologia dos tripanossomas

Grau de identificagdo: género

Distenséo fina

Avaliacdo microscopica de esfregaco fino corado obtidos de
amostras de sangue e aspirado de linfonodo

Avaliacdo morfoldgica e morfométrica

Grau de identificacdo: espécie

Método de Murray

Semelhante a Técnica de Woo, com observacéo
microscopica utilizando contraste de fase

Grau de identificacdo: espécie

Cromatografia de
fons

Baseada na separacdo de tripanossoma e células vermelhas
do sangue através da diferenca de carga entre estes e
posterior observacdo microscopica

Amplamente utilizada para diagnéstico da Doenga do Sono
em humanos

continua
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Técnica

Descricéo
continuagéo

Cultivo in vitro

Cultivo in vivo

CULTIVO CELULAR

Técnica mais dispendiosa financeiramente e com resultados
mais demorados que podem ainda ser variados de acordo
com a categoria de tripanossoma, excecéo feita ao T. theileri,
cultivado com maior facilidade

Baseada na inoculacdo em animais de laboratério, € uma
técnica de dificil execucao e de alto custo, tendo
particularidades em relacdo a infectividade das espécies de
tripanossomas roedores (infeccdes por T. vivax em roedores
é rara)

Sua utilidade pratica é para a producdo de antigenos a serem
utilizados nos testes soroldgicos

Reacdo de
Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI)

Ensaio
Imunoenzimatico
(ELISA)

Teste de
aglutinacdo em
cartdo (CATT)

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Deteccdo de anticorpos contra tripanossoma no soro dos
animais

Pode gerar reacoes de fluorescéncia moderadas ou
inespecificas, tornando o resultado pouco confiével

Pode detectar a presenca de antigenos ou anticorpos (IgG) no
soro do animal testado

Método de escolha para avaliacdo de uma populacéo

Avaliacdes de campo geram resultados dubios devido a
possibilidade de reacdo cruzada com outros parasitas, além
da baixa especificidade (em torno de 15% para T. vivax, no

caso do ensaio para pesquisa de antigenos)

Deteccdo de IgM em infeccdes recentes causadas por T.
evansi (Util para casos de surtos por esse parasita)

Pode ter reacdo cruzada com outras espécies e detectar
anticorpos contra T. vivax e T. congolense

Alta sensibilidade para cavalos e camelos e baixa
sensibilidade para bovinos e bufalos
continua
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Técnica

Teste imune de
tripandlise

Descricao
conclusdo

Detecc¢do de anticorpos especificos contra antigenos
variaveis de superficie presente nos tripanossomas vivos

Dificil preparo, caro e demorado

Disponivel para infec¢cdes causadas por T. brucei gambiense
em humanos e por T. evansi em cavalos

Reacdo em cadeia
pela polimerase
(PCR) e suas
derivacdes

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Deteccdo de DNA de tripanossoma baseada na amplificagéo
de sequéncias altamente repetitivas de DNA nuclear

A deteccdo de DNA indica infeccgdo ativa, visto que apos a
morte do parasita, 0 DNA livre permanece circulante por até
48 horas no hospedeiro

Método espeécie-especifico que permite identificar diferentes
espécies de tripanossoma tanto no hospedeiro como no vetor
Menor limiar de deteccdo de parasitas: 1 a 10
tripanossomas/ml de sangue quando comparada as técnicas
parasitologicas (100 a 1000 tripanossomas/m) e, portanto,
mais sensivel

Quando realizado em amostras clinicas, como as de sangue,
sua sensibilidade é afetada por periodos de baixa parasitemia
ou por fases do ciclo do tripanossoma no hospedeiro onde
ndo ha circulacdo sanguinea do parasita

Fonte: Elaborado pela autora de acordo com Desquesnes (2004), Desquesnes et al. (2022), OIE (2017) e Silva (2002).

2.2.7 Tratamento e controle das tripanossomoses

O controle e prevencao das tripanossomoses em animais é baseado no uso de medicamentos

para tratamento e profilaxia, os principios ativos utilizados sdo aceturato de diminazeno,

indicado para infecgdes por T. vivax e T. evansi em bovinos, ovinos, caprinos e caes, cloridrato

de isometamidium, para infecgdes por T. vivax e T. evansi em bovinos, ovinos, caprinos,

cavalos e camelos, cloreto ou brometo de homidium, para T. vivax em bovinos, ovinos, caprinos

e porcos, sulfato de quinapiramina para T. vivax, T. evansi, T. equiperdum em bovinos, cavalos,

cdes, porcos e camelos e suramim para T. evansi e T. equiperdum em cavalos e camelos e

dicloridrato de melarsomina, para T. evansi e T. equiperdum em bovinos, caprinos, bufalos,
cavalos, suinos e camelos (GIORDANI et al., 2016).
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Existem contrapontos em relacéo eficacia dessas medicacdes, o seu beneficio versus efeitos
adversos, elevada resisténcia que vém apresentando com o uso indiscriminado e estreita
margem terapéutica (GIORDANI et al., 2016).

Um estudo realizado no estado de Goias (Brasil) por Bastos et al. (2020) com bovinos
experimentalmente infectados por T. vivax, recomenda a utilizagéo de aceturato de diminazeno
na dose de 7mg/kg e/ ou cloridrato de isometamidium na dose de 0,5 a 1,0mg/kg para o
tratamento da infeccdo. Em contrapartida Castilho Neto et al. (2021) observaram a persisténcia
de T. vivax, mesmo ap6s o tratamento com cloridrato de isometamidium, em bovinos
naturalmente infectados no estado de Sao Paulo (Brasil).

Os beneficios e efeitos adversos do uso das drogas tripanocidas ¢ amplamente discutido e
estudado, as recomendacBes de uso e eficdcia variam de acordo com a idade e estado
imunoldgico do paciente, fase da doenca, acometimento de outros 6rgaos e sistemas e presenca
de outras doencas concomitantes (PEREZ-MOLINA e MOLINA, 2018).

No continente africano, o tratamento da HAT é feito com os principios fexinidazol,
pentamidina ou nifurtimox, de acordo com os critérios de gravidade da doenca, idade do
paciente e avaliacdo do fluido cérebro espinhal, estabelecidos pelas diretrizes de tratamento
para HAT (WHO, 2019).

Para controle e prevencdo das infec¢es por tripanossomas em animais de producédo, o
controle ao vetor é feito através da aplicacdo de inseticidas e repelentes nos animais
hospedeiros, armadilhas de inseticidas proximo aos locais onde os animais habitam, na
limitacdo de transito dos animais e tratamento dos animais diagnosticados com a doenca, sendo
que a adocdo de uma ou mais medidas deve-se levar em conta as caracteristicas de cada
propriedade (GIMONNEAU; RAYAISSE; BOUYER, 2018).

2.3 GENERO LEISHMANIA

As espécies do género Leishmania spp. parasitam células fagocitarias do sistema reticulo-
endotelial de mamiferos, apresentando-se na forma amastigota e no seu vetor, flebotomineos,
estdo presentes no trato intestinal na forma promastigota, podendo ser encontrada mais
raramente na glandula salivar (WHO, 2012; AKHOUNDI et al., 2016). Possuem distribuicéo
mundial em regides de clima tropical e subtropical (AKHOUNDI et al., 2016).

Sdo descritas cerca de 53 espécies de Leishmania, que podem ser classificadas nos

subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania, Paraleishmania e complexo L. enriettii,
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dentre essas espécies ja descritas, 31 sdo comprovadamente parasitas de mamiferos e, destas,
20 podem ocasionar doenca no homem (AKHOUNDI et al., 2016).

As leishmanioses sdo transmitidas aos diversos hospedeiros via picada do inseto vetor, que
séo fémeas hematofagas adultas pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, dentro da qual tem-se representantes dos géneros Lutzomyia, nas Américas
Central e do Sul e do género Phlebotomus, nos paises mediterraneos (WHO, 2012;
AKHOUNDI et al., 2016; OLIVEIRA, 2020).

No Brasil ja foram relatadas as seguintes espécies causadoras de doencas: Leishmania
amazonesis, causadora da leishmaniose em sua forma cuténea, cutanea difusa e muco-cutanea,
L. infantum, causadora da forma visceral (LV) e cutanea (LC), Leishmania braziliensis (L.
braziliensis), Leishmania guyanensis (L. guyanensis) e Leishmania panamensis (L.
panamensis), causadoras das formas cutanea e muco-cutanea (LMC) e Leishmania lainsoni (L.
lainsoni), Leishmania lindenbergi (L. lindenbergi), Leishmania naiffi (L. naiffi) e Leishmania
shawi (L. shawi), causadoras da forma cuténea. Todas estas espécies de leishmanias citadas
tém como reservatorios seres humanos e animais como o cdo, gato e equinos, e animais
silvestres, sendo que para as formas cutaneas os reservatorios silvestres como algumas espécies
de roedores, preguica, tamandua, gamba, quati e macaco assumem grande importancia na
epidemiologia da doenca (AKHOUNDI et al., 2016; BRASIL, 2017;; OLIVEIRA, 2020).

De acordo com o Informe Epidemioldgico das Américas de dezembro de 2022 (OPAS,
2022), no periodo de 2001 a 2021, no Brasil aconteceram 37,6% dos casos de LC e LMC
ocorridos nas américas Central e do Sul e México. Em relacdo a LV, nesse mesmo periodo
foram reportados 69.665 novos casos nessas regides, com uma média de 2.488 novos casos ao
ano (OPAS, 2022). No Brasil, em 2021 foram reportados 1.492 casos de LV, 0 que representa
93,5% dos casos reportados nas américas Central e do Sul e México com uma taxa de letalidade
de 9,7% (OPAS, 2022).

No homem, a LV é considerada a forma mais grave e fatal quando ndo tratada, se
desenvolve mais em criangcas do que adultos e apresenta como sintomas: febre, palidez de
mucosas, espleno e hepatomegalia, perda de peso, vomito, tosse, astenia e anorexia e, nos
exames laboratoriais sdo evidenciadas anemia, leucopenia e trombocitopenia (WHO, 2012).
Em pacientes com LV tratados pode ocorrer a leishmaniose cutanea pods calazar (LCPC) onde

sdo observados exantemas ou “rash” avermelhado nodular, papular ou nodulo-papular que se
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iniciam no rosto e se disseminam para outras partes do corpo, é mais frequente na LV causada
pela L. danovani, sendo relatada na LV por L. infantum em coinfecgbes com o virus da
imunodeficiéncia humana — HIV (WHO, 2012).

A leishmaniose tegumentar pode se apresentar de diversas formas, desde les6es ulceradas
limitadas até lesGes graves e desfigurantes, a depender da espécie de Leishmania envolvida
conforme descrito no quadro 4 (BRASIL, 2017; PAHO, 2022).

Quadro 4 — Descricdo de sinais caracteristicos das diversas apresentacfes de leishmanioses tegumentar (cutanea,
muco-cutinea ou mucosa) em humanos e principais espécies de Leishmania envolvidas

Classificacao

da . )
. . Leishmania S
leishmaniose . Sinais clinicos
(em associada

humanos)

e Lesdo ulcerada, unica ou multipla (em uma
mesma regido corplrea), que pode se
apresentar diversas caracteristicas: bordas
elevadas, fundo granuloso, em placa, com
descamacdo e hipercromia, esporotricoide,
ectimoide e hiperemia

e Pode haver linfanedopatia e linfangite nodular
regionais

LC localizada L. guyanensis

e Lesbes multiplas que podem ser papulares,
acneiformes,  verrucoides,  impetigoides,
nodulares e crostosas em varias regides do
corpo que se iniciam com um padrdo de Ulcera
de bordas elevadas e com fundo granuloso

e Adenomegalia incomum e discreta quando
ocorre

LC . e A disseminacdo ocorre em alguns dias apds o

. . L. braziliensis . ~ L2

disseminada L amazonensis aparecimento das lesdes primarias

(ou LMC) ' e Em 30% dos casos também ocorre o
acometimento de mucosa

e Sinais sistémicos observados sdo: febre, dor
muscular, mal-estar, emagrecimento, anorexia

e Maioria dos casos relacionada a L. braziliensis

e Rara

continua
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Classificacao
da

Sinais clinicos

. . Leishmania
leishmaniose .
associada «
(em concluséo

humanos)

e Formararae grave

e Ocorre em individuos com resposta imune

deficiente a Leishmania

e Lesdo Unicae nao responsiva ao tratamento que

LC difusa L. amazonensis evolui lentamente para placas e nodulos

maltiplos ndo ulcerativos que recobrem uma
grande parte da pele que podem ter como
caracteristicas: descamacdo e polimorfismo
(placas, tubérculos, noédulos, lesbes do tipo
vegetativas

Recidiva cutis

Observada para as LC, quando ap0s cicatrizada, ha
uma reativacao da lesdo apenas em sua borda

LM tardia

L. braziliensis
L. guyanensis

Mais frequente

LesOes desfigurantes/ destrutivas em mucosa
nasofaringea  caracterizadas por edema,
ulceragdo, infiltrado inflamatdrio, hiperemia,
crostas, exsudato,

Ocorre a partir de lesdes de LC multiplas e/ou
de longa duracdo e/ou que evoluiram para cura
espontanea e/ou cujo tratamento  foi
inadequado/ insuficiente

LM
indeterminada

L. braziliensis

Em casos de lesdo mucosa ndo precedida por
lesGes da forma cutanea
Lesdes ulceradas, infiltrativas, hiperémicas,

LM
concomitante

L. braziliensis

Lesdo ulcerativa em mucosa distante (e néo
contigua) da lesdo cutanea ativa

Incomum, porém frequentemente associada a
infeccdo com virus da imunodeficiéncia
humana (HIV)

LM contigua

Todas as espécies
envolvidas na LC

Propagacdo da lesdo cutanea para a mucosa por
contiguidade

LM priméria

Todas as espécies
envolvidas na LC

Lesédo devido a picada do vetor diretamente na
mucosa afetada

Fonte: Elaborado pela autora, de acordo com Brasil (2017) e PAHO (2022).
Legenda: LC (leishmaniose cutanea), LM (leishmaniose mucosa), LMC (leishmaniose muco-cutanea).

O ciclo de transmissdo geral das leishmanioses (Figura 2) acontece quando a fémea do
flebotomineo se alimenta de um mamifero infectado ingerindo macréfagos com formas
amastigotas da Leishmania, no trato digestivo do inseto os macrofagos se rompem liberando

essas formas que se reproduzem por fissdo binaria e se desenvolvem nas formas flageladas
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promastigotas. As promastigotas se multiplicam também por fissdo binaria no intestino do
inseto e migram para faringe e eséfago do vetor onde sofrem diferenciacdo para a forma
infectante (promastigotas metaciclicas), todo esse processo dura cerca de 72 horas. Ao se
alimentar novamente do sangue de um outro potencial hospedeiro as fémeas flebotomineas
liberam junto com sua saliva, as formas promastigotas infectantes da Leishmania. Os
macrofagos do sistema mononuclear fagocitario presente na epiderme do hospedeiro fazem a
fagocitose dessas promastigotas e, dentro de uma nova estrutura formada nesses macrofagos, o
vacuolo parasitoforo, ocorre a diferenciacdo de promastigotas para as formas amastigotas e
intensa multiplicacdo destas até o rompimento dos macrdéfagos e disseminacdo via sangue

dessas formas para outros tecidos ricos em macréfagos (STUART et al, 2008; BRASIL, 2014).

Figura 2 — Representacgéo do ciclo de transmisséo da Leishmania spp.

1 Flebotomineos @ :

Adquirem a infecgao ao realizar o
respasto sanguineo em hospedeiros
infectados, por ingestao de células do 2 Flebotomineos

sxsl:ma fagocmc? m:)nogllano. cinlendo Formas amastigotas dos parasitos 3 Flebotomineos
onnas amasigolas do.parastlo: séo liberadas no intestino do

inseto vetor.

Ocorre a reprodugéo assexuada
dos parasitos no intestino do
inseto vetor, que migram para a
probéscide.

Leishmania

5 Hospedeiro vertebrado

4 Hospedeiro vertebrado

Ao realizar o repasto sanguineo
em outro hospedeiro, o vetor
regurgita formas promastigotas do

interior de macrofagos, em parasito, que sao fagocitadas por
diferentes tecidos do hospedeiro. células fagociticas.

" LMVPA-USP | _
Leishmanioses Parasitos passam para a forma

| Tricia Oliveira | amastigota e se multiplicam no

Fonte: Cedido por Tricia Maria Ferreira de Sousa Oilveira

2.3.1 Leishmania spp. em ruminantes

A ocorréncia de Leishmania spp. em ruminantes ja € documenta e os estudos buscam
compreender o papel desses animais na epidemiologia das leishmanioses que acometem o ser
humano.

Bhattarai et al. (2010), em estudo conduzido em regido endémica para LV humana no
Nepal, observaram uma positividade de 16% e 5%, respectivamente, em 144 amostras de

sangue de caprinos e 20 amostras de sangue de bovinos na PCR para o gene codificador da
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subunidade 18S do DNA ribossomal de Leishmania spp. e avaliaram ainda que a proximidade
com esses caprinos infectados representa um possivel fator de risco para a infecgdo humana.

Lobsiger et al. (2010), descrevem um caso de um bovino na Suica com lesdes cutaneas
ulceradas em vaérias partes do corpo diagnosticado com leishmaniose cutanea causada pela
espécie Leishmania sp. siamensis. No trabalho de Lobsiger et al. (2010), foram realizados testes
de imuno-histoquimica e histopatoldgico a partir de bidpsia da lesdo que demonstraram formas
compativeis com o estagio amastigota de Leishmania spp., € Nested-PCR de marcardor ITS1
cujo sequenciamento demonstrou identidade com L. siamensis.

Ruiz et al. (2023) detectaram, através do teste de ELISA, a presenca de anticorpos anti-
Leishmania em uma cabra proveniente de uma area endémica para LV canina que apresentava
lesGes de pele que foram responsivas ao protocolo de tratamento leishmaniostatico instituido.

Em uma regido endémica para LV humana em Bihar (india) Singh et al. (2013)
descreveram deteccdo de DNA de Leishmania spp. em amostras de sangue de 31 cabras e 1
bovino submetidas a PCR da regido completa do ITS (Internal Transcribed Spacer) sendo que
das amostras de caprinos positivas 9 foram submetidas a sequenciamento, sendo compativeis
com DNA de L. donovani, agente causador da LV na Asia e Africa.

Na Etidpia, Rohousova et al. (2015), encontraram positividades nos valores de 2,9%, 6,7%
e 6% em, respectivamente, 104 amostras de sangue bovino, 239 amostras de sangue caprino e
149 amostras de sangue ovino submetidas a PCR para pesquisa de DNA circular de cinetoplasto
(KDNA) de Leishmania spp. e, positividades de 1%, 1,3% e 2,7%, na Nested-PCR de ITS1,
sendo o sequenciamento de 1 amplificado de amostra ovina positivo em ITS1 demonstrou
identidade e cobertura de 100% com sequéncias de L. infantum e L. donovani.

Gao et al. (2015), identificaram ruminantes como possiveis reservatorios para um surto de
LV humana na China. Os pesquisadores detectaram a presenca de DNA de L. infantum em
30,36%, 21,57% e 17,78% amostras de sangue de, respectivamente, 56 ovinos, 51 caprinos e
45 bovinos submetidas a PCR de kDNA de Leishmania spp.

Semelhante ao achado de Gao et al. (2015), Han et al. (2018) encontraram uma positividade
de 54,4% (62/114) em amostras de sangue de ovinos submetidas a Nested-PCR de ITS1 em
uma regido da China com surtos sazonais de LV humana, tais amostras mostraram se tratar de
L. infantum, que apresentaram proximidade filogenética com a cepa isolada em humanos da

regiao.
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No Brasil existem dois relatos da detecgéo de Leishmania spp. em bovinos. Paixao-Marques
et al. (2019) identificaram, por meio da Nested-PCR de ITS1 e sequenciamento genético, a
presenca de L. infantum no sangue de 1 bovino no municipio de Bauru (S&o Paulo), uma area
endémica para LV humana. Vioti et al. (2019) também detectaram a presenca de DNA de L.
infantum através da Nested-PCR de ITS1 e sequenciamento genético em Pirassununga (Sdo
Paulo) um municipio ndo endémico para LV humana.

Em estudo realizado por Rezaei et al. (2022) em uma regido endémica para LV e LC
humana no sul do Ird, demonstrou a presenca de DNA de Leishmania spp. em 75% (12/16),
55% (27/49) e 46,5% (53/114) amostras de sangue de, respectivamente bovinos, ovinos e
caprinos, submetidas a PCR quantitativa (QPCR) para 0 kDNA de Leishmania spp. Sendo 4
dessas amostras submetidas a Nested-PCR de ITS1 e posterior sequenciamento demonstraram
identidade com as espécies L. infantum e L. major.

Todos esses relatos e inquéritos realizados tém em comum, com exce¢do do descrito por
Lobsiger et al. (2010) e por Ruiz et al. (2023) o fato dos animais ndo apresentarem nenhum
sinal sugestivo da infeccdo por Leishmania spp.

2.3.2. Tratamento e controle das leishmanioses

A deciséo pelo protocolo adequado de tratamento da LV e leishmaniose tegumentar no ser
humano é baseada em uma série de fatores como: tipo de manifestacdo da doenca, idade do
paciente, status imunolégico, infec¢es concomitantes, regido onde o paciente habita e
avaliacdo de riscos e beneficios (PAHO, 2022).

As medicacbes recomendadas ou sugeridas, a depender do caso, sdo: antimoniais
pentavalentes, alopurinol, anfotericina B, pentamidina, miltefosina, paramoxina. Essas
medicacOes podem ser associadas a novas estratégias de tratamento como por exemplo a
termoterapia e crioterapia, laser de gas carbénico e uso de imunomoduladores (PAHO, 2022;
ROATT et al., 2020).

Os medicamentos como antimoniais, alopurinol e anfotericina B, apesar de licenciados para
tratamento de cdes com LV na Europa (SOLANO-GALLEGO et al. 2009) ndo sédo utilizados
nesta espécie no Brasil, pois vao contra a Portaria Interministerial N° 1.426/2008 do Ministério
da Saude que proibe 0 uso de medicamentos de uso humano ou que ndo tenham registro
aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2008) no
tratamento da LV canina.
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O tratamento da LV canina no Brasil como forma de prevencéo e controle da LV humana
ndo é recomendado, visto que atua no prolongamento da vida do animal através da reducéo da
carga parasitaria sem, no entanto, promover a cura parasitologica, o que possibilitaria a
manutencdo de uma fonte de infeccdo para o ser humano e a ocorréncia da resisténcia as drogas
utilizadas, visto as frequentes recidivas na doenca clinica que a espécie canina apresenta quando
tratada e a necessidade de tratamentos prologados e sucessivos (PAHO, 2019b).

Apesar desta recomendacéo, o tratamento de cdes com LV pode ser utilizado como uma
medida individual ao animal que respeite critérios como: de utilizacdo de principios ativos que
tenham evidéncia cientifica comprovada e que ndo sejam utilizados para o tratamento da LV
humana, que sejam utilizados colares impregnados com inseticidas ou repelentes topicos nesses
animais como forma de minimizar o risco de transmissdo para o ser humano e constante
informacdes para 6rgdos competentes responsaveis pela salde publica acerca do tratamento
desses animais (PAHO, 2019b).

Assim, em 2016, o MAPA autorizou, através da Nota Técnica Conjunta N° 001/2016
(BRASIL, 2016) o registro de um medicamento para o tratamento da LV canina que tem como
principio ativo a miltefosina, que sé é utilizada em humanos no Brasil para alguns casos de
leishmaniose tegumentar.

As principais formas de prevencdo e controle adotadas para as leishmanioses séo a redugéo
e monitoramento da transmissdo da doenca através do diagnostico e tratamento rapidos, do
controle dos insetos vetores pelo do uso de inseticidas no ambiente, uso de coleiras impregnadas
com deltametrina nos caes, telas “mosquiteiras” e manejo ambiental e vigilancia e
monitoramento constante da ocorréncia da doenca e controle da doenca no ser humano e nas
espécies animais hospedeiras (SILVA et al., 2018; WHO, 2023).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi identificar e caracterizar a ocorréncia de protozoarios
tripanossomatideos em ruminantes (bovinos, ovinos e caprinos) em areas endémicas para
leishmanioses no estado de S&o Paulo.

Os objetivos especificos alcancados foram:

a) 0 diagnostico molecular e/ou parasitologico e/ou por isolamento de formas
flagelares compativeis com protozoarios tripanossomatideos em bovinos, ovinos e caprinos nas
regides estudadas;

b) avaliacdo de condicéo fisica, sanidade e parametros hematologicos e bioquimicos
dos animais positivos;

C) caracterizacdo, por sequenciamento genético, de amostras positivas para
tripanossomatideos em diagnostico molecular;

d) comparar o grau de concordancia dos diferentes testes diagnosticos através do

coeficiente kappa (k).
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4, ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

4.1 REGIAO ESTUDADA

O estudo foi realizado na mesorregido de Aracatuba, no Estado de S&o Paulo, nas cidades
de Ilha Solteira e Andradina (Figura 3). A cidade de Ilha Solteira encontra-se a 650 km da
capital (S 20° 38’ 44” ¢ O 51° 06” 35”), em uma altitude de 335 metros acima do nivel do mar,
com uma populagéo estimada em 24.176 habitantes distribuidas em uma area de 652,641 km?
de acordo com o Instituto Brasileiro De Geografia e Estatistica (IBGE, 2011). O municipio de
Andradina esté localizadoa 620 km da cidade de Sdo Paulo (S 20° 53° 46” ¢ O 51° 22’ 46”),
com uma populagdo estimada de 55.334 habitantes numa area total de 964,190 km? (IBGE,
2011). Ambos os municipios sdo considerados, segundo o Centro de Vigilancia Epidemiolégica
(CVE) “Prof. Alexandre Vranjac” (2023), endémicos para leishmaniose visceral com
transmissdo canina e humana. Também foram avaliados animais da cidade Pirassununga
(Figura 3), Estado de Sdo Paulo, localizada a 190 km da capital (S 21°59* 46” ¢ O 47° 25’ 33”),
em uma altitude de 627 metros, populacdo de 75.930 habitantes e 727 km2 de area (IBGE, 2018)
que é classificado como um municipio silencioso nao receptivo vulneravel para leishmaniose
visceral e com casos autdctones confirmados de leishmaniose tegumentar e transmissao da
doenca (CVE, 2023; RANGEL E SAMPAIQ, 2021).

Figura 3 — Mapa com a localizacéo das cidades de Ilha Solteira, Andradina e Pirassununga (Estado de S&o Paulo),
onde o estudo foi realizado
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Fonte: Elaborado e cedido por Jodo Augusto Franco Leonel, utilizando o software QSIG 3.3 “Las Palmas”
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4.2 AMOSTRAS

O numero de animais estudados foi calculado a partir da estimativa de prevaléncia (EP),
com base nos valores de positividades para leishmanioses em diagndsticos moleculares e
sorologicos disponiveis na literatura de 6% em bovinos e 12% em pequenos ruminantes
(MUKHTAR et al., 2000; PAIXAO, 2017), com 95% de grau de confianca (Z) e erro maximo
(E) de 5%, sendo utilizado para a populacdo total (p total) o censo agropecuario de 2017
realizado pelo IBGE, com rebanhos de 42.260 bovinos, 764 ovinos e 263 caprinos na cidade
de Andradina, 21.038 bovinos, 467 ovinos e 322 caprinos na cidade de Ilha Solteira e 7.249
bovinos, 2.114 ovinos e 541 caprinos na cidade de Pirassununga. Para o célculo foi utilizada a
seguinte formula:
_Z=Z[P(1-P)]
= 2
Onde, n=namero amostral por espécie, Z= grau de confianca de 95% (1,96), P= prevaléncia

n

esperada e E= erro maximo aceitavel de 5%.

Desta forma obteve-se um n minimo de 87 bovinos e um n minimo de 157 pequenos
ruminantes.

O sangue foi coletado por punc¢do de veia jugular com sistema a vacuo, sendo coletados 2
tubos com é&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) direcionados as analises moleculares,
hemograma e cultivo e 1 tubo sem anticoagulante para a realizacao de teste sorologico e analise
bioquimica.

Os suabes foram realizados com material estéril na conjuntiva ocular em sua porcao que
recobre as palpebras inferiores direita e esquerda e na mucosa lateral da boca.

4.3. ISOLAMENTO EM CULTIVO CELULAR

Para a técnica de hemocultura foi utilizado meio Schneider acrescido de soro fetal bovino
e antibidtico (a base de penicilina e estreptomicina) nas propor¢cdes de 10% e 1%,
respectivamente, do volume final do meio a ser obtido (NASCIMENTO, 2020). O meio era
preparado momentos antes da inoculacédo e era inoculado 1ml de sangue total em 7ml de meio
dentro de capela de fluxo laminar. Os cultivos foram mantidos em estufa em temperatura dentro
da faixa de 28 a 30°C e, apds 7 dias da inoculacdo foi realizada a primeira leitura. Foram
realizadas quatro leituras em microscopio éptico, nos aumentos de 400x e 1000x, com
intervalos de 1 semana entre cada leitura, o0 acompanhamento do cultivo foi feito por apenas 4

semanas Visto que apos esse periodo observa-se intensa contaminagdo bacteriana e/ ou por
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fungos. As amostras de cultivo que apresentassem formas flagelares compativeis com
tripanossomatideos foram consideradas positivas e armazenadas em temperatura de -80°C para
analises futuras. Foi realizado um esfregaco das ldminas com cultivo positivo, fixadas com
metanol e coradas com panoptico rapido para avaliacdo das formas encontradas.

4.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

4.4.1 Amostras clinicas — bovinos, ovinos e caprinos

As amostras de sangue e suabes conjuntival e oral foram submetidas a extracdo de seu
material genético para posterior realizacdo da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). O
DNA foi extraido com equipamento KingFisher® Flex, com kit comercial MagMax™ CORE
Nucleic Acid Purification Kit, através da metodologia de beads magnéticas e seguindo as
recomendacfes do fabricante. O DNA extraido ao final do processo era armazenado em
temperatura de -20°C até processamento molecular.

Para confirmar a presenca de DNA extraido, o produto da extracdo foi submetido a PCR
para 0 gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) conforme descrito por
Birkenheuer et al. (2003) com modificacdes, as sequéncias de primers forward e reverse usadas
foram, respectivamente: (5’CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3’) e (5°-
CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3’). Para a mistura de reagentes utilizou-se: tampdo de
PCR (50 mM de Tris-HCI; 10 mMde KCI), 1.5 mM de MgClz, 200 uM de cada dNTP’s, 1 U
de Tag-polimerase (Platinum®Taq DNA Polymerase, Invitrogen®), 320 mM de cada primer e
2,5ul do produto da extragdo. A amplificacio foi realizada em termociclador Veriti® (Applied
Biosystems®) com as condi¢des de termociclagem: 1 ciclo de desnaturac&o inicial a 94°C por
5 minutos, 45 ciclos de: desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 56°C por 30
segundos, extensdo a 72°C por 50 segundos e 1 ciclo de extensdo final a 72°C por 7 minutos.
Os produtos amplificados foram analisados por luz ultravioleta (UV) ap6s eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, contendo corante SYBER®safe (Invitrogen®) em tampéo Tris-borato (pH
8.0). O marcador de DNA de 100 pares de bases (pb) (DNA Molecular Weight Marker -
Amaresco®) foi utilizado para afericdo do tamanho dos amplicons, sendo 400pb para amostras
positivas para o0 gene GAPDH. Como controle positivo foi utilizada amostra de DNA de céo
positivo para L. infantum e como controle negativo agua ultrapura estéril.

Para a deteccdo molecular de tripanossomatideos nos DNA extraido as amostras de sangue

e suabes oral e conjuntival foi realizada a amplificacdo da regiéo Internal Transcribed Spacer
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1 (ITS1) conforme descrito por El Tai et al. (2000), gerando bandas com comprimentos
esperados de 50 a 350 pb para Leishmania spp. (SCHONIAN et al., 2003, AKHOUNDI et al.,
2016) e na faixa de 300 a 800pb para Trypanosoma spp. (DAGNACHEW, BEZIE e
GODDEERIS, 2015). A mistura foi preparada da seguinte forma: tamp&o de PCR (50 mM de
Tris-HCI; 10 MM de KCl), 1.5 mM de MgCl2, 200 uM de cada ANTP’s, 2 U de Taq-polimerase
(Platinum®Taq DNA Polymerase, Invitrogen®) e 400 mM de cada iniciador de sequéncias
LITSR (5’- CTGGATCATTTTCCGATG-3") e L5.8S (5’-TGATACCACTTAATCGCACTT-
3”) e 2,5uL daamostra de DNA. As condicdes de termociclagem foram: 1 ciclo de desnaturagao
inicial a 95°C por 4 minutos, 35 ciclos de: desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a
53°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e 1 ciclo de extensao final a 72°C por 5
minutos. Como se trata de um protocolo de Nested-PCR, a reamplificacéo foi realizada com
2,5uL do produto inicial, em condi¢des de mix e termociclagem idénticas a primeira reacdo. O
produto da amplificacdo foi submetido a mesma analise em luz UV por eletroforese como
citado anteriormente. Como controle positivo foram utilizadas amostras de DNA de L.
infantum, T. vivax e/ou T. evansi e/ou T. cruzi e como controle negativo agua ultrapura estéril.

Dentre as amostras positivas na Nested-PCR de ITS1 foram selecionadas 23, de acordo com
a intensidade da banda na eletroforese para envio ao Sequenciamento de Sanger.

Todas as amostras sequenciadas foram submetidas a PCR para pesquisa de kKDNA de
Leishmania spp. de acordo com por Rodgers, Stephen e Wirth (1990) (Quadro 5), como
controle positivo foram utilizadas amostras de cées positivos para L. infantum e como controle
negativo agua ultrapura estéril.

As etapas do diagndstico molecular para amostras de sangue e suabes oral e conjuntival de
bovinos, ovinos e caprinos sdo descritas resumidamente no Apéndice B.

4.4.2 Amostras de sangue bovino — outras analises

Para as 111 amostras de sangue de bovinos foram realizadas, além da Nested-PCR de ITS1,
a PCR com os marcadores moleculares para o dominio catalitico da enzima cathepsina L-like
(cdCatL) para a pesquisa por DNA de Trypanossoma spp. € com 0s primers TthCatL1 e
TviCatL1 para pesquisa por DNA de T. theileri e T. vivax, respectivamente. As reagdes
seguiram as condicdes de termociclagem e composicdo de mix de acordo com Cortez et al.
(2009) e Rodrigues et al. (2009) com modificacbes conforme descrito no quadro 5. Apds a

amplificacdo os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% ou 2%.
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Como controles positivos foram utilizadas amostras de DNA de T. vivax obtidos de isolados e
de T. theileri obtidos de amostras de sangue e como controle negativo agua ultrapura estéril.

Todas as amostras de bovinos positivas na Nested-PCR de ITS1 foram submetidas a PCR
com alvo para KDNA de Leishmania spp. com os primers 13a e 13b de acordo com por Rodgers,
Stephen e Wirth (1990) conforme descrito no Quadro 5.

As etapas do diagnéstico molecular para amostras de sangue de bovinos sdo descritas
resumidamente no Apéndice B.

4.4.3 Amostras de isolados em cultivo celular

As amostras positivas em cultivo celular foram aliquotadas e submetidas a extracdo de
material genético, conforme metodologia de beads magnéticas previamente descrita e
realizadas as analises moleculares de PCR para ITS1, cdCatL, TthCatL1, TviCatL1, conforme
descrito anteriormente e para o marcador molecular glycosomal glyceraldehyde phosphate

dehydrogenase (QGAPDH) e para os alvos glicoproteina variante de superficie (VSG) e primers

S35 e S36 para KDNA de T. cruzi conforme descrito no Quadro 5.

Apds a amplificacdo os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%

ou 2%. Como controles positivos foram utilizadas amostra de DNA de L. infantum, T. theileri,

T. vivax, T. evansi e T. cruzi e como controle negativo agua ultrapura estéril.

Quadro 5 — Descricdo de alvos, sequéncia de primers, composicdo de mix, condi¢cGes de termociclagem e
referéncias utilizados na PCR de amostras clinicas de sangue e/ou isolado de bovinos

Alvo/tamanho da Primer Condigdes de
banda e (5°-3%) Mix de PCR ;
- termociclagem
Referéncia
cdCatL DTO154 (F) Desnaturacao inicial
Trypanosoma spp. | ACAGAATTCCAGGGC (1 ciclo):
CAATGCGGCTCGTGCT 94 °C/10min.
~500pb GG
35 ciclos:
Cortez et al. (2009) | DTO155 (R 30: 94 ° i
Rodrigues gt al. ) TTAAAG(C)TTCCACGAG 10mM Tris-HCI D,:f,ﬁg:ﬁ?g ggocﬁm,n'
(2009) TTCTTGATGATCCAGT 1,5mM MgCl. Extensio: 72°C/imin.
A 100pmol primer F XIensdo: min.
100pmol primer R YL .
TR 2000 desada VTP | EXETo T il
' CGTCTCTGGCTCCGGT | . »2Y Tag-polimerase’ '
~273pb CAAAC 20-100ng DNA da amostra
testada
Cortez et al. (2009) | DTO155 (R)
Rodrigues et al. TTAAAGCTTCCACGAG
(2009) TTCTTGATGATCCAGT
A continua
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Alvo/tamanho da Primer Condic0es de
banda e (5°-3%) Mix de PCR termociclagem
Referéncia conclusdo
TviCatL1 (F)
GCCATCGCCAAGTACC
TviCatL1 TCGCCGA
T. vivax DTO155 (R)
~1770b TTAAAGCTTCCACGAG
P TTCTTGATGATCCAGT
Cortez et al. (2009) A
Rodrigues et al.
(2009)
Desnaturacao inicial
GAPDH 50mM Tris-HCl (1 ciclo):
g gGAPDH (F) M ] 94 °C/3min.
. ) GGBCGCATGGTSTTCC ’ VIghtz
Tripanossomatideo AG 100ng primer F 30 ciclos:
~800ph 100ng primer R A o0 :
Desnaturagéo: 94 °C/1min.
200puM de cada ANTP 0 .
Borghesan et al. g:%:éz:DAHcéFé)GTTRTCRT 2,5U Tag-polimeraset Anelame~nt.o: 505 C/2min.
(2013) P 100ng DNA da amostra Extensdo: 72°C/2min.
testada . e .
Extensdo final (1 ciclo):
72°C/10min.
Desnaturacéo inicial
(1 ciclo):
. 95 °C/4min.
VSG . 10mM Tris-HCI
Primer F 1.5mM MaCl
T. evansi TGCAGACGACCTGAC 100’ mol rigmerz = 30 ciclos:
' GCTACT pmotpri Desnaturagéo: 95 °C/Lmin.
~227pb 100pmol primer R . 559C/40s6
Brimer R 200uM de cada dNTP | Anelamento: o 9
Palavesam et al. 2,5U Tag-polimeraset Extensdo: 72°C/30seg.
CTCCTAGAAGCTTCGG
(2018) 20-100ng DNA da amostra L L .
TGTCCT testada Extensdo final (1 ciclo):
72°C/4min.
Desnaturacao inicial
. (1 ciclo):
1U de tampéo para PCR 95 °C/5min
535 (F) 3,5mM MgCl; '
S35/536 AAATAATGTACGGGK | 25T (;<C(:1INTP 30 ciclos:
T cruzi GAGATGCATGA 2“ 5 Mepcr?m?er F Desnaturagdo: 95 °C/1min.
~;3>30pb ZSﬁM primer R Anelamento: 60°C/Lmin.
S36 (R) ol 2 Extens&o: 72°C/1min.
0,5U Tag-polimerase
Vallejo et al. (1999) GGTTCGATTGGGGTTG 20-100ng DNA da amostra . .
GTGTAATATA Extenséo final (1 ciclo):

testada

72°C/5min.

continua
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Alvo/tamanho da Primer Condicdes de
banda e (5°-3%) Mix de PCR termociclagem
Referéncia conclusdo
200mM Tris-HCI Desnaturacao inicial
13a/13b 500mM KCl 94(11°éllgr?1)i:n
13a (F) 1,5mM MgCl, '
Lei . GTGGGGGAGGGGCGT 0,31mM de cada dNTP .
eishmania spp. TCT 0,26, primer F 35 ciclos:
~120pb 13b (R) O:ZGHM orimer R Desnaturagéo: 94 °C/40seg.
Rodaers. Steohen e | ATTTTACACCAACCCC 1U Tag-polimerase? Anelamento: S6°C/30se.
gers, Step CAGTT 2,51 DNA da amostra Extensdo: 72°C/30seg.
Wirth (1990) testada

Extensdo final (1 ciclo):
72°C/5min.

Fonte: Elaborado pela autora

As etapas do diagnostico molecular para amostras de isolado em cultivo celular de bovinos
séo descritas resumidamente no Apéndice B.

4.4.4 Sequenciamento

Dentre as amostras positivas na Nested-PCR de ITS1 e na PCR de T. thelieri foram
selecionadas 23 para envio ao Sequenciamento de Sanger em laboratorio particular. A escolha
das amostras se deu por aquelas que apresentavam bandas intensas na eletroforese.

A reacdo de sequenciamento foi realizada através de eletroforese capilar no equipamento
ABI3730xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems) com o kit Sequenciamento BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Apllied), sendo a reagé@o de precipitagéo realizada de
acordo com as indicagdes do fabricante com Etanol/EDTA/Acetato de Sodio.

Os cromatogramas gerados foram avaliados através dos programas Chromas 2.6.6
(TECHNELYSIUM PTY LTD.) e PHPH — Eletctropherogram quality analysis (TOGAWA;
BRIGIDO, 2003) para acessar a qualidade das sequéncias obtidas. O programa BioEdit
Sequence Alignment Editor® (HALL, 1999) foi utilizado para alinhamento das sequéncias
obtidas por cada primer e gerar as sequéncias contiguas (contig) que foram comparadas com
sequéncias depositadas no GenBank® (CLARK et al., 2016) através da ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool — BLAST® (ALTSCHUL et al., 1990).

4.4.5 Filogenia

Sequéncias parciais de T. theileri obtidas pela Nested-PCR de ITS1 e previamente
depositadas no Genbank® foram alinhadas com as sequéncias obtidas neste estudo a partir de
duas amostras de isolado positivas na Nested-PCR de ITS1 (B33 e B38). O alinhamento das




53

sequéncias deste estudo com sequéncias depositadas no Genbank® serviu como base para a
construgdo da éarvore filogenética, utilizando o software MEGA versdo 11 (TAMURA,;
STECHER; KUMAR, 2021), sendo que a estimativa da distancia utilizada foi o modelo
Tamura 3 parametros, modelo que considera transicdes e transversdes ocorrendo em taxas
diferentes e o conteudo de G+C (NEI; KUMAR, 2000). As arvores filogenéticas foram
construidas empregando o algoritmo de maxima verossimilhanca (FELSENSTEIN, 1981) a
veracidade dos ramos foi conferida por analise de “bootstrap” (1000 repeti¢des). Como grupo
externo foi utilizado uma sequéncia de Trypanosoma rangeli.

Para verificar a histdria evolutiva das sequéncias nucleotidicas dos isolados de T. theileri
encontrados neste estudo pela PCR utilizando os primers TthCatL1 e DTO155, as sequéncias
contiguas foram entdo alinhadas por correspondéncia nucleotidica no programa Bioedit
(HALL, 1999) e as regiGes complementares aos iniciadores foram excluidas. A sequéncia
gerada foi alinhada com sequéncias selecionadas do GenBank® apds uma analise filogenética
prévia e que permitisse uma comparagdo com as demais sequéncias parciais de cepas e isolados
de T. theileri de estudos que utilizaram o marcador molecular cdCatL no Brasil e em diversas
regides, usando o algoritmo L-INS-i do programa MAFFT (KATOH et al., 2005). Lacunas nas
extremidades das sequéncias, devido a dados ndo amplificados ou por variagdo natural do
comprimento, foram substituidas por ‘n’. A reconstrucao filogenética foi estimada usando o
critério de Neighbor Joining (NJ) com base no modelo evolutivo Tamura 3 parametros com
variacdo gamma (NEI; KUMAR, 2000), utilizando o Critério de Informacdo Bayesian (BIC).
A melhor topologia da analise foi gerada pelo programa MEGA 11 e veracidade dos ramos foi
conferida por analise de “bootstrap” (10.000 repeti¢des). Sequéncias de T. vivax foram
utilizadas como grupo externo.

4.5 SOROLOGIA — REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

A técnica de RIFI foi realizada de acordo com o descrito por Oliveira et al. (2008), sendo
utilizadas Iaminas previamente sensibilizadas com promastigotas de L. infatum (Imunodot®)
mantidas a - 20°C até uso. Para a realizacao do teste, as laminas foram mantidas em temperatura
ambiente por 15 minutos e entdo adicionados 10 pL de soro diluido a 1:40, ponto de corte do
teste para triagem de positivos, em tampéo fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline — PBS)
de pH 7,2, com os dois ultimos pogos reservados para os controles positivo (soro de animais

reagentes na RIFI) e negativo (soro fetal bovino ou soro de ovino/ caprino neonato). As ldaminas
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foram incubadas a 37°C por 30 minutos e, apds este periodo, lavadas trés vezes por 5 minutos
cada, em solucdo de PBS com pH de 7,2. Apo6s a primeira sequéncia de lavagem foi adicionado
sobre cada pogo, 10 uL. de conjugado composto por anti-lgG de cada espécie, marcado com
isotiocianato de fluoresceina, nas dilui¢cbes 1:600 para bovinos e 1:50 para ovinos e caprinos.
A lamina foi novamente incubada (37°C por 30 minutos) e lavada conforme descrito
anteriormente. Para a leitura em microscépio equipado com imunofluorescéncia foi adicionado
glicerol tamponado e laminula. Foram consideradas positivas as amostras onde observou-se
florescéncia dos parasitas quando comparado as amostras controle. Para a determinacdo do
titulo de anticorpos o mesmo procedimento acima descrito foi utilizado, porém o soro de cada
animal positivo na triagem foi diluido nas proporgdes 1:40; 1:80; 1:160; 1:320 e 1:640.

4.6 TESTE DE IMUNOCROMATOGRAFIA — T. vivax
Foi realizado o teste rapido de imunocromatografia (IMUNOTESTE®, Imunodot®

Diagnosticos) para deteccdo de anticorpos especificos contra proteina recombinante de T. vivax
em 38 amostras de soro de bovinos, conforme recomendagdes do fabricante.

4.7 PARASITOLOGICO

Foi realizado esfregaco sanguineo obtido por puncao de veia jugular. As laminas foram
fixadas em laboratério com metanol por 5 minutos e coradas com Giemsa por 30 minutos e
entdo lavadas com &gua corrente. A leitura foi feita em microscdpio 6ptico no aumento 1000x
para a pesquisa de formas sugestivas de tripanossomatideos.

4.7 AVALIACAO CLINICA E HEMATOLOGICA

Os animais foram avaliados em relacdo a coloracdo de mucosas, presenca de lesdes na pele
e presenca de algum sinal de enfermidade. Foi realizada uma anamnese junto ao proprietario
em relacdo a historico de doencas e medicagdes recentes, vacinacgdo, alimentacdo e demais
informagdes sobre a sanidade do animal e/ou rebanho.

O hemograma foi realizado no analisador hematoldgico Mindray, BC- 2800 Vet (China),
sendo utilizada metodologia automatizada para hemacias, hemoglobina, hematdcrito, indices
hematimétricos, plaquetas e leucdcitos totais e manual para contagem diferencial de leucécitos
e avaliacdo da morfologia celular.

Para as analises de bioguimica sérica foi utilizado o equipamento Mindray, BS 120,
(China), sendo utilizadas metodologias enzimatica, colorimétrica ou cinética a depender do

parametro avaliado.
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4.8 COMPARACAO ENTRE METODOS DIAGNOSTICOS

Para avaliar a concordancia entre os diferentes testes diagnosticos utilizados no presente
trabalho foi calculado o coeficiente kappa (k), baseado no nimero de vezes em que um mesmo
resultado se repete quando submetido a diferentes testes, a interpretacdo deste coeficiente é

feita de acordo com o proposto por Landis e Koch (1977) como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Interpretacdo dos valores de coeficiente kappa (k) para testes diagndsticos

Coeficiente kappa (k) Intensidade da concordancia
<0,0 Pobre
0,0-0,2 Ruim
0,21-04 Razoavel
0,41-0,6 Moderada
0,61-0,8 Substancial
0,81-10 Quase perfeita

Fonte: Elaborado pela autora de acordo com Landis e Koch (1977)



5. RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO EM CULTIVO CELULAR

Foram coletadas 269, amostras de sangue sendo 111 de bovinos, 122 de ovinos e de 36

caprinos.
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Dos 111 bovinos avaliados 8% (9/111) apresentaram formas flageladas sugestivas de

tripanossomatideos na hemocultura (Figura 4). Dos 122 ovinos e 36 caprinos avaliados, ndo

foram encontradas estruturas compativeis com tripanossomatideos em nenhuma das 4 leituras

realizadas.

Figura 4 — Fotos de microscopia Optica de laminas de hemocultura positivas para a presenga de formas flageladas

sugestivas de tripanossomatideos

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: setas vermelhas: formas flageladas sugestivas de tripanossomatideos. A e B: laminas observadas durante a leitura
do cultivo e C: lamina de cultivo corada com pandptico rapido

52  DIAGNOSTICO MOLECULAR
5.2.1 Controle de extracdo de DNA — GAPDH

Todas as amostras extraidas foram submetidas a PCR de gene enddégeno GAPDH para

verificagdo da ocorréncia ou ndo de extracdo do DNA.
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Foram testadas: 111 amostras de sangue, 111 amostras de suabe conjuntival e 111 amostras
de suabe oral de bovinos. Para sangue e suabe conjuntival a PCR de GAPDH foi positiva para
todas as amostras e para suabe oral apenas para 12 amostras.

Para os ovinos foram testadas 122 amostras de sangue, 122 amostras de suabe conjuntival
e 122 amostras de suabe oral. Para sangue e suabe conjuntival a PCR de GAPDH foi positiva
para todas as amostras e para suabe oral apenas para 65 amostras.

Dos caprinos foram testadas 36 amostras de sangue, 36 amostras de suabe conjuntival e 36
amostras de suabe oral, todas as amostras de sangue e suabe conjuntival foram positivas para a
PCR de GAPDH e para as amostras de suabe oral apenas 20.

5.2.2 Nested-PCR de regido ITS1 — bovinos

Foram testadas 111 amostras de sangue, 111 amostras de suabe conjuntival e 12 amostras
de suabe oral de bovinos.

Para as amostras de sangue, dos 111 bovinos testados 23,4% (26/111) animais foram
positivos, com amplificacdo de fragmentos de DNA nas faixas de 100-200pb, 200pb, 200-
300pb, 300pb e 300-400pb.

Para as amostras de suabe conjuntival, das 111 amostras de DNA avaliadas 19,8% (22/111)
foram positivas, amplificando fragmentos de DNA nas faixas de 200pb e 200-300pb.

Para as 12 amostras extraidas de suabe oral de bovinos todas foram negativas na Nested-
PCR de ITS1.

De todos os bovinos positivos na Nested-PCR de ITS1, 6 animais foram positivos tanto
para amostras de sangue quanto para amostras de suabe conjuntival.

5.2.3 Nested-PCR de regido ITS1 — ovinos

Foram testadas 122 amostras de sangue, 122 amostras de suabe conjuntival e 65 amostras
de suabe oral de ovinos.

Para as amostras de sangue, dos 122 ovinos testados 29,5% (36/122) foram positivos, com
amplificagdo de fragmentos de DNA nas faixas de 100-200pb, 200pb e 200-300pb.

Para as amostras de suabe conjuntival, dos 122 animais testados, 14,7% (18/122) animais
foram positivos, com amplificacéo de fragmentos de DNA nas faixas de 200 pb e 200-300pb.

Das 65 amostras extraidas de suabe oral de ovinos, 12,3% (8/65) ovinos foram positivos na
Nested-PCR de ITS1, amplificando fragmento de DNA com banda no tamanho de 200pb.
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De todos o0s ovinos positivos na Nested-PCR de ITS1, apenas 1 foi positivo para as trés
amostras (sangue e suabes conjuntival e oral) com a formacéo de bandas no tamanho de 200pb
e 6 foram positivas para 2 das amostras testadas, sendo 4 deles positivos em sangue e suabe
conjuntival, 1 deles positivo para sangue e suabe oral e 1 ovino positivo para suabe conjuntival
e oral, todos com formagéo de banda de 200pb.

5.2.4 Nested-PCR de regido ITS1 — caprinos

Para as amostras de sangue, dos 36 caprinos testados, 27,8% (10/36) animais foram
positivos, amplificando fragmentos de DNA nas faixas de 100-200pb, 200pb 200-300pb.

Para as amostras de suabe conjuntival, apenas 5,5% (2/36) animais foram positivos
formando bandas com fragmento de 200pb e, para suabe oral, de 20 animais testados, todas as
amostras foram negativas.

Nenhum caprino foi positivo para mais de um tipo de amostras (sangue e suabe).

5.2.5 PCR de KDNA de amostras positivas na Nested-PCR de ITS1

Foram positivas na Nested-PCR de ITS1 de sangue e suabe conjuntival um total de 48
amostras, de bovinos. Todas essas amostras ao serem testadas para KDNA de Leishmania spp.
com os primers 13a e 13b foram negativas.

5.2.6 PCR de amostras de sangue bovino para Trypanosoma spp.

Das 111 amostras de sangue bovino submetidas a PCR para Trypanosoma spp., 3,6%
(4/111) foram positivas, amplificando fragmentos de DNA na faixa de 500pb, com bandas de
intensidade fraca e 7,2% (8/111) foram positivas para T. theileri, amplificando fragmentos de
DNA na faixa de 300pb, sendo que dessas 8 amostras positivas 4 se referem as mesmas
amostras positivas para Trypanosoma spp.

Das 111 amostras de sangue bovino testadas nenhuma foi positiva na PCR para T. vivax.

5.2.7 PCR de isolados de sangue bovino

Das 9 amostras de DNA obtidos a partir dos isolados em cultivo celular 100% delas (9/9)
foram positivas na Neste-PCR de ITS1, amplificando bandas na faixa entre 300 e 400pb (Figura
5-A), 100% (9/9) foram positivas na PCR para Trypanosoma spp., amplificando bandas na
faixa de 500pb e 100% (9/9) positivas para T. theileri, amplificando bandas de
aproximadamente 300pb (Figura 5-B).

Na PCR de gGAPDH 88,9% (8/9) foram positivas e nenhuma amostras foi positiva na PCR

para T. vivax, T. evansi e T. cruzi.
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Figura 5 — Resultado de eletroforese em gel de agarose para a Nested-PCR de ITS1 e PCR para pesquisa por DNA
de T. theileri em amostras de isolado de cultivo celular

. -

. D

300ph =3 3R — T — — C— —— — S— a—

B-T. theileri

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: M: marcador de peso molecular de 100pb, CP: controle positivo, sendo na figura A — L. infantum e
figura B — T. theileri, Br: controle negativo/ branco: agua ultrapura estéril, 1-9: amostras de isolado em cultivo
celular de sangue bovino

5.2.8 Sequenciamento genético

23 amostras foram selecionadas para envio ao sequenciamento: 9 positivas na Nested-PCR
de ITS1 de sangue bovino, 5 positivas na Nested-PCR de ITS1 de sangue ovino, 3 positivas na
Nested-PCR de sangue caprino, 1 positiva na Nested-PCR de suabe conjuntival de bovino, 1
positiva na Nested-PCR de suabe conjuntival de caprino, 2 positivas na Nested-PCR de ITS1
de isolado em hemocultura de bovino e 2 positivas na PCR para pesquisa de T. theileri de
isolado em hemocultura de bovino.

Das 23 amostras sequenciadas, foi possivel obter um alinhamento adequado e gerar contigs
para 13 delas.

Para 6, das 23 amostras, ndo foi possivel obter alinhamento adequado devido a um resultado

de baixa qualidade na sequéncia gerada pelo primer L5.8S utilizado na reagdo de Neste-PCR
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de ITS1, no entanto foi possivel comparar a sequéncia gerada pelo primer LITSR com

sequéncias depositadas na base de dados do GenBank®.

Por fim, para 4 das 23 amostras nao foi possivel utilizar nenhuma das sequéncias por ambos

os primers LITSR e L5.8S.

O resultado do alinhamento e sequenciamento esta descrito na Tabela 2 e as sequéncias

geradas descritas no Apéndice A.

Tabela 2 — Descricao dos resultados de Sequenciamento de Sanger de amostras de DNA positivas para na Nested-
PCR de ITS1 e na PCR para T. theileri

Amostra Tamanho de E-value Query Identidade Descrigdo/ Sequéncia
banda/ alvo Cover Acesso no
GenBank®
B8 SG 200-300pb le-35 97% 98,9% L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1
B9 SG 300pb 4e-65 99% 88,5% L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1
B11 SG 200-300pb le-34 100% 98,9% L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1
B16 SG 200-300pb 7e-33 40% 96,7% L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1
B17 SG 100-200pb le-34 100% 98,9% L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1
B33 1SO 300-400pb 2e-141 100% 99,3% T. theileri/ Fita LITSR
ITS1 LC440408.1
B33 1SO 300pb 3e-145 100% 99,3% T. theileri/ Contig
TthCatL1 LC438508.1
B35 SC 200pb le-32 60% 93% T. simiae/ Fita LITSR
ITS1 MW364087.1
T. congolense/
U22318.1
B38 SG 300-400pb 2e-159 88% 96,8% T. theileri/ Contig
ITS1 JX178187.1
B38 ISO 300-400pb 2e-161 47% 97,3% T. theileri/ Contig
ITS1 JX178187.1
B38 ISO 300pb 5e-143 98% 100% T. theileri/ Contig
TthCatL1 LC438508.1
B75 SG 200pb le-34 41% 96,7% L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1
B86 SG 200-300pb 3e-67 40% 98% L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1
C21sG 200-300pb 4e-35 20% 96,7 L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1
C34 SG 100-200pb 1e-29 60% 93% T. simiae/ Fita LITSR
ITS1 MW364087.1
T. congolense/
U22318.1
003 SG 200-300ph 3e-65 18% 97,3% L. major/ Contig
ITS1 MH347926.1

continua
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Amostra Tamanho de E-value Query Identidade Descricao/ Sequéncia
banda/ alvo Cover Acesso no
GenBank® concluséo
005 SG 200-300pb 2e-29 60% 91% T. simiae/ Fita LITSR
ITS1 MW364087.1
T. congolense/
U22318.1
013 SG 200-300pb 2e-30 59% 92% T. simiae/ Fita LITSR
ITS1 MW364087.1
030 SG 200-300pb 3e-64 T7% 97,2% L. major/ Fita LITSR
ITS1 MH347926.1

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: as letras B, C e O, se referem, respectivamente as espécies bovina, caprina e ovina; SG: sangue; SC:
suabe conjuntival e ISO: isolado

5.2.9 Filogenia
As analises filogenéticas entre os isolados de T. theileri identificados no presente trabalho
e aqueles encontrados parasitando outros hospedeiros como bovinos, bufalos, cervideos,

antilopes e tabanideos sdo apresentadas nas Figura6 e 7.

Figura 6 — Filograma com base no critério da Maxima Verossimilhanga (MV) de sequéncias parciais do gene ITS1
de espécies T. theileri, incluindo os isolados detectados neste estudo (B33 e B38 grafados em vermelho)

Linhagem

AYTT3698 Bos taurus Eldoradoe SP Brasil

AY773700 Bos taurus Pensilvania EUA

77
AY773707 Bos taurus Jacupiranga SP Brasil

AYTT3708 Bos taurus Miranda MS Brasil

B33 Bos taurus llha Solteira SP Brasil

g5 | B38 Bos taurus llha Solteira SP Brasil

AYT73705 Bos taurus PR Brasil Tth I
AYTT3706 Bos taurus PR Brasil

92
| AYTT73704 Bos taurus RS Brasil

AYT73703 Bubalus bubalis Dourados MS Brasil

AYTT3701 Bubalus babalis Registro SP Brasil
99 |- AY773699 Bubalus bubalis Brasil

AYTT73702 Bubalus bubalis Dourados MS Brasil

AYT73710 Bos taurus Monte Negro RO Brasil

AYT73709 Bos taurus Miranda MS Brasil

AYT73714 Trypanosoma sp. Cervideo Alemanha

Tthll

AYT773713 Bos taurus Monte Negro RO Brasil
AYT73712 Bos taurus Miranda MS Brasil

63 LAY773711 Bos taurus Dourados MS Brasil

AY491770 Trypanosoma rangeli

0.10

Nota: O suporte nodal bootstrap estdo indicados acima dos nés. Valores de bootstrap < 60 ndo sdao mostrados. A
barra de escala indica o nimero de substitui¢des nucleotidicas por local

A comparacéo de sequéncias obtidas a partir da regido ITS1 e do marcador para o0 dominio
da enzima catepsina L-like demonstraram que os isolados B33 e B38 pertencem a mesma

linhagem Tth1 do clado de T. theileri identificados em bovinos nos estados de Sdo Paulo e
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Mato Grosso do Sul, no Brasil, no Equador, nos Estados Unidos, no Sri Lanka, nas Filipinas e

no Vietnd, em bufalos do Sri Lanka.

Figura 7 — Filograma com base no critério Neighbor Joining (NJ) de sequéncias parciais do gene cdCatL de
espécies T. theileri, incluindo os isolados detectados neste estudo (B33 e B38 grafados em vermelho)

63 | ABS30146 Bos taurus Talawakele Srilanka
AB930167 Bubalus bubalis Mul laitivu 5ri Lanka
AB930147 Bos taurus Hatton 5rilanka
1X860298 Bos taurus Cebu Filipinas

AB930168 Bubalus bubalis Mullaitivu SriLanka

AB930148 Bos taurus Polonnaruwa Sri Lanka
AB742562 Bos taurus Hue Vietnd
AB742559 Bos taurus Hue Vietnd
AB930156 Bos tourus Amapara Srilanka
AB930152 Bos taurus Amapara 5ri Lanka
AB930155 Bos taurus Amapara Sri Lanka
B33Tth Bos taurus Ilha Solteira SP Brasil
ONDE3531 Bos taurus Equador
B38Tth Bos taurus llha Solteira SP Brasil
AB930150 Bos taurus Polonnaruwa Srilanka
GU299391 Bos tourus Pensilvania EUA
GU299392 Bos taurus Pensilvania EUA
AB930153 Bos tourus Amapara SriLanka
1XB60299 Bos tourus Cebu Filipinas
AB742560 Bos towrus Hue Vietna
AB742561 Bos tourus Hue Vietna
GU299405 Bos taurus Porto Alegre RS Brasil Tth I
62 GU 299401 Bos tgurus Londrina PR Brasil
GLI299406 Bos tourus Porto Alegre RS Brasil

GU299404 Bos tourus Londrina PR Brasil
Q_ABQ30154 Bos tourus Amapara 5ri Lanka
GU299375 Bubalus bubalis Pariqueracu SP Brasil
GU299378 Bubalus bubalis Registro SP Brasil
GU299413 Tobanus sp. Registro 5P Brasil

AB930161 Bubalus bubalis Mannar 5ri Lanka
AB930166 Bubalus bubalis Mannar 5ri Lanka

—— AB930151 Bos tourus Amapara 5SriLlanka
HQO664735 Bubalus bubalis Santarem PA Brasil

AB930162 Bubalus bubalis Mannar Sri Lanka
76 | \HQ543073 Bos taurus Buriram Tailandia
63 IHQ543074 Bos taurus Buriram Tailandia
-AB930160 Bubalus bubalis Mannar 5ri Lanka
AB930165 Bubalus bubalis Mannar Sri Lanka
AB930163 Bubalus bubalis Mannar 5ri Lanka
AB930164 Bubalus bubalis Mannar Sri Lanka

HQ543061 Bos tourus Buriram Tailandia
65] HOS543066 Bos taurus Buriram Tailandia
HO543062 Bos taurus Buriram Tailandia

B930149 Bos tavrus Polonnaruwa SriLanka
AB930157 Bos tourus Jaffna Srilanka
HQ543068 Bos taurus Buriram Tailandia

HQ543071 Bos tawrus Buriram Tailandia
901HOS54307 2 Bos taurus Buriram Tailandia

35 —HO543057 Bos taurus Buriram Tailandia
HQB64748 Cephalophus monticola Camares
HQ543060 Bos taurus Buriram Tailandia

HOB64750 Cephalophus monticola Camarbes

GU298415 Trypanosoma sp. Cervus doma Hannover Alemanha

GU298416 Trypanosoma sp. Cervus dama Hannover Alemanha

94| GU299352 Bos tourus Mossord RN Brasi
GU299354 Bos tourus Mossord RN Brasi

AB930158 Bos taurus Jaffna Srilanka Tth I I

GU299367 Bos taurus Miranda MS Brasi
AB930159 Bos taurus Jaffna Srilanka
AB742558 Bos taurus Hue Vietnd
GU299371 Bos tourus Dourados MS Brasi
LC385983 Bos taurus Hokkaido Japao
U299407 Tabanus sp. Miranda MS Brasi!
— EU753807 Trypanosoma vivax
100 |EU753811 Trypanosoma vivax

0,050
Nota: O suporte nodal bootstrap estdo indicados acima dos nds. Valores de bootstrap < 55 ndo sdo mostrados. A
barra de escala indica o nimero de substitui¢des nucleotidicas por local
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5.3 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Das 111 amostras de soro bovino testadas na RIFI, 57,6% (64/111) foram reagentes, sendo
71,9% (46/64) reagentes no titulo de 1:40, 20,3% (13/64) reagentes no titulo de 1:80 e 7,8%
(5/64) reagentes no titulo de 1:160.

Das 122 amostras de soro ovino testadas, 24,6% (30/122) foram reagentes, sendo 46,7%
(14/30) reagentes no titulo de 1:40, 40% (12/30) reagentes no titulo 1:80, 10% (3/30) reagentes
no titulo de 1:160 e 3,3% (1/30) reagentes no titulo de 1:640.

Para as amostras de soro de caprinos, 66,7% (24/36) foram reagentes, sendo 58,4% (14/24)
reagentes no titulo de 1:40, 33,3% (8/24) reagentes no titulo de 1:80 e 8,3% (2/24) reagentes
no titulo de 1:160.

5.4 TESTE DE IMUNOCROMATOGRAFIA — T. vivax
Das 38 amostras de soro testadas, 58% (22/38) obtiveram resultados positivos, 37% (14/38)

resultados negativos e 5% (2/38) resultados inconclusivos.
Nenhum dos bovinos positivos no teste rapido foi positivo na PCR de sangue para T. vivax.
Dos 22 bovinos positivos no teste rapido, 14 foram positivos na Nested-PCR de ITS1
somente para as amostras de sangue, 5 foram positivos na Nested-PCR de ITS1 somente para
amostras de suabe conjuntival e 4 foram positivos na Nested-PCR de ITS1 para amostras de

sangue e suabe conjuntival (figura 8).

Figura 8 — Diagrama com animais positivos em teste rapido de imunocromatografia para T. vivax e em Nested-
PCR de ITS1

Nested-PCR
ITS1 - sangue

Teste Rapido
I vivax

Nested-PCR
ITS1-8C

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: SC: suabe conjuntival
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Dos 11 bovinos positivos para T. theileri, 9 tiveram seus soros submetidos ao teste rapido,

sendo que destes, 7 apresentaram resultados positivos.

Dos 22 bovinos positivos no teste de imunocromatografia para T. vivax, 8 deles haviam tido

seus amplificados positivos na Nested-PCR de ITS1 ou na PCR para T. theileri submetidos a

sequenciamento de Sanger, sendo que 5 tiveram suas sequéncias similares com as de L. major,

1 similar com T. congolense e T. simiae, 1 similar com T. theileri e para 1 animal ndo foi

possivel obter alinhamento adequado.

Ainda, dos 22 bovinos positivos para o teste rapido, 4 ndo foram reagentes na RIFI para L.

infantum, 14 foram reagentes no titulo 1:40, 3 foram reagentes no titulo 1:80 e 1 foi reagente
no titulo 1:160.

O compilado de todos os resultados dos diferentes testes diagnosticos aos quais 0s 38

animais que tiveram seus soros testados pela imunocromatografia é apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Testes diagnésticos realizados para os 38 bovinos que tiveram seus soros testados pelo teste rapido
de imunocromatografia para T. vivax

Nested-PCR PCR Sequenciamento RIEI Teste
ID Cultivo T. theileri Sanger Répido
SG SC SG T. vivax

BO5 ; ; I _ NA 40

B07 - - - NA NR

B08 - - - L. major (SG) 40

B09 - - - L. major (SG) 40 -
B11 - I - L. major (SG) 40 B
B12 - - NA 40 -
B16 - - - L. major (SG) 80 -
B17 - - - L. major (SG) 160 |
B25 - - | - NA NR -
B28 - - - NA 40

B30 - - - NA 40

B33 | - | T. theileri 1ISO) 40

T. simiae
B35 - | B T. congolense 40 B
(SG)
B36 | | - - NA 40 |
T. theileri

B38 ] B - M (IS0 & SG) 40 i
B42 - | - - NA 40 |
B47 - [ | [ NA 40 |
B48 | | - | NA 40 |
B50 - - | - NA NR -
B51 - K | - NA NR |
B54 ¥ ¥ - - NA 40 |
B55 | | - | NA NR -
B56 [ [ ] - - NA 40 :

continua
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Nested-PCR PC_:R PCR _ Sequenciamento RIEI T'es_te
D Cultivo ITS1 T.vivax  T.theileri Sanger Rapldo
SG SC  SG SG T. vivax

contlnuagao

B57 | | - - | NA NR -

B60 - - - - NA 80 -

B65 - - - - NA 40

B68 - - - - NA 80

B70 - - - - NA 80

B72 - - - - NA NR -

B75 - - - - L. major (SG) 80 | |

B8O - - | | - - NA NR -

B86 - - - - L. major (SG) NR I

B87 - - - - NA NR

B92 - - - - NA NR -

B93 - - - - NA NR -

B99 - | | - - NA 40 -

B100 - - - - NA NR -

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: ID: identificacdo do animal, SC: suabe conjuntival, SO: suabe oral, SG: sangue, ISO: isolado, NA: ndo se
aplica (animal ndo submetido ao teste em questdo), NR: ndo reagente, sinal +: animal positivo (destacado em
vermelho), sinal -: animal negativo, I: inconclusivo

5.5 PARASITOLOGICO

Né&o foram encontradas formas flageladas sugestivas de tripanossomatideos em laminas de
esfregaco sanguineo de sangue total.

5.6 AVALIACAO CLINICA E HEMATOLOGICA

5.6.1 Bovinos — Nested-PCR de ITS1

Para os bovinos positivos para a presenca de tripanossomaideo em cultivo e isolamento
e/ou Nested-PCR de ITSI, foram descritas as seguintes ocorréncias de doengas e/ou alteractes
clinicas: mucosa ocular hipocorada (1 animal), elevada carga de carrapato (5 animais), presenca
de ceratoconjuntivite (1 animal) e Ulcera de cornea (1 animal), estefanofilariose (1 animal),
Tristeza Parasitaria Bovina (4 animais, nos Gltimos 12 meses e 6 animais nos Gltimos 60 dias)
e pneumonia (2 animais, nos ultimos 60 dias).

As alteracbes encontradas no hemograma dos 111 bovinos avaliados foram: valores de
hemacias, hemoglobina, hematdcrito e plaquetas abaixo (ou no limite inferior) do intervalo de
referéncia para a espécie e valores acima do intervalo de referéncia para leucdcitos totais. No
biogquimico, as alteragdes encontradas foram: valores abaixo do intervalo de referéncia para os
parametros uréia e gama glutamil transferase (GGT) e valores acima do intervalo de referéncia

para 0s parametros creatinina e aspartato amino transferase (AST).
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A comparacéo estatistica entre os valores de média e mediana entre os grupos de bovinos

positivos e negativos na Nested-PCR de ITS1 é descrito nas Tabelas 4 e 5, foram considerados

positivos 0s animais que apresentaram bandas na eletroforese para qualquer amostra avaliada

(sangue ou suabe conjuntival), em um total de 44 animais.

Tabela 4 — Comparacéo entre valores de hemograma dos grupos de bovinos positivos e negativos na Nested-PCR

de ITS1
Parametro Intervalo de Bovinos Bovinos p-value
Referéncial positivos Negativos
n=44 n=67
Hemécias 5,0-10,0 6,62 6,6 0,6129
(x108/uL) (4,4-10,27) (3,2-11,7)
Hemoglobina 8-15 103+1,7 10,0+£1)9 0,3604
(g/dL)
Hematdcrito 24-46 30,33+ 4,4 29,42+55 0,3538
(%)
VCM (fL) 37-51 45,3*+5.3 44,42 +53 0,3648
HCM (pg) 13-18 15,4°+1,8 15,1°+1,8 0,3831
CHCM (%) 33-37 34*+19 34*+16 0,9965
Plaquetas 200-730 302,5% 3342 0,8164
(x10%/uL) (45-740) (14-1.358)
Leucdcitos 4.000-12.000 9.800% 11.300% 0,0818
Totais (/uL) (4.300-39.500) (5.200-
57.900)
Neutrofilos 600-4.000 3.203? 3.0342 0,8863
Segmentados (516-7.900) (448-14.630)
(fuL)
Linfdcitos 2.500-7.500 4.939% 6.048% 0,1035
(/uL) (1.936-30.810)  (300-52.689)
Mondcitos 30-800 4532 560° 0,0386*
(/uL) (0-1.359) (0-3.474)
Eosinofilos 0-2400 712,52 5582 0,5494
(/uL) (0-2.948) (0-7.425)
Basofilos 0-200 0? 0? 0,3778
(/uL) (0-150) (0-506)

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: tIntervalo de Referéncia proposto para a espécie bovina por Meyer e Harvey (2004). Estatistica via GraphPad Prism
9,5: andlise prévia de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, os pardmetros com distribuigdo normal foram submetidos ao test t
com corre¢do de Welch’s para comparag@o entre os grupos (animais positivos VS negativos), sendo apresentados na forma de
média e desvio padrdo, os parametros que ndo seguiam distribuicdo normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-
Whitney para comparacéo entre os grupos, sendo apresentados na forma de mediana e valores minimo e méaximo. Letras
minusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica significante entre os grupos (p<0,05) com nivel de
significancia dia 95%. VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média e CHCM: concentracéo de
hemoglobina corpuscular média
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Tabela 5 — Comparacao entre valores de bioquimico dos grupos de bovinos positivos e negativos na Nested-PCR
de ITS1

Parametro  Intervalo de Bovinos Bovinos p-value
Referéncia Positivos Negativos
n=44 n=67
Uréia 21,4-55,71 252 22,28 0,2331
(mg/dL) (4,6-56,2) (2,8-142,4)
Creatinina 0,7-1,11 12 12 0,1770
(mg/dL) (0,7-2,0) (0,5-2,2)
AST (U/L) 48-100t 86,5 78,0 0,7766
(46-165) (46-450)
GGT (U/L) 20-481 182 182 0,4229
(5-100) (2-893)
Proteinas 5,9-7,7* 7,02+£0,5 6,7+ 0,7 0,1407
Totais
(g/dL)
Albumina 2,7-4,3 3,28 3,12 0,1668
(mg/dL) (2,4-3,7) (1,6-3,9)
Globulinas 2,5-4,11 3,9 3,62 0,3027
(mg/dL) (2,2-5,0) (2,4-7,1)
Bilirrubina 0,01-0,502 0,1° 0,12 0,9704
Total (0,0-0,3) (0,0-0,8)
(mg/dL)
Bilirrubina 0,04-0,442 0,12 0,12 0,7368
Direta (0,0-0,1) (0,0-0,5)
(mg/dL)
Bilirrubina 0,032 0,032 0,022 0,8355
Indireta (0,0-0,2) (0,0-0,4)
(mg/dL)

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: tIntervalo de Referéncia proposto para a espécie bovina por Meyer e Harvey (2004). 2Intervalo de Referéncia por
Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Estatistica via GraphPad Prism 9,5: analise prévia de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk,
os parametros com distribui¢do normal foram submetidos ao test t com correcdo de Welch’s para comparag@o entre os grupos
(animais positivos vs negativos), sendo apresentados na forma de média e desvio padrdo, os parametros que ndo seguiam
distribuicdo normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-Whitney para comparacgdo entre 0s grupos, sendo
apresentados na forma de mediana e valores minimo e maximo. Letras minGsculas diferentes em uma mesma linha indicam
diferenca estatistica significante entre os grupos (p<0,05) com nivel de significancia dia 95%. AST: aspartato amino
transferase e GGT: gama glutamil transferase

5.6.2 Bovinos — Positivos na PCR para T. theileri

Dos 11 bovinos positivos na PCR para T. theileri, nenhum apresentava no momento da
coleta e avaliacdo clinica qualquer sinal de doenca.

Em relacdo as alteragbes em hemograma dos animais positivos para T. theileri, 1 animal
apresentou valor de VCM ligeiramente acima do intervalo de referéncia para a espécie, 1 animal

valor de HCM ligeiramente abaixo do intervalo de referéncia, 3 animais apresentaram valores
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de plaqueta abaixo do intervalo de referéncia e 6 animais apresentaram alteracdo em
leucograma: 2 animais com neutrofilia relativa, 1 animal com monocitose relativa, 1 animal
com eosinofilia relativa, 1 animal com leucocitose por neutrofilia e 1 animal com leucocitose
por neutrofilia e eosinofilia.

No bioquimico dos animais positivos para T. theileri, 3 bovinos apresentaram valores de
ureia abaixo do intervalo de referéncia para a espécie, 8 bovinos apresentaram valores de GGT
abaixo do intervalo de referéncia, 1 bovino apresentou valor de AST ligeiramente acima do
intervalo de referéncia, 1 bovino apresentou valor de proteina plasmatica ligeiramente acima
do intervalo de referéncia, 2 bovinos apresentaram valores de globulina ligeiramente acima do
intervalo de referéncia e 6 bovinos apresentaram valores de creatinina ligeiramente acima do
intervalo de referéncia.

Na comparac¢do entre animais positivos (n=11) e negativos (n=100) para T. theileri, houve
diferenca estatistica significante para parametros de hemacia, com maior valor de mediana no
grupo dos bovinos positivos e de hemoglobina, hematocrito e CHCM com valores de média
maiores no grupo dos animais positivos e nos parametros de AST, proteina total e albumina
com maiores valores de mediana ou meédia para o grupo dos bovinos positivos (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6 — Comparacédo entre valores de hemograma dos grupos de bovinos positivos e negativos na PCR para
pesquisa de DNA de T. theileri

Parametro Intervalo de Bovinos Bovinos p-value
Referéncial positivos Negativos
n=11 n=100
Hemacias 5,0-10,0 7,62 6,5° 0,0063*
(x108/uL) (6,3-9,2) (3,2-11,7)
Hemoglobina 8-15 12,0%+0,7 9,9°+1,8 <0,0001*
(g/dL)
Hematdcrito 24-46 34,5%+2 29,3°+5 <0,0001*
(%)
VCM (fL) 37-51 45,5%+4 2 44,7°+5 4 0,5732
HCM (pg) 13-18 15,8°+1,6 15,1%+1,8 0,1666
CHCM (%) 33-37 34,8°+0,8 33,9°+1,7 0,0064*
Plaquetas 200-730 2922 3328 0,2100
(x10%/uL) (134-433) (14-1.358)
Leucdcitos 4.000-12.000 10.6002 10.7502 0,8954
Totais (/uL) (7.300-13.400) (6.979-12.232)
Neutrdfilos 600-4.000 3.4502 3.010% 0,2364
Segmentados (1.752-6.030) (448-14.630)
(/uL) continua
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Parametro Intervalo de Bovinos Bovinos p-value
Referéncial positivos Negativos
n=11 n=100 concluséo

Linfocitos 2.500-7.500 4.2882 5.790? 0,2830
(/uL) (3.276-8.844) (300-52.689)

Mondcitos 30-800 4242 5172 0,1588
(/uL) (84-848) (0-3.474)

Eosinofilos 0-2400 1.386% 5592 0,0767
(/uL) (0-2.948) (0-7.425)

Basofilos 0-200
(fpL)

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Intervalo de Referéncia proposto para a espécie bovina por Meyer e Harvey (2004). Estatistica via GraphPad
Prism 9,5: andlise prévia de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, os parametros com distribuicdo normal foram
submetidos ao test t com corre¢do de Welch’s para comparagdo entre os grupos (animais positivos vs negativos), sendo
apresentados na forma de média e desvio padrdo, os pardmetros que ndo seguiam distribui¢do normal foram submetidos
ao teste ndo paramétrico Mann-Whitney para comparagao entre os grupos, sendo apresentados na forma de mediana e
valores minimo e maximo. Letras mindsculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica significante
entre os grupos (p<0,05) com nivel de significancia dia 95%. VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina
corpuscular média e CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média

Tabela 7 — Comparacdo entre valores de bioquimico dos grupos de bovinos positivos e negativos na PCR para
pesquisa de DNA de T. theileri

Parametro  Intervalo de Bovinos Bovinos p-value
Referéncia Positivos Negativos
n=11 n=100
Uréia 21,4-55,71 31,42 22,52 0,0663
(mg/dL) (16-40) (2,8-142)
Creatinina 0,7-1,1* 1,28 1,0? 0,0874
(mg/dL) (0,9-2,0) (0,5-2,2)
AST (U/L) 48-1001 96,02 77" 0,0134*
(74-105) (46-450)
GGT (U/L) 20-48t 17,0 182 0,2883
(9-32) (2-893)
Proteinas 5,9-7,7¢ 7,2240,4 6,8°+0,6 0,0093*
Totais
(g/dL)
Albumina 2,7-4,3 3,3%+0,2 3,0°+0,4 0,0001*
(mg/dL)
Globulinas 2,5-4,11 4,0° 3,72 0,5246
(mg/dL) (3,2-4,4) (2,2-7,1)
Bilirrubina 0,01-0,502 0,12 0,12 0,0945
Total (0,07-0,26) (0-0,8)
(mg/dL)
Bilirrubina 0,04-0,442 0,12 0,12 0,1189
Direta (0,04-0,12) (0-0,45)
(mg/dL) continua
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Parametro  Intervalo de Bovinos Bovinos p-value
Referéncia Positivos Negativos
n=11 n=100 concluséo
Bilirrubina 0,032 0,12 02 0,0975
Indireta (0,02-0,15) (0-0,44)
(mg/dL)

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: tIntervalo de Referéncia proposto para a espécie bovina por Meyer e Harvey (2004). 2Intervalo de Referéncia por
Kaneko, Harvey e Bruss (1997). Estatistica via GraphPad Prism 9,5: analise prévia de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk,
os parametros com distribui¢do normal foram submetidos ao test t com correcdo de Welch’s para comparag@o entre os grupos
(animais positivos vs negativos), sendo apresentados na forma de média e desvio padrdo, os parametros que nao seguiam
distribuicdo normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-Whitney para comparagéo entre 0s grupos, sendo
apresentados na forma de mediana e valores minimo e maximo. Letras minGsculas diferentes em uma mesma linha indicam
diferenca estatistica significante entre os grupos (p<0,05) com nivel de significancia dia 95%. AST: aspartato amino
transferase e GGT: gama glutamil transferase

5.6.3 Ovinos

Para 0s ovinos positivos em Nested-PCR de ITS1 foram descritas as seguintes ocorréncias
de doencas e/ou alteracbes clinicas: presenca de secre¢do respiratoria (1 animal), respiracdo
ruidosa (1 animal) e mucosas oculares hipercoradas (1 animal).

As alteracOes encontradas no hemograma dos 122 ovinos avaliados foram: valores acima
do intervalo de referéncia para a espécie de hemacias, leucdcitos totais, neutréfilos bastonetes
e segmentados, linfocitos, mondcitos, eosinodfilos e baséfilos e valores abaixo do intervalo de
referéncia para os parametros hemoglobina, hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). No bioquimico dos ovinos
positivos as alteragdes encontradas foram valores abaixo do intervalo de referéncia para os
parametros uréia, creatinina, AST, proteina total, globulina e bilirrubina e valores acima do
intervalo de referéncia para GGT.

A comparagdo estatistica entre os valores de média e mediana entre os grupos de ovinos
positivos e negativos na Nested-PCR de ITS1 é descrito nas Tabelas 8 e 9, foram considerados
positivos 0s animais que apresentaram bandas na eletroforese para qualquer amostra avaliada

(sangue e suabe conjuntival ou oral), em um total de 54 animais.



Tabela 8 - Comparacéo entre valores de hemograma dos grupos de ovinos positivos e negativos na Nested-PCR

de ITS1
Parametro  Intervalo de Ovinos Ovinos p-value
Referéncial positivos Negativos
n=54 n=68
Hemaécias 8-15 12,58 +2,2 11,99+1,6 0,1205
(x108/uL)
Hemoglobina 8-16 11,52+ 2,6 10,82+1,8 0,1240
(9/dL)
Hematocrito 24-49 36,2% 34,82 0,1532
(%) (20,6-69,4) (21,3-44,5)
VCM (fL) 23-48 28,42 28,72 0,9059
(24,6-35,3) (23,5-39,1)
HCM (pg) 8-12 9,3? 9,12 0,8669
(6,5-11,8) (6,6-12,5)
CHCM (%) 31-34 322 29,72 0,7820
(22,8-39,3) (25,1-41,3)
Plagquetas 300-800 483,4*+221,8  534,4* + 283 0,2692
(x10%/uL)
Leucdcitos  4.000-12.000 7.7502 7.700% 0,6843
Totais (/uL) (3.900-20.200)  (3.700-17.200)
Neutrofilos 0 0? 0? 0,4485
Bastonetes (0-452) (0-400)
(fpL)
Neutrdéfilos  1.000-5.000 3.3812 3.2333% 0,9286
Segmentados (1.196-9.696)  (1.369-10.744)
(fuL)
Linfdcitos 2.000-9.000 3.1532 3.1922 0,9513
(/uL) (1.222-10.292)  (1.045-7.740)
Mondcitos 0-750 1862 1962 0,7424
(/uL) (0-858) (0-1.032)
Eosinofilos 0-750 731,52 6712 0,4549
(/uL) (0-4.030) (0-3.784)
Basofilos Raros 0? 0? 0,1172
(/uL) (0-340) (0-560)

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Intervalo de Referéncia proposto para a espécie ovina por Meyer e Harvey (2004). Estatistica via GraphPad Prism
9,5: analise prévia de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, os parametros com distribui¢cdo normal foram submetidos ao test t
com corre¢do de Welch’s para comparagéo entre os grupos (animais positivos vs negativos), sendo apresentados na forma de
média e desvio padrdo, os parametros que ndo seguiam distribuicdo normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-
Whitney para comparagao entre 0s grupos, sendo apresentados na forma de mediana e valores minimo e maximo. Letras
minusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica significante entre os grupos (p<0,05) com nivel de
significancia dia 95%. VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média e CHCM: concentragdo de
hemoglobina corpuscular média
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Tabela 9 — Comparacdo entre valores de bioquimico dos grupos de ovinos positivos e negativos na Nested-PCR

de ITS1
Parametro  Intervalo de Ovinos Ovinos p-value
Referéncia Positivos Negativos
n=54 n=68
Uréia 38,6-66,41 26,22 25,72 0,4676
(mg/dL) (9,4-50,4) (5,8-68,2)
Creatinina 1,2-1,9t 1,12+0,2 1,12+0,2 0,3713
(mg/dL)
AST (U/L) 98-278t 1242 1162 0,3173
(73-170) (69-186)
GGT (U/L) 0-322 46,8% + 23,5 451+ 19,1 0,6756
Proteinas 6,0-7,91 6,3? 6,52 0,6184
Totais (4,7-8,0) (5,2-9,4)
(g/dL)
Albumina 2,4-3,91 3,12 3,0 0,4073
(mg/dL) (2,3-4) (2,5-3,6)
Globulinas 3,5-5,71 3,3 3,52 0,3193
(mg/dL) (2-5,3) (2,2-6,3)
Bilirrubina 0,1-0,52 0,12 0,12 0,1842
Total (0-0,2) (0-0,2)
(mg/dL)
Bilirrubina 0-0,272 0? Oa 0,8513
Direta (0-0,1) (0-0,1)
(mg/dL)
Bilirrubina 0? 0? 0,1546
Indireta (0-0,1) (0-0,2)
(mg/dL)

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: tintervalo de Referéncia proposto para a espécie ovina por Meyer e Harvey (2004). 2Intervalo de Referéncia por Jain
(1993). Estatistica via GraphPad Prism 9,5: analise prévia de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, os pardmetros com
distribuigdo normal foram submetidos ao test t com correcdo de Welch’s para comparagéio entre os grupos (animais positivos
VS negativos), sendo apresentados na forma de média e desvio padrdo, os pardmetros que ndo seguiam distribuicdo normal
foram submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-Whitney para comparacao entre os grupos, sendo apresentados na forma de
mediana e valores minimo e maximo. Letras minusculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica
significante entre os grupos (p<0,05) com nivel de significncia dia 95%. AST: aspartato amino transferase e GGT: gama
glutamil transferase.

5.6.4 Caprinos

Para os caprinos positivos em Nested-PCR de ITS1 foram descritas as seguintes ocorréncias
de doencas e/ou alteragBes clinicas: mucosas oculares hipercoradas (1 animal) e palidas (1
animal).

As alteraces encontradas no hemograma dos 36 caprinos avaliados foram: valores de
hemacia, hematocrito, CHCM, leucocitos totais, neutrofilos bastonetes e segmentados,

linfécitos e mondcitos acima do intervalo de referéncia para a espécie. J& para o bioquimico,
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os parametros alterados foram uréia, creatinina, AST, proteina total e albumina abaixo do
intervalo de referéncia e valores de globulina e ureia (1 caprino) acima do intervalo de
referéncia.

A comparacdo estatistica entre os valores de média e mediana entre 0s grupos de caprinos
positivos e negativos na Nested-PCR de ITS1 é descrito nas Tabelas 10 e 11, foram
considerados positivos 0s animais que apresentaram bandas na eletroforese para qualquer

amostra avaliada (sangue ou suabe conjuntival), em um total de 12 animais.

Tabela 10 — Comparagéo entre valores de hemograma dos grupos de caprinos positivos e negativos na Nested-

PCR de ITS1

Parametro  Intervalo de Caprinos Caprinos p-value
Referénciat positivos Negativos
n=12 n=24
Hemacias 8,0-18,0 16,3*+ 2,3 16,92+ 3,3 0,5682
(x10%/uL)
Hemoglobina 8,0-12,0 9,82+1,7 10,32+ 2,3 0,4732
(g/dL)
Hematdcrito 22-38 28,5+ 6,2 28,82+ 6,4 0,8913
(%)
VCM (fL) 16-25 17,42+ 24 17,22+ 27 0,8282
HCM (pg) 5,2-8,0 59+0,5 6,1+ 0,8 0,4194
CHCM (%) 30-36 34,9%+2.2 359%+18 0,1466
Leucdcitos  4.000-13.000 11.9082 11.957% + 3.663 0,9706
Totais (/pL) + 3.606,4
Neutrofilos Raros 0? 02 0,6399
Bastonetes (0-156) (0-596)
(fuL)
Neutrdéfilos  1.000-7.200 4.236% 3.488% 0,4605
Segmentados (242-11.455) (745-10.608)
(fuL)
Linfdcitos 2.000-9.000 6.252%+3.108,7 7.332%+2.589,1 0,3153
(fuL)
Mondcitos 0-550 256,5% 2222 0,8983
(/uL) (0-640) (0-894)
Eosindfilos 50-650 128,52 2742 0,1771
(/uL) (0-390) (0-1.062)
Basofilos 0-120 02 0P 0,0293*
(/uL) (0-94) (0-216)

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: intervalo de Referéncia proposto para a espécie caprina por Weiss e Wardrop (2010). Estatistica via GraphPad Prism
9,5: analise prévia de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, os parametros com distribui¢do normal foram submetidos ao test t
com correcdo de Welch’s para comparagéo entre os grupos (animais positivos VS negativos), sendo apresentados na forma de
média e desvio padrdo, os parametros que ndo seguiam distribuicdo normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-
Whitney para comparagao entre os grupos, sendo apresentados na forma de mediana e valores minimo e maximo. O simbolo
* e letras minGsculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenga estatistica significante entre os grupos (p<0,05) com
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concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média e CHCM:

Tabela 11 — Comparacéo entre valores de bioquimico dos grupos de caprinos positivos e negativos na Nested-

PCR de ITS1
Parametro  Intervalo de Caprinos Caprinos p-value
Referéncia Positivos Negativos
n=12 n=24
Uréia 21,4-42.9 34,12 35,32 0,8100
(mg/dL) (4,4-58,5) (4,8-61,5)
Creatinina 1,0-1,8 0,92+0,2 12+0,1 0,5430
(mg/dL)
AST (U/L) 167-513 88,5+ 16,5 92,82+ 18,4 0,4854
GGT (U/L) 20-56 35,28+ 12,4 46,5° + 12 0,0167*
Proteinas 6,4-7,0 6,7£0,8 6,9£0,7 0,5413
Totais
(g/dL)
Albumina 2,7-3,9 2,72 2,92 0,1914
(mg/dL) (2,3-3,1) (2,3-3,2)
Globulinas 2,7-4,1 3,9 3,9 >0,9999
(mg/dL) (2,9-5,5) (2,9-6,3)
Bilirrubina - 0,12 0,2° 0,0403*
Total (0,1-0,2) (0-0,4)
(mg/dL)
Bilirrubina - 02 02 >0,9999
Direta (0-0,1) (0-0,1)
(mg/dL)
Bilirrubina - 0,1° 0,1° 0,0457*
Indireta (0-0,2) (0-0,4)
(mg/dL)

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: tIntervalo de Referéncia proposto para a espécie caprina por Weiss e Wardrop (2010). Estatistica via GraphPad Prism
9,5: analise prévia de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk, os parametros com distribui¢do normal foram submetidos ao test t
com correcdo de Welch’s para comparagéo entre os grupos (animais positivos vs negativos), sendo apresentados na forma de
média e desvio padrao, os parametros que ndo seguiam distribuicdo normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-
Whitney para comparagao entre os grupos, sendo apresentados na forma de mediana e valores minimo e méaximo. O simbolo
* e letras minGsculas diferentes em uma mesma linha indicam diferenga estatistica significante entre os grupos (p<0,05) com
nivel de significancia dia 95%. AST: aspartato amino transferase e GGT: gama glutamil transferase

5.7 COMPARACAO ENTRE TESTES DIAGNOSTICOS

Para os bovinos o coeficiente kappa de comparacédo entre testes diagnosticos é descrito na
Tabela 12, na comparacdo entre hemocultura e PCR de sangue para T. theileri e para as PCR
de sangue para Trypanosoma spp. e PCR de sangue para T. theileri foram encontrados valores

de concordéancia substancial com k=0,68 e k=0,65, respectivamente.
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Para a Nested-PCR de ITS1 e PCR para T. theileri em amostras de sangue bovino e na
comparacgéo entre hemocultura e PCR para Trypanosoma spp. em amostras de sangue bovino
foram encontradas concordancias razoaveis com k=0,34 e k=0,3, respectivamente

Comparando-se a Nested-PCR de ITS1 de amostras de sangue com as de suabe conjuntival
e Nested-PCR de ITS1 em amostras de sangue com a RIFI em amostras de soro dos bovinos a
concordancia encontrada foi ruim com k=0,04 e k=0,13, respectivamente.

Para comparacao entre Nested-PCR de suabe conjuntival com RIFI do soro de bovinos a
concordancia foi considerada pobre, com k=-0,06.

Tabela 12 — Resultados dos valores de coeficiente kappa (k) obtidos na comparacdo de diferentes testes
diagnosticos em amostras de bovinos

Teste Coeficiente Intensidade da
kappa (k) concordancia
Hemocultura x 0,68 Substancial
PCR para T. theileri (SG)
PCR Trypanosoma spp. 0,65 .
(SG) x PCR T theiler Fng) Substancial
Nested-PCR ITS1 (SG) x 0,34 Razovel
PCR T. thelieri (SG)
Hemocultura x PCR 0,3 Razoavel
Trypanosoma spp. (SG)
Nested-PCR ITS1 (SG) x 0,13 RUIM
RIFI (soro)
Nested-PCR ITS1 (SG) x 0,04 RUIM
Nested-PCR ITS1 (SC)
Nested-PCR ITS1 (SC) x -0,06 Pobre
RIFI

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: SG: sangue, SC: suabe conjuntival

Para os ovinos, foram obtidas concordancias pobres (k=-0,1) para Nested-PCR de ITS1 em
amostras de sangue em amostras de suabe oral, concordancia ruim com k=0 e k=0,2,
respectivamente para Nested-PCR de ITS1 em amostras de sangue e em amostras de suabe
conjuntival e para Nested-PCR de amostras de suabe conjuntival e de suabe oral e concordancia
razoavel (k=0,4) para Nested-PCR de ITS1 em amostras de sangue e RIFI em amostras de soro
(Tabela 13).
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Tabela 13 — Resultados dos valores de coeficiente kappa (k) obtidos na comparacdo de diferentes testes
diagnosticos em amostras de ovinos

Teste Coeficiente Intensidade da
kappa (k) concordancia

Nested-PCR ITS1 (SG) x -0,1 Pobre
Nested-PCR ITS1 (SO)
Nested-PCR ITS1 (SG) x 0,0 RUIM
Nested-PCR ITS1 (SC)
Nested-PCR ITS1 (SC) x 0,2 RUIM
Nested-PCR ITS1 (SO)
Nested-PCR ITS1 (SG) x 0,4 )

RIFI Razoavel

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: SG: sangue, SC: suabe conjuntival

Para os caprinos, obteve-se concordancias pobres com k=-0,1 para Nested-PCR de ITS1 em
amostras de sangue e amostras de suabe conjuntival e para a Nested-PCR de ITS1 em amostras
de sangue e na RIFI e concordancias ruins com k=0 para Nested-PCR de ITS1 em amostras de
sangue e de suabe oral e para Nested-PCR de ITS1 em amostras de suabe oral e suabe
conjuntival (Tabela 14).

Tabela 14 — Resultados dos valores de coeficiente kappa (k) obtidos na comparacdo de diferentes testes
diagnosticos em amostras de caprinos

Teste Coeficiente Intensidade da
kappa (k) concordancia

Nested-PCR ITS1 (SG) x -0,1 Pobre
Nested-PCR ITS1 (SC)
Nested-PCR ITS1 (SG) x -0,1 Pobre

RIFI
Nested-PCR ITS1 (SG) x 0 Ruim
Nested-PCR ITS1 (SO)
Nested-PCR ITS1 (SO) x 0 Ruim

Nested-PCR ITS1 (SC)

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: SG: sangue, SC: suabe conjuntival
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6 DISCUSSOES

6.1 IDENTIFICAC}AO DE T. THEILERI EM AMOSTRAS DE BOVINOS

O T. theileri, uma espécie de tripanossoma pertencente ao subgénero Megatrypanum, € um
parasito de sangue de mamiferos transmitido por tabanideos, com distribuicdo mundial e
elevada prevaléncia nas regides tropicais (RODRIGUES et al., 2006).

No presente trabalho foram identificados 11 animais positivos para T. theileri, através da
PCR de sangue e/ou hemocultura, sendo que durante o exame clinico realizado no momento da
coleta de amostras nenhum desses animais apresentavam quaisquer sinais sugestivos de
tripanossomose ou outra doenga, corroborando com o descrito em literatura sobre a auséncia/
baixa patogenicidade desse tripanossoma na espécie bovina (BOSE et al., 1987; DE LA
CADENA et al. 2023; GARCIA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2006). Embora os relatos de
ocorréncia de sinais clinicos pela infec¢do por T. theileri em ruminantes estejam associados as
infeccGes concomitantes causadas por virus, como o da leucose bovina (MATSUMOTO et al.,
2011) e por outros protozoarios como Theileria spp. (VILLA et al., 2008), a condi¢do de
prenhez em fémeas bovinas (BRAUN et al., 2002; SOOD et al., 2011) e a idade como descrito
em bezerros (DOHERTY etal., 1993), animais adultos podem desenvolver sinais clinicos como
febre, aumento de linfonodos e anemia (HAJIHASSANI et al., 2020) e apresentar alteracdes
hematol6gicas como reducdo nos valores de hemoglobina, aloumina e célcio (SUGANUMA et
al., 2022).

Dos 111 bovinos avaliados foram identificados 11 positivos para T. theileri utilizando como
alvo primers especificos para o gene codificador da cathepsina L-like desse tripanossoma em
amostra de sangue e/ou de isolados em hemocultura, gerando uma positividade de 10% com
esse alvo molecular independentemente do tipo de amostras testada. As positividades por tipo
de amostra foram de 7,2% (8/111) na PCR de amostras de sangue e 8,1% (9/111) na PCR de
amostras de isolado.

Recentemente, os estudos que buscam identificar T. theileri em bovinos tambeém utilizam
esses primers, sendo encontradas na literatura positividades para amostras de sangue de 26,7%
(8/30) por Garciaetal. (2011) na Tailandia, 12,2% (39/320) por Pacheco et al. (2018) em regido
amazodnica do estado de Ronddnia no Brasil e 8,6% (3/35) por De La Cadena et al. (2023) em

uma regido amazonica do Equador.
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De acordo com Rodrigues et al. (2010) a PCR com o primer TthCatL1 apresentou alta
sensibilidade e especificidade na detec¢do de infecgdo por T. theileri em bovinos e bufalos, ao
ser capaz de identificar animais infectados por esse parasito em especifico e ndo amplificar
DNA de outros tripanossomas correlatos como T. vivax, T. evansi, T. brucei ssp. e T.
congolense, demonstrando-se apropriado para a detecgdo desse tripanosoma em amostras de
sangue obtidas a campo em inquéritos epidemioldgicos e justificando a escolha desse primer
no presente trabalho para a identificacdo dos tripanossomas observados em hemocultura e
pesquisa do DNA desse parasito em amostras clinicas de sangue.

Embora tenham sido identificados 11 bovinos positivos para T. theileri atraves da PCR de
sangue e/ou hemocultura ndo foi observada a presenca de tripanossoma em nenhuma lamina
de exame parasitoldgico realizado com as amostras de sangue desses animais.Tal fato pode ser
explicado pela baixa parasitemia no momento da coleta, corroborando com o descrito por
Fernandez, Baticados e Baticados (2010), Paix&o (2017).

Na comparacdo entre os testes diagndsticos, a PCR para T. theileri com os primers
TthCatL1 e DTO155 apresentou uma concordancia substancial com a hemocultura, esta Gltima
detectando 9 dos 11 animais positivos para esse tripanossoma. O fato de ndo terem sidos
observados tripanossomas nas amostras de sangue de outros 2 animais através do cultivo pode
estar relacionada a uma baixa parasitemia, caracteristica da infeccdo por T. theileri em bovinos,
corroborando com a ndo observacgdo desses parasitos no exame parasitoldgico e com o descrito
por Pacheco et al. (2018) e por Rodrigues et al. (2003, 2010). Apesar da comparagao entre as
PCRs para Trypanosoma spp. com os primers DTO154 e DTO155 e para T. theileri com os
primers TthCatL1 e DTO155 terem apresentado uma concordancia substancial, na primeira
foram diagnosticados como positivos apenas 4 animais, jA na segunda 8 animais, logo
recomenda-se a utilizacdo do conjunto de primers TthCatL1 e DTO155 (RODRIGUES et al.,
2009) no diagnostico de tripanossomose por T. theileri em bovinos.

Os 11 bovinos positivos para T. theileri pertenciam a uma mesma propriedade localizada
em llha Solteira, da qual foram avaliados um total de 30 bovinos, caracterizando uma
frequéncia de ocorréncia de 36,7% desse tripanossoma nesta propriedade. A cidade de llha
Solteira esta localizada no extremo oeste do Estado de Sao Paulo e seu clima é do tipo “Aw” —
quente e tmido com chuvas de verdo de acordo com a classificagdo de Wilhelm Képen (Sistema
de Monitoramento Agrometeoroldgico — SMA Fundacdo abc), caracteristicas climaticas que
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podem favorecer a atividade dos tabanideos vetores de T. theileri (BALDACCHINO et al.,
2014) em uma regido na qual é comprovado o parasitismo desses insetos em animais de
producdo (COELHO; BRESCIANI, 2013).

O rebanho desta propriedade era leiteiro, criado em sistema intensivo e composto por vacas
e touros mesticos. A alimentacdo era feita a pasto com suplementacdo de concentrado e os
animais eram vermifugados e vacinados periodicamente contra raiva, febre aftosa e brucelose.

A visita a propriedade para anamnese e coleta de amostras foi realizada no més de janeiro,
sendo evidenciada a presenca de outros animais, como cées e cavalos e a presenca de insetos
como a “mosca dos estabulos” (Stomoxys calcitrans.) e “mutucas” (Tabanus spp.).

6.2 IDENTIFICACAO DE TRIPANOSSOMATIDEOS PELA NESTED-PCR DE ITS1

A regido do ITS (Internal Transcribed Spacer), € uma regido do RNA ribossomal dos
tripanossomatideos flanqueada por segmentos altamente conservados que servem como base
para o desenho de primers usados na amplificacdo do DNA desses organismos. Essa regido é
rotineiramente utilizada nos estudos de filogenia para tripanossomatideos, principalmente de
Leishmania (CUPOLILLO et al., 1995). A regido ITS pode ser dividida ainda em ITS1,
localizada entre os genes 18S e 5.8S do rRNA e ITS2, localizada entre os genes 5.8S e 28S
(AKHOUNDI et al., 2017; DESQUESNES et al., 2001).

A Nested-PCR de regido ITS1, com os primers LITSR e L5.8S, amplifica produtos da faixa
de 300 a 350pb para Leishmania spp., gerando resultados positivos para diversas espécies: L.
donovani, L. infantum, L. chagasi, L. aethiopica, L. tropica, L. major, L. mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L. panamensis (EL TAl et al., 2001; SCHONIAN
et al., 2003).

No presente trabalho a Nested-PCR de ITS1 utilizando os primers supracitados foi capaz
de identificar a presenca de tripanossomatideos em amostras de sangue e suabe conjuntival de
bovinos e caprinos e amostras de sangue, suabe conjuntival e suabe oral de ovinos. Para todas
as amostras (sangue, suabe conjuntival e suabe oral) das trés espécies de ruminantes estudadas
houve amplificacdes de bandas com comprimentos de 100 e 200pb, diferente do esperado para
Leishmania spp.

Ao comparar a Nested-PCR de ITS1 de amostras de sangue, suabe conjuntival e suabe oral

as concordancias observadas foram consideradas ruins ou pobres para as trés espécies de
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ruminantes estudadas, indicando a necessidade de maiores estudos para identificar quais
tripanossomatideos possam estar sendo identificados nas amostras de suabe.

Neste estudo, as prevaléncias obtidas utilizando-se a Nested-PCR de ITS1 foram: 23,4%
para amostras de sangue e 19,8% para amostras de suabe conjuntival de bovinos, 29,5% para
amostras de sangue, 14,7% para amostras de suabe conjuntival e 6,5% para amostras de suabe
oral de ovinos e 27,8% para amostras de sangue e 5,5% para amostras de suabe conjuntival de
caprinos. Para Nested-PCR de ITS1 sdo descritas prevaléncias de 54,4% em amostras de sangue
de bovinos (HAN et al.,, 2018), de 1%, 2,7% e 1,3%, para amostras de sangue de,
respectivamente, bovinos, ovinos e caprinos submetidos a Nested-PCR (ROHOUSOVA et
al.,2015) e de 23% em amostras de sangue de bovinos (PAIXAQ, 2017), valor este semelhante
ao obtido no presente trabalho.

A Unica amostra de suabe conjuntival positiva na Nested-PCR de ITS1 da qual foi possivel
obter um sequenciamento adequado, sugeriu se tratar de um Trypanosoma spp. com identidade
de 93% com T. simiae e T. congolense, no entanto para uma cobertura de apenas 60% da
sequéncia, indicando os olhos como uma possivel localizacdo extravascular de tripanossomas,
conforme ja evidenciado por Whitelaw, Gardiner e Murray (1988) para a presenca de T. vivax
no humor aquoso dos olhos de cabras.

Das 9 amostras de isolado de sangue bovino positivas para T. theileri, todas foram positivas
na Nested-PCR de ITS1 amplificando fragmentos na faixa de 300 a 400pb demonstrando a
capacidade desse alvo molecular na deteccdo de DNA de T. theileri em um tamanho de
fragmento préximo ao amplificado para Leishmania.

Os resultados de sequenciamento sugerem que a os produtos amplificados sdo similares aos
tripanossomatideos pertencentes aos géneros Leishmania e Trypanosoma, sendo que 4
amostras de sangue pertencentes a bovinos tiveram elevada similaridade com L. major, com
valores de cobertura da sequéncia acima de 97% e de identidade acima de 88%, corroborando
com os estudos de Paixdo-Marques et al. (2019) e Vioti et al. (2019) de detec¢éo de Leishmania
spp. em bovinos. Apesar dessas amostras terem apresentados valores de identidade com
sequéncias de Leishmania spp., devido a qualidade das mesmas ndo foi possivel realizar
analises filogenéticas, no entanto, mais estudos serdo conduzidos para verificar a possivel

infeccdo dos animais com esses parasitos.
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Os amplificados sequenciados de 1 caprino e 1 ovino também tiveram suas sequéncias
similares com a de L. major, no entanto com baixos valores de cobertura.

Embora tenham sido encontrados resultados positivos na Nested-PCR de IST1 e
similaridade desses resultados com sequéncias de Leishmania spp. a presenca de KDNA desse
parasito ndo foi encontrada nas amostras de sangue e suabe conjuntival dos bovinos e nas
amostras enviadas para sequenciamento, levantando a necessidade da realizagéo de outros
estudos com alvos moleculares diferentes, para melhor identificacgho de quais
tripanossomatideos se tratam esses amplificados em Nested-PCR de ITS1.

Apesar de ser bastante utilizada para estudos filogenéticos, a regido do ITS1 no presente
trabalho apresentou a dificuldade na obtencdo de sequencias de qualidade, principalmente para
o primer L5.8S que apresentou falhas em diversas reacfes sendo necessaria repeti-las.

No sequenciamento das amostras de isolados positivas para T. theileri os valores de
cobertura da sequéncia e de identidade foram elevados, préximos a 100%, indicando se tratar
dessa espécie de Trypanosoma e confirmado pela anélise filogenética de sequéncias obtidas a
partir das regides de ITS1 e cdCATL1 desses isolados, que se posicionaram dentro do mesmo
grupo de T. theileri pertencentes a linhagem Tthl encontrada em bovinos e bafalos de regides
Central, Sudeste e Sul do Brasil conforme o descrito por Rodrigues et al. (2006, 2010).

Como os 9 animais positivos no cultivo celular pertenciam a mesma propriedade e todos
apresentaram o0 mesmo padrdo de amplificacdo na PCR para T. theileri, optou-se pelo
sequenciamento de amostras de isolado de apenas 2 animais.

6.3 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Como parte dos animais avaliados pertenciam a propriedades localizadas em areas
endémicas para LV humana e canina (cidades de llha Solteira e Andradina) foi realizado um
estudo soroldgico através da RIFI utilizando antigenos de L. infantum.

No presente trabalho foi encontrada uma taxa de 57,6% de bovinos reagentes na RIFI,
Paix&o (2017) em estudo semelhante com 100 bovinos encontrou uma taxa de 25% de animais
reagentes e, semelhante ao presente trabalho a maior concentracdo de animais reagentes se deu
para os titulos 1:40 e 1:80, ndo sendo encontrados animais reagentes no titulo de 1:320 em
ambos os trabalhos.

Braga, Langoni e Lucheis (2014), em inquérito realizado com felinos, observaram que

mesmo que negativos para a presenca de Leishmania spp. nos testes moleculares e na
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hemocultura, os animais apresentavam titulos de anticorpos variando entre 40 e 320 na RIFI,
fendbmeno também observado no presente trabalho, no qual 54,8% (37/64) dos bovinos
reagentes na RIFI ndo apresentaram resultados positivos tanto para hemocultura quanto para 0s
testes moleculares. Ja Giadinis et al. (2015) ndo encontraram nenhum bovino reagente dentre
as 156 amostras de soro avaliadas na RIFI para o antigeno de L. infantum em uma é&rea
endémica para LV canina no norte da Grécia.

Foram realizadas buscas na plataforma PubMed® com descritores previamente cadastrados
nas colecdes de termos Medical Subject Headings (MeSH) da National Library of Medicine
(NLM) acerca de estudos que utilizaram a RIFI para deteccéo de ovinos ou caprinos reagentes
aos antigenos de L. infantum, ndo sendo encontrados estudos relacionados a esta técnica.
Entretanto, por meio de outros testes sorologicos sdo descritas positividades de 37,6% para
ovinos e 10,5% para caprinos em Ensaio de Imunoabsorbancia Ligada a Enzima (ELISA) para
diagndstico de L. infantum em regido endémica para LV humana na Etiopia (ROHOUSOVA
etal., 2015), positividade de 3,77% em caprinos de regido endémica para LV canina na Espanha
(SOLSONA et al.,2023) atraves do teste de ELISA, positividade 6,5% em caprinos através de
teste rapido de imunocromatografia com antigeno recombinante K39 (rK39) em regido
endémica para LV de Bangladesh (ALAM et al., 2018) e positividades de 23,8% para caprinos
e 11,5% para ovinos através do Teste de Aglutinacdo Direta em area endémica para LV e LC
humanas no Ird (REZAEI et al.,2022).

O presente trabalho encontrou elevadas taxas de ovinos e caprinos reagentes na RIFI para
0 antigeno de L. infantum: 24,6% e 66,7%, respectivamente, sendo que 53,3% (16/30) desses
ovinos positivos e 66,7% (16/24) dos caprinos positivos ndo foram positivos na Nested-PCR
de ITS1 para nenhuma das trés amostras (sangue e suabes conjuntival e oral) analisadas. Esses
achados, assim como para 0s bovinos podem estar relacionadas a presenca de determinantes
antigénicos em comum para diferentes espécies de tripanossomatideos, levando a ocorréncia
de reagdes cruzadas conforme demonstrado por Vexenat; Santana; Teixeira (1996) para T.
cruzi, L. chagasi e L. braziliensis no soro de pacientes humanos, por Luciano et al. (2009) para
T. cruzi e Leishmania spp. no soro de cdes e por Ferreira et al. (2014) para T. cruzi, T. evansi e
L. chagasi em cdes. O mesmo foi observado por Zanette et al. (2013) em amostras de soro de
caes testados na RIFI para L. infantum e patégenos como Ehrlichia canis, Babesia canis,
Toxoplasma gondii, Neospora caninum e T. cruzi. Esta hipotese de reagdo cruzada é reforgada
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pelo fato de que 81,8% (9/11) dos bovinos positivos para T. theileri foram reagentes na RIFI
para L. infantum. Desta forma, sugere-se, quando possivel, a repeti¢do da sorologia 15 ou 30
dias ap0Os a primeira coleta para comparagdo de resultados, confirme proposto por Paixdo
(2017).

Na comparacdo da RIFI com outros métodos diagnosticos as concordancias foram
consideradas razoaveis, ruins ou pobres para as trés espécies de ruminantes estudadas, o que
corrobora com a hipétese da ocorréncia de reacdo cruzada entre tripanossomatideos neste teste
sorologico.

6.4 TESTE DE IMUNOCROMATOGRAFIA - T. vivax

Apesar de terem sido identificados 22 bovinos positivos no teste réapido de
imunocromatografia para anticorpos especificos contra T. vivax nenhum desses animais foi
positivo pela PCR para pesquisa do DNA desse tripanossoma, tal fato pode ser explicado
devido aos diferentes limiares e alvos de deteccdo da técnica molecular quando comparada ao
teste soroldgico de forma que a positividade encontrada no presente trabalho para os bovinos
atraves do teste de imunocromatografia provavelmente indica um contato prévio com T. vivax
e ndo uma infeccdo ativa no momento da coleta das amostras (DESQUESNES et al., 2022).

Dos 22 bovinos positivos no teste rapido, 20 foram reagentes na RIFI com titulos de 1:40 e
1:80, reforcando a hipotese supracitada de uma possivel reacdo cruzada com outros
tripanossomatideos quando utilizada a RIFI para diagndstico de L. infantum em bovinos.

6.5 HEMATOLOGIA

Quando comparados 0s animais positivos em Nested-PCR de ITS1 com o0s animais
negativos, os Unicos pardmetros hematoldgicos que diferiram estatisticamente entre esses dois
grupos foram: mondcitos com valor de mediana menor para o grupo dos bovinos positivos e
valores de medianas de GGT e bilirrubina total menores para o grupo dos caprinos positivos.

Em relacdo a diferenga entre os grupos de bovinos positivos e negativos para T. theileri,
houve diferenca estatistica significante para os parametros: hemaécias, hemoglobina,
hematocrito, CHCM, AST, proteina plasmatica e alboumina, com valores de média e mediana
maiores para o grupo dos positivos, diferente do descrito por Hajihassani et al. (2020), que
observaram valores reduzidos de hemoglobina e heméacia em um bovino infectado com este

tripanossoma.
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Embora tenham sido encontradas essas diferencas os valores de média ou mediana
encontravam-se dentro do intervalo de referéncia para as espécies proposto por Meyer e Harvey
(2004) e Weiss e Wardrop (2010) e as altera¢Oes individuais encontradas nos parametros
hematoldgicos ndo estavam relacionadas a qualquer sinal de doenca ou alteracdo em exame

clinico.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A presenca e a exposicdo a tripanossomatideos foi confirmada em amostras de sangue e
suabe conjuntival de bovinos, ovinos e caprinos de cidades endémicas para leishmanioses do
estado de Séo Paulo através de técnicas soroldgicas, moleculares e parasitoldgicas.

Foi detectada a ocorréncia de T. theileri linhagem Tth1l em bovinos de uma das regides
estudadas, linhagem esta ja identificada em bovinos no Brasil, Equador, Estados Unidos, Sri-
Lanka, Filipinas, Vietna e em bdfalos no Vietnd. Nao foram identificadas alteracfes em exames
de hemograma e bioquimico e sinais clinicos que sugerissem a ocorréncia da doenca nestes
animais infectados.

A utilizacéo do teste de imunocromatografia para a deteccéo de anticorpos contra T. vivax
mostrou-se uma ferramenta rapida para a identificacdo de bovinos expostos a este parasito, no
entanto ndo foram identificados animais com infeccdo ativa no momento da coleta, visto 0s
resultados negativos de testes moleculares especificos e de hemocultura.

O sequenciamento de amostras de sangue e suabe conjuntival positivas pelo ITS1 das 3
espécies de ruminantes estudadas mostrou similaridade com DNA de Leishmania spp. e
Trypanosoma spp., no entanto devido a baixa qualidade do sequenciamento genético de
algumas amostras sdo necessarios mais estudos com alvos moleculares diferentes e de anélise

filogenética para identificacdo das espécies de tripanossomatideos em questao.
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APENDICE A — Indicacdo de amostras de DNA positivas enviadas para Sequenciamento de
Sanger e sequéncia de nucleotideos geradas

Amostra

Sequéncia de nucleotideos

B8 SG

TTGATACCACTTATCGCACTTTGCTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATC
CATCGCGACACGTTGTGAAAGCCGTGCTCCAAGCACTGGGCGTGTTTTGTTGTCACAC
ACTGCAGGCTCGAGCGGCAAAAATGTAATTGGAAGGGGTGTTGAGCTCGAACGCCGC
CCCCCCGAAAGAGAGAGACGCCGAAGCTGGGTTGGGTTTTGTTGTTTTGATCATCGGA
AAATGATCCAGAAAC

B9 SG

ATACCACTTATCGCACTTTGCTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATCCAT
CGCGACACGTTGTGAAAGCCGTGCTCCAAGCAGACGACACGGTGTGTGTCAAGAAGG
CTCGAGCGGCAAAAGTAAGAGAGAGTTGCGTCCGAGCGCCCGAGGGGGACGCCGAA
CAGGTTTTGGGTTTTGTTTTTTTGATCATCGGAAAATGATCCAGA

B11 SG

ATACCACTTATCGCACTTTGCTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATCCAT
CGCGACACGTTGTGAAAGCCGTGCTTCAATCTGATGCTGGAAGCAAGAGATCAAGCG
GCAAAAACAATAAAGTTTCGAAGGGGTTTTGATTGCACCACGGGGGTGAGCCCGGAT
GCGGGGTTTTGTTTTTTTGTTTTTTTGATCATCGGAAAATGATCCA

B16 SG

TTGATACCACTTATCGCACTTTGCTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATC

CATCGCGACACGTTGTGAAAGCCGTGCTCCAAGCAGACGACACGGTGTGTGTCAAGA
AGGCTCGAGCGGCAAAAGTAAGAGAGAGTTGCGTCCGAGCGCCCGAGGGGGACGCC

GAACAGGTTTTGGGTTTTGTTTTTCTGATCATCGGAAAATGATCCAGAATAAACAAAA
CCAAACCTGTTCGGCTTCCCC

B17 SG

ATACCACTTATCGCACTTTGCTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATCCAT
CGCGACACGTTGTGAAAGCCGTGCTTCAATCTGATGCTGGAAGCAAGAGATCAAGCG
GCAAAAACAATAAAGTTTCGAAGGGGTTTTGATTGCACCACGGGGGTGAGCCCGGAT
GACGGCGGTTTATGTTTTTTGTTTTTTTGATCATCGGAAAATGATCC

B33 1SO
LITSR

CCGCGGGGTGGATAATATATTTTATGTATGTATATATACATATGTATATTTCCTCCTTC

GCACAGATGTATTACATATTGCATTTTGTCTGTTGTTGTGTGTGGGTGTATATCTCTCA

TGCACAGCCTCAGACAGTGCAATAACAAAAAAAACTCATGCCGCTTGACTCTCTTCAC
ATAATAATTAATTATTATATGGTGATTGTTGAGAACGGCCCCAACAACGTGTCGCGAT
GGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAAAACGCAGCAAAGTGCG

B33 ISO
TthCatL1

TTGATACCATCTATCGCACTTTGCTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATC
CATCGCGACACGTTGTTGGGGCCGTTCTCAACAATCACCATATAATAATTAATTATTA
TGTGAAGAGAGTCAAGCGGCATGAGTTTTTTTTGTTATTGCACTGTCTGAGGCTGTGC
ATGAGAGATATACACCCACACACAACAACAGACAAAATGCAATATGTAATACATCTG
TGCGAAGGAGGAAATATACATATGTATATATACATACATAAAATATATTATCCCCCCC
CGCGGTACATATAAAAATATGTGTAATACAAAATCTCACAAAAAATGAAACCAAAAA
AAGATCTTTTTCTTGTGATTTGGCTATCCACCAATCCCTCTAAAAAGTACCACATGCTC
ATACAGATCAACATGGTCCATTGCTTAACCACATGAAATCCACACAAAGTTATTTATG
GACAAATTAGCAGGGTATAATCTCGTTCGTTGACGGAATTAACCAAACCCCCCCTACC
ACGAACTATGAACGGCCATGCACCACTAGCCACCAAATCAAGAAGGAACAACCAATC
TGTCTATCACCATAATGTCCGGTTCGGGTGAATTTCCCCGGGTTGAATCAAATAAAAC
CTGCAGCTCCACTCCCGGTGGTGCCCTTCCGTCAATTTCTTTAAGTTTCAGCTTTGCAA
CCCATACTTTCCCCGGA

B35SC
ITS1

GTCCCCTCGGGCGCTCGGACGCAACTCTCTCTTACTTTTGCCGCTCGAGCCTTCTTGAC
ACACACCGTGTCGTCTGCTTGGAGCACGGCTTTCACAACGTGTCGCGATGGATGACTT
GGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTAT

B38 SG
ITS1

TAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTACGGTGGATTGCTGCTGTCATCGTAGC
CGACAAGAAGTACGCCGTGGTTCAACTGGTCCGATTCACAGTTCGTCAAAACACCACT
TACGTACGACAGAAAGCTGTTGGCGTCGACAGCGATAGCAATGGGTCCATTGGTAGC
AAGCCATCCGCCATCTTGTCCTCATCTTTTGGCAAGTCCACAAAGCCAGTGACTGTCG
CACCAACCTCATGTTCACTTGTCGAGCACGCCGGCGTTTGACCGAGNCCAGAGACGG
AAANCTGGCTTTTTAATTGGGTCAAAAA

B38 ISO
ITS1

TTGATACCATCTATCGCACTTTGCTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATC
CATCGCGACACGTTGTTGGGGCCGTTCTCAACAATCACCATATAATAATTAATTATTA
TGTGAAGAGAGTCAAGCGGCATGAGTTTTTTTTGTTATTGCACTGTCTGAGGCTGTGC
ATGAGAGATATACACCCACACACAACAACAGACAAAATGCAATATGTAATACATCTG
TGCGAAGGAGGAAATATACATATGTATATATACATACATAAAATATATTATCCCCCCC




CGCGGTACATATAAAAATATGTGTAATACAAAATCTCACAAAAAATGAAACCAAAAA
AAGATCTTTTTCTTGTGATTTGGCTATCCACCAATCCCTCTAAAAAGTACCACATGCTC
ATACAGATCAACATGGTCCATTGCTTAACCACATGAAATCCACACAAAGTTATTTATG
GACAAATTAGCAGGGTATAATCTCGTTCGTTGACGGAATTAACCAAACCCCCCCTACC
ACGAACTATGAACGGCCATGCACCACTAGCCACCAAATCAAGAAGGAACAACCAATC
TGTCTATCACCATAATGTCCGGTTCGGGTGAATTTCCCCGGGTTGAATCAAATAAAAC
CTGCAGCTCCACTCCCGGTGGTGCCCTTCCGTCAATTTCTTTAAGTTTCAGCTTTGCAA
CCCATACTTTCCCCGGA

B38 ISO
TthCatL1

TTTTTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGATGATCCAGTACGGTGGATTGCTGCTGTCATCGT
AGCCGACAAGAAGTACGCCGTGGTTCAACTGGTCCGATTCACAGTTCGTCAAAACAC
CACTTACGTACGACAGAAAGCTGTTGGCGTCGACAGCGATAGCAATGGGTCCATTGG
TAGCAAGCCATGCCGCCATCTTGTCCTCATCTTTTGGCAAGTCCACAAAGCCAGTGAC
TGTCGCACCAACCTCATGTTCACTTGTCGAGCACGCCGGCGTTTGACC

B75 SG
ITS1

ATACCACTTATCGCACTTTGCTGCGTTCTTCAACGAAATAGGAAGCCAAGTCATCCAT
CGCGACACGTTGTGAAAGCCGTGCTTCAATCTGATGCTGGAAGCAAGAGATCAAGCG
GCAAAAACAATAAAGTTTCGAAGGGGTTTTGATTGCACCACGGGGGTGAGCCCGGAT
GCGGGGTTTTGTTTTTTGTTTTTTTGATCATCGGAAAATGATCCA

B86 SG
ITS1

GGGGTGTTTTGTTGTTAACCCAATGCCGGCTCATGCGGCAAAAAAGTAATTGGAAGG
GGTGTTGAGGTTGAAAGCCGCCCCCCCGAAAGAGAGAGAAGCCGAAGATGGTTGGGG
TTTGGTGTTTTTGGGTCATTTTTTGATGATCAAAACAACAAAAACCCAACCCGGTTTTG
GGTTTTTTTTTTTTGGGGGGGCGGCGTTCGAGCTCAACACCCCTTCCAATTACATTTTT
GCCGCTCGAGCCTGCAGTGTGTGACAACAAAACACGCCCAGTGCTTGGAGCACGGCT
TTCACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAA
GTGCGATAAGTGGTATCAA

C21SG
ITS1

AGAATTAAAAACACTGCCAAATTTTAAAACGTCCCCCAGGTAACAAGTAGTTATATTA
TTTTCCCCTGAGGCAAGCCGAAAAGTGGCACAAGCGGGGGGGGGTTTGGGCCCCGCG
GGGAAAATAAACAAATAGGACAGAAATTTTTTCCCCCAACAGAGCCAATTGTCCCTC
AATGTTGATTTTGAGGGTTGGGGGCCAGCCTTTTGTTGAAATTCAAACCCCTGTGGGG
CACTTGCTCATAAGCGGGGGGGGTTTGGAGTCCCCAGTTTTGGGGATGTGGCCCCCAG
AGGCCAGATGGCCGCGGGAAAAACGCCCAGGGTTAAAGGGGGAGCAGCGTCTCCGA
GGCCCCAGGGGACGCCGAACCAGCTTGGGGGGTGGTTTTTCTGGGTCATTTTTCGATG
ATCAAAAAAACAAAAACCCAAACCTGTTTGGGGTCCCCCTCGGGCGCTCGGACGCAA
CTCTCTCTTACTTTTGCCGCTCGAGCCTTCTTGACACACACCGTGTCGTCTGCTTGGAG
CACGGCTTTCACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACG
CAGCAAAGTGCGAANAGTGGTATCAAANCCTCAGCATTTCACAGGGCAGATTTCATG
CACGAAAACTGTAAGTCGCAGAATAAAAGCCACTGCCAAGTATTAATACATCCCCAA
GTTAACAAGTAGTAATATTATGTCCACCTGAGGCAAGCAGAAATGTGCCACAAGCCC
CTCAATTCTGGGCAAGGAGAGAAAAATAAACAAATAGAACAGAAATTTTCCCCCACA
ACAGACCAATTTGTCCATCAATGTTGATTTTGAGGCTTGGGGTCCAGCCATCTGTGAA
TTCGAAACCTTTGAGGCCCACTAGCTCATGCGCAGTGGGAGTATGGAGCCCAAAGTTT
GGACGCTGTGGCCCCGAGAGCCCAGATGGCCACGGGAAAGCCAGCCTGGTTCTGGGG
GGCCGCCCCCTCCCTGCCGGCACGGCATCCACTTACCTGCAGGCGAGGCTGCTTTAAT
GGAGGCAATGCGTCTTGGATGGAGCTGGGGCTGCGGGGCGGTGGGGTGCATTTTGTG
ACTTGGGTACTTTTCCTAAGCAGGAGCGAACTTTACTCAGGATCCTGGTAGCAATTTC
TCTCCTGCTGCCTTTCAGGATAATGCCTCCCTCCCCGCATCCTTTTTCCCATTCTTTCCT
ATTTTTTAATGTCC

C34 SG
ITS1

GTCCCCCTCGGGCGCTCGGACGCAACTCTCTCTTACTTTTGCCGCTCGAGCCTTCTTGA
CACACACCGTGTCGTCTGCTTGGAGCACGGCTTTCACAACGTGTCGCGATGGATGACT
TGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGATAAGTGGTAT

003 SG
ITS1

TTTTTAAAGAATTAGAAGGCAAGTTTTTTATGCGTCTCGTTGGAAAGCCGGTTCCCAA
CACGGGGGTGTTTTGTTGTCACACAATGCCGCGTCAGGGCAAAAAAGTAAATGGAAG
GGGGTTGAGTCGAAAGCCGCCCCCCCGAAAGAGAGAGAAGCCGAGGCGGTTGGGTTT
TGGTGTTTTTTGGTCATTTTTTGATGATCAAAACAACAAAAACCCACCCCGCCTTGGG
GTTTTTTTTTTTTGGGGGGGCGGCGTTCGAGCTCAACACCCCTTCCAATTACATTTTTG
CCGCTCGAGCCTGCAGTGTGTGACAACAAAACACGCCCAGTGCTTGGAGCACGGCTTT
CACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGT
GCGAAAAGTGGTATCAAANNNTAGTTTGCCGCGTGGAAGGTTAGTTCTCCCCCGCGGT
CCCCCCATCCGAAGACAGCAAGCAATTTCTATTGCTGCTTTTGCTCTCTTTTGTTAAGG
TGGCGAAAGTAGCTGACTTTTTGTCTCAGGCGCCATCGGGGCTGCTCGTCTTGTCAGT
TTATCCCCGCTTCTGCACGGGTGAACCAGTTTCGCTGAGTGTTTATGGGGAGACAGTA
GACTCCTGGGTTTCTACATGGGGGGGGGTCTTTACCCCCCCCCCCGTGTGATTGCGGT
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ACTTTTCGATGAGCGAAGTATGGCCGCCGTTAAACTGAGTCACGGGGCGGGTGGGAC
CTCTTACACATCGATGTTGGTCAGACGCAATGT

005 SG
ITS1

TCCCCTCGGGCGCTCGGACGCAACTCTCTCTTACTTTTGCCGCTCGAGCCTTCTTGACA
CACACCGTGTCGTCTGCTTGGAGCACGGCTTTCACAACGTGTCGCGATGGATGACTTG
GCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGTAAAGTGGTAT

013 SG
ITS1

GTCCCCCTCGGGCGCTCGGACGCAACTCTCTCTTACTTTTGCCGCTCGAGCCTTCTTGA
CACACACCGTGTCGTCTGCTTGGAGCACGGCTTTCACAACGTGTCGCGATGGATGACT
TGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAAGTGCGTAAGTGGTAT

030 SG
ITS1

CGTCTCTCTCTTTCGGGGGGGCGGCGTTCGAGCTCAACACCCCTTCCAATTACATTTTT
GCCGCTCGAGCCTGCAGTGTGTGACAACAAAACACGCCCAGTGCTTGGAGCACGGCT
TTCACAACGTGTCGCGATGGATGACTTGGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGCAAA
GTGCGTAAGTGGTAT

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: as letras B, C e O, se referem, respectivamente as espécies bovina, caprina e ovina; SG: sangue; SC: suabe
conjuntival e 1SO: isolado
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APENDICE B — Descricao resumida de etapas do diagndstico molecular para amostras de sangue,
suabes oral e conjuntival de bovinos, ovinos e caprinos, amostras de sangue de bovinos e amostras
de isolados em cultivo celular de bovinos

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Sangue, suabe oral e conjuntival

: : . Sangue — Bovinos Isolados em cultivo celular
(bovinos, ovinos e caprinos)

I

Extracio de material genético

1

Controle de extracao: gene GAPDH

1

Nested-PCRITSI: PCR: A IPCR= .
primersLITSR e L5.8S cdCatL, TthCatL1, TviCatL1, cdCatL, TthCatL1, TviCatL1,
gGAPDH, VSG, S35 e S36
Positivosem ITS1: Sequenciamento de Sanger:
PCR: KDNA Leishmania spp. 2 amostras positivas em ITS1

Sequenciamento Sanger: 23 amostras 2 amostras positivas em TthCatL1
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APENDICE C — Resultados gerais de testes diagnosticos realizados em amostras de sangue e suabes oral e conjuntival e de isolado em

cultivo celular de bovinos

Animal Cultivo ITS1 ITS1 ITS1 DTO154/DTO155 TviCatL1 VSG TthCatL1 S35/S36 13a13b Sequenciamento RIFI Teste
SG SG SC SO (Trypanosoma spp.) (T vivax)  (T.evansi) (T. theileri) (T cruzi) (Leishmania Sanger Rapido
spp.) (T: vivax)
Bov01 N N N Sem N N Nao N Nao Nao 1:40 Nao
DNA realizado realizado realizado realizado
Bov02 N N N Sem N N Nao N Nao Nao 1:40 Nao
DNA realizado realizado realizado realizado
Bov03 N N N Sem N N Nao N Naio Nao 1:40 Nio
DNA realizado realizado realizado realizado
Bov04 N N N Sem N N Nao N Nao Nao 1:40 Nao
DNA realizado realizado realizado realizado
Bov05 N N P Sem N N Nao N Nao SC-N 1:40 P
DNA realizado realizado
Bov06 N N N Sem N N Nao N Nao Nao 1:160 Nao
DNA realizado realizado realizado realizado
Bov07 N N P Sem N N Nao N Nao SC-N NR P
DNA realizado realizado
Bov08 N P N Sem N N N N N SC-N SG - ITS1 1:40 P
DNA L. major
Bov09 N P N Sem N N N N N SG-N SG - ITS1 1:40 N
DNA L. major
Bov10 N N N Sem N N Nao N Nao Nao 1:80 Nao
DNA realizado realizado realizado realizado
Bovll N P P N N N N N N SGeSC-N SG - ITS1 1:40 P
L. major
Bov12 N P P Sem N N Nao N Nao SGeSC-N 1:40 N
DNA realizado realizado
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Fonte: elaborado pela autora

Legenda: SG (sangue), SC (suabe conjuntival), SO (suabe oral), Bov (bovino), N (negativo), P (positivo), NR (ndo reagente), 1SO (isolado)
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APENDICE D — Resultados gerais de testes diagnosticos realizados em amostras isolado em cultivo celular de sangue de bovinos

Animal Cultivo ITS1 gGAPDH DTO154/DTO155 TviCatLl1 VSG TthCatL1 S35/S36 Sequenciamento
(Trypanosoma spp.) (T. vivax) (T.evansi) (T. theileri) (T. cruzi) Sanger
Bov33 P P P P N N P N TthCatL1/ITS1
T theileri
Bov36 P P P P N N P N Nao realizado
Bov38 P P P P N N P N TthCatL1/ITS1
T theileri
Bov48 P P P P N N P N Nao realizado
Bov53 P P P P N N P N Nao realizado
Bov54 P P P P N N P N Nao realizado
Bov55 P P P P N N P N Nao realizado
Bov56 P P N P N N P N Nao realizado
Bov5s7 P P P P N N P N Nao realizado

Fonte: elaborado pela autora
Legenda: Bov (bovino), N (negativo), P (positivo)
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APENDICE E — Resultados gerais de testes diagnosticos realizados em amostras de sangue e
suabes oral e conjuntival de ovinos

Animal  Cultivo ITS1 ITS1 ITS1SO 13a13b Sequenciamento RIFI
SG SG SC (Leishmania Sanger
spp.)
Ov01 N N N Sem DNA Nao realizado 1:40
Ov02 N N N P Nio realizado NR
Ovo03 N P N Sem DNA N SG - ITS1 1:40
L. major
Ov04 N N N Sem DNA Naio realizado NR
Oovo05 N P N N N SG - ITS1 NR
T. simiae
T. congolense
Ov06 N N N N Naio realizado 1:160
Oovo7 N P N Sem DNA Nio realizado 1:80
Ov08 N P N N Naio realizado NR
Oov09 N N P Sem DNA Nio realizado NR
Ov10 N P N N Naio realizado 1:80
Ovll N N N N Nio realizado 1:40
Ov12 N P N Sem DNA Naio realizado 1:40
Ovl3 N P N N N SG - ITS1 1:40
T. simiae
Ovl4 N N N P Nao realizado NR
Ovl5 N N N N Naio realizado NR
Ovl6 N N P N Nao realizado NR
Ov17 N N N N Naéo realizado NR
Ov18 N P N N Nao realizado NR
Ov19 N N N N Naéo realizado 1:40
Ov20 N N N Sem DNA Nao realizado 1:80
Ov21 N N N N Naéo realizado NR
Ov22 N P N N Nao realizado 1:80
Ov23 N N N Sem DNA Naéo realizado 1:80
Ov24 N P N Sem DNA Nao realizado 1:40
Ov25 N N P Sem DNA Nao realizado 1:40
Ov26 N N N N Nao realizado 1:40
Ov27 N N N Sem DNA Nao realizado NR
Ov28 N P N N Nao realizado NR
Ov29 N N N N Nao realizado NR
Ov30 N P N Sem DNA N SG -ITSI NR
L. major
Ov31 N N N N Nao realizado NR
Ov32 N N N N Nao realizado NR
Ov33 N P N Sem DNA Nao realizado NR
Ov34 N N N N Nao realizado NR



Ov35
Ov36
Ov37
Ov38
Ov39
Ov40
Ov41
Ov42
Ov43
Ov44
Ov45
Ov46
Ov47
Ov48
Ov49
Ov50
Ov51
Ov52
Ov53
Ov54
Ov55
Ov56
Ov57
Ov58
Ov59
Ov60
Ov6l
0Ov62
Ov63
Ovo64
Ov6s
0Ov66
Ov67
Ov68
Ov69
Ov70
Ov71
Ov72
Ov73
Ov74
Ov75
Ov76
Ov77

z 2 Z 2z Z 2 2 Z 2Z 2 2Z Z Z 2Z Z Z 2ZZ ZZ Z ZZZZ2ZZ2ZZZZZZZZ2ZZZZZZZZ

Z s ZZm™ZZ™wZ™9wZ2Z2v9Z2ZZYZZZZZZ=SZZ®SZZZZZZDYZYZZZZZS

z ZZ 2z ZZ ™9 Z™ZZZZZ™Z™®ZZZZZZZZZZZZZZZZZZ®SZZZZZZ

N
Sem DNA
Sem DNA

N
Sem DNA
Sem DNA

N

N

N
Sem DNA

Z

z v Z ™ 2 ZZZ

N
Sem DNA
N
Sem DNA
N
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
N
N
Sem DNA
N
N
P
Sem DNA
N
Sem DNA

Nao realizado
Nio realizado
Nao realizado
Nio realizado
Nao realizado
Nio realizado
Nao realizado
Nio realizado
Nao realizado
Nio realizado
Nao realizado
Nio realizado
Naéo realizado
Nio realizado
Naéo realizado
Nio realizado
Naéo realizado
Nio realizado
Naéo realizado
Nio realizado
Naéo realizado
Nio realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado
Naéo realizado
Nao realizado

Nao realizado

1:40
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
1:80
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
1:80
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
1:160
NR

110



Ov78
Ov79
Ov80
Ov81
Ov82
Ov83
Ov84
Ov85
Ov86
Ov87
Ov88
Ov89
0Ov90
OvI1
0v92
0Ov93
0v94
Ov95
0v96
0ov97
0v98
Ov99
Ov100
Ov101
Ov102
Ov103
Ov104
Ov105
Ov106
Ov107
Ov108
Ov109
Ovi10
Ovlll
Ovl112
Ovl13
Ovl14
Ovll5
Ovllie
Ovl17
Ov118
Ovl119
Ov120

Z Z Z 2Z Z ZZ Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z ZZ ZZ Z zZ Z Z Z Z Z Z Z Z

Z'zzzzzzzZZ<9wZ92Z2ZZZ<ZNZINZZZ2Z92ZZZOZYZZZZZZZZZ

Z Z2 ZZ Z ZZ Z Z ™9 ZZ Z 2ZZ Z Z Z Z ™ ZZZZZ9ZZYZSZZYYZIDZZZZZ

Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA

N
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA
Sem DNA

N
Sem DNA
Sem DNA

N

P

N

N
Sem DNA

N

P
Sem DNA

P

Sem DNA
N
Sem DNA
N
Sem DNA
N
N
Sem DNA
Sem DNA
N
Sem DNA
N

Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
N
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado
Nao realizado

Naio realizado

NR
NR
NR
NR
NR
NR
1:640
1:80
NR
NR
NR
NR
NR
1:40
NR
NR
NR
1:80
NR
NR
NR
NR
NR
NR
1:80
1:80
1:80
1:160
NR
NR
NR
NR
NR
NR
1:40
NR
1:40
NR
NR
NR
1:40
NR
NR

111



112

Ov121 N N N N Naio realizado NR
Ov122 N P N N Nio realizado NR

Fonte: elaborado pela autora
Legenda: SG (sangue), SC (suabe conjuntival), SO (suabe oral), Ov (ovino), N (negativo), P (positivo), NR (ndo reagente)
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APENDICE F — Resultados gerais de testes diagndsticos realizados em amostras de sangue e

suabes oral e conjuntival de caprinos

Animal Cultivo ITS1 ITS1 ITS1 13a13b (Leishmania  Sequenciamento RIFI
SG SG SC spp.)
SO Sanger
Cap01 N N N Sem DNA Naio realizado 1:40
Cap02 N N N Sem DNA Nao realizado 1:40
Cap03 N N N Sem DNA Naio realizado 1:40
Cap04 N P N Sem DNA Nao realizado 1:40
Cap05 N N N Sem DNA Naio realizado NR
Cap06 N P N N Nao realizado 1:40
Cap07 N P N Sem DNA Naio realizado 1:80
Cap08 N P N Sem DNA Naio realizado 1:40
Cap09 N N N N Nao realizado 1:80
Cap10 N N N N Naio realizado 1:80
Capll N N N N Nao realizado 1:80
Capl2 N N N N Naio realizado 1:40
Capl13 N N N N Nao realizado 1:40
Capl4 N N P N N (SC) 1:40
Capl5s N N N N Nao realizado NR
Capl6 N P N N Naio realizado 1:160
Capl7 N N N N Nao realizado 1:160
Capl18 N N N N Naio realizado 1:80
Cap19 N N N N Nao realizado 1:80
Cap20 N N P N Nao realizado 1:40
Cap21 N P N N N SG - ITS1 1:80
L. major
Cap22 N P N Sem DNA Nao realizado NR
Cap23 N N N N Nao realizado 1:80
Cap24 N P N N Nao realizado NR
Cap25 N N N Sem DNA Nao realizado NR
Cap26 N N N N Nao realizado 1:40
Cap27 N N N Sem DNA Nao realizado NR
Cap28 N N N Sem DNA Nao realizado NR
Cap29 N N N Sem DNA Nao realizado 1:40
Cap30 N N N Sem DNA Nao realizado 1:40
Cap31 N N N N Naio realizado NR
Cap32 N N N Sem DNA Naio realizado NR
Cap33 N N N N Naio realizado NR
Cap34 N P N N N SG - ITS1 NR
1. simiae
T. congolense
Cap35 N N N Sem DNA Naio realizado 1:40
Cap36 N P N Sem DNA N NR

Fonte: elaborado pela autora

Legenda: SG (sangue), SC (suabe conjuntival), SO (suabe oral), Ov (ovino), N (negativo), P (positivo), NR (ndo reagente)



