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RESUMO

TRIPANOSSOMIASE BOVINA EM REBANHOS LEITEIROS NO ESTADO DE MATO
GROSSO

Neste trabalho observou-se a ocorréncia, os achados clinicos e laboratoriais de
surtos de tripanossomiase causados por T. vivax em trés propriedades leiteiras, no
Estado de Mato Grosso, Brasil. Além disso, avaliou-se a possibilidade da transmisséo
iatrogénica desse protozodrio, através da reutilizacdo de agulhas e seringas. Foram
testadas, por meio de esfregaco sanguineo e da reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR), amostras de sangue de 213 vacas, provenientes dessas propriedades. Os
resultados foram arranjados em tabela de contingéncia 2x2, e comparados pelo teste Chi-
quadrado, utilizando-se o nivel de significancia 0,05. Um animal em cada propriedade foi
necropsiado, e fragmentos de oOrgdos foram coletados para realizacdo de exame
histol6gico e microbiologico. Entre os animais que apresentaram a doenca observou-se
manifestacbes neuroldgicas, além de infeccdo secundaria por Salmonella enterica
enterica sorovar O:4,5. Nao se observou associacao estatistica da infeccdo dos animais
com a reutilizacdo de agulhas e seringas.

Palavras-chave: hemoparasita, vetor mecéanico, salmonelose.



ABSTRACT

BOVINE TRIPANOSOMIASIS IN DAIRY CATTLE IN MATO GROSSO STATE

In this work, we observed the occurrence, clinical and laboratory findings of
outbreaks of trypanosomiasis caused by T. vivax in three dairy farms, Mato Grosso State,
Brazil. In addition, the possibility of iatrogenic transmission of this protozoan, through the
reuse of needles and syringes was evaluated. Blood samples from 213 cows from these
properties were tested by blood smear and polymerase chain reaction (PCR). The results
were arranged in a 2x2 contingency table, and compared by the Chi-square test, using a
significance level of 0.05. One animal on each property was necropsied, and organ
fragments were collected for histological and microbiological examination. Among the
animals that presented the disease, neurological manifestations were observed, as well
as secondary infection by Salmonella enterica enterica sorovar O: 4,5. There was no

statistical association of infection with the reuse of needles and syringes.

Key words: hemoparasite, mechanical vector, salmonellosis.
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1 INTRODUCAO

Tripanossomiases sdo doencas causadas por espécies de protozoario do género
Trypanosoma, sendo T. vivax a principal espécie que acomete os bovinos na América
Latina (Jones e Davila, 2001), causando quadros de anemia, debilidade, queda na
producédo de leite, anorexia e morte dos animais, além de estar associado a problemas
reprodutivos, como aborto e queda na fertilidade (Riet-Correa, 2007; Dagnachew e
Bezie, 2015). Seidl et al. (1999), considera que a mortalidade, a ocorréncia de abortos,
gastos com tratamento e reduc¢éo da produtividade, levam a uma perda de 4% no valor
dos bovinos quando houver o tratamento da doenca e, perda 17% quando ndo ha

tratamento dos animais.

A transmissédo do T. vivax nas Américas ocorre de forma horizontal, mecanicamente,
por meio de vetores invertebrados como mutucas (Tabanus sp.), mosca-dos-estabulos
(Stomoxys calcitrans), mosca-do-chifre (Haematobia irritans), além da possibilidade da
transmissao iatrogénica, com o uso de agulhas e seringas contaminadas na

administracdo de medicamentos, vacinas entre os animais (Desquesnes, 2004).

No Brasil, a regido Norte e a regido do pantanal no Centro-Oeste sao areas
endémicas para a ocorréncia do T. vivax, devido as condi¢bes favoraveis de
desenvolvimento dos insetos vetores. Na regido Norte, a transmisséo desse protozoério
é facilitada devido a umidade relativa e precipitacdo pluvial alta, as quais favorecem a
alta densidade das populacdes de insetos hematéfagos (Pereira e Abreu, 1978). No
Centro-Oeste, especialmente no bioma pantanal, durante a estacdo chuvosa, além do
aumento da populagéo de insetos hematéfagos, ocorre formacédo de areas alagadicas e

aglomeracao de animais que sdo adensados em areas secas (Davila et al., 1997).

O diagnostico pode ser estabelecido por meio da associacdo entre anamnese, exame
parasitologico, molecular e sorolégico. Os exames parasitologicos, de modo geral,
possuem sensibilidade dependente da fase da infeccédo da doenca, apresentando menor
sensibilidade em casos cronicos. Exames sorologicos indiretos, como o ELISA (Ensaio
imunoenzimético) sdo importantes para estudos epidemiolégicos, enquanto testes

moleculares como a PCR (reacdo em cadeia polimerase) que tem maior sensibilidade,



possibilitam a identificacdo da espécie causadora da doenca (Dagnachew e Bezie,
2015).

O objetivo deste trabalho € descrever a ocorréncia, achados clinicos e laboratoriais
de surtos de tripanossomiase bovina em trés propriedades leiteiras no Estado de Mato
Grosso, além de avaliar o envolvimento da reutilizacdo de agulhas e seringas na

transmissao do protozoario.



2 MATERIAIS E METODOS

Foram acompanhados surtos de tripanossomiase bovina em trés propriedades
de producéao de leite no Estado de Mato Grosso, Brasil, nos municipios de S&o José dos
Quatro Marcos (Propriedade 1), Araputanga (Propriedade 2) e Gléria do Oeste
(Propriedade 3), entre julho e dezembro de 2015. A Propriedade 1 foi visitada em 10 de
agosto de 2015, ja as Propriedades 2 e 3 foram visitadas em 03 de dezembro de 2015.
Durante as visitas foi realizada coleta de sangue, por puncéo da veia caudal lateral, a
partir de amostragem da populacdo de bovinos, em tubos vacutainer contendo
anticoagulante EDTA. No total, 213 amostras de sangue foram obtidas, sendo 83 da
Propriedade 1, 122 da Propriedade 2 e 8 da Propriedade 3. As amostras foram
submetidas a pesquisa de Trypanossoma sp. por meio de esfregaco sanguineo e,

posteriormente, foram submetidas extragdo de DNA e PCR.

Os esfregacos sanguineos foram realizados, imediatamente, apds a coleta,
fixados em metanol e, posteriormente, corados pelo Panotico Rapido®, para pesquisa
de Trypanosoma sp. a identificacdo morfolégica do protozoario. Parte do sangue foi
submetidoa extracdo de DNA pela técnica de fenol-cloroférmio (Sambrook e Russell,
2001). As amostras de DNA foram entdo submetidas & PCR, usando um par de
oligonucleotideos, TviCatL1 e DTO155, para amplificacdo de um fragmento de 177
pares de base (pb) de DNA gendmico, especifico de de T. vivax, conforme descrito por
Cortez et al. (2009). O produto final da PCR foi analisado por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% e as amostras positivas visualizadas no transiluminador Bio-Rad
ChemiDoc™ XRS.

A variavel, reutilizacdo de agulhas e seringas, considerada como fator de risco,
vinculada a aplicacéo de ocitocina, foi comparada a positividade das vacas para T. vivax,
por meio do software SAS University Edition. Os dados foram arranjados em tabela de
contingéncia 2 x 2, e comparados pelo teste Chi-quadrado, utilizando o nivel de

significancia 0,05.

Durante as visitas, trés vacas (Vaca 1, 2 e 3) foram submetidas a necropsia sendo

uma de cada propriedade. Durante a necropsia foram avaliadas alteragbes
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macroscopicas e coletados encéfalo e medula espinhal, fragmentos de coracéo, pulméao,
figado, baco, rim, bexiga, musculatura esquelética, ramen, reticulo, omaso, abomaso,
intestino delgado e intestino grosso. Os o6rgdos foram fixados em formol 10% e
processados rotineiramente, para posterior avaliagdo histolégica. Amostras de sangue
dessas trés vacas também foram submetidas a extracdo de DNA e PCR, conforme
descrito acima. Além disso, fragmentos de figado de cada animal foram mantidos
refrigerados e encaminhados para analise microbiolégica no Laboratério de
Microbiologia Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Mato
Grosso (HOVET/UFMT). Para essa andlise esses fragmentos foram processados de
acordo com Quinn et al. (2004). Posteriormente, os fragmentos de figado foram

submetidos a PCR para Salmonella sp. segundo Suh e Song (2005).

A colbnia bacteriana isolada foi submetida ao exame antigénico, por meio da
técnica de soroaglutinacao rapida em lamina, com antissoros polivalente e monovalente,
somaticos (O) e flagelares (H), com base no esquema sorolégico de Kauffmann-White
e Le Minor e representada de acordo com os critérios de Grimont e Weill (2007) e
Guibourdenche et al. (2010).
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3 RESULTADOS

Nas propriedades Vvisitadas, os rebanhos bovinos eram compostos
predominantemente por vacas mesticas, holandesas e girolandas, com 3 a 5 anos de
idade, e bezerros e novilhas com até 12 meses de idade. Os bovinos eram criados em
sistema de semi-confinamento, com pasto predominante de Panicum maximum cv.
Mombaca (Propriedade 1) e Brachiaria brizantha (Propriedades 2 e 3). A principal queixa
foi a diminuicdo de produtividade, emagrecimento, apatia, letargia e mortalidade,
principalmente nas vacas. Nas trés propriedades, foram administrados diaceturato de
diminazene, oxitetraciclina, solu¢éo de calcio injetavel, solucéo polivitaminica contendo
cianocobalamina e ferro nos animais, mas sem resposta clinica satisfatéria. No entanto,
em 17 vacas da propriedade 2 foi administrado cloridrato de isometamidium, sendo que
se observou melhora significativa desses bovinos. Nas trés propriedades aplicava-se,
previamente a ordenha, ocitocina, por via endovenosa compartilhando-se agulhas e

seringas, realizando trocas desses materiais apenas se apresentasse defeito mecanico.

Na Propriedade 1, do total de 160 bovinos (158 vacas e 2 touros), 28,1% (45/160)
das vacas adoeceram, e 6,8% (11/160) das vacas morreram (Tab.1), com evolucéo
clinica de ~ 24 horas entre o inicio dos sinais clinicos até a morte dos animais. Ocorreram
também quatro abortos. Segundo proprietario, os animais eram oriundos dos municipios

do Estado de Goias e Minas Gerais.

Na Propriedade 2, onde havia 260 bovinos (170 vacas e 90 bezerros), 18%
(47/260) dos bovinos adoeceram, e 4,2% (11/260) morreram (Tab.1), apresentando
evolucdo de 48-72 horas. Nessa propriedade houve a introducdo de animais,

provenientes de Minas Gerais, 60 dias antes da visita.

Na Propriedade 3, do total de 140 bovinos, 70 eram vacas leiteiras em producéo
e 70 eram novilhas e bezerros. Do total de 70 vacas, 14,3% (20/140) adoeceram, com
uma taxa de mortalidade de 9,2% (13/140) (Tab.1), com evolucédo de 72 horas até 120
horas. Aproximadamente 30 vacas foram transferidas da Propriedade 2 para essa

propriedade, aproximadamente 30 dias anteriores a visita.
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Tabela 1. Tripanosomiase bovina causada por Trypanosoma vivax em rebanhos leiteiros no Estado de
Mato Grosso. Numero total de bovinos, taxa de morbidade, taxa de mortalidade e ocorréncias observadas
na Propriedade 1, 2 e 3.

total bovinos morbidade mortalidade Prevaléncia
Propriedade 1 160 28,1% 6,8% 25,3%
Propriedade 2 260 18,0% 4,2% 27,8%
Propriedade 3 140 14,3% 9,2% 37,5%

Ao exame parasitologico direto, por meio de esfregaco sanguineo, em 10,79%
(23/213) dos animais observou-se positividade para a forma tripomastigota de
Trypanosoma vivax (Davila et al.,, 1997). Todas as amostras positivas no esfregaco
sanguineo, também foram positivas quando submetidas a PCR especifico para

Trypanosoma vivax.

Considerando-se 0 exame molecular, nas trés propriedades foram observadas 27,23%
(58/213) amostras positivas para T. vivax, sendo 25,3% (21/83) da Propriedade 1, 27,8
% (34/122) da Propriedade 2 e 37,5% (3/8) da Propriedade 3 (Tab.1).

Considerando-se 0 exame parasitolégico constatou-se 23 esfregacos sanguineos
positivos e 190 negativos. Dessas 190 amostras, em 35 ocorreu amplificacdo de
fragmento de 177pb de DNA gendmico de T. vivax, assim como nas 23 amostras
positivas em esfregago sanguineo (Tab. 2).

Tabela 2. Tripanosomiase bovina causada por Trypanosoma vivax em rebanhos leiteiros no Estado de
Mato Grosso. Tabela de contigéncia 2x2. Associa¢éo dos resultados ao exame parasitolégico e ao exame
molecular.

e L
1 23 0 23
0 35 155 190
TOTAL 58 155 213

PCR: 0: nimero de animais negativos. 1: nimero de animais positivos. Esfregaco sanguineo: 0: niUmero
de animais negativos. 1: nimero de animais positivos. (p<0,01).

Considerando-se o histérico de manejo durante a ordenha e o resultado do exame
molecular, das 148 vacas que recebiam a aplicacdo de ocitocina, 104 (70,3%) foram
negativas e 44 (29,7%) positivas. Ainda, das 48 vacas que nao recebiam a aplicagéo de

ocitocina, 12 (25,0%) foram negativas e 36 (75,0%) positivas (Tab. 3). Desse
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modo ndo houve diferenca estatistica (p=0,5285) entre a variavel positividade de vacas

para T. vivax e a variavel “aplicacdo de ocitocina”.

Tabela 3. Tripanosomiase bovina causada por Trypanosoma vivax em rebanhos leiteiros no Estado de
Mato Grosso. Tabela de contingéncia 2x2. Associacéo dos resultados ao exame molecular e a exposicéo
ao fator de risco: aplicacdo de ocitocina.

PCR

OCITOCINA 0 1 TOTAL
0 36 12 48
1 104 44 148
TOTAL 140 56 196

PCR: 0: nimero de vacas negativas. 1: nimero de vacas positivas. OCITOCINA: 0: numero de vacas que
ndo receberam a aplicacdo de ocitocina. 1: nimero de vacas que receberam a aplicagédo de ocitocina.

Dezessete vacas que foram previamente medicadas com cloridrato de isometamidium
e que foram negativas ao exame parasitolégico e molecular para T. vivax, ndo foram

incluidas na avaliacdo estatistica.

Na Propriedade 1, o proprietario relatou que a Vaca 01 apresentava debilidade
intensa no dia anterior a morte. Na Propriedade 2, a Vaca 02, apresentava intensa
depressao. O proprietario relatou que o quadro clinico dessa vaca se iniciou com apatia
e cegueira, e evoluiu em 24-36 horas, morrendo durante exame clinico. Na Propriedade
3 aVaca 3, apresentava intensa apatia e secrecdo nasal catarral com estrias de sangue,
além de pelos arrepiados e tremores de mandibula. O proprietario relatou que essa vaca
apresentava apatia recorrente havia 90 dias e que apresentou andar em circulos,

durante 5 dias, mas que logo cessaram.

As Vaca 1 e 3 estavam caquéticas, com atrofia muscular, evidenciacdo de
tuberosidades 6sseas e havia atrofia acentuada de gordura corporal, a Vaca 2 estava
com bom escore corporal. Nas trés vacas submetidas a necropsia, foram observadas
hepatomegalia, acentuada na Vaca 1 e moderada na Vaca 2 e 3; além de petéquias e
eguimoses de serosas, principalmente no epicardio; e edema pulmonar com espuma ha
luz traqueal. A Vaca 01 apresentava ainda figado alaranjado, com petéquias na
superficie capsular e de corte, além de areas multifocais aleatorias, puntiformes (1 -2
mm), brancacentas, mais evidentes na superficie capsular. Foram observados também
areas de calcificacdo na aorta (Vaca 02) e hidropericardio (Vaca 03). No exame

histol6gico observou-se infiltrado perivascular mononuclear e gliose multifocal (Vaca 3)
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sendo leve na Vaca 02 e moderado a acentuado na Vaca 03, mais evidente em corpo
estriado, talamo, mesencéfalo, medula oblonga e cerebelo. Em ambos os animais,
observou-se, ainda, hepatite linfoplasmocitica periportal, leve a moderado e nefrite
intersticial linfoplasmocitica moderada em regido medular. Na Vaca 01 o figado
apresentou necrose coagulativa, multifocal e aleatoria, caracterizada por nucleos
picnoticos, restos e debris celulares, ocasionalmente contendo neutréfilos (nédulos

paratiféides) (Fig.3); além da presenca trombos.

o .o .- | Figure 1. Vaca 3 - bovino, fémea, mestiga, 36

: S ' N meses de idade com diagnéstico de

~ . J tripanossomiase. Encefalo com infiltrado
| perivascular mononuclear acentuado e difuso.

T

g 100 ym

Figure 2. Vaca 1 - bovino com
tripanossomiase e salmonelose. Nodulos
paratifdides caracterizados por areas de necrose
hepatocelular aleatoria com infiltrado
predominantemente neutrofilico.

i

) 100 pm

10um

A partir de fragmento de figado da Vaca 01, foi obtida em agar sangue, colénia
cinza de cocobacilos gram negativos com comportamento bioquimico compativel com
Salmonella sp., posteriormente, confirmada como Salmonella sp. através da PCR. No
Instituto Oswaldo cruz, a colonia bacteriana obtida foi diagnosticada como Salmonella
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enterica enterica serovar 0O:4,5. As amostras de figado da vaca 02 e 03 resultaram

negativas em cultura microbiana.
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4 DISCUSSAO

O diagndstico de tripanossomiase bovina por T. vivax nas trés propriedades foi
baseado na anamnese, sinais clinicos e, posterior confirmacéo laboratorial pelo exame
parasitolégico e molecular. O histérico de apatia, reducdo do escore corporal e da
producdo de leite sdo secundarios a anemia que é observada em hemoparasitoses,
como tripanossomiase, babesiose e anaplasmose, sendo que o0 exame parasitolégico e
0 exame molecular permitiram a identificacdo do agente causador da doenca nas trés
propriedades. A PCR possui maior sensibilidade que o exame parasitolégico (Solano et
al., 1999) e, além de confirmar a etiologia da doenca, foi importante para verificar a
presenca do patdégeno, principalmente nas vacas que foram submetidas ao fator de

risco: “aplicacao de ocitocina”.

A reutilizacdo de agulhas e seringas pode estar associada a transmisséo
iatrogénica de T. vivax (Desquesnes, 2004), e nesse relato tornou-se um importante fator
de risco uma vez que administra-se ocitocina por via endovenosa, diariamente. Em
surtos de tripanossomiase por T. vivax, relatados nos municipios de Ipameri-GO
(Barbosa et al., 2015) e Barra do Garcas-MT (Bastos et al., 2013), a aplicacéo diaria de
ocitocina, também fazia parte do manejo para a ordenha. Meneses (2016), verificou
diferenca estatistica ao correlacionar as variaveis “utilizagdo de seringas e agulhas
contaminadas” e a “ocorréncia de tripanossomiase bovina”, em propriedades de

producao de leite em Minas Gerais.

Contudo, no presente trabalho néo foi observado diferenca estatistica entre as
variaveis “aplicagao de ocitocina” e a positividade das vacas (p>0,005). Esse resultado
foi caracterizado por elevada propor¢éo de vacas negativas para o patdogeno diante da
exposicao ao fator de risco (70,2%), que pode ser devido ao uso do aceturato de
diminazeno no tratamento dos animais, pois ndo houve registro das vacas que foram
tratadas. Outra caracteristica a ser considerada € a proporcdo de vacas positivas
qgquando nao houve a exposicdo ao fator de risco (25,00%), certamente devido a
presenca de vetores como mutucas (Tabanus sp.) e mosca-do-chifre (Haematobia

irritans).
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As alteracdes clinicas e achados patoldgicos, observados nas Vacas 02 e 03,
caracterizam manifestacdo neurolégica de tripanossomiase, semelhante aos casos
relatados por Batista et al. (2007) e Galiza et al. (2011). Esses achados podem ser
associados a presenca de Trypanosoma no tecido nervoso e no fluido cerebroespinhal
(Losos e Ikede, 1972; Whitelaw et al., 1988; Tuntasuvan et al. 1997, 2000); as alteracdes
circulatérias causadas por émbolos formados por Trypanosoma, leucécitos e fibrina nos
capilares e vénulas do cérebro (Losos e lkede, 1972); a reacdo autoimune causada por
anticorpos contra o tecido nervoso no fluido cerebroespinhal (Dumas e Bouteille, 1996);
e a apoptose de células endoteliais de vasos sanguineos do cérebro e do cerebelo
(Stiles et al., 2004). Galiza et al. (2011), sugerem ainda que sinais neurologicos

transitérios podem ser causados por hipoxia cerebral devido a severa anemia.

Os achados patologicos, microbiolégicos e moleculares da Vaca 01, estdo
associados a infeccdo por Salmonella enterica enterica serovar O:4,5. A hepato e
esplenomegalia sdo achados encontrados em sepse bacteriana (Barros 2007,
Blanchard 2012). De acordo com Cullen (2009) a necrose hepéatica multifocal aleatoria
associada a infiltrado de macréfagos (ndédulo paratifoide), é sugestiva de sepse por
Salmonella sp.. A imunossupressao € um fendbmeno conhecido e esperado em casos de
tripanossomiase e torna o hospedeiro susceptivel a ocorréncia de infeccdes secundarias
(Dagnachew, 2015).
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5 CONCLUSAO

O diagnéstico dos surtos nas Propriedades 1, 2 e 3 foi estabelecido através dos
achados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais, como a ocorréncia de
tripanossomiase bovina por Trypanosoma vivax, com a ocorréncia de manifestacéo
neurolégica na Propriedade 2 e 3, e a ocorréncia de infecgdo secundéria por Salmonella
enterica enterica sorovar O:4,5 na Propriedade 1. No entanto, ndo houve associacéo
estatistica da positividade dos animais para o protozoario e a reutilizacdo de agulhas e

seringas.
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