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RESUMO

Esta dissertacdo é formada por dois trabalhos, todos relacionados a epidemiologia das
hemoparasitoses causadas por Anaplasma marginale, Babesia spp. e Trypanosoma vivax
em bovinos na microrregido do Brejo Paraibano. O primeiro artigo descreve a ocorréncia de
T. vivax e 0 segundo a prevaléncia de A. marginale e Babesia spp. Durante as ultimas
décadas, o Brasil firmou-se como um grande produtor e exportador de carne bovina e
produtor de leite bovino. Algumas enfermidades parasitarias constituem-se em fatores
limitantes ao desenvolvimento da atividade pecuaria bovina em areas tropicais e
subtropicais, entre as quais se destacam as hemoparasitoses; dentre essas enfermidades, a
tripanossomiase e a tristeza parasitaria bovina (TPB) se encontram na lista das mais
importantes. Levando em consideracdo 0s impactos na economia causados pelos
hemoparasitas na producdo animal e a escassez de estudos sobre estas enfermidades no
estado da Paraiba, objetivou-se realizar um levantamento epidemiolégico da
tripanossomiase bovina e da tristeza parasitaria bovina (TPB) na microrregido do Brejo
Paraibano. Diante do estudado pode-se concluir que existe a presenca de Tripanossoma
vivax na microrregido do brejo paraibano e que ha uma alta prevaléncia de Babesia spp. e
Anaplasma marginale nesta mesma regido, o que pode representar riscos relacionados a
sanidade do rebanho e consequentemente perdas econbmicas de grandes impactos para 0s
produtores, visto que estas enfermidades afetam diretamente atividade pecuaria.

Palavras-Chave: bovinocultura; tripanossomiase bovina; tristeza parasitaria bovina.



ABSTRACT

This dissertation consists of two works, all related to the epidemiology of hemoparasites
Anaplasma marginale, Babesia spp. and Trypanosoma vivax in cattle in the Brejo Paraibano
microregion. The first article describes the occurrence of T. vivax and the second the
prevalence of A. Marginale and Babesia spp. During the last decades, Brazil has established
itself as a major producer and exporter of beef and beef milk producer. Some parasitic
diseases constitute limiting factors to the development of cattle ranching in tropical and
subtropical areas, among which hemoparasitoses stand out; among these diseases,
trypanosomiasis and bovine parasitic sadness (BPD) are on the list of the most important.
Taking into account the impacts on the economy caused by hemoparasites in animal
production and the scarcity of studies on these diseases in the state of Paraiba, the objective
was to carry out an epidemiological survey of bovine trypanosomiasis and bovine parasitic
sadness (TPB) in the microregion of Brejo Paraibano. In view of the study, it can be
concluded that there is the presence of Trypanosoma vivax in the microregion of the Paraiba
swamp and that there is a high prevalence of Babesia spp. and Anaplasma Marginale in this
same region, which can represent risks related to the health of the herd and consequently
economic losses of great impact for the producers, since these diseases directly affect
livestock activity.

Key words: cattle farming; bovine trypanosomiasis; bovine parasitic sadness.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

Esta dissertacdo é formada por dois trabalhos, todos relacionados a
epidemiologia dos hemoparasitos Anaplasma marginale, Babesia spp. e
Trypanosoma vivax em bovinos na microrregido do Brejo Paraibano. O primeiro
artigo descreve a prevaléncia de T. vivax e 0 segundo a prevaléncia de A. marginale

e Babesia spp.

A bovinocultura possui grande importancia na economia brasileira e comecgou
a ser desenvolvida no século XVI, exercendo forte influéncia na expansao
econbmica, sendo também importante no abastecimento do mercado interno
(TEIXEIRA; HESPANHOL, 2014). Durante as ultimas décadas, o Brasil firmou-se
como um grande produtor e exportador de carne bovina e produtor de leite bovino
(LUCENA, 2010).

Diversas doencas dos bovinos afetam a producdo, o rendimento e a
lucratividade dos produtores, dentre elas estéo as parasitoses que sao consideradas
o problema sanitario de maior importancia para a producdo de gado de corte em
todo o mundo (BUNGENSTAB, 2012). Algumas enfermidades parasitarias
constituem-se em fatores limitantes ao desenvolvimento da atividade pecuéria
bovina em areas tropicais e subtropicais, destacando-se as hemoparasitoses; sendo
a tripanossomiase e a tristeza parasitaria bovina (TPB) contidas na lista das mais
importantes (SANTOS, 2013).

As tripanossomiases sdo doencas provocadas por protozoarios do género
Trypanosoma, que tém distribuicdo cosmopolita e importancia econdémica na Africa
em dareas ocupadas pelo seu vetor biolégico, a mosca tsé-tsé (BATISTA et al.,
2008).

Os principais sinais clinicos incluem diminuicdo da producéo de leite, apatia,
anorexia, perda progressiva de peso, linfadenopatia, palidez da mucosa, diarreia,
fraqueza e febre, bem como graves danos reprodutivos, como aborto, distorcia e
infertilidade (ANDRADE et al., 2019; CASTELLI et al., 2021).

O diagnoéstico da tripanossomiase pode ser realizado com base nos sinais
clinicos associados a meétodos parasitologicos, soroldégicos e moleculares

(CASTELLI et al., 2021). A Quimioterapia e quimioprofilaxia atualmente representam
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o pilar para o controle da tripanossomiase bovina causada pelo T. vivax (GIORDANI
et al., 2016). As drogas consideradas efetivas no tratamento de infec¢do por T. vivax
incluem aceturato de diminazeno e cloreto de isometamidio (GERMANO et al.,
2018).

A tristeza parasitaria bovina € um complexo de enfermidades que
compreende duas patogenias, a babesiose, cuja causa esta relacionada a Babesia
bigemina e a B. bovis, em associagdo com a anaplasmose, causada pelas
bactérias riquétsias Anaplasma marginale. Os trés agentes sao transmitidos através
do carrapato Rhipicephalus microplus. A anaplasmose pode ainda ser transmitida
através das vias iatrogénica, transplacentaria e por vetores mecanicos como moscas
hematéfagas, mutucas e culicideos (KESSLER 2001; SILVA et al., 2021).

Os primeiros sinais clinicos se iniciam de duas a trés semanas apés a
infeccdo. Surtos da doenca costumam aparecer em animais a partir de um ano de
idade. Os principais sinais clinicos costuma ser: febre, anemia com diminuicdo do
hematdcrito, apatia, ataxia, palidez de mucosas, ictericia, taquipneia, prostracao e
inapeténcia, desidratacdo, ranger de dentes, hemoglobinemia, hemoglobindria,
podendo levar o animal a o6bito (KIKUGAWA, 2009; PIAU JUNIOR et al., 2013;
SANTOS, 2013; CUNHA et al., 2017; SILVA et al., 2021).

A TPB pode ser diagnosticada através dos sinais clinicos, contudo os exames
laboratoriais sdo de fundamental importancia para a confirmacdo do agente
etiologico envolvido na enfermidade. Exames laboratoriais, realizados através de
pesquisa direta através da leitura de esfregaco de sangue periférico ao microscopio
e andlise do hematdcrito sdo uma ferramenta de suma importancia para a
confirmacédo do diagndstico clinico e consequentemente para o estabelecimento de
um tratamento especifico, diminuindo os custos com medica¢fes (PEREIRA, 2006;
RIET-CORREA et al., 2007).

Levando em consideracdo 0s impactos na economia causados pelos
hemoparasitas na producdo animal e a escassez de estudos sobre estas
enfermidades no estado da Paraiba, objetivou-se realizar um levantamento
epidemiologico da tripanossomiase bovina e da tristeza parasitaria bovina (TPB) na

microrregido do Brejo Paraibano.
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2 CAPITULO | =TRIPANOSSOMIASE BOVINA NA MICRORREGIAO DO BREJO
PARAIBANO

(Artigo submetido — Revista Submissdo ISSN: 0000-0000)
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2.1 RESUMO

A tripanossomiase bovina, causada pelo Trypanossoma vivax, pode causar impacto
negativo no ambito sanitario e econdmico para a bovinocultura, entretanto, existem poucos
estudos sobre esta infeccdo no nordeste brasileiro. Considerando-se a importancia da
doenca para a bovinocultura e o pouco conhecimento sobre a mesma na regido, este estudo
objetivou determinar a prevaléncia da tripanossomiase bovina na microrregido do Brejo
Paraibano. A pesquisa foi realizada em propriedades rurais criadoras de bovinos situadas na
microrregido do Brejo Paraibano. As coletas foram realizadas entre os meses de abril e
novembro de 2021, sendo colhidas 183 amostras de sangue de bovinos a partir de seis
meses de idade e de ambos os sexos, provenientes de 23 rebanhos. As amostras foram
processadas no laboratério de medicina preventiva do CCA/UFPB. A pesquisa direta do T.
vivax foi feita pela técnica de Woo e, 97 amostras foram submetidas ao teste de PCR. Pelo
esfregaco sanguineo detectou-se T. vivax em 0,55% (1/183) bovino oriundo de 4,35% (1/23)
rebanho. Na PCR 12,37% (12/97)j amostras oriundas de 30,43% (7/23) dos rebanhos foram
positivas para T. vivax. Ndo houve associagdo estatistica entre sexo, raga e municipio de
origem dos animais. A infeccdo por T. vivax estd presente na microrregido do brejo
paraibano, o que pode se tornar um problema sanitario para os rebanhos, pois sua evolugéo
clinica é semelhante a outras hemoparasitoses presentes na regiao.

Palavras-chave: epidemiologia; Tripanossoma vivax; hemoparasitos
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2.2 ABSTRACT

Bovine trypanosomiasis, caused by Trypanosoma vivax, can have a negative impact on
health and economics for cattle, however, there are few studies on this infection in
northeastern Brazil. Considering the importance of the disease for cattle and the little
knowledge about it in the region, this study aimed to determine the prevalence of bovine
trypanosomiasis in the microregion of Brejo Paraibano. The research was carried out in rural
properties that raise cattle located in the micro-region of Brejo Paraibano. The collections
were carried out between April and November 2021, with 183 blood samples from cattle from
six months of age and of both sexes, from 23 herds. The samples were processed in the
preventive medicine laboratory of the CCA/UFPB. The direct search for T. vivax was
performed using the Woo technique and 97 samples were submitted to the PCR test. T.
vivax was detected by blood smear in 0.55%1 bovine (1/183, 0.55%) bovine from 14.35%
herd (1/23, 4.35%) herd. In PCR 12.37% (12/97)j samples from 30.43% (7/23) of the herds
were positive for T. vivax. There was no statistical association between sex, race and city of
origin of the animals. Infection by T. vivax is present in the microregion of the Paraiba
swamp, which can become a health problem for the herds, as its clinical evolution is similar
to other hemoparasitosis present in the region.

Keywords: epidemiology; Trypanosome vivax; hemoparasites
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2.3 INTRODUCAO

As tripanossomiases sdo enfermidades causadas por protozoarios
patogénicos do género Trypanosoma, que tém ampla distribuicdo e importancia na
economia africana, principalmente em regifes habitadas pelo seu vetor biolégico, a
mosca tsé-tsé (GARDINER et al., 1989).

No Brasil, a tripanossomiase bovina foi diagnosticada pela primeira vez em
bufalos no Estado do Pard nos anos 1970. Inicialmente o parasita restringiu-se a
Regido Norte, e posteriormente se propagou para diversas regides do Brasil
(FRANGE, 2013).

A transmissdo do T. vivax pode ocorrer basicamente trés maneiras: a forma
ciclica através do vetor mosca tsé-tsé, de maneira mecanica ou nao ciclica atraves
de insetos tabanideos ou hemat6fagos ou ainda de forma iatrogénica pelo uso de
uma agulha por varios animais durante a aplicacdo de medicamentos ou vacinas
(VARGAS, ARELLANO, 1997; JONES, DAVILA, 2001).

Nos estagios iniciais da infeccdo observa-se anemia hemolitica, a qual é
atribuida a mecanismos imunomediados. Os principais sinais clinicos da
enfermidade sao: febre, emaciacdo, fraqueza que tende a ser progressiva,

sindromes hemorragicas e aborto, podendo levar o animal a morte (GAUNT, 2000).

Usualmente o diagndstico de T. vivax é feito por meio da combinacao entre os
sinais clinicos, técnicas parasitologicas, sorolégicas e moleculares. Geralmente o
diagndstico parasitolégico é o método mais utilizado para identificar T. vivax a
campo (MADRUGA, 2004; MENESES, 2016; GONZATTI et al., 2014). Métodos
sorolégicos devem ser utilizados de forma a complementar ao diagnostico
parasitolégico, pois através destes pode-se comprovar se 0s animais diagnosticados
como negativos nos exames parasitologicos eram de fato negativos, ja que em fases
cronicas da enfermidade as técnicas parasitoldgicas apresentam baixa sensibilidade,
devido a baixa parasitemia, e flutuante, o que torna importante a associacdo de
ambas as técnicas (FRANGE, 2013).

Por ser uma doenca enzoodtica em algumas regides, a tripanossomiase tem
causado impactos de grande extensao, principalmente no que diz respeito a queda
na producao e perda de animais (PAIVA et al., 2000; CARVALHO et al., 2008). O T.
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vivax representa grande interesse na pecuaria, podendo causar impacto negativo no
ambito sanitario e econémico para a bovinocultura local (SILVA et al., 2004; LOPES
et al., 2018).

No Brasil, os estudos sobre a patogenicidade da tripanossomose bovina sé&o
escassos (SCHENK et al., 2001). A situacdo epidemioldgica, com excecdo das
regides Norte e do Pantanal, onde a doenca é endémica, € dada, em sua maioria,
pelo relato de surtos ou de trabalhos bastante pontuais, revelando a necessidade de
estudos epidemiolégicos mais consistentes que possam auxiliar no conhecimento da
doenca (MENESES, 2016). Segundo Batista et al. (2007), ainda existem poucos
relatos de tripanossomiase bovina na regido Nordeste do Brasil, o primeiro registro
de um surto ocorreu apenas no ano de 2002 no municipio de Catolé do Rocha,
estado da Paraiba, onde quase metade do rebanho presente em uma propriedade

apresentou a doenca.

De acordo com Lima et al. (2010), estudos epidemiolégicos locais, sdo a base
para a aplicacdo de ac¢les profilaticas. Portanto, o diagnéstico da situacao
epidemiologica € fundamental para identificar a importancia da doenca dentro do
contexto produtivo, auxiliando a tomada de decisbes para o seu controle e
analisando se as medidas adotadas séo eficientes (MENESES, 2016). Sendo assim,
este trabalho teve por objetivo determinar a prevaléncia da infecédo por Trypanosoma

vivax em bovinos na microrregido do brejo paraibano.

2.4 MATERIAIS E METODOS

2.4.1 Local do estudo

A pesquisa foi realizada em propriedades rurais criadoras de bovinos situadas
na microrregido do Brejo Paraibano, composta pelos municipios: Alagoa Grande,
Alagoa Nova, Areia, Bananeiras, Borborema, Matinhas, Pildes e Serraria; que tem
precipitacdo média mensal de 95,9 mm, variando de 18,2 mm (més mais seco em
outubro) a 184,9 mm (més mais chuvoso em junho) (CHAGAS NETO; ARAUJO,
2017).

As coletas foram realizadas entre os meses de abril e novembro de 2021. As

amostras colhidas foram processadas e analisadas nos Laboratérios de Medicina
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Veterinaria Preventiva e Patologia Clinica do Hospital Universitario Veterinario (HUV)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), localizada no municipio de Areia — PB.

2.4.2 Comisséo de ética no uso de animais

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB) sob o protocolo CEUA n°
2113050520.

2.4.3 Animais e delineamento experimental

Foram incluidos na pesquisa bovinos de ambos 0s sexos e acima de seis
meses de idade. O tamanho amostral foi calculado considerando-se 0s seguintes
parametros: prevaléncia esperada de 9% (BATISTA et al., 2018), nivel de confianca
de 95% e um erro estatistico de 5%, utilizando-se a formula para calculo de
amostras aleatodrias (THRUSFIELD, 2004). O nuamero calculado foi de 126 animais.
Foi amostrado um total de 183 animais provenientes de 23 propriedades sorteadas,
de forma aleatéria, dentre uma listagem de propriedades criadoras de bovinos,
fornecida pela Defesa Agropecuaria do Estado da Paraiba. A escolha dos animais
nas propriedades foi feita através de amostragem aleatéria simples (THRUSFIELD,
2004).

2.4.4 Atividades de campo e coleta de dados epidemioldgicos

Para a coleta de sangue os animais foram previamente contidos. Foram
colhidas amostras de sangue por puncdo da veia jugular externa, utilizando-se
sistema de coleta a vacuo com o anticoagulante acido etilendiaminotetracético
(EDTA) 2 mL. Ap6s a coleta foi preenchido um check list para obtengcédo de
informagdes sobre o manejo e a criagdo dos animais, com a finalidade de avaliar o

perfil epidemioldgico do rebanho.

As amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo e
encaminhadas ao Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva do Hospital
Veterinario do CCA — UFPB, onde foram processadas.
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2.4.5 Testes parasitoldgicos (Pesquisa direta)

Foram confeccionados esfregacos sanguineos (THRALL et al., 2015), onde
uma gota de sangue foi colocada proxima a extremidade de uma lamina de
microscopia e uma segunda lamina foi posicionada sobre a primeira, a frente da gota
de sangue, num angulo de 30 a 45°, e num movimento Unico e rapido, deslizada até
o final da primeira lamina. Ap6s secagem dos esfregacos, os mesmos foram fixados
e corados por meio do Kit Pandtico Rapido (Coloracdo de Romanowsky) e deixados
secar ao ar livre. A leitura das laminas foi feita em zigue-zague através de

microscopio Optico com objetiva de imerséo de 100x.

Também a partir das amostras de sangue com EDTA foram preenchidos e
selados capilares de microhematdcrito que em seguida foram centrifugados a 13.000
rpm durante 10 minutos. Apos a centrifugacgao, foi realizada a leitura com o auxilio
do cartdo de leitura para microhematocrito (JAIN, 1993), para obtencdo do Volume
Globular (VG) e realizacdo estudos parasitologicos por meio da Técnica de Woo

através da qual foi feita a visualizacdo microscépica da regido da capa leucocitaria.

2.4.6 Testes Moleculares

2.4.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada em amostras de sangue (200ul) colhidas com
EDTA, utilizando o kit comercial BRASILICA (Nova Biotecnologia®, Brasil, S&o
Paulo, Cotia), segundo o protocolo do fabricante.

A concentracdo e a pureza do DNA (ng/ul) foram determinadas pela leitura da
absorbancia a 260nm e 280nm utilizando aparelho de espectrofotometria (Colibri®).
Apés as leituras, as amostras foram diluidas para concentracdo de 10ng/ul com

agua ultrapura (Milli-Q®) e armazenadas a -20°C até 0 momento do uso.
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2.4.6.2 Reacao em Cadeira de Polimerase (PCR)

Os testes de PCR foram realizados em 97 amostras seguindo o protocolo
adaptado de (GEYSEN et al.,, 2003), que se baseia em uma PCR semi-nested
utilizando sequéncia do gene da subunidade ribossomal 18S do Tripanossoma vivax
(acesso GenBank U22316) para o desenho dos primers. Como controle endégeno
fez-se uso de Tubulina Beta (acesso Gen Bank BT030522.1) em todas as amostras
testadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncias dos primers utilizados nas reacdes em cadeia de polimerase
(PCR) e numero de pares de base (pb).

PCR Primer Sequencias de Oligonucleotideos pb
18STnF2 5" CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA 3
Standard 710
18STnR3 5TGCGCGACCAATAATTGCAATAC 3
Semi- 18STnF2 5" CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA 3
616

nested 18STnR2 5 GTGTCTTGTTCTCACTGACATTGTAGTG 3’

: 5 —-CAGCAAGATCCGTGAAGAGT -3’

Tubulina
Bot TUBB 123
ela 5 —ACCAGCTGATGGACAGAGAG- 3’

Fonte: Autoria Propria.

Amostras de DNA do sangue de uma vaca naturalmente infectada (Amostras
gentilmente cedidas pelo colega Médico Veterinario Josemar Marinho, onde as
mesmas foram coletadas de uma propriedade onde ocorreu um surto da doenca na
cidade de Patos-PB) e &agua ultrapura (Milli-Q®) foram utilizadas como controles

positivos e negativos, respectivamente.

A primeira reacdo de PCRs (Standard) foi realizada com um volume total de
25ul contendo: 1X do Tampéo de reacdo 10X, 200 uM de dNTP, 0,2uM de cada
primer, 1,5mM de MgCL, 0,625U de Taq DNA polimerase e 50 ng de amostra. A
segunda reacdo de PCR (semi-nested) foi realizada nas mesmas condi¢cdes
utilizando como amostra 1ul do produto de amplificacdo da reacéo standard. A PCR
foi realizada termociclador (Biometra®), e as condi¢cdes de amplificacdo foram:
desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos, 40 (Standart) ou 25 (Semi-nested) ciclos

de desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos e
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extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos por uma extensao final a 72°C durante 5

minutos .

Uma aliquota de 8uL da amostra amplificada na reacdo PCR com 2uL de
corante Gel Loading Blue (Bio Labs®) foi examinada em gel de agarose a 1%,
corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (lvitrogen®). Foi empregado como marcador
do peso molecular 1kb DNA Ladder RTU (KASVI®). A corrida do Gel foi realizada
por meio de eletroforese, onde foram adotados os seguintes parametros: 80 de
voltagem, 400 de miliamperagem e duragéo de 80 minutos. Ao final da corrida o gel
foi fotografado utilizando um fotodocumentador para gel de eletroforese L-PIX
(Loccus®).

2.4.7 Anéalise Estatistica

As frequéncias de animais positivos na PCR para T. vivax entre 0S grupos
(sexo, raca, municipio, estacdo do ano) foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA) com nivel de confianca de 95% e/ou comparadas pelo teste Tukey ou Qui-
quadrado, com nivel de confianga de 95%. A avaliagdo da positividade para T. vivax
e o VG% foi realizada pelo teste de correlacdo de Spearman. As operacdes
estatisticas foram realizadas com o auxilio do software estatistico BioEstat 5.3
(AYRES et al., 2007).

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de tripomastigotas de T. vivax pela pesquisa direta em esfregaco
sanguineo (Figura 1) foi evidenciada em 0,55% (1/183; [IC95% = 0,01% - 3,02%])
bovino, proveniente de 4,35%(1/23; [0,77% - 20,99%)]) dos rebanhos avaliados. Das
amostras submetidas a técnica de PCR, 12,37% (12/97; [7,22% - 20,39%]) foram
positivas, as quais eram provenientes de 30,43% (7/23; [15.6% - 50.86%] dos
rebanhos examinados (Tabela 2).

Esta baixa frequéncia de positivos no exame do esfregaco sanguineo pode
dever-se ao fato de que, em fases cronicas da enfermidade, as técnicas
parasitolégicas apresentam baixa sensibilidade, devido a parasitemia baixa e

flutuante, o que torna importante a associacdo de técnicas parasitologicas com
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outros meios de diagndstico como a sorologia e testes moleculares (FRANGE,
2013). Outro fator que pode ter contribuido para este resultado € o fato de o sangue
coletado ter sido sistémico e nao periférico, pois esfregacos obtidos através de
sangue periférico tem uma maior carga parasitaria, a probabilidade de se achar
parasitas circulantes € 20 vezes maior que na circulacdo sistémica (SANTOS, 2013;
RISTOW; JACOME, 2016).

Prevaléncias semelhantes, 0,3% no esfregaco sanguineo e 18,9% na PCR
foram relatados no estado da Bahia (GOMES et al., 2021) e inferiores aos achados
de Reis et al. (2019) em Minas Gerais que relataram infeccdo em 36,7% (11/30)
rebanhos suspeitos investigados com diagnostico por pesquisa em esfregaco
sanguineo e confirmacédo por PCR. Relatos de surtos de infeccdo por T. vivax foram
relatados nos estados de Pernambuco e Alagoas com trés surtos afetando 9% das
amostras confirmadas na PCR, com presenca do T. vivax no esfregaco sanguineo
(ANDRADE NETO et al., 2019). Estes autores relatam que a PCR foi mais eficiente
no diagndstico e que, embora com baixa sensibilidade, a técnica do esfregaco
sanguineo mostrou-se uma importante ferramenta quando realizada na fase de
parasitemia para monitorar o rebanho. Entretanto, no estado do Parand, todas as
amostras foram negativas no esfregaco sanguineo e sorologia por
imunofluorescéncia (SNAK et al., 2018).

Semelhante aos achados de Andrade Neto et al. (2019), a técnica de PCR
usada neste trabalho mostrou-se mais sensivel que a pesquisa direta por meio de
esfregaco sanguineo na deteccédo da infeccao por T. vivax em sua fase crénica.

Os dados deste trabalho reiteram a presenca da infeccdo por T. vivax no
estado da Paraiba, uma vez que surtos de tripanossomiase bovina diagnosticados
por pesquisa direta no esfregaco sanguineo e confirmado por PCR ja haviam sido
relatados no sertdo paraibano em 2002 (primeiro surto, afetando 28,5% dos animais
de um reganho (BATISTA et al., 2007), e em 2005/2006 afetando 24,4% dos animais
(BATISTA et al., 2008). Em 2009 houve recorréncia nas mesmas propriedades dos
surtos anteriores, afetando 33,8% dos animais (BATISTA et al., 2012).

Devido a periodos prologados de secas e altas temperaturas na regiao
semiarida do nordeste, Batista et al. (2008) sugeriram que a regido apresenta
instabilidade enzodtica para a tripanossomiase, provavelmente devido ao ambiente
desfavoravel para o desenvolvimento dos vetores durante a maior parte do ano. Vale

ressaltar que este trabalho refere a presenca de infeccdo por T. vivax na
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microrregido do brejo paraibano, local este onde ainda n&o haviam relatos de focos
ou surtos da doencga, 0 que ressalta a importancia de estudos como este em outras
areas ainda nao estudadas, pois através do conhecimento da situagcao
epidemiologica da doenca em uma localidade é possivel estabelecer medidas

profilaticas e de controle eficazes.

Figura 1 - Amostra positiva na leitura direta da lamina para Trypanossoma vivax,
venopuncao da jugular, foi visualizada a forma tripomastigota do parasita (seta).

Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 2 - Frequéncia de rebanhos e de bovinos examinados e positivos para T.
vivax na microrregiao do brejo paraibano de acordo com o tipo de teste realizado,
pesquisa direta e PCR.

Teste Rebanhos Bovinos
realizado Examinados Positivos Examinados Positivos

n° n° % IC 95% n° n° % IC 95%
Pesquisa direta 23 1 4.35 [0.77-20.99] 183 1 055 [0.01-3.03]
PCR 23 7 30.43 [15.6 - 50.86] 97 12 12.37 [7.22-20.39]

IC = intervalo de confianca
Fonte: Autoria Propria.

Durante as visitas foi observada uma intensa presenca de moscas-do-chifre
(Haematobia irritans) no dorso dos animais, além disso, os produtores ou tratadores
relataram a presenca de mutucas (tabanideos) e de moscas-dos-estabulos
(Stomoxys calcitrans), insetos dipteros hemat6fagos que poderiam transmitir o T.
vivax, como exposto no estudo de Zapata Salas et al. (2017) que evidenciaram a
presenca de T. vivax em H. irritans e S. calcitrans, concluindo que a H. irritans era o

principal transmissor na regido investigada da Colémbia. Outros autores reforcam o
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fato da H. irritans e S. calcitrans poderem ter papel importante na transmissao de T.
vivax (CADIOLI et al., 2012) e, na Paraiba, Batista et al. (2008), atribuiram a
presenca de vetores mecéanicos, como tabanideos e S. calcitrans, como sendo um
dos principais fatores responsaveis pela ocorréncia da tripanossomiase bovina.

A prevaléncia de amostras positivas nos testes moleculares foi superior nas
estacdes do outono 10% (6/60; [IC 95% = 4,66% — 20,15%]) e inverno 9,8% (5/51,;
[IC 95% = 4,26% — 20,98%]) e a menor na primavera, 1,39% (1/72; [IC 95% = 0,25%
— 7,46%)]), sem coleta de material no verdo. Houve diferenca estatistica significativa
nos positivos em relacdo a estacdo do ano (p<0,05). Dados semelhantes foram
observados nos estudos de Silva (2018) e Davila et al. (2003) que observaram uma
maior prevaléncia de casos agudos da doenca no periodo chuvoso. A espoliacdo
dos animais por moscas dos estabulos e mutucas é mais intensa em épocas
chuvosas, quando ha um aumento consideravel na quantidade de insetos (PEREIRA
et al., 2018).

A distribuicdo dos resultados dos exames de PCR em bovinos provenientes
da microrregido do brejo paraibano de acordo com o sexo, raca e municipio de
origem estdo apresentados na tabela 3. A maior frequéncia de casos positivos foi
detectada em machos (18,75%) que em fémeas (9,23%), entretanto ndo houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05). A maior prevaléncia de positivos foi em
animais da raca Nelore (28,57%), seguida da raca Girolando (13,33%) e mesticos
(6,9%), ndo havendo diferenca significativa na positividade para T. vivax em relacao
a raca (p>0,05). Foram encontrados focos de tripanossomiase bovina com maior
prevaléncia nas cidades de Alagoa Grande (36,36%), Pildes (21,43%), Areia (10%) e
Serraria (7,14%), sem diferenca significativa em relacédo a distribuicdo espacial da
infeccéo (p>0,05) (Tabela 3).

No que diz respeito ao Volume Globular (VG) Médio dos animais positivos aos
exames de PCR, apenas 8,33% (1/12) apresentava VG abaixo dos valores de
referéncia. O restante dos animais positivos, 91,67% (11/12) apresentava valores de
VG dentro dos padrdes da normalidade que varia de 24 a 46% (JAIN, 1993). Deve-
se destacar que n&o houve correlagao entre o valor de VG e a positividade para T.
vivax (p>0,05). Entretanto, Batista et al. (2008) relataram hematdcrito baixo em um

surto na Paraiba.
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Tabela 3 - Distribuicdo dos resultados dos exames de PCR para T. vivax em bovinos
da microrregido do brejo paraibano de acordo com o sexo, raca e municipio.

Positivos (PCR)

. o .
Variaveis n° examinado o % IC 95% p
Sexo
M 32 6 18,75 8,89-35,31 0,2017
F 65 6 9,23 43-18,71
Raca
Mestico 58 4 6,89 2,71-16,43 0,0678
Nelore 21 6 28,57 13,81-49,96
Girolando 15 2 1333 3,74-37,88
Gir 3 0
Municipio
Alagoa Grande 11 4 36,36 15,17 - 64,62 0,2129
Alagoa Nova 7 0
Areia 40 4 10 3,96 - 23,05
Bananeiras 7 0
Borborema 4 0
Pildes 14 3 2143 7,57-47,59
Serraria 14 1 7,14 1,27 - 31,47

IC = intervalo de confianca p = probabilidade
Fonte: Autoria Propria

2.6 CONCLUSAO

Estes dados confirmam a presenca do Trypanosoma vivax na microrregido do

brejo paraibano, o que pode representar um problema sanitario para o rebanho

bovino da regido, tendo em vista que sua evolucdo é similar a tristeza parasitaria

bovina causada por Anaplasma marginale e Babesia spp. O conhecimento da

frequéncia e distribuicdo destas hemoparasitoses na regido pode contribuir para o

estabelecimento de estratégias de prevencdo e controle da doenca, incluindo

programa de esclarecimento dos produtores sobre a ocorréncia deste parasito na

regido, o que pode confundir o diagnéstico e tratamento dos animais afetados.
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3.1 RESUMO

As hemoparasitoses causadas por Babesia spp., Anaplasma marginale (causadores da
tristeza parasitéria bovina — TPB), e Trypanosoma vivax podem causar Sérios prejuizos
sanitarios e econémicos para a bovinocultura. Por isso é fundamental o conhecimento da
sua frequéncia e distribuicdo. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a
prevaléncia de hemoparasitos em bovinos na microrregidao do Brejo Paraibano. O trabalho
foi realizado em propriedades criadoras de bovinos da microrregido do brejo paraibano. O
trabalho de campo foi realizado no periodo de mar¢co a novembro de 2021. Foram sorteadas
23 propriedades da lista de criadores fornecida pela Defesa Agropecuaria da Paraiba e
colhidas 183 amostras de sangue total com anticoagulante de bovinos de ambos os sexos a
partir de seis meses de idade. A pesquisa de hemoparasitos foi realizada a partir das
técnicas de esfregaco sanguineo e técnica de Woo com observacao direta em microscépio
Otico e determinagcdo do hematdcrito dos animais. A prevaléncia de bovinos infectados por
hemoparasitos foi de 63,4% (116/183), 33,3% (61/183) estavam infectados por Babesia
spp., 53% (97/183) por A. marginale e a infecgdo mista, Babesia spp. e A. marginale estava
presente em 22,9% (42/183) dos animais. A infec¢do por T. vivax foi observada em um
animal (0,5%). O hematdcrito dos animais infectados pelos agentes da TPB foi
significativamente menor que os nao infectados. Conclui-se que a microrregidao do Brejo
Paraibano possui alta prevaléncia de hemoparasitas de bovinos, sendo o Anaplasma
marginale a espécie mais prevalente, seguida de Babesia spp. €, em menor frequéncia, T.
vivax.

Palavras-chave: anaplasmose; babesiose; hemoparasitoses; tripanossomiase bovina;
tristeza parasitaria bovina.
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3.2 ABSTRACT

Hemoparasitosis caused by Babesia spp., Anaplasma marginale (causing bovine parasitic
sadness - BPD), and Trypanosoma vivax can cause serious health and economic damage to
cattle. Therefore, it is essential to know their frequency and distribution. Therefore, this study
aimed to evaluate the prevalence of hemoparasites in cattle in the microregion of Brejo
Paraibano. The work was carried out in cattle raising properties in the micro-region of the
Paraiba swamp. The fieldwork was carried out from March to November 2021. 23 properties
were drawn from the list of breeders provided by the Agricultural Defense of Paraiba and 183
samples of whole blood with anticoagulant from bovines of both sexes were collected from
six months of age. The search for hemoparasites was performed using blood smear and
Woo technique with direct observation under an optical microscope and determination of the
animals' hematocrit. The prevalence of cattle infected with hemoparasites was 63.4%
(116/183), 33.3% (61/183) were infected with Babesia spp., 53% (97/183) with A. marginale
and mixed infection, Babesia spp. and A. marginale was present in 22.9% (42/183) of the
animals. T. vivax infection was observed in one animal (0.5%). The hematocrit of animals
infected by TPB agents was significantly lower than that of uninfected animals. It is
concluded that the Brejo Paraibano microregion has a high prevalence of bovine
hemoparasites, with Anaplasma marginale being the most prevalent species, followed by
Babesia spp. and, to a lesser extent, T. vivax.

Keywords: anaplasmosis; babesiosis; hemoparasitosis; bovine trypanosomiasis; bovine
parasitic sadness.
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3.3 INTRODUCAO

O Brasil possui o segundo maior rebanho de bovinos do mundo, o que
corresponde a 18% do rebanho mundial (MALAFAIA et al., 2019). No ano de 2020,
esse rebanho era formado por 218,1 milhdes de cabecas, sendo 0,6% (1.344.094
cabecas) no estado da Paraiba, onde a microrregido do Brejo Paraibano possui
60.722 cabecas (IBGE, 2020). Com todo este rebanho deve-se destacar que
problemas sanitarios podem afetar negativamente a expansdo da pecuaria bovina,
com destaque para as doencas infecciosas e parasitarias (STOTZER et al., 2014).

Neste contexto, as hemoparasitoses como babesiose e anaplasmose,
causadores da tristeza parasitaria bovina (TPB) e a tripanossomiase bovina
possuem grande importancia, pois podem reduzir os lucros e até mesmo inviabilizar
a atividade produtiva (COSTA et al., 2021; LOPES et al., 2018).

A TPB é um complexo de doencas parasitarias que possuem sinais clinicos e
epidemiologias semelhantes, causadas por protozoarios, Babesia bovis ou B.
bigemina e a bactéria Anaplasma marginale, ambos transmitidos biologicamente
pelo carrapato Rhipicephalus (Boophillus) microplus e, mecanicamente, pelas
moscas hematéfagas (Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans, tabanideos e
culicideos) (ARAUJO et al., 2021; PIAU JUNIOR et al., 2013; SILVA et al., 2021). A
Babesia pode ser transmitida por via transplacentaria (DANTAS, 2018) e o
Anaplasma por via iatrogénica ou transplante de embrides (COSTA et al., 2021;
KIKUGAWA, 2009).

A tripanossomiase causada pelo protozoario Trypanosoma vivax, nas
Ameéricas, é transmitida por vetores mecanicos como tabanideos, S. calcitrans e H.

irritans e pela via iatrogénica (CADIOLI et al., 2012).
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Estas hemoparasitoses, principalmente a TPB, ocorrem em todo o territorio
nacional, cuja frequéncia varia de acordo com a populacdo de vetores, que Ssao
influenciadas pelas condi¢cdes edafocliméaticas (COSTA et al., 2018; PAULA et al.,
2015; MAHONEY; ROSS, 1972), com areas de instabilidade enzoodtica no sertdo
paraibano (COSTA et al., 2011; COSTA et al., 2018). A tripanossomiase bovina esta
presente em varios estados brasileiros (ANDRADE NETO et al., 2019; GUERRA et
al., 2013; PEREIRA et al., 2018), com o primeiro diagndéstico no sertdo da Paraiba
no ano de 2002 (BATISTA et al., 2007).

O diagnostico das hemoparasitoses baseia-se nos dados epidemiolégicos,
nos sinais clinicos, nas lesBes observadas a necropsia e, principalmente nos
exames laboratoriais, sendo o esfregaco sanguineo o método mais antigo e
rotineiramente utilizado no diagndstico das hemoparasitoses. Na fase aguda a
parasitemia é elevada e os parasitos sdo facilmente detectados, enquanto na fase
de portador, a parasitemia é baixa e o0 método direto € menos sensivel. Outras
técnicas diagnésticas mais sensiveis e/ou especificas sdo os testes soroldgicos
(reacdo de fixacdo de complemento — FC, imunofluorescéncia, ensaio de
imunoadsor¢cdo enzimatica indireta (ELISA) e, mais recentemente, métodos
moleculares (MADRUGA et al.,, 2004; KIKUGAWA, 2009; PAULA et al., 2015;
SANTOS, 2013; SILVA et al., 2021).

Estudar a epidemiologia das hemoparasitoses em uma regido é importante
para verificar o risco de instabilidade enzodtica e através disso verificar a
necessidade de adocao de intervencdes sanitarias mediante surtos dessas doencas
(MADRUGA et al., 2004). Assim sendo, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a

prevaléncia de hemoparasitos em bovinos na microrregiao do Brejo Paraibano.
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3.4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em propriedades rurais criadoras de bovinos situadas
na microrregido do Brejo Paraibano, composta pelos municipios: Alagoa Grande,
Alagoa Nova, Areia, Bananeiras, Borborema, Matinhas, Pildes e Serraria. A
precipitacdo média mensal de 95,9 mm, variando de 18,2 mm (més mais seco em
outubro) a 184,9 mm (més mais chuvoso em junho) (CHAGAS NETO; ARAUJO,
2017).

As propriedades foram selecionadas por sorteio, de acordo com uma listagem
de criadores de bovinos cadastrados no sistema da Defesa Agropecuéria do Estado
da Paraiba. A populacdo amostral foi composta por bovinos de ambos 0s sexos,
com idade a partir dos seis meses. O tamanho amostral foi calculado considerando-
se 0S seguintes parametros: prevaléncia esperada de 13,93% (GUERRA et al.,
2013), nivel de confianca de 95% e um erro estatistico de 5% e uma populagéo
infinita, utilizando-se a férmula para célculo de amostras aleatérias (THRUSFIELD,
2004). O numero calculado foi de 183 animais, os quais foram selecionados de 23
criadores sorteados de forma aleatéria.

As visitas para avaliacdo dos animais e colheita das amostras foram
realizadas no periodo de marco a novembro de 2021. Foi colhido sangue, por
puncdo da veia jugular externa, usando sistema de coleta a vacuo e tubos de 5 mL
com EDTA. As amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo e
encaminhadas ao Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva do Hospital
Universitario Veterinario do CCA-UFPB, localizado em Areia-PB, para
processamento imediato. Foi realizada a pesquisa direta de hemoparasitos pelas
técnicas de esfregaco sanguineo (THRALL et al., 2015) e microhematdcrito, também

conhecida como Técnica de Woo (WOO, 1969). Os esfregacos foram fixados com
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metanol e corados com Giemsa e realizada a leitura em microscépio Optico
utilizando a objetiva de 100x com 6leo de imersao. As leituras foram feitas por dois
microscopistas diferentes e, caso houvesse divergéncia entre os resultados, um
terceiro microscopista fazia a avaliacao final.

Para a determinacdo do volume globular foram preenchidos tubos capilares
de vidro e alocados em centrifuga para microhematocrito por 10 minutos com
rotacdo de 15.000 rpm. Apoés a centrifugacado, procedeu-se a leitura com o auxilio do
cartdo de microhematécrito (JAIN, 1993).

Os dados quantitativos com distribuicdo normal foram submetidos a Andlise
de Variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
Os dados com distribuicdo multinominal foram submetidos a Analise de Deviance
(ANODEV) por modelo linear generalizado, considerando-se a distribuicdo
multinomial e o link da funcéo igual a logit cumulativo (SCHABENBERGER; PIERCE,
2001). De acordo com a significancia do teste qui-quadrado (Chi-squared test), em
até 5% de probabilidade de erro, as probabilidades de distribuicdo das categorias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05). Para os dados com distribuicdo
binomial, considerou-se a funcao binomial com o link igual a logit.

Os dados foram representados por média + desvio padrdo, exceto para 0s
dados multinominais que foram representados pelas probabilidades de ocorréncia de
cada categoria. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o software
estatistico R Core Team (2022).

A avaliacdo da positividade para hemoparasitos e o0 VG % foi realizada pelo
teste de correlacdo de Spearman utilizando-se o software BioEstat 5.3 (AYRES et

al., 2007).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amostrados 183 animais provenientes de 23 rebanhos de sete
municipios da microrregido do brejo paraibano. Os resultados da prevaléncia de
focos e de animais estdo apresentados na tabela 1. Infeccdo por hemoparasitos
estava presente em 91,3% (21/23) dos rebanhos estudados, sedo 69,6% (16/23)
estavam infectados por Babesia spp., 82,6% (19/23) eram positivos para Anaplasma
marginale e a infeccado mista (TPB por Babesia spp. e A. marginale) estava presente

em 60,9% (14/23) dos rebanhos. Em um (4,3%) rebanho havia presenca de T. vivax.

Tabela 1 - Prevaléncias de hemoparasitos em rebanhos e bovinos da microrregido do brejo
paraibano de acordo com o tipo de hemoparasito.

Rebanhos (n=23) Bovinos (n =183)
Parasitos Positivos Positivos
n° % [IC] 95% n° % [IC] 95%
Babesia spp. 16 69,6 [49,1-84,4 61 33,3 [26,9-40,7]
Anaplasma marginale 19 82,6 [62,7-93] 97 53 [45,8-60,4]
TPB (Babesia spp. e A. marginale) 14 60,9 [40,8-77,8] 42 22,9 [17,5-29,6]
T. vivax 1 43 [0,8 - 21] 1 0,5 [0,1-3]

Total infectados por hemoparasitoses 21 91,3 [73,2-97,6] 116 63,4 [56,2-70]
[IC] =intervalo de confianca

Fonte: Autoria Prépria

A prevaléncia de bovinos infectados por hemoparasitos foi de 63,4%
(116/183), 33,3% (61/183) estavam infectados por Babesia spp., 53% (97/183) por
A. marginale e a infeccdo mista, Babesia spp. e A. marginale estava presente em
22,9% (42/183) dos animais.

De acordo com Mahoney; Ross (1972), regides com prevaléncia de infeccao
pelos agentes da tristeza parasitaria bovina (Babesia spp. e Anaplasma sp.) entre
20% e 75%, em bovinos acima dos nove meses de idade, estdo em instabilidade
enzoodtica, podendo-se sugerir que a microrregido do brejo paraibano se encontra

nesta situacao. Outros trabalhos com pesquisa direta de hematozoarios encontraram
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prevaléncias de 39,7% para A. marginale e 12,2% para Babesia spp. no Rio Grande
do Sul (CUNHA et al., 2017) e, em Minas Gerais, 52,5% para Babesia spp., 25%
para A. marginale, 10% para TPB, sendo a infeccdo por hemoparasitos totais
presente em 67,5% dos animais analisados (PAULA et al., 2015), 36,3% para A.
marginale e 2,7% para Babesia spp. (BAHIA et al., 2020). No Espirito Santo
encontrou-se prevaléncias de 39% para Babesia spp. e A. marginale, sendo a
infecg@o mista presente em 20% dos animais (JUNIOR et al., 2008). Estes trabalhos
mostram que, como na area investigada neste trabalho, as regibes avaliadas
encontram-se classificados como areas de instabilidade enzodticas.

Altas prevaléncias de bovinos portadores de hemoparasitos (tabela 1)
encontrados neste estudo ja poderiam ser esperadas, tendo em vista que durante as
visitas foi observada uma intensa presenca de moscas-do-chifre (Haematobia
irritans) no dorso dos animais e 0s proprietarios ou os tratadores relataram presenca
de mutucas (tabanideos) e de moscas-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans),
possiveis transmissores mecéanicos do A. marginale (KOCAN et al., 2010). Além
disso, os criadores ou tratadores relataram ser comum a aplicacéo de carrapaticidas
nos animais na tentativa de eliminar as moscas. Entretanto, Kessler (2001) afirmou
que este produto ndo tem acdo efetiva sobre as moscas, além de possuirem um
curto periodo residual a campo (cerca de 9 dias), podendo causar efeito reverso,
aumentando  significativamente o parasitismo pelas moscas-dos-chifres,
favorecendo, assim, a transmissdo do A. marginale (ARAUJO et al., 2021). Além
disso, o uso do carrapaticida seria uma possivel justificativa para a pouca
observacdo de carrapatos nos animais no momento das coletas, e sendo assim, a

baixa transmisséo e prevaléncia da Babesia spp. (PAULA et al., 2015).
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Apesar do uso frequente de carrapaticidas relatado pelos produtores, a regiao
apresenta condic¢des climaticas favoraveis a manutencao de carrapatos, contribuindo
para a manutencao da infeccdo por Babesia spp. e A. marginale, uma vez que o
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o principal transmissor destes
hemoparasitos e estudo realizado no Pernambuco mostrou que, das amostras de
carrapatos, 5,8% estavam infectadas por Babesia spp. e 23,3% por A. marginale
(SANTOS et al., 2017). Os métodos profilaticos dos rebanhos bovinos devem ser
eficazes para o controle dos ectoparasitos, que devem ser mantidos nos rebanhos
de forma discreta e acompanhada por profissional capacitado, a fim de que as
hemoparasitoses permanecam nos rebanhos de forma discreta, conferindo aos
animais resisténcia imunologica.

Neste trabalho usou-se o sangue total obtido por puncdo jugular para a
realizacdo da pesquisa de hematozoarios, que conforme Santos et al., (2013) é
menos sensivel para pesquisa direta de hemoparasitos em bovinos e, mesmo assim,
observou-se prevaléncias semelhantes ou superiores as citadas por outros estudos
com pesquisa direta do parasita realizados no Brasil (BAHIA et al., 2020; CUNHA et
al., 2017; JUNIOR et al., 2008; PAULA et al., 2015) e no Equador (GUAMAN-
QUINCHE et al., 2020). Apesar de menos sensivel, a pesquisa de hemoparasitos
utilizando amostras de sangue colhidos da veia jugular pode ser usada para
monitoramento da condicdo da infeccdo do rebanho, tendo apresentado, neste
estudo, inclusive resultados semelhantes aos observados por Santos et al. (2017) no
Pernambuco que usaram teste soroldgico de RIFI.

Além dos agentes da TPB, foi possivel identificar a presenca de um rebanho
com um animal infectado por T. vivax (tabela 1). Tratava-se de uma fémea mestica

gue estava clinicamente saudavel no dia da visita. Este fato chama a atencéo para a
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existéncia de animais portadores de T. vivax na regido do brejo paraibano, a
exemplo da existéncia de infeccéo por este agente no sertdo do estado desde o ano
de 2002 (BATISTA et al.,, 2007). Nas propriedades investigadas era frequente a
presenca de moscas hematéfagas e ainda o compartilhamento de agulha no manejo
de vacinacdo dos animais, podendo contribuir para a transmissdo deste parasito
(CADIOLI et al., 2012), com possivel instalagdo de surto e prejuizos para a pecuaria
regional.

A prevaléncia de bovinos infectados por hemoparasitos de acordo com sexo,
raca e municipio de origem estdo apresentas na tabela 2. Nao houve diferenca
estatistica significativa em relagdo a positividade para Babesia spp., A. marginale,
TPB (infeccdo mista por Babesia spp. + A. marginale) e total infectados por
hemoparasitos), corroborando com os achados de Santos et al. (2017).

Da mesma forma, néo foi verificada diferenca estatistica entre a positividade
para hemoparasitos e a raga dos animais (p > 0,05). Destaca-se que a maioria dos
animais deste estudo eram mesticos (58,5%) e nelore (22,4%). Os animais mesticos
(sem raca definida) séo resultado do cruzamento de um animal de raca taurina com
um animal de raca zebuina. Esses cruzamentos séo realizados com o objetivo de
obter um animal que tenha a resisténcia e adaptacdo ao clima da regido (animal
zebuino), e que conserve a capacidade produtiva do animal de raca taurina. O gado
zebuino é naturalmente mais resistente aos carrapatos e aos dipteros hematéfagos
(vetores bioldgicos e mecanicos, respectivamente), portanto, ao realizar esses
cruzamentos, obtém-se animais que sejam resistentes a estes artropodes, e
consequentemente, terdo susceptibilidade intermediaria aos hemoparasitos, como o

afirmado por Costa et al., (2011) e Piau Junior et al., (2013).
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Tabela 2 - Prevaléncia de hemoparasitoses em bovinos criados na microrregido do Brejo

Paraibano, de acordo com sexo, raca e municipio.

s w0 oaeaspp A REdmaape Ty
% () [IC]95% % (n) [IC]95% %) [IC]95% %) _ [IC] 95%
Sexo
Macho 63 3(12'Z))a [21,6- 44] 4(62’8)a [34,3 - 58,2] 2?1'2)3 [15,0 - 35,6] 5?3:2)6‘ [41,8 - 65,7]
Femea 120 3%)"" [26,3 - 43,0] 5%;)"" [47,7 - 65,2] 2(22'%"" [15,9 - 30,8] G?ég)a [59,5 - 76,0]
Raca
Mestico 107 3(3912)61 [25,4 - 43,0] 4?4%"" [34,9 - 53,4] 1(61'2)"" [10,9 - 25,0] 6?6’2)"" [51,3 - 69,5]
Nelore 41 2?1"3)& [17.6 - 44,5] 5?2’:13)"" [41,0 - 70,1] 2(61'%"" [15,7 - 41,9] 5&’%"" [43,4 - 72,2]
Girolando 28 3?1’(7))"" [20,7 - 54,2] 7(52’%"" [56,6 - 87,3] 3?1'(7))6‘ [20,7 - 54,2] 7(52’2)"" 56,6 - 87.,3]
Gir 7 42(’35; & 158 -74,9] 85(’67) 2 148,7-97.4] 42('3?) 2 158 -74,9] 85(’67) 2 148,7-97.4]
Municipio
é';%%ae 40 30(’102;"b [18,1 - 45,4] 7(22,g)a [57,2 - 83,9] 2(71'?)3 [16,1 - 42,8] 7(53’8)"" 59,8 - 85,8]
Q'(‘;"\?aoa 7 O'?Og"b [0,0 - 35,4] 108)‘” [64,6 — 100] 0&8)"" [0,0 - 35,4] 108)"’“) [64,6 — 100]
Areia 84 33(’238)ab [24,2 - 43,9] 51(;123;"*’ [40,7 - 61,6] 2?2'3)"‘ [18 - 36,5] 58(;139;"b [47.6 - 68,3]
SBa“a”e"a 8 7528 a4 140,9 - 92,8] 50&2)"’“’ [21,5 - 78,5] 25('2(; A [7,1-591] 10(%)ab [67,6 — 100]
Borborema 6 83&2)” [43,6 - 97] O'E)O;"b [0 - 39,0] oig)a [0 - 39,0] 83&2)"’“’ [43,6 — 97,0]
Pildes 14 50&%""'[’ 26,8 - 73,2] 64ig)ab 38,8 - 83,6] 42('69) 3 121.4-674] 71('140§°‘b [45,3 - 88,3]
Serraria 24 12(’35) b 1a3-31] zo(g b 192405 4&%"" [0,7 - 20,2] 23’72) b 114,9-49,2]

[IC] = intervalo de confianga

* Letras iguais = sem diferenca estatistica (p > 0,05);
0,05)

Fonte: Autoria Propria.

Letras diferentes = diferenca estatistica (p <

Em relacdo ao municipio de origem, observou-se diferenca significativa (p <

0,05) nos infectados por Babesia spp. com maior frequéncia no municipio de

Bananeiras (75%) e menor no municipio de Serraria (12,5%), e em relacédo a A.

marginale, destacou-se o municipio de Alagoa Grande (72,5%) e menor frequéncia
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em Serraria (20,8%). Deve-se destacar que todos 0os municipios analisados estédo
situados na microrregido do brejo paraibano e, portanto, apresentam caracteristicas
climaticas como temperatura, umidade e pluviosidade muito semelhantes, propicias
para a manutencdo da presenca do carrapato transmissor dos agentes da TPB
(COSTA et al., 2011; SANTOS et al., 2017).

A Tabela 3 apresenta os resultados dos valores médios do volume globular
(VG%) e do coeficiente de correlacdo de Sperman dos animais analisados de acordo
com a presenca de infeccdo por Babesia spp., A. marginale, TPB, T. vivax e total de
infectados por hemoparasitos. Observa-se que a média do VG dos animais
infectados foi menor que a dos nédo infectados, com possivel correlacdo entre o
VG% e o resultado positivo para A. marginale, Babesia spp., TPB e hemoparasitos
total, utilizando o teste de correlacdo de Sperman para o nivel de significancia de
5%, conforme visto na figura 1. Valores de hematdcrito significativamente menores
nos animais positivos para A. marginale e Babesia spp. foram relatados em bezerros
por Costa et al. (2018), no entanto, estes autores usaram a técnica de PCR para o
diagnéstico. Ja, Bernardo et al. (2016) encontraram alteragdes hematoldgicas

significativas, incluindo baixo VG% em bovinos parasitados por A. marginale.

Tabela 3 - Volume globular médio (%) e coeficiente de correlacdo de Sperman de bovinos,
de acordo com o0s hemoparasitos, criados na microrregido do Brejo Paraibano.

Volume Globular (VG) % Coef.
Parasitos Positivos Negativos D Correlagao
Média [IC]95% Média [IC] 95% oo R X
Babesia spp. 278b [26,4-29,2] 30,7a [29,7-31,6] <0,0002  -0.437  <0.001
Anaplasma marginale 27,8b [26,8-28,9] 31,8a [30,7 - 32,9] <0,0001 -0.284 <0.001

TPB (Babesia spp. e
A. marginale)

T. vivax 28a [16,8-39,2] 29,7a [28,9-30,5] 0,7326
Hemoparasitos total 28b [27,1-29,0] 32,6a [31,4-33,8] <0,0001 -0.446 <0.001

272b [256-28,9] 30,4a [29,5-31,3] <0,0002  -0.284  <0.001

[IC] = intervalo de confianca
p = probabilidade
Fonte: Autoria Propria.
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Durante as visitas, antes da colheita do material, os animais eram observados
para verificacdo da presenca de sinais clinicos aparentes de tristeza parasitaria. Dos
183 animais observados, apenas um animal, uma fémea recém parida de aptidao
leiteira, mestica, de uma propriedade do municipio de Alagoa Grande, apresentava
sinais de apatia e ataxia. O volume globular deste animal foi de 11% e a prevaléncia
de hemoparasitoses nesta propriedade foi de 78,9%. Além disso, foi observada a
presenca de carrapatos e de moscas-dos-chifres no rebanho. Assim sendo, pode-se
concluir que esta vaca estava apresentando sintomatologia clinica sugestiva de
hemoparasitose ap6s um episédio de imunodepressdao pos-parto, entretanto,
apresentou resultado negativo na pesquisa direta de hemoparasitos.

Vale ressaltar que € importante observar e relatar a prevaléncia de focos da
doenca, dentro de uma propriedade ou no seu entorno, de um ou mais animais
parasitados, pois assim, ha indicios da distribuicdo espacial dos hemoparasitos, o
que pode ser util para a implementacdo dos programas de controle e profilaxia da
doenca. Além disso, os dados epidemioldgicos irdo determinar se a regido é de
instabilidade ou estabilidade enzodtica, como defende Cunha et al. (2017).

Apesar do caso sugestivo da TPB identificado durante a visita, ndo houve
relatos dos proprietarios sobre casos recentes da doenca. Isso sugere que, apesar
da presenca de vetores dos hemoparasitos e da presenca de animais infectados,
mesmo que sem sintomatologia clinica, os rebanhos da regido possuem imunidade

contra os parasitas, que foi adquirida ainda jovem (LOPES et al., 2021).
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Figura 1 - Gréficos de correlagéo entre o0 VG% e presenca de hemoparasitos em bovinos da
microrregido do brejo paraibano.
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Fonte: Autoria Propria.

Kikugawa (2009) sugere gue o0s animais que passam por infeccdo natural

ainda jovens (entre 6 e 12 meses de idade), adquirem forte imunidade contra os

hemoparasitas, sendo, muitas vezes, assintomaticos quando atingem a idade adulta.

A manifestacao clinica da doenga nestes individuos ocorre quando eles passam por

situacdes que causem imunossupressao (LOPES et al., 2021), como o caso que foi

relatado. Os autores destacam ainda que 0s animais nativos de regiées endémicas

possuem resisténcia genética natural contra algumas enfermidades, especialmente

as parasitarias. A imunidade passiva transmitida aos bezerros via colostro de vacas
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imunes é responsavel pela absor¢do dos anticorpos (TRINDADE et al., 2011), tendo
0S animais nesta faixa etaria resposta celular mais rapida e eritropoiese intensa
(CUNHA et al., 2017), diminuindo a ocorréncia de formas clinicas da doenca. De
acordo com Sacco (2002) tal situacdo cria uma condicdo ideal para a imunizacéo
natural do rebanho onde animais jovens protegidos através do colostro pelos
anticorpos maternos, podem ser inoculados com hemoparasitos através de

infestacOes leves por carrapatos desenvolvndo assim imunidade ativa.

3.6 CONCLUSAO

A microrregido do Brejo Paraibano possui alta prevaléncia de hemoparasitas
de bovinos, sendo o Anaplasma marginale a espécie mais prevalente, seguida de
Babesia spp. e, em menor frequéncia, com apenas um animal infectado, T. vivax. Os
municipios que compdem a microrregido possuem as caracteristicas enzooticas
favoraveis a disseminacdo da babesiose e da anaplasmose nos rebanhos de gado
de leite e gado de corte, com potencial para o surgimento de surtos de Tristeza

Parasitaria Bovina.
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Este trabalho trata-se de uma pesquisa sobre as hemoparasitoses
causadoras da tristeza parasitaria bovina (TPB) ocorrentes na microregido do Brejo
Paraibano, no intuito de avaliar a situacdo atual da doenca na regido e assim
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As hemoparasitoses sdo enfermidades de grande importancia para a
bovinocultura brasileira visto que podem causar graves prejuizos no que diz respeito
a sanidade animal, a pecuaria e a lucratividade. Por gerarem sinais clinicos e
sintomas bastante semelhantes aos causados por outras enfermidades acabam por
ter seu tratamento e prevencao dificultados, visto que muitas vezes os produtores
acabam confundidos essas doencas com outras enfermidades e as propriedades

muitas vezes ndo possuiam assisténcia veterinaria.

Estudar a situacdo epidemiolégica de uma doenca em uma regidao € algo de
extrema importancia, visto que conhecendo tal situacao € possivel criar estratégias
mais especificas para a melhoria da situagdo sanitéria local, possibilitando assim o
estabelecimento de programas de conscientizacdo dos produtores sobre as

hemoparasitoses e seus prejuizos quanto a produtividade e satude animal.

O estudo em questdo mostrou a existéncia da presenca de Tripanossoma
vivax na microrregido do brejo paraibano, localidade onde ainda ndo haviam sido
relatadaos focos da doenca e que h&d uma alta prevaléncia de Babesia spp. e
Anaplasma marginale nesta mesma regido, 0 que pode representar riscos
relacionados a higidez do rebanho e consequentemente perdas econf6micas de
grandes impactos para o0 produtores, visto que estas enfermidades afetam

diretamente atividade pecuaria.

No presente estudo pode-se notar uma diferenca significativa entre as
diferentes técnicas de diagnéstico utilizadas, onde foi possivel perceber que o
diagnéstico de tripanossmiase bovina por meio da reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) foi mais sensivel quando comparado a pesquisa direta por leitura do
esfregaco de sangue periférico, 0 que ressalta a importancia da associacdo de mais
de uma técnica de diagnostico para identificacdo de hemoparasitoses como a

Tripanossomiase bovina.

Os dados obtidos através destes estudos evidenciam a necessidade da
realizacdo de mais pesquisas deste tipo e podem servir como base para adocéo de

medidas de controle e prevencao destas doencas.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Eu, ,

abaixo assinado, declaro que fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste
estudo conforme especificado no texto abaixo. Ao assinar este Termo de Consentimento, declaro
que autorizo a participacdo do(s) meu(s) animal(is) identificado(s), a seguir, neste projeto da
Universidade Federal da Paraiba, por intermédio do discente DAYANA INOCENCIO DA COSTA
aluna do Curso de Mestrado em Ciéncia Animal da Universidade Federal da Paraiba, sob a
orientacdo do Prof. Dr. Inacio José Clementino.

Titulo do Experimento: “ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DA TRIPANOSSOMIASE BOVINA NA
MICRORREGIAO DO BREJO PARAIBANO”.

1- Objetivo: Realizar levantamento epidemiolégico da tripanossomiase bovina na microrregido do
Brejo Paraibano.

2- Descrigcao de procedimentos: Serd feita uma visita ao estabelecimento para preenchimento
de questionario e coleta de amostras de sangue dos animais (pun¢éo venosa —5 a 10 ml).

3- Desconfortos e riscos esperados: Os procedimentos a serem adotados apresentam
desconforto e risco minimos, resumindo-se em contencdo dos animais realizados junto com o
produtor, e colheita de material conforme procedimentos rotineiros utilizados na rotina
ambulatorial.

4- Beneficios esperados: A finalidade deste trabalho é contribuir para o conhecimento situagdo
epidemiolégica da tripanosomiase bovina na microrregido do Brejo Paraibano.

5- Esclarecimento sobre a participacdo do animal neste projeto: Sua autorizacdo para
inclusdo dos seus animais na pesquisa é voluntaria e o Sr.(a) tem a liberdade de retirar seu
consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, ndo acarretando nenhum
dano ou prejuizo ao estudo e ao voluntario.

A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada. Os membros da CEUA ou
as autoridades regulatérias poderdo solicitar suas informacgdes, e nesse caso, elas serdo dirigidas
especificamente para fins de inspecdes regulares.

O Médico Veterinério responsavel pelo(s) seu(s) anima(is) sera a Dr In4cio J. Clementino,
inscrito(a) no CRMV sob o0 no 0783. Além dele, a Médica Veterinaria DAYANA INOCENCIO DA
COSTA também se responsabilizara pelo bem-estar dos seus animais durante todo o estudo e ao
final dele. Em casos de dlvidas quanto aos seus direitos, ligue para o Comité de Etica em
Pesquisa CEP - Universidade Federal da Paraiba (83 — 3216 7791) ou para o Pesquisador
responsavel pelo projeto, Prof. Dr. Inacio José Clementino (83) 99902-6422.

Local e data. , de de

Assinatura do Responsavel Nome e Assinatura do Pesquisador



APENDICE B - Check List

Tripanosomose bovina
Estudo Epidemiologico

01-Identificagio: 2 — Data das visitas:
MumCIPIO: Data da visita: S
PTOpl‘lETElI‘lOZ Data do reterno: /
Propriedade: Codigo: 03 — Coordenadas
‘ Lat L% b e
Area: hectares; Telefone do criador: .
¢ Lon| | % | L1 r

04- Tipo da Exploracao: [corte [dleite [Omista
05- Sistema de Criacao: [Jconfinade [0 semi-confinado [ extensivo
06- N° de Ordenhas por dia: [J 1 ordenha [J2ou 3 ordenhas [JNio ordenha
07- Tipo de Ordenha: [ manual [ mecanicaaopé [0mecanica em sala de ordenha [ Nio ordenha
08- Produciio de leite: a) N° de vacas em lactagdo:
b) Produgio diaria de leite na fazenda: litros
9- Usa inseminacao artificial? [Ondo [Jusa inseminacdo artificial ¢ touro  [J usa s6 inseminagio artificial
10- Raca predominante - Bovinos: [Jzebu [ europeu de leite [Jeuropeu de corte [Omestico [ outras ragas

11- Bovinos existentes 12- Outras espécies na propriedade: O ovinos/caprinos
O eqiiideos Csuinos Caves ocdo O gato

Machos inteiros (meses) Fémeas (meses)

Total - -
o 0-6 | 612 | 1224 | =24 | 0-6 | 612 | 12-24 | =24 | 13_Espécies silvestres em vida livre na propriedade: 0 nio

O sim, quais:

14- Alguma vaca abortou nos altimos 12 meses? o0 ndo 0 sim O ndo sabe

15- O que faz com o feto abortado e a placenta? o enterra/joga em fossa/queima 0 alimenta porco/cdo o ndo faz nada
16- Aluga pastos em alguma épaca do ane? Onio O sim
17- Compartilha outros itens com outras propriedades? [ ndo [ equipamentos (pistola de vacinagdo) [] outros
18- Tem pastos em comum com outras propriedades? 0 ni3o O sim
19- Existem na propriedade dreas alagadicas as quais o gado tem acesso? Cnio O sim
20- Nos ultimos 12 meses houve aquisicio de bovinos ou bufales? [J ndo Osim

Onde/de quem: [ em exposigio [J em leildo/feira [ de comerciante de gado [ diretamente de outras fazendas

21- Vende animais para abate? []ndo O sim
22-Tem assisténcia veterinaria? [Dnio [Jsim De que tipo? [ vet cooperativa'extensdo [ veterinario particular
23-Nos iltimos 12 meses comprou bovines/bubalines: nimero de ammais:..._._......, de quantas propriedades:
24-Nos iltimos 12 meses vendeu bovinos/bubalines: mimero de animais:. .., para quantas propriedades:
25- Compartilha aguadas\bebedouros com animais de outra(s) propriedade(s)? Onio [Jsim
26- Usa a mesma seringa / agulha para aplicar medicamento ou vacina em varios animais? onio osim oD nfo sabe
27- Classificacio da propriedade? [Jrural classica [J aldeia indigena [ assentamento [ periferia urbana

Assinatura do pesquisador:

28- INFORMACOES SOBRE AS AMOSTRAS COLHIDAS 29- Sinais 30- RESULTADOS LABORATORIAIS
Ne Cé:: ?1‘; :r:::r?ho Idade Sexo SRS CEAEE (Y clinicos (2) sti:le'-;?a RIFl Obs.:
+Neseqiencial | "8} | M/F) | Sim  Ndo | BRU LEP 1BR  BVD | SMouNAO | (-)/(#) | (-)/(*)

1

2

3

4

5

[

7

8

9

10

Codigos e instrugdes para preenchimento desta tabela
(1) Marcar com X nas vacinas utiizadas (BRU = Brucelose; LEP = leptospirese; IBR = rinotraqueite infecciosa bovina; BVD = Diarréia viral dos bovinos)

(2) Sintomatelogia clinica dentro do espectro de sinais clinicos da doenga. Detalhar no verso caso apresente sinais clinicos.
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ANEXO A - Certificado de aprovacdo CEUA/UFPB

Universidade
Federal da
Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DA TRIPANOSSOMIASE BOVINA NA MICRORREGIAQ DO BREJO
PARAIBANO", protocolada sob o CEUA n2 2113050520 (o co1079), sob a responsabilidade de Inacio Jose Clementino e equipe;
Dayana Inocéncio da Costa - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
da Paraiba (CEUAJUFPB) na reunido de 22/05/2020.

We certify that the proposal "EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF BOVINE TRYPANOSOMIASIS IN THE MICRO-REGION OF THE PARAIBANO
BREJO", utilizing 400 Bovines (males and females), protocol number CEUA 2113050520 (o o01079), under the responsibility of Inacio
Jose Clementino and team; Dayana Inocéncio da Costa - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 05/22/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2020 a 08/2022 Area: Ciéncias Veterinarias
Origem: Animais de proprietarios

Espécie: Bovinos sexo: Machos e Fémeas idade: 0a15anos N: 400
Linhagem: nado se aplica Peso: 50 a 600 kg

Local do experimento: A pesquisa serd realizada em propriedades rurais criadoras de bovines situadas na microrregido do Brejo
Paraibano, Estado da Paraiba, composta pelos municipios de Alagoa Grande, Areia, Bananeiras, Borborema, Matinhas, Pildes e
Serraria. As amostras colhidas serdo processadas e analisadas no Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva (LMVP) do
Hospital Veterinario (HV) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), localizado no municipio de Areia [] PB. O trabalho se ocorrera
no period de agosto de 2020 a agosto de 2022.

Jodo Pessoa, 29 de janeiro de 2021
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