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Impacto potencial desta pesquisa

Esta dissertacdo teve por objetivo detectar anticorpos anti- Trypanosoma vivax
em rebanhos bovinos no Brasil. Com os resultados obtidos, demonstrou-se que
este parasita vem causando prejuizos econdmicos na producdo nacional de

leite e carne bovina.

Potential impact of this research

This dissertation aimed to detect anti- Trypanosoma vivax antibodies in cattle
herds in Brazil. With the obtained results, it was demonstrated that this parasite

causes economic damage in the national milk and beef production
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LEVANTAMENTO SOROEPIDEMIOLOGICO DE Trypanosoma Vivax EM
BOVINOS NO BRASIL

RESUMO- O Trypanosoma vivax € responsavel por significativas perdas
econdmicas na bovinocultura da América do Sul e Africa. No Brasil, observa-se
a disseminacdo da doenca em bovinos nos paises, através dos relatos de
surtos que encontramos na literatura. Durante o ciclo de vida do parasita,
observam-se diferentes fases. Onde ocorrem periodos de alta parasitemia com
a presenca na circulagdo sanguinea e baixa parasitemia podendo estar em
orgdos, gordura e pele. Os métodos de diagnosticos utilizados séo:
parasitologico necessitando a presenca do parasita circulante, métodos
imunoldgicos realizando a deteccdo de anticorpos no soro dos animais e
métodos moleculares detectando a presenca do DNA do parasita. Nos
métodos imunoldgicos o Elisa teste € o mais indicado devido sua sensibilidade
e especificidade. Neste estudo, foi utilizado para o Elisa teste a proteina
recombinante Tv (Imunodot®). O estudo avaliou amostras de soros bovinos de
propriedades com suspeita de infeccdo de T. vivax, no periodo de junho de
2020 a julho de 2021. As amostras de soros foram coletadas e enviadas de 14
estados brasileiros, provenientes de 287 municipios, totalizando 5.114
amostras, das quais 2.886 positivas (56,5%) e 2.228 amostras negativas
(43,5%). As positivas foram classificadas em positivas fracas, médias e fortes.
Dessa forma, foi possivel obter um panorama de como o T. vivax vem se
disseminando pelos estados e pelos municipios do territério nacional desde os
primeiros relatos até os dias de hoje.

Palavras-chave: Elisa-teste, Trypanosoma vivax, tripanossomiase, sorologia,
proteina recombinante e epidemiologia.
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SEROEPIDEMIOLOGICAL SURVEY OF Trypanosoma Vivax IN CATTLE IN
BRAZIL

ABSTRACT- Trypanosoma vivax is responsible for significant economic losses
in cattle in South America and Africa. In Brazil, the spread across the country is
observed due to reports of outbreaks found in the literature. Due to the life cycle
of the parasite, different phases are observed, where there are phases of high
parasitaemia with the presence in the circulation and low parasitaemia that may
be in organs, fat and skin. The diagnostic methods used are: parasitological
requiring the presence of the circulating parasite, immunological methods
performing the detection of antibodies in the serum of the animals and
molecular methods detecting the presence of the parasite's DNA. In
immunological methods, the Elisa test is the most indicated due to its sensitivity
and specificity. In this study, we used the recombinant protein Tv (Imunodot®)
for the Elisa test. The study evaluated samples of bovine sera from properties
with suspected T. vivax infection, from June 2020 to July 2021. Samples were
collected and sent from fourteen Brazilian states, from 287 municipalities,
totaling 5.114 samples, from of which 2.228 negative samples (43.5%) and
2.886 positive (56.5%) positive samples were divided into weak positive,
medium positive and strong positive. In this way, it was possible to obtain an
overview of how T. vivax is spreading through the states and municipalities of
the national territory from the first reports to the present day.

Keywords: Elisa test, Trypanosoma vivax, trypanosomiasis, serology,
recombinant protein and epidemiology.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. Introducéao
Hemoparasitas do género Trypanosoma acometem humanos e espécies

de animais domeésticos e silvestres nos continentes africano, asiatico e
americano (D&vila et al., 2003). No continente africano, as espécies
Trypanosoma vivax e Trypanosoma congolense sédo as principais causadoras
de enfermidades em bovinos, porém, as espécies Trypanosoma evansi,
Trypanosoma brucei brucei e Trypanosoma brucei rhodesiense também séo
encontrados em bovinos (Haji et al., 2015; Morrison et al., 2016). No continente
americano, a espécie T. vivax € o0 principal agente da tripanosomiase,
causando sinais clinicos da doenca em ruminantes (Jones e Davila, 2001). Ha
relatos de surtos da doenca no Brasil desde os anos de 1972 chegando aos
altimos anos (Shaw e Lainson, 1972; Batista et al., 2017; Lopes et al., 2018).

A transmisséo desse protozodrio no continente africano é ciclica, e se da
principalmente pela picada das moscas do género Glossina spp. (tsé-tsé)
(Cuglocivi et al.,, 2010; Laohasinnarong et al., 2015), e h& relatos de
transmissao mecanica em regiées que ndo se encontra a presenca da Glossina
spp. (Giordani et al., 2016).

No continente americano, ndo ha moscas do género Glossina, a forma
de transmissdo € mecanica ou nao ciclica em outros insetos picadores e
sugadores sendo Tabanus nebulosus, Tabanus importunus e Cryptotylus
unicolor, principalmente em regides inundaveis do pantanal brasileiro e
boliviano, Colémbia e Guiana Francesa (Madruga, 2004; Osorio et al., 2008).
Localidades n&o inundaveis, Stomoxys calcitrans tem papel fundamental na
transmissdo do parasita nos rebanhos bovinos, devido ao aumento de sua
populacdo na estacdo chuvosa ou pela utilizacdo de residuos de usinas de
alcool e acucar nos canaviais que estdo em torno das propriedades, em
conjunto com temperaturas ambientes acima de 20°C (Batista et al., 2007,
Cadioli et al., 2012; Cuglovici et al., 2010). Outra espécie Haematobia irritans,
possui grande importancia na transmissao de T. vivax, visto que o parasita ja
foi detectado na prosboscide e torax-abdémen da mosca (Salas et al., 2017).

No decorrer da infecgdo causada por T. vivax, observam-se flutuaces

da parasitemia, ocorrendo até mesmo intervalos aparasitémicos (Moraes, 2001;



Almeida et al., 2010; Fidelis Junior et al., 2016). Recentemente Machado et al.
(2021) apresentaram em seu estudo com caprinos experimentalmente
infectados por T. vivax, o achado de lesdes em muitos tecidos inclusive tecido
adiposo e pele, podendo |justificar as fases de baixa parasitemia ou
aparasitemia. Devido aos sinais clinicos inespecificos e periodos de baixa
parasitemia ou aparasitémicos, realizar o diagndstico do parasita € desafiador,
podendo este ser realizado por métodos parasitoldgicos, soroldgicos e
moleculares (Fidelis Junior et al., 2016).

Os meétodos parasitolégicos utilizados sdo a técnica de gota espessa
(Brener, 1961), centrifugacdo de micro hematdécrito (Woo, 1970), esfregaco da
camada leucocitéria corada (buffy coat) (Murray et al., 1977) e esfregaco
sanguineo corado (Ndao et al., 2000), demonstrando baixa sensibilidade em
hospedeiros na fase crénica da infeccéo, devido a baixa parasitemia (Rebeski
et al., 1999; Waal, 2012; Haji et al., 2015, Fidelis Junior et al., 2016). Nas fases
de baixa parasitemia ou aparasitemia, o diagnoéstico baseado na resposta
imunologica humoral, como ELISA, se torna uma ferramenta de extrema
importancia, por apresentar maior sensibilidade, tornando-se a principal forma
para a realizagdo de “screening” de rebanhos suspeitos tanto no continente
americano (Osdério et al., 2008), quanto africano (Dagnachew e Bezie, 2015).
Os métodos soroldgicos indiretos indicam o contato do hospedeiro com o
parasita, impossibilitando identificar se a doenca esta ativa ou ndo (Nantulya,
1990). A persisténcia de anticorpos contra T. vivax no hospedeiro pode ocorrer
ou nédo por longos periodos apés o tratamento, e esta deteccdo pode variar de
acordo com a natureza do antigeno utilizado nos ensaios, apresentando
permanéncia por trinta a cem dias (Bengaly et al., 2001; Pillay et al., 2013). Um
fator a ser considerado sobre métodos de diagndéstico imunologicos indiretos
séo que esses metodos tendem a ndo detectar animais soropositivos no inicio
da infeccdo (Sampaio, 2017). Deste modo o presente estudo teve como
objetivo avaliar resultados de Elisa teste de amostras de soros bovinos de
propriedades com suspeita de infeccdo natural e assim buscando o

entendimento sobre como o T. vivax vem se disseminando pelo pais.



2. Revisao de literatura

2.1 Etiologia e Taxonomia

Hemoparasitas do género Trypanosoma acometem humanos e espécies
de animais domeésticos e silvestres nos continentes, Africano, Asiatico e
Americano (Davila et al.,, 2003). No continente Africano as espécies
Trypanosoma vivax e T. congolense sao as principais causadoras de
enfermidades em bovinos e sendo responsaveis pelo impacto econdmico na
atividade, porém as espécies T. evansi, T. b. brucei e T. b. rhodesiense sédo
encontrados em bovinos (Haji et al., 2015; Morrison et al., 2016). No continente
Americano a principal espécie T. vivax € 0 agente, causando sintomas clinicos
como perda de peso, anemia e problemas reprodutivos em ruminantes (Jones
e Davila, 2001), porém, as espécies T. evansi e T. theileri também s&o
encontradas parasitando bovinos e bubalinos, T. evansi por sua vez quase nao
apresenta sintomas clinicos nos bovinos e T. theileri € apatogénica (Davila et
al., 2003; Rodrigues et al., 2003; Gonzales et al., 2007; Ramirez-Iglesias et al.,
2017).

Trypanosoma vivax €& um protozoario da ordem Kinetoplastida,
subordem Trypanosomatina e familia pertence ao género Trypanosoma,
subgénero Duttonella (HOARE, 1972).

2.2 Morfologia

O T. vivax apresenta forma variavel de circular a eliptica, apresentando
cinetoplasto grande e localizado na porcdo subterminal, sendo a posicdo um
fator de identificacdo morfolégica da espécie (Moraes, 2001). O T. vivax pode
ser caraterizado por possuir unico flagelo livre e de tamanho variado, sendo
descritos parasitos medindo de 13,72 até 31 um de comprimento. Isolados de
T. vivax de varios paises da América do Sul apOs estudos morfométricos,
mostrou-se morfologicamente proximos aos isolados de T. vivax encontrados
na Africa Ocidental, indicando que os protozoarios encontrados no continente
Americano possuem origem a partir daquela regido (Jones e Davila, 2001). E
um protozoario pleomoérfico, apresentando na corrente sanguinea de
vertebrados a forma tripomastigota, onde se multiplica por fissdo binaria

(Uilenberg e Boyt, 1998). Analises filogenéticas utilizando cepas de T. vivax



provenientes de paises da América do Sul, e paises da Africa Ocidental e
Oriental, demonstraram que possui algumas diferencas genotipicas, sendo
assim o T. vivax do “Novo Mundo” filogeneticamente proxima aos parasitos da
Africa Ocidental, reforca a hipétese que os isolados da América do Sul s&o
provenientes de ancestrais comuns, introduzidos no continente a partir da
Africa Ocidental (Garcia, et al., 2014).

2.3 Ciclo Biologico e Transmisséao

O género Trypanosoma € dividido em secdes Salivaria e Stercoraria. Os
tripanosomas que pertencem a secdo Stercoraria se desenvolvem no interior
do tubo digestorio posterior dos vetores e a transmissao se da por meio das
fezes durante a picada (Hoare, 1972).

Os parasitos da secdo Salivaria o ciclo de desenvolvimento ocorre no
interior do vetor e completado no tudo digestério anterior, se localizando nas
glandulas salivares e proboscide, realizando a transmissdo através de
inoculacdo da saliva de seus vetores durante alimentacdo. A secdo Salivaria
pode ser dividida em quatro subgéneros Trypanosoma (Dutonella),
Trypanosoma (Nannomonas), Trypanosoma (Pycnomonas) e Trypanosoma
(Trypanozoon). Sendo o T. vivax um hemoprotozoario pertencente a familia
Trypanosomatidae, secdo Salivaria, género Trypanosoma e subgénero
Trypanosoma (Dutonella).

As formas de transmissdo deste protozoario tém suas particularidades
nos continentes; no continente Africano, nas regides onde a mosca do género
Glossina spp. (tsé-tsé) estdo presentes, a transmissdo ocorre ciclicamente
(Cuglocivi et al., 2010; Laohasinnarong et al., 2015), na América possui relatos
de transmissdo mecanica em regidées que ndo se encontra a presenca da
Glossina spp. (Giordani et al., 2016) e nédo ciclica em outros invertebrados
picadores sendo eles Tabunus nebulosus, Tabanus importunus e Cryptotylus
unicolor, principalmente em regides inundaveis do pantanal brasileiro e
boliviano, Colémbia e Guiana Francesa (Madruga, 2004; Osorio et al., 2008).
Em localidades ndo inundaveis a Stomoxys calcitrans tem papel fundamental
na transmissdo da doenca nos rebanhos bovinos, devido o aumento de sua
populacdo durante estacdo chuvosa ou pela utilizagdo de residuos de usinas

de &lcool e aglcar nos canaviais que estdo em torno das propriedades, em



conjunto com temperaturas ambientes acima de 20°C (Batista et al., 2007,
Cadioli et al.,, 2012; Cuglovici et al., 2010). Outro género de invertebrado
picador Haematobia irritans possui grande importancia na transmissao do T.
vivax em uma propriedade, devido o parasita ja ter sido detectado na

prosboscide e térax-abdémen da mosca (Salas et al., 2017).

2.4 Formas de Ocorréncia de Trypanosoma vivax no Brasil

O primeiro caso relatado no Brasil de tripanossomiase ocorreu em 1972
em bufalos que ocupavam areas alagadas na cidade de Belém, estado do Para
(Shaw e Lainson, 1972). Mais adiante o T. vivax foi diagnosticado no Amapa
(Serra Freire, 1981), nos estados do Mato Grosso (Silva et al., 1996) e Mato
Grosso do Sul (Paiva et al., 1997; Barbosa et al., 2001) na regido do pantanal.
Foram observados surtos da tripanossomiase no Maranhdo (Feitosa Junior et
al., 2004), Tocantins (Linhares et al., 2004), Paraiba (Batista et al., 2007),
Minas Gerais (Carvalho et al., 2008), Rio Grande do Sul (Silva et al., 2009),
Pernambuco (Pimentel et al., 2012), Sdo Paulo (Cadioli et al., 2012), Alagoas
(Andrade Neto et al., 2015), Santa Catarina (Favero et al., 2016), Goias (Bastos
et al., 2017), Sergipe (Vieira et al., 2017), Ceara (Batista et al., 2017) e Piaui
(Lopes et al., 2018).

Com relacdo a distribuicdo geogréfica de T. vivax, houve uma répida
disseminacdo desse parasita no Brasil e nos paises Sul Americanos,
principalmente pela ocorréncia de rotas de transporte e comércio de bovinos
entre as regides. Por consequéncia, a introducdo de animais portadores
favorece a disseminacdo do protozoario, especialmente pelas condi¢cdes
climaticas favoraveis a presenca de vetores mecanicos. Outra situacdo é a
utilizacdo compartilhada de agulhas e seringas (Silva et al., 1998; Jones e
Davila, 2001; Gonzales et al., 2007; Cadioli et al., 2012).

2.5 Patogenia

Segundo Shaw e Lainson (1972) e Gonzalez et al. (2007) os diferentes
tamanhos de flagelo sdo associados com a patogenicidade do isolado,
infectados com T. vivax de diferentes tamanhos apresentavam hematécrito e
escore corporal diferentes. Segundo Silva et al. (1996), animais infectados com

parasitas menores apresentaram quadro de doenga aguda e parasitos maiores



estao relacionados a infec¢des cronicas.

2.6 Resposta Imune

No decorrer da infeccdo causada por T. vivax, a imunossupressao do
hospedeiro é relatada e ha predisposicdo a co-infegcbes ou falhas vacinais
contra outros patdégenos (Giordani et al., 2016; Yaro et al., 2016). Observam-
se flutuacbBes da parasitemia ocorrendo até mesmo intervalos aparasitémicos
(Moraes, 2001; Almeida et al., 2010; Fidelis Junior et al., 2016), que estao
relacionados a resposta imunoldgica do hospedeiro e a variagdo antigénica das
glicoproteinas variantes de superficie (GVS) dos tripanossomos (Nantulya,
1990; Cross, 2003; Stijlemans et al., 2010, Yaro et al., 2016). As glicoproteinas
variantes de superficie revestem a superficie dos protozoarios do género
Trypanosoma spp. que pertencem a secdo Salivaria, ocorrendo a perda e
substituicdo na medida que ha resposta de anticorpos do hospedeiro. Na
literatura, descreve-se mais de 1000 genes diferentes, que permitem ao
hemoprotozoario produzir mais de 10.000.000 de ondas sucessivas de
antigenos GVS diferentes (Yaro et al.,2016), desta forma obtendo éxito a
evasdao do parasita do sistema imune do hospedeiro (Nantulya, 1990;
Stijlemans et al., 2010).

2.7 Sinais Clinicos

Na infeccdo por T. vivax observa-se a ocorréncia da doenca clinica,
constituida pelas fases aguda e crbnica, das quais 0s sinais clinicos sao
poucos especificos podendo ser caracterizados por anemia, anorexia, apatia,
febre, emagrecimento progressivo, diminuicdo da producdo de leite, diarreia,
abortamentos, metrite, infertiidade nos machos podendo apresentar
esterilidade, sinais neurologicos e Obito (Batista et al., 2007; Oliveira et al.,
2009; Cadioli et al., 2012; Betancur Hurtado et al., 2016; Fidelis Junior et al.,
2016). Ainda, descrevem-se alteracOes nervosas de incordenagdo motora,
dismetria, cegueira, fasciculagdes, tremores musculares e opistotono (Batista et
al., 2007). Em isolados africanos de T. vivax altamente patogénico, descrevem-
se a sindrome hemorragica aguda, tratando-se da forma clinica mais grave da
doenca com alta taxa de mortalidade, caracterizada por hemorragias em

mucosa nasal, orelhas e trato gastrointestinal (Magona et al., 2008).



2.8 Perdas Econdmicas

Porém, o impacto econdmico que o T. vivax gera nos rebanhos bovinos
€ complexo para ser calculado, porem vem sendo estimado em 4.5 bilhdes de
dolares por ano, com perdas diretas e indiretas na bovinocultura africana (Yaro
et al., 2016). Segundo Mateus et al., (1992) o prejuizo por animal chega a
US$72,00 e as perdas em um rebanho podem chegar a US$1.000.000,00. A
dificuldade em calcular as perdas econdémicas com precisdo esta relacionada
ao fato de existirem doencas concomitantes a tripanosomiase (Touratier, 1993).
Seidl et al. (1999) estimaram o custo da enfermidade de US$ 14,68 por animal
ou 4% do valor estimado do rebanho. Sem a realizacdo de tratamento 0s
custos se elevaram a US$ 64 por animal chegando a 17% do valor total do
rebanho. Segundo Stevenson et al. (1995) os custos para o tratamento podem
chegar a US$ 37,80 por animal. Relatos sobre a diminuigdo de producao
leiteira nos rebanhos infectados ocorrem de 20 a 25% (MATEUS, et al., 1992).
Outros relatos calculam a perda de producgéo de 27 a 28,5% da producao total
(Carvalho et al., 2008; Bastos et al., 2017); segundo Costa et al. (2013) a
gueda na producéo pode chegar a 41,6% em rebanhos leiteiros.

2.9 Diagnostico

Devido aos sinais clinicos inespecificos e também a presenca de
periodos de baixa parasitemia ou aparasitémicos, fazer o diagnostico da
doenca é desafiador, podendo ser realizado por métodos parasitolégicos,
sorolégicos e moleculares (Fidelis Junior et al., 2016). Os métodos
parasitolégicos utilizados sdo a técnica de gota espessa (Brener, 1961),
centrifugacdo de micro hematécrito (Woo, 1970), esfregaco da camada
leucocitaria corada (buffy coat) (Murray et al., 1977) e esfregaco sanguineo
corado (Ndao et al., 2000), porém apresentam baixa sensibilidade em
hospedeiros na fase crénica da infec¢cdo, devido a associacdo com a baixa
parasitemia (Rebeski et al., 1999; Waal, 2012; Haji et al., 2015, Fidelis Junior et
al.,, 2016). Ainda assim, as técnicas citadas anteriormente s&o utilizadas
comumente para o diagndstico em areas com poOuUCOS recursos ou como
triagem (Sow et al., 2012; Dagnachew et al., 2015).

Em consequéncia as fases de baixa parasitemia ou aparasitemia, 0
diagnéstico baseado pela resposta imunolégica humoral, como ELISA é a

ferramenta de extrema importancia para o diagnostico, por apresentar maior



sensibilidade em relacdo aos métodos parasitologicos, tornando-se a forma
principal para realizagdo de “screening” de rebanhos suspeitos tanto no
continente Americano (Osoério et al.,, 2008) e Africano (Dagnachew e Bezie,
2015). Todavia, os métodos soroldgicos indiretos indicam o contato do
hospedeiro com o parasito, impossibilitando identificar se a doenca esta ativa
ou ndo (Nantulya, 1990). A persisténcia de anticorpos contra T. vivax no
hospedeiro pode ocorrer por longos periodos apos o tratamento, por periodo
variavel de acordo com a natureza do antigeno utilizado nos ensaios, pois a
literatura apresenta permanéncia por trinta a cem dias (Bengaly et al., 2001;
Pillay et al., 2013), entretanto, outro estudo observaram que apés o tratamento
0s niveis de anticorpos diminuiam chegando a auséncia de resposta nos trinta
dias (Castilho Neto et al., 2021). Um fator a ser considerado sobre métodos
de diagndstico imunoldgicos, € que esses métodos tendem a ndo detectar
animais infectados nos dias inicias, comprometendo o diagndstico do rebanho
infectado precocemente, favorecendo a disseminagdo do parasito (Sampaio,
2017). Outro ponto a ser considerado sobre a técnica de ELISA é a
possibilidade de ocorrer reacdo sorologica cruzada entre espécies de
tripanosomas, incluindo T. b. brucei, T. evansi, T. congolense e T. theileri,
observada em ensaios de imunodiagnéstico com a utilizagdo de antigenos
brutos soluveis (Luckins, 1977; Desquesnes et al., 2001; Jones e Davila, 2001).
Para o isolado GCTvPPO1l-CO de T. vivax, o teste de ELISA utilizando
antigeno bruto soluvel, apresentou alta sensibilidade (97,6%) e especificidade
(96,9%) para o diagndstico sorologico por T. vivax, e obtendo valor muito baixo
de reacdo cruzada com T. evansi (Madruga et al., 2006). Portanto, essa técnica
recomendada. Vale ressaltar que a presenca de T. brucei e T. congolense
ainda nao foi diagnosticada em nosso pais, mas existe a possibilidade de
reacado cruzada com T. evansi e T. theileri. Por outro lado o T. evansi nao
apresentam sinais clinicos nos bovinos.

Métodos moleculares estdo sendo empregados para a realizacdo de
diagnostico da tripanossomiase, entre eles a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) (Cortez et al., 2009). Oligonucleotideos sao utilizados como indicadores
especificos para uma regido de DNA, sendo uma técnica com alta
especificidade para Trypanosoma spp, demonstrando bons indicadores para

deteccdo da presenca de DNA de T. vivax no sangue de bovinos, animais que



apresentam parasitemia indetectavel nos exames parasitolégicos diretos sdo
detectados nessa técnica (Garcia et al., 2005). Esse teste auxilia na deteccdo
dos animais que estdo com a infecgdo ativa, pois alguns individuos podem
apresentar niveis baixos de anticorpos, podendo ser negativos em exames
parasitologicos e imunoldgicos. Uma das dificuldades encontradas para essa
técnica sdo as amostras inadequadas obtidas a campo, devido a contaminagéo
por resquicios de heparina, mioglobina, hemoglobina livre, anticorpos e fezes,
afetando a sensibilidade do teste (Schrader et al., 2012). A amplificacédo
circular isotérmica do DNA (LAMP) se apresenta como uma técnica menos
susceptivel para a presenca de inibidores nas amostras sanguineas do que a
técnica de PCR convencional (Grab et al., 2011). A LAMP é uma técnica de
execucdo simples, rapida, podendo ser realizada em locais que possuem
recursos laboratoriais limitados (Notomi et al., 2000; Njiru et al., 2011). As
vantagens da LAMP em relacdo a PCR sé&o a utilizacado de equipamentos para
aguecimento simples, mantendo a temperatura entre 60 e 65°C e a
amplificacdo pode ser realizada sem submeter as amostras a extracdo de DNA
(Grab et al., 2011). Outra vantagem que essa técnica demonstra maior
capacidade de deteccdo que a PCR e testes parasitologicos, até mesmo em
amostras sanguineas de bovinos supostamente aparasitémicos (Cadioli et al.,
2015; Haji et al., 2015; Laohasinnarong et al., 2015; Sampaio, 2017). Porém no
Brasil ainda nao foram identificados o T. b. brucei e T. congolense. Portanto, a

reatividade cruzada na sorologia ocorreria com T. evansi e T. theileri.

2.10 Tratamento e Profilaxia

Quanto ao tratamento, no continente africano, as principais moléculas
utilizadas para a quimioterapia e quimioprofilaxia da tripanossomiase animal
sdo o aceturado de diminazene, cloridrato de isometamidium e cloridrato de
homidium (Giordani et al., 2016). Para controlar a dispersdo do parasita, 0
controle de vetores é realizado por meio de armadilhas e inseticidas (Sow et
al., 2012). No continente Americano sao utilizados farmacos tripanocidas,
sendo o0 aceturato de diminazene o mais utilizado, em algumas regides o
cloridrato de isometamidium vem sendo o farmaco de eleicdo para o
tratamento. Foram relatados no continente Sul Americano que isolados de T.

vivax apresentaram resisténcia ao aceturato de diminazene, devido a
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observacdo de parasitas circulantes apos alguns dias da utilizacdo desse
farmaco para o tratamento, inclusive no Brasil, onde evidéncias de resisténcia
foram observadas a esse farmaco (Jones e Davila, 2001; Gonzales et al., 2007;
Cadioli et al., 2012; Bastos et al., 2017; Sampaio, 2017).

A farmacocinética do cloridrato de isometamidium mostra que, apds sua
aplicacdo, o pico da concentracdo plasmatica é atingida dentro de uma hora,
durante a primeira semana apos tratamento ocorre uma queda relativamente
rapida, apds esse periodo a diminuicdo da concentracdo plasmatica é mais
gradual. A meia vida do farmaco é relatada de aproximadamente de dez a vinte
e cinco dias. O farmaco se acumula no local da aplicacéo, rins, figado e baco,
e, a partir desses locais ocorre sua liberagao lenta para o plasma, realizando
sua funcao profilatica. A excrecdo dos residuos ocorre através do suco biliar
principalmente e também se relata a presenca de baixos niveis no leite
(Giordani et al., 2016). Estudos com T. congolense sugere que 0 mecanismo
de acdo da droga acontece por dois sistemas de transporte, 0 primeiro
fundamentado em transporte passivo pela membrana plasmatica e o segundo
€ o transporte ativo através da membrana mitocondrial (Koning,2001).

No continente Africano a literatura demonstra que h& controvérsias
sobre a efetividade do cloridrato de isometamidium no tratamento de
ruminantes infectados com T. vivax. Alguns autores observaram que a dose de
0,5m/Kg do farmaco foi eficaz para o combate da infeccao (Olila et al., 2002;
Ogbage et al., 2015). Outros demonstraram que ha ocorréncia de isolados de
T. vivax resistentes ao farmaco, utilizando a dosagem de 0,5 mg/Kg (Vitouley et
al., 2012; Dagnachew et al., 2015) e 1mg/Kg (Awa e Ndamkou, 2006; Sow et
al., 2012; Dagnachew et al., 2017). No Brasil o tratamento utilizando o farmaco
tem se observado eficaz (Cadioli et al., 2012). A resisténcia aos farmacos se
faz pela utilizacdo errbnea dos principios ativos como a utilizagcdo por longo
periodo de tempo, alta frequéncia de utilizacdo do mesmo em um espaco
pequeno de tempo, utilizagdo de sub dosagens (Dragnachew et al., 2015;
Dagnachew et al., 2017; Tekle et al., 2018). Outro fator importante é o pequeno
namero de farmacos tripanocidas disponiveis para comercializacdo e sua

similaridade na composi¢cao quimica dos mesmos (Yaro et al., 2016).
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Abstract

Trypanosoma vivax is responsible for significant economic losses in cattle in
South America and Africa. In Brazil, the spread across the country is observed
due to reports of outbreaks found in the literature. Due to the life cycle of the
parasite, different phases are observed, where there are phases of high
parasitaemia with the presence in the circulation and low parasitaemia that may
be in organs, fat and skin. The diagnostic methods used are: parasitological
requiring the presence of the circulating parasite, immunological methods
performing the detection of antibodies in the serum of the animals and molecular
methods detecting the presence of the parasite's DNA. In immunological
methods, the Elisa test is the most indicated due to its sensitivity and specificity.
In this study, we used the recombinant protein Tv (Imunodot®) for the Elisa test.
The study evaluated samples of bovine sera from properties with suspected T.
vivax infection, from June 2020 to July 2021. Samples were collected and sent
from fourteen Brazilian states, from 287 municipalities, totaling 5.114 samples,
from of which 2.228 negative samples (43,5%) and e 2.886 positive (56.5%)
positive samples were divided into weak positive, medium positive and strong
positive. In this way, it was possible to obtain an overview of how T. vivax is
spreading through the states and municipalities of the national territory from the
first reports to the present day.

Keywords: Elisa test, Trypanosoma vivax, trypanosomiasis.

Resumo

O Trypanosoma vivax € responsavel por significativas perdas econémicas na
bovinocultura da América do Sul e Africa. No Brasil, observa-se a disseminag&o
pelo pais devido os relatos de surtos que encontramos na literatura. Devido o
ciclo de vida do parasita, observam-se diferentes fases, onde ocorrem fases de
alta parasitemia com a presenca na circulacdo e baixa parasitemia podendo
estar em 6rgdos, gordura e pele. Os métodos de diagndsticos utilizados séo:
parasitolégico, métodos imunolégicos realizando a detecgcdo de anticorpos no
soro dos animais e métodos moleculares. Nos métodos imunolégicos o Elisa
teste é o mais indicado devido sua sensibilidade e especificidade. Neste estudo,
utilizamos para o Elisa teste a proteina recombinante Tv (Imunodot®). O estudo
avaliou amostras de soros bovinos de propriedades com suspeita de infeccao
de T. vivax, no periodo de junho de 2020 a julho de 2021. As amostras foram
coletadas e enviadas de 14 estados brasileiros, provenientes de 287 municipios,
totalizando 5.114 amostras, das quais 2.228 amostras negativas (43,5%) e 2.886
positivas (56,5%) as amostras positivas foram divididas em positivas fracas,
positivas médias e positivas fortes. Desta foram, foi possivel obter um panorama
de como o T. vivax esta se disseminando pelos estados e pelos municipios do
territério nacional desde os primeiros relatos até os dias de hoje.
Palavras-chave: Elisa, Trypanosoma vivax, tripanossomiase.
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Introducéo

Hemoparasitas do género Trypanosoma acometem humanos e espécies
de animais domésticos e silvestres nos continentes africano, asiatico e
americano (Davila et al., 2003). No continente africano, as espécies
Trypanosoma vivax e Trypanosoma congolense séo as principais causadoras
de enfermidades em bovinos, sendo responsaveis pelo grande impacto
econdbmico na atividade, porém as espécies Trypanosoma evansi,
Trypanosoma brucei brucei e Trypanosoma brucei rhodesiense também séo
encontrados em bovinos (Haji et al., 2015; Morrison et al., 2016). No continente
americano, a espécie T. vivax € o principal agente e causa sinais clinicos da
doenca em ruminantes (Jones e Davila, 2001), enquanto as espécies T. evansi
e Trypanosoma theileri também s&o encontradas parasitando bovinos e
bubalinos, porém T. evansi em bovinos pode apresentar sinais clinicos sutis ou
a nao demonstracdo, podendo ter individuos acometidos com o parasita e
sendo reservatério sem apresentar alteracfes fisicas e comportamentais
(Pochini , 2000) e T. theileri é apatogénico (Davila et al., 2003; Rodrigues et al.,
2003; Gonzales et al., 2007; Ramirez-Iglesias et al., 2017).

As formas de transmissdo deste protozoario tém suas particularidades
nos continentes africano e americano. No continente africano, nas regides
onde as moscas do género Glossina spp. (tsé-ts€) estdo presentes, a
transmissao ocorre ciclicamente (Cuglocivi et al., 2010; Laohasinnarong et al.,
2015), ainda assim, existem relatos de transmissdo mecanica em regides que
nao se encontra a presenca da Glossina spp. (Giordani et al., 2016). No
continente americano, onde ndo hd moscas do género Glossina spp., a forma
de transmissdo do parasito € mecanica ou nao ciclica por insetos picadores e
sugadores sendo eles Tabanus nebulosus, Tabanus importunus e Cryptotylus
unicolor, principalmente em regides inundaveis do pantanal brasileiro e
boliviano, Colémbia e Guiana Francesa (Madruga, 2004; Osorio et al., 2008).
Em localidades ndo inundaveis, Stomoxys calcitrans tem papel fundamental na
transmissdo da doenca nos rebanhos bovinos, devido ao aumento de sua
populacdo durante a estacdo chuvosa ou pela utilizacdo de residuos de usinas
de alcool e acucar nos canaviais que estdo em torno das propriedades, em
conjunto com temperaturas ambientes acima de 20°C (Batista et al., 2007,
Cadioli et al., 2012; Cuglovici et al., 2010). Outro género de invertebrado
picador, Haematobia irritans, possui grande importancia na transmisséo de T.
vivax, visto que o parasita ja foi detectado na prosbdscide e térax-abdémen da
mosca (Salas et al., 2017).

No decorrer da infeccdo causada por T. vivax, a imunossupressao do
hospedeiro é relatada, bem como a predisposicdo a co-infecbes ou falhas
vacinais contra outros patégenos (Giordani et al., 2016; Yaro et al., 2016).
Observam-se flutuacbes da parasitemia, ocorrendo até mesmo intervalos
aparasitémicos (Moraes, 2001; Almeida et al., 2010; Fidelis Junior et al., 2016).
Recentemente, Machado et al.(2021) apresentam em seu estudo com caprinos
experimentalmente infectados por T. vivax, o achado de lesbes em varios
tecidos inclusive tecido adiposo e pele, podendo justificar assim as fases de
baixa parasitemia ou aparasitemia. Devido aos sinais clinicos inespecificos e
também a presenca de periodos de baixa parasitemia ou aparasitémicos,
realizar o diagnéstico da doenca € desafiador, podendo este ser realizado por
meétodos parasitologicos, sorolégicos e moleculares (Fidelis Junior et al., 2016).
Os métodos parasitoldgicos utilizados s@o a técnica de gota espessa (Brener,
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1961), centrifugacdo de micro hematdécrito (Woo, 1970), esfregaco da camada
leucocitaria corada (buffy coat) (Murray et al., 1977) e esfregaco sanguineo
corado (Ndao et al., 2000), porém apresentam baixa sensibilidade em
hospedeiros na fase crénica da infeccdo, devido a associacdo com a baixa
parasitemia (Rebeski et al., 1999; Waal, 2012; Haji et al., 2015, Fidelis Junior et
al.,, 2016). Ainda assim, as técnicas citadas anteriormente sdo utilizadas
comumente para o diagnostico em areas com pouCOS recursos ou como
triagem (Sow et al., 2012; Dagnachew et al., 2015).

Em consequéncia as fases de baixa parasitemia ou aparasitemia, 0
diagnoéstico baseado na resposta imunoldgica, como ELISA, é uma ferramenta
de extrema importancia, por apresentar maior sensibilidade em relacdo aos
meétodos parasitologicos, tornando-se a principal forma para a realizacdo de
“screening” de rebanhos suspeitos tanto no continente americano (Osorio et al.,
2008), quanto africano (Dagnachew e Bezie, 2015). Todavia, os métodos
sorolégicos indiretos indicam o contato do hospedeiro com o parasito,
impossibilitando identificar se a doenca esta ativa ou ndo (Nantulya, 1990). A
persisténcia de anticorpos contra T.vivax no hospedeiro pode ocorrer ou ndo
por longos periodos, apés o tratamento, por periodo variavel de acordo com a
natureza do antigeno utilizado nos ensaios, pois a literatura apresenta
permanéncia por trinta a cem dias (Bengaly et al., 2001; Pillay et al., 2013). Um
fator a ser considerado sobre métodos de diagnéstico imunoldgicos é que
esses meétodos tendem a ndo detectar animais infectados precocemente nos
dias iniciais (Sampaio, 2017), a imunossupressdo que o parasita causa do
hospedeiro pode interferir na resposta por anticorpos, podendo assim
comprometer o diagndstico do rebanho infectado, favorecendo a disseminagéo
do parasito. Outro ponto a ser considerado sobre a técnica de ELISA é a
possibilidade de ocorrer reagdo sorologica cruzada entre espécies de
tripanosomas, incluindo T. b. brucei, T. evansi, T. congolense e T. theileri,
observada em ensaios de imunodiagnéstico com a utilizacdo de antigenos
brutos soluveis (Luckins, 1977; Desquesnes et al., 2001; Jones e Davila, 2001).
No Brasil ndo foi diagnosticado T. b. brucei e T. congolense.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi investigar a ocorréncia de
rebanhos bovinos naturalmente infectados por T. vivax no periodo de junho de
2020 a julho de 2021, a partir do Elisa-teste, utilizando o antigeno
recombinante com a proteina Tv Imunodot, o qual demonstrou maior
reatividade frente a soros de animais experimentalmente infectados, tanto na
fase aguda quanto cronica da doenca.

Material e Métodos

Foram utilizadas quatro mil novecentas e uma (5.114) amostras de soros
bovinos com suspeita de infeccdo por T. vivax, naturalmente infectados no
periodo de junho de 2020 a julho de 2021. As amostras foram provenientes dos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiéds, Ceara,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Bahia e Alagoas. As amostras
foram coletadas e enviadas devidamente refrigeradas a empresa Imunodot por
intermédio de meédicos veterinarios autbnomos e da empresa CEVA, por
correios ou transportadoras terrestres/ aéreas, a fim de pesquisar a presenca
de anticorpos contra o parasita T. vivax. Para realizar o teste soroldgico, uma
proteina recombinante clonada e expressada pela empresa Imunodot foi
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utilizada no Elisa-teste. A empresa Imunodot cedeu gentilmente os resultados.

1.1 Produc0es da proteina de Trypanosoma vivax em escala industrial

As construgcbes plasmidiais pETSUMO_pTvivax que produziram a
proteina recombinante foram adaptadas para a producdo em escala industrial,
pela empresa Imunodot e diagndstico Ltda.

Inicialmente, a proteina recombinante pETSUMO_pTvivax foi analisada
pela eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), sob condicGes
desnaturantes, de acordo com técnica preconizada por Laemmli (1970).
Amostra do extrato bruto de bactérias apos a inducéo, assim como a proteina
pTvivax purificada, foram analisadas, posteriormente, pelo Western-blotting
(Towbin et al., 1979). A incubacéo foi realizada utilizando anticorpo monoclonal
Anti-PoliHistidina (Sigma). O sobrenadante obtido apoés lise celular foi aplicado
a uma coluna de cromatografia de afinidade, His GraviTrap (GE), para
purificacdo da proteina recombinante, conforme instrucdes do fabricante.

1.2 Elisa Teste

O teste de ELISA indireto foi realizado de acordo com a técnica descrita
por Machado et al. (1997) para Babesia bovis com algumas modificacfes.

Foram adicionados 100uL de antigeno recombinante de T. vivax, diluido
na concentragdo de 1 pg/mL (100uL- 0,1ug por pocinho) em tampéo
carbonato-bicarbonato de sodio 0,05M, pH 9,6, em cada cavidade das
microplacas de fundo plano (Nunclon TM Surface, Nunc. Denmark). Apos
incubacédo da placa por 8 a 10 horas em camara umida a 4° C, o excesso de
antigeno foi removido por trés lavagens consecutivas, com tampao PBS 0,01M,
pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tween 20). As placas foram
bloqueadas com PBS-Tween 20, acrescido de 10% de leite em p6 desnatado
(Molico®), em camara umida, a 37°C por 90 minutos. ApGs nova lavagem para
retirada do bloqueador, foram adicionados, em duplicata, 100 yL dos soros
testes e dos soros de referéncia positivos e negativos diluidos 1: 100 em PBS-
Tween 20. As microplacas foram entdo novamente incubadas a 37°C por 60
minutos e lavadas, como descrito anteriormente; 100 pL do conjugado bovino
acoplado a fosfatase alcalina (Ig de coelho anti IgG de bovino, Sigma A-0705),
diluido 1:30.000 em PBS-Tween 20, foram adicionados a cada cavidade da
placa, seguindo-se nova incubagao e lavagem como as anteriores. O substrato
da enzima fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a 1mg/mL em tampéao
dietanolamina pH 9,8; Sigma N-9389) foi adicionado, incubando-se a reacao
por 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, a leitura da
reacao foi realizada em um leitor de microplacas de ELISA (iMark, Bio-Rad), a
um comprimento de onda de 405 nm.

1.3 Estatistica

Calculou-se a frequéncia de soros bovinos positivos e negativos obtidos
no Elisa-teste pelo nimero de animais e dentro de cada regido. Foram também
avaliados os resultados obtidos entre animais n&o tratados e tratados por
drogas tripanocidas. Para tal foi utilizado o software “SAS INSTITUTE Inc.
SAS/STAT” User’s guide, version 9.1. Cary: SAS Institute, 2005.

Amostras provenientes dos estados do Rio de Janeiro, Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul ndo foram utilizadas para realizacdo das analises
estatisticas devido ao pequeno numero.
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Resultados

Foram obtidas amostras de soros de 287 municipios, totalizando 5.114
amostras. Apés a realizacdo do ensaio para a deteccdo de anticorpos anti T.
vivax por Elisa-teste, com antigeno recombinante, obteve-se 2.228 amostras
negativas (43,5%), estando a leitura da densidade O6tica abaixo do ponto de
corte (pc x = 0,334), 1.307 amostras positivas fracas, entre o ponto de corte e
0,500, 788 amostras positivas médias obtidas dentro do resultado de
densidade otica de 0,500 a 0,700 e 791 amostras classificadas positivas fortes
com o resultado acima de 0,700, totalizando 2.886 (56,5%) amostras positivas,
desse total 51,6% (1.446) das amostras estavam no periodo das chuvas sendo
do més de outubro de 2020 a mar¢o de 2021 (Os dados sobre quantidade de
amostras e periodos estdo no Anexo 2).

Foram obtidas 333 amostras de soros de bovinos de propriedades
diferentes, os quais receberam tratamento quimioterapico utilizando o protocolo
completo de aplicacédo de cloridrato de isometamidium. ApoOs a realizacdo do
Elisa-teste totalizou-se 117 amostras negativas (31,83%), por estarem abaixo
do ponto de corte (pc x = 0,305), 109 amostras positivas fracas que se
posicionaram entre o ponto de corte e 0,500; 61 amostras foram positivas
meédias por estarem entre 0,500 e 0,700 e 47 amostras foram positivas fortes
cujo resultado foi acima de 0,700, totalizando 227 (68,17%) amostras positivas.
Na figura 1 apresentamos a distribuicAo das amostras de soros bovinos
enviados para a realizacao de Elisa-teste.

Figura 1. Mapa do Brasil demonstrando a origem das amostras de soros bovinos, enviadas
para a realizacédo do Elisa-teste anti T. vivax.

As amostras foram separadas por regibes do pais, Nordeste, Centro
Oeste, Sudeste e Sul.

As amostras de soro da regido Nordeste foram provenientes de quarenta
e cinco municipios, totalizando 594 amostras, o ponto de corte do ELISA-Teste
foi de (pc x = 0,345). Avaliando o resultado, trinta por cento (n=178) das
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amostras foram negativas e setenta por cento de amostras positivas (n=416)
considerando, vinte e quatro por cento (n=141) positivas fracas, vinte e cinco
por cento (n=147) positivas médias e vinte e um por cento (n=128) positivas
fortes (Figura 2).

B Negativo
Abaixo do PC

H Acima do PC:
até 0,500 fraco
De 0,500 até
0,700: Médio
Acima de
0,700: Forte

M Positivo

m Negativo

pc x 0,345

Figura 2. Porcentagens de amostras de soros anti - T. vivax provenientes de bovinos do
nordeste brasileiro, analisados pelo ELISA-Teste, com o0s resultados negativos (n=178),
positivas fracas (n=141), médias (n=147) e fortes (n=128).

Segundo IBGE 2020, a regido Nordeste possui o rebanho bovino de
28.601.643 animais com meédia de 3.462.265 cabecas ordenhadas no ano,
produzindo 4.943.689 mil litros de leite. Os estados de Pernambuco e Ceara
foram responsaveis pela maioria das amostras de soro analisadas. Os
municipios com maior nimero de amostras analisadas foram Pedra — PE
totalizando 47 amostras sendo 31 positivas (66%); Sdo Bento da Una com 20
amostras e positivando 19 amostras (95%); Quixada — CE com total de 33
amostras, 25 amostras foram positivas (75%); Limoeiro do Norte — CE 32
amostras de soro de bovinos e todas foram positivas para T. vivax e
Quixaramobim com 19 amostras e pelo Elisa-teste positivou quinze (79%)
amostras de soro. No estado da Bahia, o municipio de Capim Grosso foi
encaminhado 24 amostras obtendo o resultado positivo de 22 amostras
(91,5%) e Miguel Calmom com 24 amostras das quais 21 amostras (87,5%)
foram positivas. No estado do Rio Grande do Norte, o municipio de Jucurutu
enviou vinte e trés amostras, positivando oito amostras (34,5%), jA no estado
da Paraiba, os municipios de Barra de Santana e Pildes enviaram 23 e 12
amostras, respectivamente, das quais, 6 (26%) e 11 (91%) foram positivas,
respectivamente.

Amostras de soro de bovinos da regido Centro-Oeste, foram
provenientes de trinta e trés municipios, somando 755 amostras de soros,
avaliadas pelo teste ELISA, o ponto de corte foi (pc x = 0,339). Do total, 38%
(n=288) foram negativas e 62% (n=467) foram positivas. Dentre as positivas,
28 % (n=217) foram positivas fracas, 18% (n=132) foram positivas médias e
16% (n=118) foram positivas fortes. (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagens de amostras de soros b anti - T. vivax provenientes de bovinos do
centro-oeste brasileiro, analisados pelo ELISA-Teste, com o0s resultados negativos (n=288),
positivos fracos (n=217), médios (n=132) e fortes (n=118).

A regido Centro-Oeste possui rebanho de 75.440.444 cabecas sendo
2.446.406 bovinos ordenhados no ano de 2020, produzindo o total de
4.132.075 mil litros de leite segundo IBGE 2020. Amostras de soro de bovinos
da regido Centro—Oeste foram enviadas do estado de Goias, sendo o
municipio de Pontalina responsavel pelo maior nimero de soros avaliados,
sendo cento e sessenta e quatro amostras, tendo como resultado positivo no
Elisa-teste, setenta amostras (42,6%), em segundo lugar ficou o municipio de
Edealina de onde foram analisadas 92 amostras de soros bovinos, dos quais,
foram positivas 54 amostras (58,6%). Orizona mandou 80 amostras e dessas
64 (80%) foram positivas.

Na Regido Sudeste, foram amostrados 82 municipios num total de 1431
amostras, avaliadas pelo Elisa-teste, com ponto de corte de pc x = 0,328.
Observaram-se cinquenta por cento (n=799) das amostras negativas e
cinquenta por cento (n=800) amostras positivas, destas vinte e trés por cento
(n=360) positivas fracas, treze por cento (n=215) positivas médias e quatorze
por cento (n=225) positivas fortes (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagens de amostras de soros anti - T. vivax de bovinos provenientes da regido
Sudeste do Brasil, pelo ELISA-Teste, com os resultados negativos (n=799), positivos fracos
(n=360), médios (n=215) e fortes (n=225).

O Sudeste produziu em 2020, 121.738.841 mil litros de leite, com
rebanho bovino de 37.441.512 cabecas com 4.717.228 animais em lactacdo. O
estado de Minas Gerais é responsavel pelo maior nimero de vacas lactantes
com 3.122.017 cabecas segundo IBGE 2020. Na regido Sudeste, as amostras
de soros bovinos sao provenientes dos estados de S&o Paulo e Minas Gerais.
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No estado de S&o Paulo, a cidade de Sao José dos Campos — SP é o
municipio que mais encaminhou amostras de soro, (n=48) das quais 17
(35,4%) amostras foram positivas. Marilia encaminhou quarenta e seis
amostras de soros, que resultaram em 12 (26%) positivas e Guaratingueta
enviou 24 amostras das quais 13 (54%) foram positivas.

No estado de Minas Gerais, 0 municipio de Governador Valadares é
responsavel por setenta e trés amostras de soros e com quarenta (54,7%)
positivas. A cidade de Coromandel encaminhou para a realizacdo do Elisa-
teste quarenta e cinco amostras das quais 37 (82%) foram positivas. Patos de
Minas enviou 38 amostras, que resultaram em 27 (71%) positivas.

A regido Sul totalizou cento e vinte municipios e 2.166 amostras de
soros, com ponto de corte de (pc x = 0,334) no Elisa-teste. Quarenta e quatro
(n=963) por cento das amostras foram negativas (<PC) para a presenca de
anticorpos anti T. vivax e cinquenta e seis por cento (n=1.203) foram positivas.
Dentre as positivas, 27% (n=589) foram positivas fracas, 14% (n=294) foram
positivas médias e 15% (n=320) foram positivas fortes.

H Negativo Abaixo

do PC
H Acima do PC:
até 0,500 fraco M Positivo
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Forte

pc x 0,334

Figura 5. Porcentagens de amostras de soros anti - T. vivax de bovinos provenientes da regido
Sul do Brasil, pelo ELISA-Teste, com os resultados negativos (n=963), positivos fracos (n=589),
meédios (n=294) e fortes (n=320).

A regido Sul possui rebanho bovino de 24.245.576 cabecas, onde o
estado do Parana possuiu 1.329.009 bovinos produzindo leite no ano de 2020
e Rio Grande do Sul no total de 1.160.993 bovinos em lactacdo. Os municipios
de Senador Salgado Filho e Santo Cristo que pertencem ao estado do Rio
Grande do Sul sédo responsaveis pelo maior nimero de amostras de soros no
estado, totalizando cinquenta e duas em cada, sendo positivas trinta e seis
(64%) amostras e trinta e duas (61,5%), respectivamente. Vista Gaucha teve
elevado niumero de amostras de soros positivas com 74% (n=20) do total de
vinte e sete amostras, como também o municipio de Boa Vista que encaminhou
vinte trés amostras, das quais 78% (n=18) foram positivas. No estado de Santa
Catarina, Chapeco foi responsavel por cento e cinco amostras das quais 58
(55%) foram positivas. O municipio de Xavantina apresentou maior percentual
de amostras positivas no Elisa-teste 93% (n=28) de trinta amostras. No estado
do Parana, Manoel Ribas encaminhou cento e sessenta e trés amostras de
soros, positivando cento e duas (62,5%). O municipio de Cascavel vem em
seguida totalizando cento e cinquenta e nove amostras, com o resultado
positivo no Elisa-teste de noventa (56,6%) amostras. A cidade de Castro enviou
oitenta e uma amostras sendo 44,5% (n=36) das amostras com resultados
positivos.
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As amostras de soro de propriedades que realizaram o tratamento
quimioterapico utilizando o protocolo completo de aplicacdo de cloridrato de
isometamidium foram provenientes de dezoito municipios de quatro estados,
Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e Rio Grande do Sul, totalizando 333
amostras. Estas amostras foram avaliadas pelo Elisa-teste com ponto de corte
de pc x = 0,329, onde trinta e cinco por cento (n=116) delas foram negativas
para a presencga de anticorpos anti T. vivax Sessenta e cinco por cento
positivaram (n=217), sendo 33% positivas fracas (n=110) ponto de corte (0,329
a 0,500), 18% (n=60) positivas médias (0,500 a 0,700) e acima de 0,700 foram
consideradas positivas fortes o total de 14% (n=47) (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagens de amostras de soros anti - T. vivax de bovinos que foram submetidos
ao tratamento quimiotergpico com o principio ativo de cloridrato de isometamidium, pelo ELISA-
Teste, com o0s resultados negativos (n=116), positivos fracos (n=217), médios (n=60) e fortes
(n=47).

Os municipios que realizaram tratamento quimioterapico com maior
namero de amostras de soros enviadas foram oriundos do estado de Goias.
Pires do Rio e Itumbiara totalizando vinte e duas amostras de soros,
positivando dezessete (77%). Para de Minas encaminhou trinta e quatro
amostras sendo vinte e sete delas positivas (79%) e Serro enviou trinta
amostras obtendo resultado positivo em quinze amostras (50%) para presenca
de anticorpos anti T. vivax no estado de Minas Gerais. No estado do Rio
Grande do Sul, somente o municipio de Santa Rosa encaminhou amostras de
soros bovinos nos quais o protocolo quimioterapico foi realizado, totalizou-se
dezenove amostras e treze positivaram (68%). No estado de Séo Paulo, Séo
José dos Campos enviou vinte e duas amostras com treze amostras positivas
(59%), também na cidade de Assis dezessete amostras de soros foram
analisadas e quatorze (82%) amostras positivaram. No municipio de Garca
foram analisadas quinze amostras de soros com resultado de doze amostras
positivas (80%). Por tanto, esses municipios apresentados acima demonstram
alta porcentagem de positividade nas amostras de soros de animais que
receberam o tratamento quimioterapico.

Discusséo

O diagnéstico da tripanosomose em bovinos por T. vivax é feito com
base nos sinais clinicos, também comuns a outras doencas (tristeza
parasitaria), resultando em erros de diagndéstico. Neste estudo observamos o
potencial imunodiagndéstico da proteina recombinante Tv antigeno Imunodot
para evidéncia soroldgica de exposicdo de bovinos por T. vivax.

Em nosso trabalho utilizamos soros bovinos naturalmente infectados
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oriundo de diversas regides (Nordeste, Centro-Oeste, Suldeste e Sul) com
suspeita de infeccao por T. vivax, utilizando o método soroldgico Elisa-teste.

A proteina utilizada no estudo a Tv (Imunodot) € uma proteina de
superficie expressada e purificada, tendo uma estrutura de dominio ISG
(glicoproteina de superficie invariante) tipica, consistindo de um peptideo sinal
N-terminal, um dominio ISG, um dominio transmembrana e um pequeno
dominio intracelular, determinado por um estudo de miniproteomica, tendo 39
Kilodaltons, soluvel apresentando alta reatividade com anticorpos anti — T.
vivax de animais experimentalmente e naturalmente infectados, demonstrando
nivel de sensibilidade e especificidade no Elisa indireto. Optou-se por investigar
esses antigenos porque os ISGs ja provaram ser bons antigenos diagnésticos
para T. brucei, T. congolense e T. evansi. Estudos soroldgicos de reatividade
cruzada com outras tripanossomoses (T. cruzi e T. evansi) ndo foram
realizados. No Elisa com soros de bovinos experimentalmente infectados foi
possivel detectar anticorpos anti-T. vivax no periodo de 10 — 20 dias e até 589
dias poés-infeccdo, resultados apresentados por Junior (2022). Tripanosoma
vivax € conhecido por ser geneticamente diverso, e estudos mostraram que
cepas do oeste da Africa e América do Sul sdo geneticamente distintas de
isolados do leste africano (Garcia et al., 2014).

Em outro estudo foi sequenciada uma proteina do gene TvGM6 dos
isolados da Africa Oriental e Ocidental, que permitiu a deteccdo de anticorpos
em animais de ambas regifes africanas. A proteina GM6 é naturalmente
pequena e insolluvel e esta localizada na haste do flagelo, conforme estudos de
imunolocalizacdo (Pillay et a., 2013). Porém, testes realizados com esta
proteina na imunocromatografia ndo detectaram anticorpos, utilizando soros de
animais positivos em alguns locais de Sdo Paulo (comunicacéo pessoal).

Nos nossos estudos podemos inferir que resultados negativos podem
ser decorrentes da queda do nivel de parasitemia, pois em estudos realizados
em caprinos experimentalmente infectados verificou-se que o titulo de
anticorpos reduzidos ou ndo detectaveis, ocorre quando o nivel de parasitemia
chega a zero. Por tanto a presenca de trypanosomas circulantes é importante
na deteccdo de anticorpos (Machado et al., 2018 , Machado et al.,2021).
Dentre os animais utilizados no presente estudo, informacgdes sobre a presenca
de sinais clinicos ndo foram comunicados. Em trabalhos publicados, varios
autores descrevem o0s sinais clinicos como, anemia, emagrecimento
progressivo, diminuicdo de producédo, problemas reprodutivos (abortamento,
repeticdo de cio e anestro) e quadros mais graves apresentam sinais
neuroldgicos (Cadioli et al., 2012; Betancur Hurtado et al., 2016; Fidelis Junior
et al., 2016). Desquesnes (2004) relatou que a proporcdo de bovinos
infectados na América do Sul é alta e ndo apresentam sinais clinicos. Porém,
0s bovinos apresentam sintomas na fase aguda e na fase crbnica, podendo
ainda haver individuos com sintomatologia, mas nao patognomoénicos e
também ha infec¢cbes secundarias em rebanhos com historico da presenca do
T. vivax.

A regido Nordeste apresentou uma elevada porcentagem de amostras
positivas totalizando 70% dos soros bovinos. Segundo o IBGE 2020 a regido é
responsavel pela producao de 4.943.689 mil litros de leite, com média de 3,5
milhdes de cabecas ordenhadas. Os estados de Pernambuco e Ceara foram os
gue mais enviaram amostras para realizacdo do Elisa-teste. Nos municipios de
Pedra-PE e Quixada-CE observamos elevada porcentagem de amostras
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positivas 66% e 75%, respectivamente.

Em 2020 a regido Centro-Oeste produziu 4.132.075 mil litros de leite,
onde o estado de Goiéas foi o principal produtor de leite. No Centro-Oeste do
Brasil, o estado que enviou amostras para a realizacéo do Elisa-teste foi Goias,
e 0 municipio de Pontalina obteve 42,6% das amostras positivas; Edealina
encaminhou elevado numero de amostras, ressaltando que esses municipios
possuem grande relevancia na producao de leite.

O estado de Minas Gerais € o principal estado produtor de leite na
regido sudeste, possuindo um rebanho em torno de trés milhdes de vacas
lactantes segundo o IBGE 2020. No estado de Sdo Paulo nosso estudo obteve
maior numero de amostras do municipio de S&o José dos Campos sendo 48%
positivas. Vale ressaltar que este municipio se encontra em uma regidao com
alta producéo de leite do estado e estando proximo da divisa dos estados de
Séo Paulo e Minas Gerais.

Na regido sul do pais o estado do Parana no ano de 2020 segundo o
IBGE possuia 1.329.009 cabecas em lactacdo, no qual a regido do municipio
de Castro possui por principal caracteristica a producao leiteira, este mesmo
municipio foi o principal no envio de soros de bovinos suspeitos parasitados
por T. vivax, obtendo o resultado positivo em 44,5% das amostras.

Em nosso estudo observamos que nas regides citadas acima, elevados
resultados sorolégicos positivos foram obtidos, sendo essas amostras proximas
de localidades que possuem a producdo de leite como uma das principais
fontes econbmicas. Desta forma, esses resultados vém demonstrar que o T.
vivax esta se disseminando por varios municipios, sendo um dos problemas € a
falta de diagnéstico na aquisicdo de animais, ou seja, em leildes e exposic¢oes,
porém os produtores justificam o custo sobre esses exames. Assim 0S
produtores correm o risco de adquirir animais infectados com o T. vivax. Outro
ponto importante é a pratica comum em propriedades leiteiras, € o uso de
agulhas compartilhadas para a aplicagdo de ocitocina, vacinas e outros
medicamentos assumem o risco de transmitir o parasita aos animais que nao
tinham contato com o T. vivax.

Castilho Neto et al., (2021) em seu trabalho a resposta de anticorpos
anti — T. vivax em animais tratados com diaceturato de diminazeno, cloridrato
de isometamidium ou ambos reduziu ap6s 30 a 45 dias dos tratamentos.
Portanto, a presenca do trypanosomas vivax no sangue € importante para a
deteccdo de anticorpos, ou seja, é provavel que um certo nivel de parasitemia
€ necessaria para estimular a resposta por células B. Na auséncia desta
estimulacdo quando a parasitemia cai abaixo da carga parasitaria necessaria, a
resposta de anticorpos € de curta duracdo. Portanto, em nosso estudo dentre
0s resultados em todas as regides tivemos o0 percentual de soros negativos
variando de 30% na regido Nordeste, 52% Centro-Oeste, 48% Sudeste e 44%
na regido Sul, porém nesses resultados, ndo temos a informacdo exata sobre
tratamento, levando-nos a inferir que resultados de sorologia negativa
poderiam ser decorrente de animais tratados, ou falsos negativos.

Recentemente a Imunodot desenvolveu um teste de Imunocromatografia
para deteccdo de anticorpos, também demonstrando alta sensibilidade e
especificidade quando avaliando infeccdoes de campo por T. vivax. A
comparacao realizada entre o teste rapido e as provas realizadas entre os
testes de referéncia RIFI e ELISA, comprova a correlagdo de resultados em
amostras positivas e negativas, ratificando a sensibilidade e especificidade do
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"IMUNOTESTE - Trypanosoma vivax (TESTE RAPIDO) - BOVINO. Kit para
Diagnostico da Tripanossomiase Bovina por Imunocromatografia”.

Vale a pena citar que a proteina TvGM6 (Pillay et al., 2013) em teste
imunocromatogréfia foi testado a campo com soros de bovinos de animais
doentes ou suspeitos no Brasil. Entretanto, esses testes ndo obtiveram bons
resultados, detectando falsos negativos, com baixa sensibilidade, podendo
também ser de animais tratados, mas ndo informados. Vale ressaltar que os
produtores ndo gostam de informar a presenca da doenca e se realizou
tratamento.

Pillay et al., (2013) referiram-se a utilizacdo da proteina do gene TvGM6
no Elisa e a ndo deteccdo de anticorpos, um més apos tratamento, ou seja,
com a parasitemia ndo detectavel no sangue, desta forma, o teste ndo sera
positivo em infec¢des silenciosas aparentemente. Assim, devido a diminui¢ao
rapida de anticorpos pos-tratamento o TvGM6 Elisa ndo foi adequado para
detectar infec¢do ativa ou pés tratamento. No estudo de Machado et.al. 2021
com caprinos experimentalmente infectados por T. vivax mostrou que o
parasita migra para o tecido adiposo e pele, ndo estando circulante, fazendo
gue os niveis de anticorpos diminuam e os testes sorolégicos possam ser
falsos negativos, assim podendo ocorrer a reinfeccdo dos animais apdés 0s
niveis de medicamento reduzirem.

As altas prevaléncias de T. vivax nas regides do pais confirmam a
disseminagéo, e pesquisando na literatura, o primeiro surto de T. vivax ocorreu
na regidao Nordeste do pais, no estado do Maranhdo (Feitosa et al., 2004)
Pernambuco (Pimentel et al., 2012) relata o primeiro encontro do parasita e sua
caracterizagdo molecular, Alagoas (Andrade Neto et al., 2015), Sergipe (Vieira
et al., 2017), Ceara (Batista et al., 2017) e Piaui (Lopes et al., 2018). Em nosso
estudo foram analisados soros dos estados Ceara, Bahia, Rio Grande do Norte
e da Paraiba onde ndo possuiamos relatos de surtos pelo parasita até o
momento, e o estado de Pernambuco teve relatado no ano de 2012 o encontro
do T. vivax em nosso estudo obteve-se resultados soroldgicos positivos. Por
tanto o T. vivax esta sendo disseminado na regido Nordeste, provavelmente
pelo comércio de animais nédo diagnosticados.

A regido Centro-Oeste possui seus primeiros relatos de surtos em 1996
no estado de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul em 1997 e depois em 2001
(Silva et al., 1996; Paiva et al., 1997; Barbosa et al., 2001). As literaturas mais
recentes, que diagnosticaram o T. vivax na regido do pantanal de Mato Grosso
do Sul, relataram o encontro de anticorpos anti-T.vivax em 363 amostras do
total de 400 amostras sendo 197 amostras positivas de bovinos fémeas com
idade acima de seis anos e 166 amostras positivas de fémeas bovinas com
idade entre sete a doze meses, animais da raca nelore, observando que o
parasita estava presente em animais que possuiam outros hemoparasitas
(André et al., 2020),. Echeverria (2021) descreve o encontro do parasita em
amostras de soros bovinos de quatro propriedades, voltadas a producao de
bovinos de corte; no Elisa-teste obtiveram 50,59% de amostras reagentes, da
soma de todas as amostras das propriedades. Na realizacdo da PCR obtiveram
resultado positivo de um bovino jovem e os demais bovinos eram adultos,
todos assintomaticos. Echeverria (2021) conclui que a espécie T. vivax esta em
equilibrio endémico em bovinos no Pantanal Sul-mato-grossense. Em nosso
estudo os estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul ndo enviaram
amostras suficientes para serem analisadas. O estado de Goias teve um surto
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relatado em 2017 (Bastos et al., 2017) onde foram introduzidos animais
oriundos de outro estado infectados por T. vivax. Em nosso estudo, o estado
de Goias enviou amostras de varios municipios, demonstrando que o parasita
vem se disseminando rapidamente.

O primeiro relato de surto de T. vivax em Minas Gerais foi descrito por
Carvalho et al. (2008) e desde entdo, a doenca se disseminou pelo estado,
sendo o estado de referéncia em genética animal para producdo leiteira, o que
contribuiu para a disseminacdo da doenca para outras regides, devido a
comercializagao e o transito de animais infectados. O primeiro relato no estado
de Sao Paulo ocorreu em 2012 no municipio de Lins (Cadioli et al., 2012) e no
presente estudo foram avaliados soros de varios municipios, principalmente da
regido do Vale do Paraiba, com alta porcentagem de soros positivos. Podemos
inferir que a presencga do parasita na regido do Vale do Paraiba se faz pela
proximidade do estado de Minas Gerais, onde provavelmente ocorre o
comércio e transito de animais pelos estados disseminando a doenca pelas
propriedades leiteiras.

No sul do Brasil, o estado do Rio Grande do Sul relata o primeiro surto
em 2009 (Silva et al., 2009) e o estado de Santa Catarina no ano de 2016
(Favero et al., 2016). Como observamos em nosso estudo a regido sul do pais
e as demais regides demonstram um aumento de bovinos soropositivos para T.
vivax. O estado do Parana possui uma regido com grande importancia na
producao leiteira, observamos um numero elevado de resultados sorolégicos
positivos, assim deixando em alerta de como a doenca vém se disseminando
por estados e municipios.

Os dados do nosso estudo demonstram que o T. vivax vem se
disseminando pelo Pais, deixando o alerta para a orientacdo dos produtores,
recomendacdes de realizacdo dos exames de diagnéstico para a aquisicado de
Nnovos animais, a conscientizacdo da necessidade da néo utilizacao de agulhas
compartilhadas no uso da ocitocina e outros medicamentos, bem como a
realizacdo de diagndéstico de animais suspeitos nas propriedades onde houve a
realizacdo do tratamento completo e controle das formas de transmissao.
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Anexos
Tabelas

Tabela 1. Estados e municipios da regido Nordeste que encaminharam amostras de soros para
deteccdo de anticorpos anti — T. vivax pelo ELISA-teste com resultados positivos e negativos.

Estado Municipio Numero de amostras
Negativo Positivo Total
Limoeiro do Norte 0 32 32
Quixada 8 25 33
Quixaramobim 4 15 19
Ocara 0 12 12
Maranguape 1 11 12
Tabuleiro 0 10 10
Umiri 1 9 10
Ceard Caucaia 1 9 10
Oros 2 8 10
Jaguarana 5 6 11
Iguatu 4 5 9
Morada Nova 3 2 5
Cratéus 3 0 3
Ico 1 0 1
33 144 177
Pedra 16 31 47
Séo Bento da Uma 1 19 20
Itaiba 10 15 25
Venturosa 0 10 10
Pernambuco Buique 8 7 15
Brejo da Madre de Deus 10 7 17
Bom Conselho 2 6 8
Pesqueira 4 6 10
Aguas Belas 5 6
Saloa 2 2
54 110 160
Capim Grosso 2 22 24
Miguel Calmon 3 21 24
Jacobina 1 11 12
Bahia Queimadas 1 11 12
Itarantim 10 6 16
Ubata 9 5 14
26 76 102
Pildes 1 11 12
Sapé 2 9 11
Paraiba Mogeiro 5 7 12
Barra de Santana 17 5 22
Mamanguape 4 5 9

29 37 68



Rio Grande do Norte

Alagoas

Jucurutu

Tenente Laurentino
Santana do Mato
Sao Vicente

Lagoa Nova
Currais Novos

Olho D"agua do Casado

Major Izidoro
Joaquim Gomes

15 8
5 5
1 5
2 3
6 2
6 0

35 23
1 10
0 10
2 8
3 28

23
10

58
11
10
10
31
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Tabela 2. Estados e municipios da regido Centro-Oeste que encaminharam amostras de soros
para deteccdo de anticorpos anti — T.vivax pelo ELISA-teste com resultados positivos e

negativos.
Estado Municipio NUumero de amostras
Negativo Positivo Total
Pontalina 94 70 164
Orizona 16 64 80
Edealina 38 54 92
Cataldo 21 37 58
Maripotaba 16 22 38
Joviania 8 18 26
Itaruma 4 18 22
Aragoiania 0 12 12
Vicentinépolis 11 11 22
Agua Limpa 11 12
Gameleira de Goias 11 11
Buriti Alegre 3 10 13
Goids [tumbiara 0 10 10
Rio Verde 11 9 20
Ipameri 5 8 13
Luiziania 0 9 9
Goiatuba 6 5 11
Edéia 5 7 12
Goiania 0 7 7
Pires do Rio 7 6 13
Serranopolis 4 6 10
Urutai 0 6 6
Cezarina 5 5 10
Bela Vista de Goias 5 5 10
Piracanjuba 2 5 7
Santa Cruz de Goias 0 4
Morrinhos 2 4 6
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Caldas Novas 4
Aloandia 3 2 5
Cagu 12 1 13
Rio Quente 1 0 1
280 441 721
Mato Grosso do Sul  Nioaque 0 16 16
Mato Grosso Pontes e Lacerda 8 8 16

Tabela 3. Estados e municipios da regido Sudeste que encaminharam amostras de soros para
deteccdo de anticorpos anti — T.vivax pelo ELISA-teste com resultados positivos e negativos.

Estado Municipio NUumero de amostras

Negativo Positivo Total

Governador Valadares 33 40 73
Coromandel 8 37 45
Patos de Minas 11 27 38
Para de Minas 7 27 34
Mariba 16 21 37
Trés Coracdes 4 21 25
Unai 3 19 22
Frei Gaspar 7 17 24
Abadia dos Dourados 8 16 24
Prata 5 16 21
Poté 10 12 22
Araguatri 9 12 21
Belo Horizonte 0 12 12
Pratinha 0 12 12
Minas Gerais Arceburgo 0 12 12
Patrocinio 11 12 23
Itambucuri 12 12 12
Lagoa da Prata 20 12 32
Martinho Campos 10 11 21
Contagem 13 11 24
Paracatu 13 11 24
Santa Rita do Sapucai 11 11 22
Mateus Leme 14 11 25
Sabinépolis 12 11 23
Séo Gotardo 3 10 13
Passos 13 10 33
Morro da Garca 5 10 15
Recreio 5 10 15
Fernandes Tourinho 5 10 15
Abaté 1 10 11
Uberlandia 7 10 17
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Estado Municipio Numero de amostras
Negativo Positivo Total
Sao José dos Campos 31 17 48
Rancharia 1 16 17
Guaratingueta 11 13 24
Marilia 34 12 46
Itu 16 11 27
Sao Paulo Taubaté 1 11 12
Taquarituba 1 11 12
Itapetininga 1 11 12
Brotas 3 11 14
Caiua 3 10 13
Ribeirdo do Sul 5 10 15
Guzolandia 5 10 15
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Tabela 4. Estados e municipios da regido Sul que encaminharam amostras de soros detecgéo
de anticorpos anti — T.vivax pelo ELISA-teste com resultados positivos e negativos.

Estado Municipio NUmero de amostras
Negativo Positivo Total
Manoel Ribas 61 102 163
Cascavel 69 90 159
Castro 45 36 81
Pitanga 14 25 39
Laranjeiras do Sul 5 20 25
Parana Palmeira 46 19 65
gggt}/eentura do Séo 12 11 23
Campina Siméo 11 12
Roncador 11 11
Entre Rios do Oeste 3 12
Maripa 18 26
Céandido de Abreu 10 18




Arapoti 5 7 12
Araruna 3 7 10
Engenheiro Beltrao 3 7 10
Virmond 0 7 7
Marmeleiro 0 6

Altamira do Parana 6 5 11
Campina da Lagoa 6 4 10
Santa Maria do Oeste 13 3 16
Francisco Beltrao 10 3 13
Santo Antbénio da Platina 10 2 12
Nova Tebas 7 2 9
Reserva 2 6
Enéas Marques 13 2 15
Pato Bragado 11 2 13
Terra Boa 12 1 22
Laranjal 12 1 13

400 411 811
Estado Municipio NUumero de amostras

Negativo Positivo Total

Chapeco 47 58 105
Quilombo 22 31 53
Guatambu 12 29 41
Xavantina 2 28 30
S&o Carlos 33 26 59
Xaxim 40 24 64
S&o0 José do Cedro 8 18 26
S&o Lorenzo do Oeste 4 11 15
Pinhalzinho 10 10 20
Nova Itaberaba 0 10 10
Santa Catarina Descanso 0 10 10
Cordilheira Alta 0 10 10
Vargeao 0 10 10
Planalto Alegre 9 9 18
Novo Horizonte 1 9 10
Romelandia 1 9 10
Aguas de Chapeco 14 8 22
Caibi 2 8 10
Ouro Verde 2 8 10
Braco do Norte 0 8 8
Rio Fortuna 0 8 8
Saudades 8 9 17
Marema 13 8 21
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Coronel Freitas 17 7 24
Campo Eré 7 7 14
Sao Vicentin 6 7 13
Uni&o do Oeste 0 7 7
Abelardo Luz 7 6 13
Bom Jesus 7 6 13
Modelo 7 6 13
Jupia 5 6 11
Guaruja do Sul 0 6 6
Cidade Cerqueira 6 5 11
Xanxeré 3 5 8
Faxinal dos Guedes 3 5 8
Treze de Maio 0 5
Anchieta 7 4 11
Grao Para 4 4 8
Agua Doce 8 3 11
Séao Domingos 1 3 4
Sul Brasil 11 2 13
Paial 4 2 6
331 455 786
Estado Municipio NUumero de amostras

Rio Grande do Sul

Senador Salgado Filho
Santo Cristo

Vista Gaucha

Trindade do Sul

Boa Vista

Céandido Goddi
Garruchos

S&o Paulo das Missdes
Ubiretama

S&o Jose Inhacora
Panambi

Itacurubi

Bom Jesus

Santa Rosa

Gramado dos Loureiroa
Alegria

Sede Nova

Augusto Pestana
Rosario do Sul
Campinas das Missdes

Negativo Positivo Total
16 36 52
20 32 52

7 20 27
14 19 33
18 23
7 17 24
4 16 20
11 13 24
1 12 13
5 11 16
1 9 10
2 8 10
0 8 8
3 7 10
1 7
0 7
8 6 14
4 6 10
4 6 10
3 6 9
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Trés Palmeiras 7 5 12
Mato Queimado 4 5 9
Rio Pardo 1 5 6
S&o Martinho 1 5 6
Pejucara 6 4 10
Dois Irmé&os 2 4 6
Charqueadas 2 4 6
Roca Sales 2 4 6
Sao José dos Ausentes 0 4
Victor Graeff 8 3 11
Santo Angelo 3 3 6
Miraguai 2 3 5
Nova Bréscia 1 3
ljui 0 3 3
Tenente Portela 10 2 12
Nova Bassano 5 2 7
Girua 3 2
Bozano 3 2
N&o Me Toque 11 1 12
Erval Seco 8 1 9
Caicara 4 1 5
Tuporendi 3 1 4
Trés de Maio 3 1 4
Ronda Alta 3 1 4
Jaboticaba 1 1 2
Santiago 2 1 3
Palmeira das Missfes 7 1 8
Salvador das Missdes 6 1 7
Novo Machado 4 0 4
Humaita 5 0 5
232 337 569

Tabela 5. Estados e municipios que encaminharam amostras de soros de animais tratados
com cloridrato de isometamidium para deteccdo de anticorpos anti — T.vivax pelo ELISA-teste
com resultados positivos e negativos.

Municipios UF NUimero de amostras

Negativo Positivo Total

Pires do Rio GO 5 17 22
ltumbiara GO 5 17 22
Vicentinépolis GO 12 7 19
Pontalina GO 5 8 13
Para de Minas MG 7 27 34

Serro MG 15 15 30



Prata MG 11 15 26
Contagem MG 7 14 21
Morro da Garca MG 5 12 17
Martelandia MG 8 8 16
Medeiros MG 1 8
Mateus Leme MG 2 7 9
Santa Rosa RS 6 13 19
Assis SP 3 14 17
Sao José dos Campos SP 9 13 22
Garga SP 3 12 15
Marilia SP 7 5 12
Presidente Prudente SP 5 5 10
216 217 333

Tabela 6. Numero de amostras positivas por estados, nos periodos de seca e periodo de
aguas entre junho de 2020 a junho de 2021.

Positivo Positivo Positivo
Ceara Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 1 2 1 2
jul/20 6 1 2 5
ago/20 0 0 0 0
set/20 0 0 0 0
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Total Positivas
Aguas 157 131
abr/21 0 0 0 0
mai/21 0 0 0 0 SECA Total Positivas
jun/21 0 0 0 0 20 13
TOTAL 177 144
Positivo Positivo Positivo
Permambuco  Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 0 0 0 0
jul/20 0 0 0 0
ago/20 22 11 2 0
set/20 1 12 5 2
Total Positivas
Aguas 84 63

abr/21 0 0 0 0
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mai/21 0 0 0 0 SECA Total Positivas
jun/21 8 10 3 0 76 45
TOTAL 160 108
Positivo Positivo Positivo
Bahia Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 0 0 0 0
jul/20 0 0 0 0
ago/20 0 0 0 0
set/20 0 0 0 0

Total Positivas
Aguas 18 0

abr/21 0 0 0 0
mai/21 2 12 8 2 SECA Total Positivas
jun/21 6 15 29 10 84 76
TOTAL 102 76

Positivo Positivo Positivo

Paraiba Negativo Fraco Médio Forte

jun/20 0 0 0 0

juli20 0 0 0 0

ago/20 5 0 0 0

set/20 0 0 0 0

Total Positivas
Aguas 18 6

abr/21 8 14 10 4
mai/21 0 0 0 0 SECA Total Positivas
jun/21 4 3 0 0 48 31
TOTAL 66 37
Rio Grande do Positivo Positivo Positivo
Norte Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 0 0 0 0
jul/i20 0 0 0 0
ago/20 11 2 0 0
set/20 0 0 0 0

Total Positivas
Aguas 45 21
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abr/21 0 0 0 0
mai/21 0 0 0 0 SECA Total Positivas
jun/21 0 0 0 0 13 2
TOTAL 58 23
Positivo Positivo Positivo
Alagoas Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 0 0 0 0
jul/20 0 0 0 0
ago/20 0 0 0 0
set/20 0 0 0 0
Total Positivas
Aguas 31 28
abr/21 0 0 0 0
mai/21 0 0 0 0 SECA Total Positivas
jun/21 0 0 0 0 0 0
TOTAL 31 28
Positivo Positivo Positivo
Goias Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 20 2 9 1
jul/20 17 33 7 6
ago/20 41 4 4 10
set/20 0 0 0 0
Total Positivas
Aguas 437 277
abr/21 4 21 13 4
mai/21 13 6 1 1 SECA Total Positivas
jun/21 25 22 14 6 284 164
TOTAL 721 441
Positivo Positivo Positivo
Minas Gerais Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 0 0 0 0
jul/i20 6 13 12 8
ago/20 36 4 8 9
set/20 59 17 4 1
Total Positivas
Aguas 505 309
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abr/21 24 16 11 5
mai/21 19 21 2 2 SECA Total Positivas
jun/21 148 37 32 25 519 227
TOTAL 1024 536
Positivo Positivo Positivo
Sédo Paulo Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 15 17 7 5
juli20 36 7 4 2
ago/20 68 7 2 0
set/20 10 12 1 0
Total Positivas
Aguas 250 126
abr/21 4 12 4 9
mai/21 35 22 3 4 SECA Total Positivas
jun/21 19 11 6 3 325 138
TOTAL 575 264
Rio Grande do Positivo Positivo Positivo
Sul Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 28 8 8 7
jul/20 43 40 18 25
ago/20 56 8 10 5
set/20 28 2 0 2
Total Positivas
Aguas 78 52
abr/21 6 11 7 3
mai/21 20 42 18 10 SECA Total Positivas
jun/21 25 33 16 12 491 285
TOTAL 569 337
Positivo Positivo Positivo
Santa Catarina Negativo Fraco Médio Forte
jun/20 11 15 6 11
jul/i20 51 27 13 6
ago/20 7 2 1 1
set/20 0 0 0 0
Aguas 465 257



50

abr/21 4 13 1 2
mai/21 2 14 10 18 SECA Total Positivas
jun/21 48 24 22 12 321 198
TOTAL 786 455

Positivo Positivo Positivo

Parana Negativo Fraco Médio Forte

jun/20 8 10 2 4

juli20 64 12 8 3

ago/20 48 1 1 1

set/20 20 25 9 6

Total Positivas
Aguas 300 176

abr/21 4 5 18 18
mai/21 43 30 5 7 SECA Total Positivas
jun/21 89 38 21 11 511 235

TOTAL 811 411




