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RESUMO

Tripanosomatideos séo protozoarios parasitas flagelados que em ruminantes no
Brasil incluem os pertencentes a familia Trypanosomatidae, com o0s géneros
Trypanosoma e Leishmania. Com relagdo aos bufalos domésticos (Bubalus bubalis),
pouco ou nada se conhece sobre estes parasitas. Este estudo teve como objetivo
avaliar por meio de métodos parasitolégicos (exame direto do parasita no
microscopio), sorologicos (RIFI — reacdo de imunofluorescéncia indireta) e
moleculares (PCR — reacdo em cadeia pela polimerase e sequenciamento) a
presenca de tripanosomatideos em bufalos. Amostras de sangue e suabe conjuntival
foram coletadas de 100 bufalos da Fazenda S&o Francisco, Andradina, SP e de 10
bufalos de Selviria, MS. Dos 110 bdfalos, 60,9% (67/110) apresentaram
hemoflagelares tripanossomatideos nos esfregacos sanguineos e 90% (99/110)
deles apresentaram anticorpos anti-Leishmania pela RIFI. O DNA destes parasitas
foi detectado em 29,09% (32/110) dos bufalos pela técnica de PCR, sendo, 26,36%
(29/110) na PCR do sangue e 3,6% (4/110) na PCR do suabe conjuntival. Das
amostras positivas para PCR, sete foram enviadas para o sequenciamento génico, e
uma delas foi identificada como Leishmania infantum e trés como Trypanosoma
theileri, ambas as amostras apresentaram 100% de similaridade com as respectivas
espécies apds comparacdo pelo GenBank. Este estudo relata o primeiro registro de
infeccdo por L. infantum em B. bubalis na regido de Andradina, SP, e a presenca de
bafalos infectados por espécies de T. theileri, evidenciando a necessidade de mais
estudos sobre tripanosomatideos em bufalos.

Palavras-chaves: Trypanosoma Theiler. Leishmania infantum. RIFI. Bufalos.

Parasitologicos. PCR.



ABSTRACT

Trypanosomatides are flagellate protozoan parasites that in ruminants include those
belonging to the family Trypanosomatidae, with the genera Trypanosoma and
Leishmania, but with little or nothing information about these parasite infections in
domestic water buffalo (Bubalus bubalis). Tthis study was assessed through the
parasitological (direct examination of the parasite under microscope), serological
(IFAT — immunofluorescence antibody test), and molecular tests (PCR from blood
and conjunctival swab and genic sequencing) to detect possible trypanosomatides in
buffalo herds from Andradina, SP and Selviria, MS. Thus, 60.9% (67/110) buffaloes
presented trypanosomatid parasites in the blood smears, 90% (99/110) had anti-
Leishmania antibodies by IFAT. The DNA of these parasites was detected in 29.09%
(32/110) of buffaloes by the PCR technique; 26.36% (29/110) in blood and 3.6%
(4/110) in conjunctival swab. Positive PCR samples from seven animals were sent for
DNA sequencing, and one of them was identified as Leishmania infantum and three
as Trypanosoma theileri, both samples showed 100% of similarity with the respective
species after comparison by BenBank. This study reports for the first time the
presence of parasite L. infantum in B. bubalis from Andradina, SP, and highlights
the presence of buffaloes infected with T. theileri, and indicates the need for more
studies on trypanosomatid parasites in buffaloes.

Keywords: Trypanosoma theileri. Leishmania infantum. IFAT. Water buffalo.

Parasitological. PCR.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia do bufalo no Brasil

A populacdo mundial de bufalos domésticos (Bubalus bubalis) esta estimada
em aproximadamente 195 milhdes de cabecas com a maior concentragdo no
continente asiatico (origem da espécie) com 97% dos animais (FAO, 2011). Apesar
dos bufalos terem sido introduzidos no pais ha pouco mais de um século, essa
espécie adaptou-se e vem apresentando desempenho produtivo superior ao
apresentado no continente de origem (DAME, 2012). Inicialmente mais pelo seu
exotismo que por suas caracteristicas produtivas (BERNARDES, 2007), os primeiros
bafalos teriam entrado na Amazénia entre 1890 e 1895, trazidos por condenados
foragidos da Guiana Francesa em um barco que aportou na costa Norte da llha do
Marajo. Seriam da variedade maléia ou chinesa, mas provenientes de llha do Caribe
ou das Guianas, onde foram introduzidos pelos colonizadores ingleses e holandeses
(ABCB, 2017). A mais remota entrada que se tem confirmado € o de uma
importacao por volta de 1902 feita por Bertino Lobato de Miranda, para sua Fazenda
Sao Joaquim, nas margens do rio Arari, na Marajo, os quais eram bufalos pretos, de
procedéncia italiana (ABCB, 2017).

O bufalo doméstico (B. bubalis), teve portanto sua origem no continente
asiatico, onde foi levado a Africa, posteriormente & Europa e Oceania e finalmente a
América (DAME, 2006). Variadas condigbes ambientais, a alta fertilidade e a
longevidade produtiva permitiram que em pouco mais de 100 anos, a bubalinocultura
no pais apresentasse evolucdo expressiva e relevada importancia para diversos
criadores. No Brasil, a exploracéo de bufalos para produgéo de carne ainda € a mais
importante, pois ainda falta interesse dos criadores brasileiros em explorar a
producéo leiteira (ROSA et al., 2007), entretanto, a partir dos anos 80, cresceu 0
interesse em animais com aptiddao leiteira ou duplo proposito (leite/carne).
Considerando as caracteristicas fisico-quimicas do leite de bufala, as mesmas
apresentam teores de matéria seca (41,1%), gordura (88,5%) e caseina (47,7%)
superiores ao do leite bovino, variando de acordo com o nivel nutricional do animal.
A industrializacdo desse leite tem gerado produtos diferenciados como mozarela
italiana, provolone e ricota, obtendo remuneracéo superior aos produtos oriundos do
leite bovino (ROSA et al.,2012)
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1.2 Leishmaniose Visceral

As leishmanioses s&8o antropozoonoses causadas por protozodarios
pertencentes ao filo Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania
(ROSS, 1903). O género Leishmania € constituido por 30 espécies que infectam
vertebrados de diferentes ordens, principalmente de répteis e mamiferos e que sao
transmitidas por varios invertebrados hematofagos da familia Psychodidae
(LAINSON, 1983).

A leishmaniose visceral (VL) é considerada uma das sete endemias mundiais
de prioridade absoluta da Organizacdo Mundial da Salude (OMS) e que por sua alta
letalidade é um problema de salde publica. A LV é encontrada nas Américas, Africa,
Sul da Europa, Asia e Oriente Médio (LAINSON et al 1987). Nas Américas, a LV
ocorre desde o México até a Argentina, sendo que o Brasil contribui com 90% dos
casos do continente (GRIMALDI et al, 1989, WORLD HEALTH ORGANIZATION
1990; SOARES et al, 2003). No Brasil, a prevaléncia de LV em areas endémicas
estd em torno de 5,9 a 29,8% (FRANCA-SILVA, et al. 2003; LOPES et al., 2010;
LEITE, et al. 2015). No Brasil, sua distribuicéo atinge cerca de 21 estados (BRASIL,
2012).

A LV foi primeiramente descrita na Grécia em 1835, quando era denominada
“ponos” ou “hapoplinakon”. Ficou conhecida como calazar (kala-azar) na india, que
significava “pele negra”, em virtude da leve pigmentacdo que decorre do
acometimento cutdneo. Embora o termo “calazar” seja utilizado para todas as formas
da doenca, somente o tipo indiano ocasiona hiperpigmentacdo da pele. E uma
doenca cronica grave, potencialmente fatal e sua letalidade pode alcancar 10%
quando ndo ha um tratamento adequado. Inicialmente, acreditava-se que a doenca
era causada por trés espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania,
clinica e biologicamente distintas e com diferentes distribuicbes geograficas:
Leishmania donovani, Leishmania chagasi e Leishmania infantum (CAMARGO et al.,
2007; LAINSON; SHAW, 1987). Em 1937, Evandro Chagas e Cunha descreveram a
espécie L. chagasi como causadora da LV na América (CUNHA et., al 1937).

Quanto a origem da LV no Novo Mundo, acredita-se que ela realmente foi
introduzida no inicio da colonizagdo europeia no século XVI, sendo seu precursor a
espécie L. infantum. Outra teoria é que a L. chagasi existia ha milhdes de anos, com

a introducdo dos canideos, esta teoria existe devido as altas taxas de infeccéo dos
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canideos originarios da Amazénia (LAINSON et al., 1987). A espécie foi descrita em
1908 por Charles Nicolle como L. infantum (NICOLLE, 1908).

No entanto, mais recentemente analisando-se a constituicdo morfolégica das
espécies L. chagasi e L. infantum verificou-se que estas duas espécies sdo muito
semelhantes. Dessa forma, alguns autores compararam suas estruturas em estudos
bioguimicos e moleculares e sugeriram que as duas espécies poderiam ser
consideradas como uma unica espécie formando um grupo monofilético dentro do
complexo Donovani, permitindo assim que a espécie L. infantum passasse ser o
agente etiolégico desta zoonose também nas Américas, passando a ser
considerada sinonimia de L. chagasi (MAURICIO et al., 1999; MAURICIO et al.,
2000; KUHLS et al., 2011).

As leishmanioses séo transmitidas através da picada da fémea de dipteros da
familia Psychodidae, sub-familia Phebotominae, conhecidos por flebotomineos, de
hébito noturno, podendo ser encontrado em todos os meses do ano. Existem duas
espécies, a Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, que transmitem a LV no Brasil,
vulgarmente chamadas de mosquito palha, tatuquiras, Birigui, entre outros
(MONTEIRO et al., 2005). No hospedeiro intermediario, somente as fémeas dos
vetores flebotomineos participam diretamente do processo de transmissao, uma vez
que sao hematofagas (BRASIL, 2003).

O ciclo de vida do mosquito vetor da LV ¢é constituido de ovo, larva, pupa e
adulto. As larvas séo terrestres e bastante ativas, movimentando-se com rapidez
para buscar alimento, com isso, provavelmente, se dissemina em uma grande area
(SHERLOCK, 2003). Os flebotomineos se refugiam em locais com bom teor de
umidade, pouca ou nenhuma luminosidade, movimentacdo de ar e com matéria
organica em decomposicao, o que dificulta seu combate e favorece sua adaptagéo
no ambiente domeéstico e peridoméstico (AGUIAR; MEDEIROS, 2003). O vetor se
infecta ao ingerir formas amastigotas presentes nas células mononucleadas do
hospedeiro vertebrado mamifero. Essas formas parasitarias transformam-se em
promastigotas prociclicas que possuem moléculas de lipofosfoglicanos (LPG) em
sua superficie, permitindo a interagdo com lectinas intestinais e consequente adesao
ao epitélio do tubo digestorio, impedindo sua eliminagcdo junto ao alimento. Tais
formas evolutivas reproduzem-se no trato digestorio dos flebotomineos e passam
pelo processo de metaciclogénese, transformando-se em promastigotas

metaciclicas entre oito e 20 dias (OLIVER et al., 2005). A promastigota metaciclica &
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a forma infectante para o hospedeiro mamifero. Estas formas sdo finas, curtas,
altamente ativas e com flagelo medindo mais que a metade do comprimento do
corpo (RANGEL; LAINSON, 2003).

Hoje, existem mais de 900 espécies de flebotomineos descritas no mundo,
das quais cerca de 500 ocorrem na regido neotropical. O Estado de S&o Paulo tem
69 espécies registradas em seu territério (SHIMABUKURO; GALATI, 2010),
incluindo os principais vetores de leishmaniose tegumentar americana Nyssomyia
intermedia (LUTZ; NEIVA, 1912), Nyssomyia neivai (Pinto, 1926), Nyssomyia
whitmani (ANTUNES; COUTINHO, 1939) e da LV americana L. longipalpis (Lutz e
Neiva, 1912) (AGUIAR; MEDEIROS, 2003;GALATI, 2003 a; MARCONDES et al.,
1998; ANDRADE-FILHO et al., 2007).

As alteracdes ambientais ocasionadas pelo homem e, como consequéncia, a
dispersdo de animais silvestres que serviam como fonte de alimentacdo aos insetos,
causou a adaptacdo de muitas espécies a diferentes ambientes (GOMES et al,
1989). Além disso, devido as transformacfes provocadas pelo intenso processo
migratorio, por questdes econdmicas ou sociais, 0 processo de urbanizacdo cresceu,
criando novas areas endémicas e o aparecimento de novos focos. Este fendmeno
levou a uma reducdo do espaco ecoldgico da doenca, facilitando a ocorréncia de
uma epidemia (OLIVEIRA, 2006). Os novos dados epidemiolégicos dos ultimos 10
anos mostram a periurbanizacdo e urbanizacdo da LV em diversas areas com Rio
de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba
(MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) Trés
Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (BRUSTOLONI, 2006 BRASIL,
2014).

Na LV, a L. infantum apresenta ciclo nos hospedeiros vertebrados e é
intracelular obrigatorio das células do sistema fagocitico mononuclear (BATES,
2007). E uma doenca grave, que atinge criancas, adultos jovens ou pessoas
imunodeprimidas e, quando nao tratada, pode apresentar letalidade de 95%. Em
cées, seu principal reservatério doméstico, hd uma prevaléncia significativa, sendo
que muitos casos sdo assintomaticos ou oligossintomaticos (PESSOA et al 1982;
BADARO et al 1996; GENARO, 2000).

O primeiro vestigio dos parasitos € no local da picada. Logo depois ocorre a
infeccdo de visceras e eventualmente distribui-se através da derme (ALVAR et al.,

1994). A LV canina apresenta lesdes cutaneas, principalmente dermatite esfoliativa
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acompanhada de alopecia, ulceragfes, descamagédo e eczema, em particular no
espelho nasal e orelha; pequenas Ulceras rasas, localizadas no nivel das orelhas,
focinho, cauda e articulacbes, descamacéo e alopecia focais no focinho e regiédo
periocular; pelagem sem brilho, quebradica e de baixa qualidade (ETTINGER,;
FELDMAN, 1997). Nas fases mais adiantadas da doenca, observa-se, com grande
frequéncia, onicogrifose, esplenomegalia, linfoadenopatia, ceratoconjuntivite, coriza,
apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema de patas e vomito, além da
hiperqueratose. Na fase final da infeccdo, ocorrem em geral a paresia dos membros
posteriores, caquexia, inanicdo e morte. Entretanto, cées infectados podem
permanecer sem sinais clinicos por um longo periodo de tempo (NOLI; AUXILIA,
2005). Também podem ocorrer infecgcdes oportunistas concomitantes tais como
cistites, pneumonias bacterianas, piodermites, malasseziose, dermatofitoses e
demodicioses, devido a imunossupressdo causada pela leishmaniose (FEITOSA,
2006).

Até a década de 30, o diagnostico humano e os inquéritos caninos eram
realizados por meio dos exames diretos como a puncéo de linfonodos, de figado, de
baco e o raspado de pele. Esses exames sdo seguros quanto a positividade dos
casos, mas nao eficazes para realizar uma cobertura total dos animais positivos
(ADLER, 1932).

Assim, para um melhor diagnostico dessa doenca € necessario fazer a
associacdo entre dados clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos. Os testes
laboratoriais sdo utilizados para evidenciar o parasita ou para detectar componentes
da resposta imune, como anticorpos especificos ou reacdes de tipo celular. Os
testes disponiveis incluem o0os métodos parasitoldégicos, soroldgicos,
imunocromatogréaficos, imunoistoquimicos e moleculares. Para o diagndstico
parasitologico de caes, obtém-se espécimes clinicos a partir de aspirado de medula
O0ssea, de baco, de figado, de linfonodos, e em alguns casos, bidpsias de pele
integra. Um dos problemas dos métodos parasitologicos diretos é a baixa
sensibilidade, o que leva a taxas de infec¢cdes subestimadas e consequentemente
permitindo a manutencdo de animais infectados em areas endémicas (DE PAULA et
al., 2003; PORROZZI et al., 2007). A técnica de imunoistoquimica aumenta a
sensibilidade para a deteccdo do parasita em relacéo a técnica histoquimica, em que
os tecidos sdo apenas corados com hematoxilina e eosina e por isso de dificlil

19



visualizagdo de amastigotas nos tecidos (TAFURI et al., 2004; ASSIS et al., 2010;
QUEIROZ et al., 2010).

Entre os métodos soroldégicos mais utilizados estdo a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA), muito
utilizados em estudos epidemiolégicos (NUNES et al., 2001; ALMEIDA et al., 2005).
No entanto, a interpretacdo dos testes sorolégicos na prova de RIFI deve ser
criteriosa em funcédo da reatividade cruzada (TRONCARELLI et al 2009; MATOS et
al 2015), mas ainda ha discussbes sobre reatividade cruzada entre os testes
sorolégicos (ZANETTE et al., 2013). Alguns autores sugerem que pode ocorrer
reacdo cruzada entre leishmaniose visceral, tegumentar e doenca de Chagas
(LUCIANO et al., 2009; LANGONI, 2016) porque todos os agentes etiologico destas
patologias pertencem a familia Trypanosomatidae e compartilham um grande
namero de antigenos, o que favorece a ocorréncia de reacdo cruzada por métodos
sorolégicos (SOBRINHO et al., 2012). Zanette et al. (2013) compararam 0os métodos
de RIFI e ELISA em cées e indicaram a ocorréncia de reatividade cruzada em 42,9%
dos cées chagésicos, que também foram reativos pela RIFI para L. infantum.
Troncarelli et al. (2009) relataram que 16,5% (33/200) de amostras de soro canino
mostraram reatividade para Leishmania spp. e T. cruzi na cidade de Bauru, dos
quais 30 foram positivos para Leishmania spp. por PCR; indicando a infec¢do por
reacles cruzadas de Leishmania spp. e T. cruzi. Outro fator é a fraca concordancia
de testes soroldgicos que pode estar relacionada a natureza do antigeno, pois a
sensibilidade e especificidade da RIFI podem variar de acordo com a espécie de
antigeno utilizada (GONTIJO 2003; SCHWANKE, 2014).

Varias abordagens moleculares tém sido utilizadas na caracterizacdo de
espécies do género Leishmania (ALONSO 2011). Pereira (2016) realizou um estudo
comparativo entre as técnicas de PCR de sangue (PCR-SG) e PCR de suabe
conjuntival (PCR-SC) e observou maior facilidade de coleta, sendo menos invasiva e
dolorosa do que a coleta de sangue. Conforme analise estatistica, a associagao
entre animais positivos na PCR-SC e a presenca de sinais clinicos foi
estatisticamente significante e a sensibilidade da PCR-SG em detectar um maior
namero de animais sem sinal clinico também foi significativa. Enquanto a gPCR-SG
nao foi capaz de detectar Leishmania spp. em caes, gatos e equinos, a qPCR-SC foi
capaz de detectar o parasito nas trés espécies avaliadas. Dessa forma, a

associacao entre a gPCR e o uso de um método pratico, facil e ndo invasivo, como o
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suabe conjuntival, representa um grande avanc¢o no diagndstico da doenca em cées,
gatos e equinos (BENASSI et al., 2017).

A sensibilidade das técnicas pode variar durante a evolucdo da doenca bem
como entre individuos, por isso se faz necessario uma combinacdo de técnicas
sorolégicas e moleculares para confirmar o diagnéstico da LVC (NUNES, 2007,
ASSIS et al., 2010; QUEIROZ et al., 2010; SILVA et al., 2013).

1.3 Outras espécies de animais domésticos acometidos por LV

No ambiente silvestre, os reservatorios de LV sdo principalmente raposas
(Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) (DEANE, 1956; LAINSON et al., 1990) e
marsupiais (Didelphis albiventris e Didelphis marsupialis) (SHERLOCK, 1996;
CORREDOR et al.,1989). Nas regides rurais, periurbanas e urbanas, o céo
doméstico (Canis familiaris) é o principal reservatorio da infeccdo para o homem
(RAMIRO et al., 2003). Segundo Caldas et al. (2001), os roedores constituem um
dos grupos de animais sinantrépicos mais procurados pelos fleb6tomos, o que
refor¢a necessidade desses animais serem estudados como possiveis reservatorios
de L. chagasi.

Um estudo em uma area endémica de leishmaniose tegumentar e visceral
mostrou que as espécies Rattus rattus e Thrichomys apereoides foram encontrados
naturalmente infectados por espécies de Leishmania (OLIVEIRA et al., 2005). Além
dos roedores, os gatos também tém sido encontrados naturalmente infectados
(FIGUEIREDO et al., 2009), mas pouco se sabe sobre a importancia epidemioldgica
destes animais como reservatorios da doenca. O diagndstico da infec¢cdo por
Leishmania spp. tem sido relatado em cachorros-do-mato (C. thous) (LUPPI et al.,
2008; SOUZA et al., 2010; TENORIO et al., 2011), o qual é apontado como
hospedeiro natural do parasito (FERREIRA et al., 2013). Porém, a importancia do C.
thous como reservatorio de Leishmania spp. depende do seu potencial de infectar os
vetores flebotomineos e de reintroduzir a infeccdo em uma populagéo de cées livres
da doenca (DRESSEN, 1990).

Com relacdo aos equideos, foram detectados, na Europa, episédios de
leishmaniose equina causados pela L. infantum, apresentando-se com
sintomatologia cutanea. Os casos de LV equina foram relatados na Espanha
(SOLANO-GALLEGO et al., 2003), em Portugal (ROLAO et al., 2005) e na
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Alemanha (KOEHLER et al., 2002). Leishmania siamensis também foi identificada
em vacas provenientes da Suica (LOBSIGER et al.,, 2010) e a participacdo desta
espécie animal como reservatorio da doenca foi observada em estudos pretéritos
(MUKHTAR et al., 2000; BHATTARAI et al., 2010; KHANAL et al., 2010; SINGH et
al., 2013). No Brasil, poucos estudos foram realizados avaliando a participacdo de
animais de producdo na epidemiologia da LV. Recentemente na Bahia, foi
investigado a participacdo de bovinos, caprinos, equinos e o0vinos como
reservatorios da doenca. Nas espécies avaliadas foi possivel amplificar o DNA do
parasita no sangue periférico de 25% (5/20) do bovino (JULIAO, 2011).

Em uma pesquisa em uma aldeia no Nepal, utilizando-se o exame PCR como
método de diagnostico em sangue de humanos, cabras, vacas e bufalos. Neste
estudo ficaram constatado Infeccbes por Leishmania em humanos (6,1%), vacas
(5%), bufalos (4%), e cabras (16%). Os dados foram referenciados e entrou em um
sistema de informacao geografica (BHATTARAI et al., 2010).

O papel das aves, particularmente das galinhas (Gallus gallus), na cadeia
epidemioldgica da LV ainda ndo esta totalmente elucidado. Apesar dessas aves
possuirem a capacidade de atrair o vetor L. longipalpis, elas ndo sdo capazes de
manter a infeccdo (ALEXANDER et al, 2002; OTRANTO et al, 2010),
provavelmente pela elevada temperatura corporal (ALEXANDER et al., 2002).

Além dessas espécies citadas anteriormente, se faz necessario analisar
também os bufalos domésticos (B. bubalis), uma vez que esses tém conquistado
cada vez mais espaco na pecuaria brasileira, principalmente em funcdo da boa

adaptabilidade desses animais aos tropicos (JORGE, 2001).

1.4 Hemoprotozoarios (tripanosomoses) em bufalos

Em relacdo as doencas parasitarias, os bufalos, assim como os bovinos sao
espécies frequentemente acometidas por hemoprotozoarios, como, por exemplo, o
Trypanosoma spp, que infectam uma grande variedade de animais ungulados
selvagens e domeésticos, podendo causar grande impacto na producdo de
ruminantes na Africa, Américas Central e do Sul e Caribe (OSORIO et al. 2008).

Sao designados Trypanosoma spp os parasitas hemoflagelados pertencentes
a familia Trypanosomatidae. As diversas tripanosomoses podem ser causadas por
um grande numero de espécies de Trypanosoma, acometendo todas as classes de
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vertebrados, a saber: anfibios, répteis, aves e mamiferos, incluindo aqui os bufalos,
estando presente em todas as regides tropicais e subtropicais do planeta (LEVINE,
1973), em areas onde existem seus respectivos vetores artropodes hematéfagos
(HOARE, 1965). Além disso, as diversas espécies de Trypanosoma sao
encontradas em sua maioria no sistema circulatério e fluidos tissulares dos
hospedeiros e sdo divididas em dois grupos Salivaria e Stercoréaria, de acordo com
seu desenvolvimento no vetor e forma de transmissédo, que podera ser através da
saliva injetada contendo o parasita (Salivaria) ou pela contaminacao fecal no local da
picada (Stercoraria). No entanto, sabe-se que o Trypanosoma cruzi e o0
Trypanosoma theileri sdo do tipo Stercoraria, pois o estagio final do parasita se
desenvolve no intestino posterior do vetor e dessa forma o parasita é transmitido
pela contaminacdo fecal (SCHUSTER ; SCHAUD, 2000), por moscas tabanideas
(BOSE et al., 1987) e carrapatos (LATIF, et al., 2004).

O Trypanosoma vivax € um protozoario pertencente ao grupo Salivaria
subgénero Duttonella, tipicamente cinetoplastico, apresentando-se como formas
celulares tripamastigotas no hospedeiro vertebrado e epimastigotas no vetor
invertebrado, medindo entre 20 um a 26 um de comprimento, apresentando um
anico flagelo livre, assemelhando-se muito com o Trypanosoma brucei (GARDINER,
1989).

Antes da primeira referéncia no Brasil em 1946, em bovinos do estado do
Pard (BOULHOSA, 1946), a presenca do T. vivax foi registrada na Venezuela em
1920, na Colémbia em 1931 e no Suriname e Guiana em 1939 (JONES; DAVILA,
2001). Entretanto, é considerado o primeiro registro oficial de T. vivax em bufalos
nas cercanias de Belém realizado por Shawn e Larson (1972). Na regido norte,
posteriormente no final da década de 1970 e inicio de 1980 houve varios
diagnosticos desse parasito em bovinos, bubalinos e ovinos dos estados do Para e
Amapé (SERRA-FREIRE, 1981).

Posteriormente, T. vivax foi diagnosticado no Estado do Para em 1972,
infectando bufalo (MADRUGA et al. 1999). Em seguida, o protozoario foi detectado
em bufalos nos estados do Amapa (SERRA-FREIRE 1981), Mato Grosso (OSORIO
et al. 2008), Tocantins (LINHARES et al. 2006), Minas Gerais (CARVALHO et al.
2008), Paraiba (BATISTA et al.,, 2007), Maranhdo (GUERRA et al., 2008) e
recentemente no estado de Pernambuco (PIMENTEL et al. 2012). Embora com

alguns estudos em muitas regibes do Brasil, € necessario ainda analisar dados
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provenientes da regido do Oeste Paulista, a qual possui numerosos rebanhos
bubalinos.

Em 1995 foi realizada a identificagdo de T. vivax em um surto em bovinos no
Pantanal da regido de Poconé, estado de Mato Grosso (SILVA et. al, 1996). Esse
surto caracterizou-se por manifestacdes de febre, anemia profunda, lacrimejamento,
queratite, edema, perda de peso que resultaram em morte (SILVA et. al, 1996). A
anemia foi um achado muito comum nesta tripanosomose em bovinos, havendo
também a insuficiéncia cardiaca congestiva, devido aos danos no miocardio
(SANNUSI, 1979), sendo estas as principais causas de mortalidade dos animais
infectados naturalmente (MURRAY et al., 1979c).

Em infeccdo experimental de bovinos com T. vivax, Moraes (2001) verificou
gue a parasitemia era relativamente baixa nos primeiros 60 dias da enfermidade e
continuava reduzindo progressivamente, especialmente a partir do 120° dia pés
infeccdo e ndo havia correlacdo direta entre a temperatura e a parasitemia. Além
disso, ndo havia alteracdo dos valores normais com relacdo aos parametros
hematimétricos e bioquimicos (MORAES, 2001). As principais lesbes encontradas
nos bovinos experimentalmente infectados com T. vivax eram moderadas e
consistiam de hepatite focal, miocardite focal, nefrite focal, hiperplasia folicular dos
linfonodos, pneumonia focal e adrenalite (MORAES, 2001).

Uma outra espécie que acomete ruminantes é o T. theileri, um parasita de
bovinos transmitido por tabanideos que é altamente prevalente em todo o mundo
(HOARE, 1972; WELLS, 1976). Esta espécie esta atribuida ao subgénero
Megatrypanum por uma classificagdo baseada na sua morfologia original. Foi
descrita pela primeira vez em bovinos por Theiler, Laveran e Bruce em 1902 (citado
em Hoare, 1972). Além do bovino, tripanosomas morfologicamente indistinguiveis de
T. theileri tém sido descritos em bufalos, ovinos, caprinos e ruminantes selvagens
(RODRIGUES et al., 2006). A ocorréncia de formas epimastigotas de um
tripanosomatideo na hemolinfa do carrapato do bovino Boophilus microplus
sugerem tratar-se de T. theileri, espécie descrita como ndo patogénica aos bovinos e
gue usualmente é transmitida por tabanideos (MARTINS et al., 2008) .

Além disso, numerosos registros de T. theileri em bovinos, normalmente
detectados acidentalmente durante a cultura celular, tforam relatados na Europa
(Franca, Alemanha, Inglaterra, Escécia, Bélgica, Itdlia e Espanha), América do Norte
(EUA, Canadd), América do Sul (Brasil) e Asia Bangladesh) (WELLS, 1976,
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SCHLAFER, 1979; SAMAD; SHAHIDULLAH, 1985; KENNEDY, 1988; VERLOO et
al.,, 2000; GRECO et al., 2000; VILLA et al., 2008). Trypanosoma (subgénero
Megatrypanum) theileri foi identificado pela primeira vez ha mais de cem anos e é
um parasita generalizado no bovino. Seu ciclo de vida dentro do hospedeiro de
mamifero raramente foi relatado. Se é que existe um estagio intracelular nos tecidos
€ desconhecida e esse estagio ndo foi demonstrado experimentalmente (LEE et al.,
2010). O T. theileri induz infec¢gbes cronicas potencialmente patogénicas para
animais sob estresse fisico e nutricional severo, para bezerros recém-nascidos e
vacas prenhes quando associado as doencgas infecciosas concomitantes. Além
disso, a Infeccdo de T. theileri pode persistir por um longo tempo sem quaisquer
sinais clinicos. A depresséo do sistema imunologico permite uma maior parasitemia
e dispersdo de T. theileri através de varios érgaos e do sistema nervoso central
(WARD et al.,, 1984; SEIFI, 1995, BRAUN et al., 2002; VILLA et al. , 2008). No
entanto, muito poucos isolados derivados de culturas foram molecularmente
caracterizados (RODRIGUES et al., 2006; HAMILTON et al., 2009; RODRIGUES et
al., 2010a; RODRIGUES et al., 2010b).

Com o objetivo de avaliar a ocorréncia de tripanosomatideos no municipio de
Bauru-SP, regido endémica para leishmaniose, Paixdo (2017) examinou 200
animais, sendo 100 bovinos (Bos taurus) e 100 equideos (Eqqus spp.), procedentes
de éareas urbanas e periurbanas do municipio. O diagnéstico dos animais foi
baseado em técnicas parasitolégicas, como esfregaco sanguineo e hemocultura;
sorolégicas (RIFI e ELISA); PCR e sequenciamento. Em amostras de bovinos
positivas a PCR foram identificadas espécies do género L. infantum, L. donovani e T.
theileri e em amostras de equideos, foram identificadas espécie do complexo
Leishmania: Leishmania donovani. Os resultados obtidos nas provas parasitoldgicas,
sorologicas e/ou moleculares sugeriram a presenca de tripanosomatideos em

animais de produc&o do municipio no Bauru-SP (PAIXAO, 2017).

1.5 Diagndstico molecular dos tripanosomatideos

A sensibilidade da PCR pode ser aumentada, quando, como alvo de deteccao
do parasito, utiliza-se sequéncias representadas em multiplas copias do genoma,
sendo que a escolha dos primers que irdo amplificar regides alvos, permitira adaptar
a especificidade da técnica (BRITO, 2014).
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O ITS é uma regido ndo codificante encontrada na subunidade menor do
ribossomo (SSU-rRNA), onde o ITS-1 é delimitado pelos genes 18S e 5.8S,
enquanto o ITS-2 pelos genes 5.8S e 28S. Esse espacador tem sido descrito na
identificacdo de espécies de Leishmania e de suas linhagens por meio da PCR-
RFLP (SCHONIAN et al., 2003). No entanto, eles também amplificam sequéncias de
outros tripanosomatideos (TENORIO et al., 2014).

A PCR realizada com ITS-1 apresentou bons resultados em amostra de
sangue, aspirado de medula ou esfregacos de laminas coradas com Giemsa. Esses
iniciadores podem amplificar regides de outros tripanosomatideos, inclusive de T.
cruzi, com produtos que variam de 300 a 760pb de tamanho. Apesar do baixo
namero de copias do rDNA em comparacdo ao KDNA, suas subunidades sdo bem
exploradas no desenvolvimento de ferramentas moleculares para diagnéstico da
infeccdo por Leishmania, sendo esse alvo um dos mais explorados na identificacéo
de espécies (SILVA et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Os bufalos sdo animais domésticos de grande importancia mundial e
apresentam 6timo desempenho produtivo no Brasil. Apesar do seu crescimento
expansivo e de sua comprovada produtividade, existem poucas pesquisas
envolvendo a espécie, sendo escassas as informacdes sobre a prevaléncia dos
tripanosomatideos e a importancia epidemiolégica destes parasitas na regido
Noroeste do estado de S&o Paulo.

Atualmente, existem na literatura, alguns trabalhos detectando o protozoario
na espécie bubalina, no entanto, pouco ou nenhum relato h& sobre leishmaniose em
bafalos no Brasil. A LV €& uma zoonose considerada, dentre as doencas
negligenciaveis, a que se encontra em maior expansdo com grande impacto e
prejuizo a saude publica e, o conhecimento dessa parasitose em bufalos, pode
acrescentar dados importantes e relevantes aos mecanismos de transmissdo da
doenca.

A relevancia deste estudo foi devido a importancia mundial da LV e a
dificuldade de controle da mesma, o0 que demanda continuas pesquisas
relacionadas a doenca. Além disso, o bufalo por ja ter sido diagnosticado com T.
vivax ou T. theileri no Brasil, pode ser considerado um portador assintomatico destes
parasitos e um reservatorio potencial de transmissdo a outras espécies mais
susceptiveis, como os bovinos leiteiros. Dessa forma, a presente pesquisa foi
conduzida no sentido de se realizar um levantamento sobre a ocorréncia de
espécies de tripanosomatideos que podem acometer a espécie bubalina, na regido

em estudo.

27



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Realizar a identificagcdo de espécies de tripanosomatideos que acometiam
naturalmente os bufalos domésticos (B. bubalis) da regido Noroeste (Andradina) do

estado de Sao Paulo e de Selviria, estado do Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos Especificos

1. Realizacdo de exames parasitoldgicos diretos (esfregaco sanguineo e cultura
de sangue).

2. Realizacdo de PCR e sequenciamento génico de amostras sanguineas e de
suabe conjuntival.

3. Realizacdo do exame sorologico RIFI.

4. Avaliacédo clinica dos animais: condicdo do escore corporal, hemograma e

exames bioquimicos.

28



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e Area de Estudo

Foram avaliados 110 bdfalos, machos e fémeas, entre oito e 12 meses de
idade, procedentes da Fazenda S&o Francisco préximo ao perimetro urbano do
municipio de Andradina que estéa localizado a 620 km da capital, na regido Noroeste
do estado de Sao Paulo. Além disso, avaliou-se 10 bezerros bufalos, com idades
aproximadas de um ano de vida pertencentes a Fazenda Experimental e Pesquisa
da UNESP - Campos de llha Solteira (FEPE) que esta localizada no municipio de
Selviria, MS, a margem direita do rio Parana com divisa ao municipio de llha
Solteira, SP.

4.2 Avaliagdes Clinica dos Bufalos

Todos os animais foram avaliados clinicamente: estado geral, frequéncias
cardiaca e respiratéria, coloracdo de mucosas, avaliacdo de linfonodos e
particularidades observadas por sistema acometido.

Exames laboratoriais como o hemograma completo e exames bioquimicos

também fizeram parte da avaliacéo clinica dos animais.

4.3 Coletas de Amostras Bioldgicas

4.3.1 Sangue

As coletas de sangue dos bufalos foram realizadas diretamente por puncao
da veia jugular, sendo coletados 10 mL de cada animal. Para isso significaram
alguns cuidados como: lavagem com sabao e antissepsia prévia do local com alcool
iodado. As amostras de sangue foram coletadas em frascos “vacutainers” com e
sem anti-coagulante. A primeira amostra de sangue com o anti-coagulante EDTA foi
destinada para a realizacdo do esfregaco sanguineo, hemograma e o exame
molecular. A amostra destinada para o exame molecular foi congelada em freezer a

-70°C até a extracdo do DNA. A segunda amostra, sem o anti-coagulante foi
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destinada para a obtencao do soro imune para a realizagdo dos exames sorolégicos
do tipo RIFI.

4.3.2 Suabe Conjuntival

Amostras de células foram coletadas da conjuntiva ocular de cada bufalo,
tanto no olho do lado direito como no esquerdo, com auxilio de suabes estéreis.
ApoOs a coleta, os suabes foram colocados em microtubos plasticos com capacidade
de 1,5 ml (livres de DNAses e RNAses), que foram identificados e mantidos a
temperatura de 4°C, até o0 processamento por andlise molecular.

4.4 Exames Laboratoriais

4.4.1 Hemograma Completo

O sangue total com EDTA foi processado em analisador hematoldgico
automéatico (Sysmex pocH-100iVTM), no maximo 24 horas apés a coleta, para
obtencdo do valor de leucdcitos totais, eritrocitos, hemoglobina, plaquetas e
proteinas totais. O valor do volume globular (VG) foi obtido pela leitura de
microcapilar, apos centrifugacdo do sangue total em microcentrifuga (Microline,
Laborline). Os indices hematimétricos, como volume corpuscular médio (VCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados a partir
dos valores de VG, hemoglobina e eritrocitos. A contagem diferencial de células
leucocitarias foi realizada em laminas contendo o esfregaco sanguineo, contando-se
um total de 100 células.

Os exames hematologicos foram realizados no laboratério do Hospital

Veterinario de Andradina, Faculdade de Ciéncias Agrarias de Andradina — SP.

4.4.2.1 Exame Parasitolégico

4.5 Parasitologico Direto (PA)

O exame parasitolégico direto (PA), por meio de esfregacos sanguineos, foi

realizado com intuito de observar hemoparasitas, mas principalmente , Trypanosoma
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spp. e Leishmania spp., corados em Panodptico rapido® (Hematocor-Biocolor) ou
Giemsa (Sigma).

O esfregaco sanguineo por extensao foi realizado da seguinte forma: uma
gota de sangue foi depositada em laminas de vidro limpas e desengorduradas, com
o auxilio de outra lamina realizando-se uma extensdo da amostra bioldgica,
formando o esfregaco, que apds a secagem e a coloracdo apropriada foi visualizado
diretamente em microscépio Otico sob objetiva de imersédo. Foi classificado positivo
o esfregaco que apresentasse alguma forma do parasito e negativo quando sem a
visualizacdo do parasita em pelo menos 300 campos microscopicos visuais. Os
exames parasitoldgico direto foi realizados no laboratorio do Hospital Veterinério de
Andradina, Faculdade de Ciéncias Agrarias de Andradina — SP e no laboratério de
Imunologia da Universidade Estadual Paulista “Julio De Mesquita Filho”, Faculdade

De Engenharia , Campus de Ilha Solteira - SP.

4.5 Exame das hemoculturas

Para a realizacdo da hemocultura, foram separados trés tubos contendo, em
cada um deles, 5 mL de meio LIT (Liver Infusion Tryptose) estéril. A manipulacéo
das amostras de sangue dos bufalos (n = 10) da FEPE, foi realizada em capela de
fluxo laminar, previamente limpa com &lcool 70% e mantida sob a acédo de luz

ultravioleta por 15 minutos.

4.6  Realizacdo de Bioquimica Sérica

O sangue coletado em frascos sem anticoagulante foi centrifugado logo ap6és
a formacédo do coagulo, em centrifuga clinica, a 3.000 rpm por 10 minutos. O soro
obtido foi alocado em frasco de polipropileno de 1,5 ml (tipo eppendorf) e levado ao
analisador automético (Cobas c111®, Roche), para determinagdo de parametros
bioquimicos, como uréia, creatinina, AST, ALT, proteinas totais, albumina (A). Para
cada analito determinado foi utilizado kits especificos (Cobas c111, Brasil), seguindo
a metodologia estabelecida de acordo com o fabricante. Antes da realizagdo da
rotina, utilizou-se soro controle padrdo (Cobas clll, Brasil), para assegurar a
confiabilidade dos exames. Os exames foram realizados no prazo maximo de 24

horas apds a coleta. A realizacdo dos exames de bioquimica sérica foi realizados no
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laboratorio do Hospital Veterinario de Andradina, Faculdade de Ciéncias Agrarias de
Andradina — SP.

4.7 Técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A técnica de RIFI foi realizada para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania
spp segundo Camargo (1966). Nas laminas fixadas com o antigeno de L. infantum,
foram distribuidos 10 pL de soro diluido (segunda diluicédo), incubando-se a 37°C por
30 minutos em camara umida. Logo foram lavadas trés vezes com PBS 0,01 M, pH
7,4 por cinco minutos, posteriormente foram secas em estufa. O conjugado espécie-
especifico (Anti-Bovine 1gG (whole molecule, FITC, Sigma®, USA), foi diluido
segundo titulo pré-estabelecido em solucdo de Azul de Evans a 20%, no qual foi
previamente diluido em PBS 0,01M pH 7,4 na propor¢cdo de 1:5. Em seguida,
adicionou-se 10 pL do conjugado para cada diluicdo, incubando-se novamente a
37°C por 30 minutos em camara umida. Procedeu-se novamente as lavagens por
trés vezes com PBS 0,01 M pH 7,4 por 5 minutos e logo as laminas foram secas em
estufa e montadas com glicerina tamponada pH 8,5, cobrindo-se com laminulas de
24x60 mm, examinando-as em microscépio de Imunofluorescéncia na objetiva de
40x. Depois da leitura dos controles, procedeu-se a leitura das amostras dos soros
dos animais do estudo, considerando-se positivas as amostras de soro com titulo
igual a 1/40. Os soros positivos a partir de diluicdo 1:40, foram reavaliados apés
diluicbes seriadas para se determinar a titulagdo final de anticorpos IgG anti-
Leishmania em bufalos. Dessa forma a titulacdo méaxima obtida foi de 1:320.

A RIFI foi realizada no laboratério de Imunoparasitologia Il da Universidade
Estadual Paulista “Julio De Mesquita Filho”, Faculdade De Engenharia, Campus De
llha Solteira -SP.

4.8 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

4.8.1 Extracdo do DNA

Extracdo de DNA do sangue total dos animais foi realizada utilizando-se o kit

de extracdo DNA Isolation Kit for Cells and Tissues (Qiagen, USA), de acordo com

as recomendacoes do fabricante. A extracdo de DNA do suabe conjuntival foi
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realizada pela técnica de salting out descrita por Lahiri e Nurnberger (1991) com
algumas modificagdes. A realizagcdo da extragdo de DNA foi realizado no Laboratorio
de Medicina Veterinaria Preventiva Aplicada (LMVPA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia - Universidade de S&o Paulo USP, Campus de

Pirassununga.

4.8.2 PCR para Leishmania spp.

A PCR para deteccdo de Leishmania spp. foi realizada conforme técnica
descrita por Rodgers, Popper e Wirth (1990). As condicfes para a reacao foram: 2,5
pL de tampéo (200 mM Tris-HCI; 500 mM KCI, pH 8,4), 0,75 yL de MgCI2 (1,5 mM),
0,5 uL de dNTP’s (10 mM cada), 1,5 uL de cada primer (10 pmol/uL), 0,15 pL de Taq
(5 U/uL - Invitrogen®), 2,5 yL de DNA (10 ng/uL) e agua Milli-Q o suficiente para
completar 25 uL. A amplificacdo foi conduzida em termociclador (Veriti®, Applied
Biosystems®), com ciclos de desnaturalizagéo inicial a 94° C por 3 min, seguido de
35 ciclos de desmaturacdo a 94° C durante 40s, pareamento a 56° C por 30s e
extensdo a 72° C durante 30s, com extensao final a 72° C por 5 minutos. O produto
final amplificado da reacdo positiva para Leishmania spp. € de 120 pares de base
(pb). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram o 13A (5°-GTG GGG GAG
GGG CGT TCT-3’) e 13B (5'-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3’), que amplificam
um segmento conservado do minicirculo do cinetoplasto do género Leishmania spp.
A realizagdo da PCR para Leishmania spp foi no LMVPA da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia - Universidade de S&o Paulo USP, Campus de

Pirassununga.

4.8.3 PCR para tripanosomatideos

Os primers utilizados para a PCR de tripanosomatideos foram os LITSR (5’ -
CTGGATCATTTTCCGATG - 3) e 0 L5-8S (5" - TGATACCACTTATCGCACTT - 3)),
descritos previamente por El Tai et al. (2000) para a regidao do ITS1. De acordo com
a quantidade de amostras, a mistura para a amplificacéo foi preparada utilizando:
tampdo de PCR (50mM Tris-HCI; 10mM KCI), 1,5mM de MgCl,, 200uM de cada
dNTP’s, 2U de Tag-polimerase (Platinum®Taq DNA Polymerase, Invitrogen®),
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12,5pmol de cada iniciador e 4gua deionizada estéril. Para a primeira amplificacéo
foram adicionados 2,5uL de DNA extraido de cada amostra para 22,5uL de reacéao.
Em seguida, a reacdo de amplificacdo foi conduzida em um termociclador. A
desnaturacao inicial sera de 95°C (4 min), seguida de 35 ciclos de 95°C (30 seg),
53°C (30 seg) e 72°C (1 min). A extensao final foi de 72°C (5 min). Finalizada essa
etapa, para a Nested-PCR, foram adicionados 2,5uL do produto amplificado na
primeira reagdo a 22,5uL de uma nova mistura preparada como descrito
anteriormente. A segunda reacao de amplificacdo foi conduzida novamente em um
termociclador, seguindo as mesmas etapas de desnaturacdo, anelamento e
extensao final descritas. O produto final amplificado da reacao positiva apresenta de
300 a 350bp de comprimento, sendo varidvel de acordo com a espécie de
Leishmania ou outros tripanosomatideos (SCHONIAN et al., 2003). A PCR para
tripanosomatideos foi realizado no LMVPA da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia - Universidade de S&o Paulo USP, Campus de Pirassununga.

4.8.4 Deteccédo do Amplicon

Os produtos de PCR foram visualizados pela luz ultra-violeta (UV) apés a
eletroforese em gel agarose 1,5%, contendo o corante SYBR® safe (Invitrogen®) em
tampao Tris-borato (pH 8.0). O marcador de DNA de 100bp - DNA Molecular Weight

Marker (Amresco®) foi utilizado para estimar o tamanho do amplicon.

4.8.5 Controles Positivo e Negativo

Como controles positivos foram utilizadas amostras de DNA de L. infantum
(MCAN/BR/1984/CCC-17.481), L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L. braziliensis
(MCAN/BR/1987/CLIOC-898) e T. cruzi cedidas pelo Laboratério do Instituto
Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Rio de Janeiro, e como controle negativo, agua
deionizada estéril. Amostras de cdes sabidamente positivos e negativos (exames
parasitolégicos, sorolégicos e moleculares positivos e negativos) também foram

utilizadas como controles positivos e negativos.
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4.8.6 Sequenciamento

Apoés eletroforese em gel de agarose a 2%, os produtos da PCR com o0s
primers ITS1 foram retirados do gel e purificados usando o kit llustra GFX PCR DNA
& Gel Band Purification (GE Healthcar, New York, USA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O sequenciamento de DNA foi realizado utilizando 20ng/ul
de produto purificado da PCR e 5uM de cada primer. As amostras foram enviadas
ao Servico de Sequenciamento de DNA do Centro de Pesquisas sobre o Genoma
Humano e Células-Tronco - Instituto Biologico (IB) da Universidade de S&o Paulo
(USP). Os cromatogramas obtidos com o0s primers senso e anti-senso foram
montados no software Sequence Scanner 2 v2.2 e submetidas ao BLAST para a
recuperacdo de sequéncias semelhantes a serem comparadas no Clustal W
(disponivel no software BioEdit Sequence Alignment Editor, versdo 7.1.11, lbis
Biosciences, Carlsbad, CA, USA). O programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) foi
utilizado para analisar as sequéncias de nucleotideos (BLASTN), objetivando-se
procurar e comparar genes similares em banco de dados internacionais (GenBank)

com as sequéncias obtidas.

4.9 Aspectos Eticos

Esse estudo teve seu contetdo apresentado e aprovado pela Comissédo de
Etica no Uso de animais (CEUA) da Faculdade de Engenharia da UNESP de llha
Solteira, em reunido ordinaria realizada em 16 de outubro de 2017, sob o namero
Protocolo N°.CEUA — FEIS/UNESP 04/2017.

4.9.1 Analise estatistica

Para avaliar a concordancia entre os diferentes métodos de diagndstico,
calculou-se o indice Kappa (k) de concordancia, (intervalo de confianga 95%),
usando-se o programa Biostat, versdo 4.0 (AYRES et al., 2005), sendo k < 0,4 aceito

como concordancia fraca, 0,4 <k < 0,7 como boa e k > 0,7 como 6tima.
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De acordo com o teste F ndao houve diferenga significativa no exame
bioquimico, ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05). R versédo 3.1.1 (R CORE
TEAM, 2018).

Comparacdo de meédias no hematologico, pelo teste de Tukey. Letras
minusculas diferentes (a, b, e ¢) indicam significAncia estatistica entre colunas ao
nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05). Programa R version 3.1.1 (R CORE TEAM,
2018).
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5 RESULTADOS

5.1 Parasitologico e PCR

Foram avaliados aproximadamente 110 bezerros bufalos, entre machos e
fémeas, de idades variando de oito e 12 meses, procedentes da Fazenda S&o
Francisco, situada proxima ao perimetro urbano do municipio de Andradina (n = 100)
e bezerros bufalos, com idades aproximadas de 12 meses (n = 10), provenientes da
Fazenda de Ensino e Pesquisa da UNESP, situada no municipio de Selviria, MS, as
margens direitas do rio Parana com divisa ao municipio de llha Solteira, SP.

Na Tabela 01 estdo os dados dos exames parasitolégicos diretos (PA)
realizados por meio do esfregaco sanguineo e do exame molecular realizado em
amostras de sangue total e do suabe conjuntival, por meio da técnica de PCR,
dos110 bufalos provenientes da Fazenda Sao Francisco. Observa-se que 60,91%
destes animais apresentavam formas de protozodrios flagelares da familia
Trypanosomatidae no parasitolégico, sendo que 26,36% das amostras de sangue e
3,64% das amostras de suabe conjuntival apresentaram positividade na PCR,
guando se utilizou primers do tipo ITS-1 que identificam DNA da familia
Trypanosomatidae. Dessa forma, dando um total de 32 (29,10%) bufalos positivos,
considerando-se a PCR do sangue (PCR/Sg) e a do suabe (PCR/Su). No entanto,
levando-se em conta 0s exames parasitologicos e a PCR juntos, pode-se afirmar
que 77/110 (70%) dos bufalos provenientes da Fazenda Sao Francisco e da FEPE
encontravam-se positivos por estes protozoarios flagelados tripanosomatideos
(Tabela 01). Cabe aqui ressaltar que apenas um animal da FEPE deu reatividade
na PCR (1%) e nenhum no parasitolégico PA, demonstrando, portanto, positividade
dos animais da fazenda S&o Francisco em 76/100 (76%) dos animais em ambos 0s
exames realizados.

Quando as mesmas amostras de DNA dos animais da fazenda Sao Francisco
e da FEPE foram utilizadas para a realizacdo da PCR utilizando-se os primers 13 A
e 13 B, que identificam DNA de protozoarios do género Leishmania, nenhuma banda
foi observada, nem no sangue e nem no suabe conjuntival, demonstrando uma

negatividade das amostras testadas.
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Tabela 01 - Numeros e porcentagens de bufalos provenientes da Fazenda Sao
Francisco, Andradina, SP (N = 100) e da Fazenda de Ensino e Pesquisa
(FEPE) da UNESP, Selviria, MS (N = 10), positivos nos exames
parasitologico (PA) e na PCR, identificando-se parasitas da familia
Trypanosomatidae. Ilha Solteira, SP, 2018.

Numeros e porcentagens (%) de bufalos POSITIVOS para tripanosomatideos,
no PA enaPCR (N=110)

Métodos NUumeros %
PA 67 60,91
PCR* Sg 29 26,36
PCR* Su 04 03,63
PCR* Sg + PCR* Su 32 29,09
PA/PCR* Su e Sg** 01 0,91
PA/PCR* Su ou Sg** 21 19,09
PCR*Sg e Su + PA*** 77 70,00

Fonte: Dados do préprio autor. * = PCR com primer ITS1; ** = animais positivos concomitantemente
no PA e na PCR tanto no sangue (Sg) como no suabe; (Su); *** = somatéria de animais positivos no
PA e na PCR (Sg ou Su); PA: parasitologico; Sg: sangue; Su: suabe.

A Figura 01 ilustra imagens obtidas em microscépio de luz branca, na objetiva
de 100x, de esfregacos sanguineos de bufalos da Fazenda Sdo Francisco, contendo
parasitas flagelados da familia Trypanosomatidae, corados com Pandtico rapido.

Desta forma, da fazenda Sao Francisco, 67/100 (67%) dos bufalos
apresentavam formas de protozoarios flagelares do sangue, dos quais 21 deles
(21%) com concomitancia com os resultados positivos na PCR (Sg) nos primers
ITS-1. Apenas em um animal, houve concomitancia na PCR do sangue e do suabe,
nas amostras do animal de n° 15, que estava positivo também no PA (Tabela 01).

Na hemocultura realizada com o sangue dos 10 budfalos da FEPE, em

nenhuma delas visualizou-se o parasita.
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Figura 01 - Foto do esfregaco sanguineo de bufalo positivo no parasitolégico direto
(PA), evidenciadas pelas setas vermelhas, as formas flagelares de
Trypanosoma spp. Coloracdo em Panético Rapido.

Fonte: Elaboragdo do proprio autor.




5.2 PCR do Sangue e do Suabe Conjuntival

O resultado da amplificacdo do DNA de amostras sanguineas e de suabe
conjuntival de bufalos da Fazenda Sao Francisco, utilizando-se o primer ITS-1 do
parasita da familia Trypanosomatidae, pode ser visualizado na Figura 02 (amostras
de sangue) e na figura 03 (amostras do suabe).

Observa-se que as amostras sanguineas de 28 bufalos apresentaram bandas
de DNA no gel de agarose, das quais 10 foram consideradas bandas fracas (animais
de n%. 5, 8,12, 15, 48, 69, 70, 83 e 95) e 18 animais com bandas fortes (animais de
n°. 53, 54, 55, 58, 59, 60, 61, 63, 71, 72, 73, 74, 75, 78, 80, 82, 86 e 90), com
bandas variando de 200, 300/350 e 400 bp (figura 02).

No suabe conjuntival, as bandas positivas foram dos seguintes animais: n°s.

15, 35, 41 e 47 e todas consideradas bandas fracas (Figura 03).
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Figura 02 - Fotos do resultado da eletroforese em gel de agarose mostrando as
bandas representadas por bases/pares (bp) de nucleotideos apds a
realizacdo da PCR, utilizando-se o primer especifico para protozoarios
da familia Trypanosomatidae (ITS1) de amostras de suabe conjuntival
de 100 bufalos da Fazenda Séo Francisco, Andradina (SP).

- 123 456739101112 1314151617 L + - 283295303132333435363738395404142434

300-350 bp

18 19 20 21 22 23 24 25 26 - 45 46 47 48 49 50 51 52 53

- 5556575359 606162 63 64 65666763 697071 | L + - 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 9798

300-350 bp

J ST A TS S Ie S TR 9 = 80 - 81

Fonte: Dados do proprio autor
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Figura 03 - Fotos do resultado da eletroforese em gel de agarose mostrando as
bandas representadas por bases/pares (bp) de nucleotideos apos a
realizacdo da PCR, utilizando-se o primer especifico para protozoarios
da familia Trypanosomatidae (ITS1) de amostras sanguineas de 100
bdfalos da Fazenda Sao Francisco, Andradina (SP).

- 123 4567 89 1011121314151617 L + - 27282930313233343536373839404142 43

300-350 bp

19 20 21 22 23 24 25 26 - 44 45 46 47 43 49 50 51 52

L + - 5354555657 5859 60 61626364 65 66 6763 69 L + -79808182833848586 8738889 9095195293 94

300-350 bp

70 71 72 73 74 75 76 77 78 - 95 96 97 98 99 100

Fonte: Dados do préprio autor.



5.3 Anélise do Sequenciamento do DNA

O sequenciamento foi realizado com os produtos de DNA amplificados e
purificados pela PCR com os primers ITS-1 utilizando o kit llustra GFX PCR DNA &
Gel Band Purification (GE Healthcare, New York, USA) no Centro de Pesquisas
sobre o Genoma Humano e Células-Tronco - Instituto Bioldgico (IB) da Universidade
de Sao Paulo (USP). Das 07 amostras enviadas para sequenciamento, quatro delas
(57,14%) foram positivas, das quais, a amostra de n° 53 foi para L. infantum e trés
(amostras de n°. 61, 86 e 90) foram positivas para T. theileri, em 100% de
similaridades
(Tabela 02).

com as respectivas espécies ap6s comparacdo com genBank.

Tabela 2 - Resultado do sequenciamento de DNA realizado com amostras de
sangue de bufalos provenientes da Fazenda S&o Francisco do municipio

de Andradina, SP. llha Solteira, SP, 2018.

Animal 'X(r)nn:)(;t(ri: Andlise do sequenciamento (Sequéncia consenso) Identi:?cagéo
CTATGTATATATATGTAGGCCTTTCCCACATACACAGCAA 1000
Bufalo Consenso AGTTTTGTACTCAAAATTTGCAGTAAAAAAAAGGCCGATC 0
GACGTTATAACGCACCGCCTATACAAAAGCAAAAATGTCC | | oop o
53 (TMF-5 e TMF-6) | GTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTTTTGGCGGG |~ o
GTGGGTGCGTGTGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCG
CGATGGATGACTTGGCTTCCTAT
ATAATATATATATTATGTATATGTATTTCCTCCTTCGCACA
Bufalo Consenso GATGTATTACATATTGCATTTTGTCTGTTGTTGTGTGTGG 100%
(TMF-0 e TMF- | GTGTATTATATATATATATCTCATGCACAGCCTCAGACAG | Trypanosoma
61 10) TGCAATAACAAAAAAAACTCATGCCGCTTGACTCTCTTCA theileri
CATAATAATTATTTATTATGTGTGATTGTTGAGAACGGCC
CCAACAACGTGTCGCGATGGATGACT
TTATATGTACCGCGGGGTGGAATAATATATATATTATGTA
Consenso TATGTATTTCCTCCTTCGCACAGATGTATTACATATTGCAT 100%
Bifalo TTTGTCTGTTGTTGTGTGTGGGTGTATTATATATATATATC | '
u (TMF-15 e TMF- | TCATGCACAGCCTCAGACAGTGCAATAACAAAAAAAACTC | | YPanosc
86 16) ATGCCGCTTGACTCTCTTCACATAATAATTATTTATTATGT | theileri
GTGATTGTTGAGAACGGCCCCAACAACGTGTCGCGATGG
ATGACT
ATTATATGTACCGCGGGGTGGAATAATATATATATTATGT
. Consenso ATATGTATTTCCTCCTTCGCACAGATGTATTACATATTGCA 100%
Bufalo TTTTGTCTGTTGTTGTGTGTGGGTGTATTATATATATATAT
% (TMF-17 e TMF- | CTCATGCACAGCCTCAGACAGTGCAATAACAAAAAAAACT | [TyPanosoma
18) CATGCCGCTTGACTCTCTTCACATAATAATTATTTATTATG theileri
TGTGATTGTTGAGAACGGCCCCAACAACGTGTCGCGATG
GATGACT

Fonte: Préprio autor
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5.4 Exame Sorolégico (RIFI)

No exame sorologico 99/110 (90%) dos bufalos apresentaram reatividade
positiva, utilizando-se o antigeno de L. infantum. A titulacdo dos anticorpos anti-
Leishmania spp variou entre 1/40 e 1/320, sendo que 18, 38, 38 e 5 bdufalos
apresentaram, respectivamente os titulos de 1/40, 1/80, 1/160 e 1/320 (Figura 04).
Seis bufalos da FEPE (60%) apresentaram reatividade na RIFI, mas também com
titulos baixos de anticorpos, variando de 1/40 a 1/180.

Na associagdo entre a RIFI e demais exames, verificou-se que 100/110
(90,91%) dos bufalos estavam positivos na RIFI ou na PCR (sangue ou suabe).
Considerando-se o exame RIFI acrescido do PA, 104/110 (94,55%) dos bufalos
estudados estavam positivos (Tabela 03). Vale lembrar que essas positividades altas
foram em funcdo da RIFI, cujas positividades para RIFI, PA e PCR, foram
respectivamente de 90%, 60,1% e 29,1% (Figura 05).

Tabela 03 - NUmeros e porcentagens (%) de bufalos provenientes da Fazenda Sao
Francisco, Andradina, SP (N = 100) e da Fazenda de Ensino e Pesquisa
(FEPE) da UNESP, Selviria, MS (N = 10), positivos no exame sorolégico
RIFI e sua comparacdo com o exame PA e PCR. Illha Solteira, SP, 2018.

Numeros e porcentagens (%) de bufalos POSITIVOS no soroldgico RIFI
em relacdo ao PA e a PCR

(N = 110)
Métodos NUumeros %
RIFI 99 90,00
RIFI + PA ** 104 94,55
RIFI + PCR*Sg ** 100 90,91
RIFI + PCR*Su ** 99 90,00
RIFI + PCR*Sg ou Su ** 100 90,91

Fonte: Dados do préprio autor. PA = parasitologico; Sg = sangue; Su = suabe.* = PCR com primer
ITS1; ** = somatédria de animais positivos no PA e na PCR (Sg ou Su).
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Figura 04 - Numeros de bufalos da Fazenda Sao Francisco e da FEPE (N = 110)
positivos pela RIFI, de acordo com a titulagdo de anticorpos anti-
Leishmania spp. Ilha Solteira, SP, 2018.
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Fonte: Dados do préprio autor

Figura 05 - NUmeros totais e porcentagens de bufalos positivos nos métodos RIFI,
PA e PCR, provenientes tanto da fazenda S&o Francisco como da
FEPE. llha Solteira, SP, 2018.
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5.5 Analise de Comparacéo de Métodos pelo indice Kappa

Na andlise de comparacédo entre os métodos diagnésticos, PA, PCR ou RIFI,
analisados pelo indice kappa, a concordancia entre eles foi considerada ruim (K
variando de -0,0035 a 0,0749) em todas as associacdes possiveis realizadas
(Tabela 04).

Tabela 04 - Analise comparativa entre os métodos de diagnostico de bufalos
positivos para a infeccdo por tripanossomatideos. Ilha Solteira, SP,
2018.

Concordancia entre os métodos de diagndéstico (N = 110)

Técnicas N° N° Total indice Kappa
Positivos Negativos Concordéancia (x)

PA x PCR-Sg 19 33 52 0,0440 (Fraca)
PA x PCR-Su 04 43 47 0,0473 (Fraca)
PA x RIFI 62 6 68 0,0749 (Fraca)
PCR-Sg x PCR-Su 1 78 79 -0,0035 (Fraca)
PCR-Sg x RIFI 28 10 38 0,0501 (Fraca)
PCR-Su x RIFI 04 11 15 0,0084 (Fraca)

Fonte: Dados do préprio autor.

5.6 Anélise Clinica dos Bufalos

A Figura 05 ilustra os bufalos da Fazenda Sao Francisco, Andradina, SP e a
Figura 06 bufalos da FEPE, Selviria, MS . Os 100 bufalos do rebanho de Andradina
pertenciam a raca Murrah, enquanto os 10 bufalos de llha Solteira, pertenciam a
raca Mediterranea, ambos com idades de até 12 meses.

Todos os animais foram avaliados clinicamente quanto ao estado geral,
frequéncias cardiaca e respiratoria, coloragcdo de mucosas, avaliacdo de linfonodos
e particularidades observadas por sistema acometido.

Nessa avaliacdo clinica geral, os animais ndo mostraram nenhuma alteracao

clinica notoria.



47

Figura 06 - Fotos dos bufalos da Fazenda S&o Francisco de Andradina, Sdo Paulo
Brasil, 2018.
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Fonte: Préprio autor

Figura 07 - Fotos dos bufalos da FEPE, Selviria, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2018.

Fonte: Préprio autor



Com relagdo ao exame clinico laboratorial hematoldgico realizado nos
animais da fazenda S&o Francisco e da FEPE (Tabela 05), verificou-se que a
excecdo das plaquetas que estavam abaixo dos valores de referéncia em alguns
animais, a maioria apresentava valores dentro da normalidade, ou levemente
superiores aos de referéncia, tanto os animais positivos no PA e PCR assim como
0s negativos (Tabela 05).

Com relacdo as plaquetas, alguns bufalos 28/110 (25,45%) apresentaram
valores abaixo dos de referéncia (abaixo de 101 x 10%/uL) e destes21/77 (27,27%)
estavam positivos no parasitologico ou na PCR, sendo que dois deles encontravam-
se positivos tanto na PCR quanto no parasitoldgico. Dos animais negativos no PA e
na PCR, 7/33 deles (21,21%) apresentaram indices plaquetarios abaixo do normal
(Tabela 05).

Outro dado digno de nota foram os indices de proteina plasmética, pois 14
bufalos (14%) apresentaram valores abaixo dos de referéncia, ou seja, abaixo de 60
g/L e 11% eram bufalos positivos no PA ou na PCR (Tabela 5). No entanto,
analisando-se estatisticamente estes valores hematolégicos comparando-se 0s
animais positivos com 0s negativos no PA e na PCR, ndo se verificou diferenca
estatistica significante (p < 0.05).

Com relacao aos bufalos de Ilha Solteira, nenhum deles apresentou alteracédo
no quadro hematoldgico (Tabela 05),

Para melhor compreenséo, encontra-se no Apéndice 01, os dados individuais
da andlise hematoldgica dos bufalos de Andradina e no Apéndice 2, os dados
hematoldgicos dos bufalos da FEPE. Além disso, nos Apéndices 05 e 06 estdo os
dados dos animais de Andradina e no Apéndice 07 da FEPE, agrupados em
positivos e negativos (com relagdo ao parasitologico e molecular), mostrando néo sé

os dados medios, mas também a amplitude.
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Tabela 05 - Analise hematologica de buafalos provenientes da Fazenda S&o
Francisco de Andradina, SP e FEPE, positivos e negativos para a
infeccdo por protozoarios da familia Trypanosomatidae no
parasitolégico direto ou na PCR. llha Solteira, SP, 2018.

Valores hematologicos dos bufalos (N = 110)

Média = DP Média = DP Referéncia Referéncia
Parametros Positivos Negativos (Fontes etal,  (Alencar Filho et
(N=77) (N=33) 2014) al., 1972)
Hematocrito 34,90 + 3,152 35,11 + 2,99° 25 -45 19-41
'%;';B%?&E)S 8,47 + 0,81° 8,54 +0,74° 47-118 7,3-10,9
Hem(‘;%?_k)"”as 13,65 + 1,30 13,03 + 1,33 08— 16 11,0-17.4
VCM 4130 + 2,372 41,12 + 2,08 37- 66 18 - 50
CHCM 39,20 + 3,112 39,69 + 1,25° 2736 31-97
L&‘ig%f;f)s 13,56 + 2,42 13,59 + 2,252 04— 12 10,2 - 30
Neutréfilos 4,94 + 3,97° 4,42 + 225 06- 40 34-112
Mondcitos 4,14 + 4,217 512 + 416 0.0-0,98 0-1,9
Basofilos 0,20 £ 0,71° 0,13 + 0,282 0,18 - 0,37 0-129
Linfécitos 4,28 + 3,85 3,51 + 3,63 81-92 35-19.7
Eosinéfilos 0,47 + 1,007 0,15 + 0,282 02-12 12-55
PPT (g/L) 74,23 + 5,20° 7219 + 5,25° 70 - 85 ;
F())'(al%léifﬁ;‘ 176,83 +106,7° 204,25 +107,18° 101 - 775 -

Fonte: Dados do prdprio autor; VCM = volume corpuscular médio; CHCM = Concentragdo de hemoglobina corpuscular
média. PPT: Proteina Plasmatica Total.

Nota: De acordo com o teste F ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade
(p <0.05). R versdo 3.1.1 (R CORE TEAM, 2018).

Na Tabela 06 estdo os dados do exame bioquimico dos bezerros
bafalos positivos e negativos, nos exames parasitologico e molecular, da fazenda
Séao Francisco e FEPE. Verificou-se que os valores das dosagens da enzima ALT
soroldgica estavam acima dos valores de referéncia, que sao de 22,9 a 40,97 UIL,
na maioria dos animais, ou seja, em 86% deles, tanto nos animais positivos quanto
nos negativos (Tabela 06). JA4 a enzima AST, estava com o0s valores dentro da
normalidade (174,8 a 386,6 U/L) em 74% dos animais examinados, mas 34,3% dos

animais positivos apresentavam valores inferiores ao de referéncia.



Com relacdo aos compostos uréia e creatinina, verificou-se que o primeiro
encontrava-se acima dos valores de referéncia (28,7 a 61,6 mg/dL) em 76% dos
animais examinados da fazenda S&o Francisco e FEPE, sendo para os animais
positivos e para 0s animais negativos. Ja com relacédo a creatinina, verificou-se o
contrario, na grande maioria dos animais (97%), a creatinina apresentava-se com
valores inferiores aos de referéncia (2,1 a 2,36 mg/dL), tanto para animais positivos,
guanto para negativos (Tabela 06).

A proteina soro albumina esteve acima dos valores de normalidade (1,3 a
2,39) em% dos bufalos, sem diferencas entre animais positivos e negativos (Tabela
06). O restante dos bufalos apresentava valores normais de albumina.

Analisando-se estatisticamente na comparacdo destes valores bioquimicos
dos bufalos positivos, dos negativos, verificou-se significancia estatistica (p < 0.05),
nos valores de uréia, creatinina e albumina.

Para melhor compreensdo, encontram-se no Apéndice 03, os dados
individuais da analise bioguimica dos bufalos de Andradina e no Apéndice 04, os
dados bioquimicos dos bufalos da FEPE. Além disso, nos Apéndices 08 e 09 estédo
os dados dos animais de Andradina e no Apéndice 10 da FEPE, agrupados em
positivos e negativos (com relacdo ao parasitoldgico e molecular), mostrando nao sé

os dados meédios, mas também a amplitude, além do desvio padrao da média.
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Tabela 06- Analise de valores médios do exame bioquimico do sangue de bufalos
provenientes da Fazenda S&o Francisco, Andradina, SP e FEPE,
positivos e negativos para a infeccdo por protozoarios da familia
Trypanosomatidae pelo parasitologico direto e PCR. llha Solteira, SP,
2018.

Valores bioquimicos de bufalos (Andradina/Selviria) positivos (N = 67) e
negativos (N=43)

Parametros Média = DP Média = DP Referéncia
Positivos (N=77) Negativos (N=33) (Fontes et al, 2014)
ALT 51,85 + 10,972 47,42 + 13,42° 22,9 — 40,97
AST 194,75 + 42,35° 193,54 + 49,42 174,8 — 386,6
Ureia 60,77 + 29,09" 74,18 + 33,07° 28,7 — 61,56
Creatinina 1,01 +0,42° 1,22 +0,61° 2,1-2,36
Albumina 3,35+ 3,782 2,41+0,53° 1,3-2,39

Fonte: Dados do proprio autor, Nota: Comparacéo de Médias pelo teste de Tukey. Letras mindsculas
diferentes (a, b, e ¢) indicam significancia estatistica entre colunas ao nivel de 5% de probabilidade (p
< 0.05). Programa R version 3.1.1 (R CORE TEAM, 2018). ALT: alanina aminotransferase. AST
aspartato aminotransferase. PA = Parasitoldgico.
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6 DISCUSSAO

Para a presente pesquisa foram avaliados 110 bezerros bufalos, procedentes
da Fazenda Séo Francisco do municipio de Andradina, SP (N = 100) e da FEPE, no
municipio de Selviria, MS (N = 10), com idades entre oito a 12 meses. Esses
animais foram examinados, realizando-se um exame clinico geral, exame
hematolégico e bioquimico, exame parasitolégico (PA) direto do esfregaco
sanguineo para deteccdo de tripanosomatideos, exame molecular (PCR e
sequenciamento génico) e exame soroldgico RIFI. As positividades foram de 90%
(RIFI), 60,1% (PA) e 29,1% (PCR).

Pelo exame PA, que foi por meio da visualizacdo direta em microscopio
optico, dos esfregacos sanguineos histoquimicamente corados, constatou-se que
em nenhum bufalo da FEPE, mas em 67% dos bufalos examinados no municipio de
Andradina continham formas hemoflagelares semelhantes a Trypanosoma spp.
Segundo alguns autores como Griebel et al (1989), devido a baixa parasitemia de
Trypanosoma spp, raramente é detectado no exame parasitolégico direto em
microscoépico 6ptico, por meio do esfregaco sanguineo e, por isso o isolamento dele
na hemocultura seria 0 mais indicado. No entanto, na presente pesquisa, a
positividade do esfregaco sanguineo foi relativamente alta (67%) e o da hemocultura
realizada apenas com as amostras sanguineas de bufalos da FEPE, foi nula,
possivelmente devido ao baixo indice de parasitismo destes bufalos na PCR e nula
no PA.

Altas parasitemias por Trypanosoma spp. ocorrem no geral, somente na fase
inicial da doenca, sendo a fase cronica caracterizada pela auséncia dos flagelados
na corrente sanguinea por longos intervalos de tempo. Os varios métodos que tem
sido empregados para diagnosticar as infeccbes por tripanosomatideos nos
ruminantes podem ser divididos basicamente em meétodos diretos, como o0s
parasitolégicos, utilizando-se técnicas que detectam a presenca de anticorpos no
soro e as reacdes da PCR. Segundo Rodrigues et al. (2010a) e Rodrigues et al.
(2010b) estudos moleculares de Trypanosoma spp séo indicados pelos baixos
niveis de parasitemia frequentemente encontrados em hospedeiros ruminantes,
como indicado por parasitas raros em esfregacos de sangue apesar de

hemoculturas positivas
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Para o exame molecular, realizou-se a PCR, utilizando-se os primers ITS1.
Por este exame, foi identificado o DNA de tripanosomatideos em 28% e 4%,
respectivamente em amostras de sangue e suabe conjuntival de bufalos da Fazenda
Séao Francisco e apenas no sangue de um animal (10%) da FEPE, dando um total
32 (29,2%) bufalos positivos. Considerando-se os exames parasitoldgicos e a PCR
juntos, pode-se afirmar que 77/110 (70%) dos bufalos examinados encontravam-se
infectados por estes hemoflagelados tripanosomatideos. Na analise do
sequenciamento 03/07 (42,86%) amostras foram positivas para T. theileri, com
100% de similaridade. Este resultado sugeriram que os hemoflagelados visualizados
na corrente sanguinea dos bufalos pertenciam a espécie de T. theileri, 0 que esta de
acordo com Rodrigues et al. (2010a) e Rodrigues et al. (2010b) onde mencionram
que T. theileri pode ser distinguida de outros tripanossomas pela amplificagdo por
PCR usando véarios marcadores genéticos, incluindo as pequenas subunidade de
rRNA (ssrRNA), internal transcribed spacer 1 (ITS1). Segundo Hoare (1972), os
tripanosomas de bovinos e bufalos podem pertencer a espécie T. theileri e registrou
sua prevaléncia em diferentes paises, variando consideravelmente de 10 a 90%.
Recentemente, Paixado (2017) identificou T. theileri em bovinos (Bos taurus) (23%) e
equinos (Egqus spp.) (16%), procedentes de areas urbanas e periurbanas do
municipio de Bauru, SP, onde o diagnostico dos animais foi baseado em técnicas
parasitologicas, sorolégicas, PCR e sequenciamento.

Apesar do T. theileri ser bem conhecido em bovinos, h& poucos registros de
T. theileri em bdfalos. No entanto, este parasita foi descrito no inicio do altimo
século, no bufalo asiatico (B. bubalis), nas Filipinas e na india. Em 1958, esta
espécie foi registrada em bufalos africanos (Syncerus caffer) no Kenya (citado por
HERBERT, 1964; WELLS, 1976). Mais recentemente foi descrito em bufalos na
Indonésia (SISWANSYAH; TARMUDJI, 1989) e no Brasil (NUNES; OSHIRO, 1986;
RODRIGUES et al., 2003).

Ainda com relacdo a PCR, quando se utilizou os primers 13A-13B, a
positividade dos animais foi nula, tanto para animais da fazenda S&o Francisco,
quanto da FEPE. Segundo Rodgers et al. (1990) os primers 13A-13B amplificam
fragmentos do DNA de espécies de Leishmania, mas com baixa eficiéncia, pois
detectam apenas concentragdes superiores a 512 pb de DNA. No entanto, Manna,
et al. (2004), usando esses mesmos iniciadores, mas com DNA de L. infantum,

demonstraram uma sensibilidade de 1 pb de DNA.
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No presente trabalho, quando realizou-se a PCR, utilizando-se marcadores
genéticos ITS-1, e pelo sequenciamento génico, uma das sete amostras (14,28%)
testadas apresentou positividade para a espécie L. infantum coml100% de
similaridade, constituindo-se num relato Unico no Brasil. Casos de leishmaniose ja
foram relatadas em outras espécies de hospedeiros, como 0os equinos na Espanha
(SOLANO-GALLEGO et al., 2003), em Portugal (ROLAO et al., 2005) e na
Alemanha (KOEHLER et al., 2002). Foram encontrados cées, gatos e equinos
positivos no estado de S&o Paulo, sem sinais clinicos, em ao menos um dos testes
utilizados (BENASSI et al., 2017). Mais recentemente, a espécie L. infantum foi
detectada em bovinos e equinos na regido de Bauru, SP (PAIXAO, 2017). Em Nepal,
Leishmania spp. foi identificada em humanos (6,1%), vacas (5%), bufalos (4%) e
cabras (16%) (BHATTARAI et al., 2010). No Brasil (Bahia), em investigacdo com
bovinos, caprinos, equinos e ovinos como reservatérios da doenca, foi possivel
amplificar o DNA do parasita no sangue periférico de 25% (5/20) dos bovinos
(JULIAO, 2011).

Outro método empregado quando a parasitemia nos animais infectados €
baixa, € a utilizacdo de técnicas que detectam a presenca de anticorpos no soro, ou
seja as técnicas soroldgicas, incluindo a RIFI, técnica que também foi empregada na
presente pesquisa. Na Africa, Swart et al. (1973) realizando a RIFI, detectaram 80%
de positividade em bovinos, ao passo que através das técnicas parasitolégicas
diretas, detectaram apenas 15% dos bovinos positivos.

Desta forma, no exame RIFI, os bufalos apresentaram uma positividade alta,
ou seja, 99/110 (90%), utilizando-se o antigeno de L. infantum. No entanto a
titulagdo dos anticorpos anti-Leishmania variou entre 1/40 e 1/320, onde, embora
acima do ponto de corte (1/40), 56/110 (50,91%) dos bufalos apresentaram titulacéo
baixa, ou seja de 1/40 a 1/80 e apenas 5/110 (4,55%) com a titulagdo um pouco
mais alta que foi 1/320 (titulacdo maxima). A técnica sorolégica, embora com maior
sensibilidade, ela também apresenta menor especificidade, e dessa forma com
algumas limitacbes, como a apresentacdo de reacdes cruzadas com varios
tripanosomatideos (TRONCARELLI et al., 2009; GRIMALDI JR et al., 2012), além de
apresentar alguns resultados inespecificos. Quando essa técnica foi utilizada por
Platt (1974) e por Platt; Adams (1976), para diagnosticar T. vivax, eles constataram
uma reacao cruzada entre T. vivax e T. evansi, na diluicdo sorolégica de 1/50 , fato

nao observado com a diluicdo 1/100, demonstrando que as baixas titulagbes de
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anticorpos, podem significar reacdes cruzadas ou falso-positivas, possivelmente foi o
ocorrido na presente pesquisa. Embora o antigeno utilizado fosse o de L. infantum a
titulacdo baixa de anticorpo poderia estar significando reacdo cruzada com T.
theileri, devido ao fato de que 67% dos bufalos encontravam-se infectados com esse
parasita. JA com relacdo a Leishmania spp, embora, no sequenciamento uma
amostra foi positiva para L. infantum, em nenhum outro momento, detectou-se esse
parasita, quer seja, na corrente sanguinea destes animais e nem na PCR com
primers para o0 género Leishmania. No entanto, este fato, Unico na literatura
brasileira ndo deve ser descartado, mas pelo contrario, ele deve abrir uma porta
para novas pesquisas, no sentido de se avaliar um maior nimero de amostras dos
animais e determinar qual o papel desse parasita, ou a sua importancia
epidemioldgica para a espécie bubalina.

Ainda, no presente estudo, quando se analisou o esfregaco sanguineo dos
bufalos, foi possivel visualizar estruturas intraeritrociticas em pelo menos 15,5% dos
animais examinados. Embora, esse ndo tenha sido o objetivo da presente pesquisa
€ possivel uma concomitancia de parasitismos por outros hemoprotozoarios,
incluindo Babesia spp. e Theleria spp. Fato que pode ser investigado em outra
oportunidade. Em outra pesquisa, 83,3% de bovinos e 86,3% dos bufalos infectados
com T. theileri estavam também co-infectados com Babesia e/ou Theileria
(YOKAYAMA, et al., 2015) e por essa razdo ha a necessidade de se testar reacfes
cruzadas na sorologia também com estes agentes.

Apesar da ubiquidade de T. theileri e ao contrario dos tripanosomas
patogénicos de bovideos, os quais sdo espécies Salivaria (T. vivax, T. brucei, T.
evansi e T. congolense), poucos dados existem a cerca do ciclo de vida nos
vertebrados e das caracteristicas bioquimicas e moleculares e patogenicidade deste
parasita. Apesar do T. theileri ser muitas vezes considerado ndao patogénico, algum
sinal clinico como anemia tem sido relatado em bovinos na Europa e Asia (WARD et
al.,1984; DOHERTY et al., 1993; SEIFI, 1995). Além disso, segundo alguns autores,
em trabalhos realizados em bovinos, T. theileri pode induzir infec¢cdes crbnicas e
criticas e ser potencialmente patogénico para animais sob estresse fisico e
nutricional severo, para bezerros recém-nascidos e vacas prenhes quando
associado com outras doencas infecciosas concomitantes. Além disso, a infeccao
por T. theileri pode persistir por um longo tempo sem quaisquer sinais clinicos, a

depressao do sistema imunoldgico pode permitir uma maior parasitemia e dispersao

55



de T. theileri para varios tecidos e 0rgaos, inclusive para o sistema nervoso central
(WARD et al., 1984; SEIFI, 1995; BRAUN et al.,, 2002; VILLA et al., 2008). Com
relacdo aos bufalos, pouco ou nada se conhece sobre o papel de T. theileri, embora
essa espécie animal seja considerada um reservatério sadio do parasita. Na
presente pesquisa, todos os bufalos foram avaliados clinicamente quanto ao estado
geral, frequéncias cardiaca e respiratéria, coloragcdo de mucosas, avaliagdo de
linfonodos e particularidades observadas por sistema acometido, mas nenhum deles
mostrou qualquer alteracdo clinica notéria na anamnese, sendo assim
assintomaticos.

O hemograma e as dosagens bioquimicas sdo exames rotineiramente
utilizados na avaliacdo da saude dos animais domésticos, incluindo os bufalos.
Quando se analisou os valores hematolégicos dos animais, verificou-se  que
embora a maioria apresentasse valores dentro da normalidade, ou levemente
superiores aos valores de referéncia, alguns deles (animais de Andradina)
apresentaram indices plaquetarios abaixo dos de referéncia para a espécie, tanto os
animais positivos (27,63%) como 0s hegativos (21,21%), no PA ou PCR, indicando
uma ndo relacdo com os parasitas estudados Além disso, os dados ndo foram
estatisticamente significativos quando se comparou animais negativos e positivos.
Corroborando com esta ideia, Ferreira Neto et al. (1981) assinalam que a causa
para a diminuicdo do numero de plaquetas pode estar relacionada mais a producao
anormal de plaquetas, que normalmente vem acompanhada de outra citopenia como
anemia e/ou neutropenia, e sao causadas por etiologias auto-imumes ou
infecciosas, farmacos ou intoxicacfes (estrégenos, sulfadiazina e anti-inflamatérios
nao esteroides). Outros autores, Iglesia et al. (1999) mencionaram que pode ocorrer
um aumento no numero das plaquetas em bufalos, devido a pressdo esplénica
provocada pelo estresse no momento da coleta do sangue, porém provavelmente
sem relevancia clinica.

A proteina soro albumina estava também acima dos valores de normalidade
em 35% dos bufalos da fazenda S&o Francisco, também sem diferencas
significativas entre animais positivos e negativos. De acordo com Kaneco (1997), a
hiperalbuminemia ocorre na desidratacdo e a hipoalbuminemia tem como causas
principais as deficiéncias alimentares, nefropatias, hepatopatias, infecgdes graves e
eclampsia. Além disso, a albumina é uma proteina de fase aguda da inflamacéo,
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consequentemente, uma leve hipoproteinemia € frequentemente encontrada em
doencgas inflamatérias, ndo sendo o caso dos animais da presente pesquisa.

Com relacdo ao exame bioquimico, as alteragcbes, mais notdrias foram
observadas nos animais de Andradina. As alteracfes incluiam os valores das
dosagens da enzima ALT soroldgica que estavam acima dos valores de referéncia
(86% dos animais) e a enzima AST com valores inferiores aos de referéncia em
34,3% dos animais. A AST € uma enzima utilizada como indicador de leséo
hepatica e/ou muscular, estando presente em grande quantidade nestes tecidos
(THRALL, 2007). E provavel um aumento da atividade desta enzima nos animais
com maior massa muscular. Dentre outros fatores de variabilidade que influenciam
na atividade enzimatica sérica da AST destacados por Gregory (1995), sdo aqueles
relacionados a espécie animal, a raca, a idade, ao sexo, ao sistema de criacdo, a
producdo leiteira, assim como as variacdes da atividade enzimatica sérica que
ocorrem em doencas ou parasitoses hepaticas. No entanto, as alteracdes
enzimaticas observadas nos bufalos ndo apresentaram diferencas significativas
entre 0S animais positivos e 0s negativos, significando ndo serem o0s
tripanosomatideos estudados aqui responsaveis por estas pequenas alteracdes.

Com relacdo aos compostos ureia e creatinina, verificou-se que o primeiro se
encontrava acima dos valores de referéncia em 76% e 70,1%, respectivamente para
0S animais positivos e negativos e com diferenga significativa (P < 0,05) para ambos
0s compostos. Com relacdo a creatinina, constatou-se o contrario, na grande maioria
dos animais (97%), a creatinina apresentava-se com valores inferiores aos de
referéncia para animais positivos, quanto para negativos. A concentracdo de
creatinina pode ser influenciada pela faixa etaria dos animais (GREGORY, et al.,
2004; FONTES et al., 2014;) e também com a massa muscular dos adultos.

Como as alteracdes hematoldgicas, assim como as bioquimicas foram
observadas tanto nos animais positivos assim como nos negativos, concluiu-se que
essas alteragbes ndo foram decorrentes dos parasitas, mas possivelmente
ocasionadas por outros fatores. Em concordancia com esta conclusdo, Morais
(2001) realizando um trabalho experimental de T. vivax em bovinos, ndo observou
qualquer alteracdo nos valores normais para a espécie bovina com relacdo aos
parametros hematimétricos e na bioquimica sanguinea. Segundo Gonzélez et al,
(2017), a interpretacéo do perfil bioquimico € complexa, tanto aplicada a rebanhos

quanto a individuos, devido aos mecanismos que controlam o nivel sanguineo de
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varios metabolitos e, também, a grande variacdo desses niveis em funcdo de
fatores, como raca, idade, estresse, dieta, nivel de producao leiteira, manejo, clima e
estado fisiolégico (lactacdo gestacao, estado reprodutivo).

Portanto fica dificil estabelecer a real importancia dessas alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas em relacdo aos parasitas estudados na presente
pesquisa.

Na analise de comparacédo entre os métodos diagnosticos, PA, PCR ou RIFI,
analisados pelo indice Kappa, a concordancia entre eles foi considerada ruim (K
variando de -0,0035 a 0,0749) em todas as associa¢fes possiveis realizadas. Essa
baixa concordancia entre os métodos, possivelmente, pode ser em decorréncia da
alta positividade do exame RIFI em relacdo aos demais exames. Outros autores ja
verificaram em estudos com LVC, uma baixa concordancia entre os testes RIFI,
ELISA, imunoistoquimica e PCR (ASSIS et al., 2010), indicando que é necessaria
uma associacdo de métodos para diagnosticar uma enfermidade e que nenhuma

prova diagndstica € totalmente eficaz quando analisada individualmente.
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CONCLUSOES

Bufalos (B. bubalis) procedentes de Andradina (SP) e de Selviria, MS, quando
analisados por meio de exames soroldgicos, parasitolégicos e PCR,
apresentaram positividades para tripanosomatideos em 90%, 60,1% e 29,1%,
respectivamente.

Pelos exames de sequenciamento génico de amostras de sangue total
detectou-se a espécie T. theileri e L. infantum com 100% de similaridade com
as respectivas espécies apds comparacao pelo GenBank.

Este estudo € o primeiro relato da ocorréncia da espécie L. infantum em B.
bubalis conforme investigagdo molecular e determinag@o por sequenciamento
génico.

As alteracdes hematoldgicas e bioquimicas observadas nos bufalos nao
indicaram uma associa¢cdo com 0s parasitas estudados, mas possivelmente
ocasionadas por outros fatores.

Os métodos de diagnosticos para deteccdo de tripanossomatideos nao
apresentaram boa concordancia entre si, sugerindo a necessidade de mais

estudos.
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APENDICE A — Exame hemograma dos bufalos

Tabela 7 - Exame hemograma dos bufalos (Fazenda S&o Francisco, Andradina, SP)

. Erit. Hemog. Leuc. . . . Prote’in_a Plaquetas
Animal 1A VG x10%uL) | (g/dL) VCM | CHCM (x10%/uL) Neutrof | Linf. Eosin. | Monoc. | Basof. _IT_IOatZT?gt/lEa)l (x10%/p1L)
01 M1618 32,1 7,82 13,3 41,0 41,4 19,5 6,2 12.4 2.3 0 0,0 68 51
02 M 1291 30,5 7,36 12,3 414 40,3 12,6 4,7 9,32 0,25 0 0,0 69 66
03 M 901 32,7 8,31 12,8 39,4 39,1 8,1 2,5 19 0,5 0,5 0,0 68 81
04 M 128 33,9 8,17 14,3 41,5 42,2 16,5 57 4.12 1,65 1,65 0,0 74 95
05 MF1087 | 30,5 7,92 12,5 38,5 41,0 12,5 5,8 7,5 1 0,25 0,0 72 127
06 F73 41,4 10,3 15,8 40,2 38,2 10,4 4,7 5,6 0,2 0 0,0 77 254
07 M271 32,8 7,68 13,8 42,7 42,1 12,1 4,0 7,2 0,24 1,2 0,0 78 332
08 F49 34,8 7,82 13,8 44,5 39,7 11,6 5,2 4.4 0,0 0,9 0,0 80 191
09 890029 314 7,67 134 40,9 42,7 13,6 55 9,5 0,2 0,2 0,0 75 274
10 02 33,0 7,60 13,2 43,4 40,0 13,0 7,3 6,84 0,7 0,13 0,0 76 218
11 M428 29,5 7,10 12,0 41,5 40,7 14,0 51 9,2 0,8 0 0,0 78 171
12 076 43,1 9,99 16,6 43,1 38,5 144 55 9,6 0,0 0 0,0 78 298
13 13 32,3 8,37 13,4 38,6 41,5 17,7 4,7 12 1 0,7 0,0 78 64
14 M10203 | 34,7 7,63 9,7 45,5 28,0 11,5 35 7,8 0,11 0,11 0,0 81 47
15 M1028 40,6 8.98 12,0 45,2 29,6 11,5 4,9 7,1 1,8 0 0,0 74 164
16 F236 42,3 9,52 12,0 444 28,4 13,3 6,5 8,2 0,39 0,13 0,0 78 131
17 F388 39,8 8,79 11,3 45,3 28,4 12,0 53 8,64 6,84 0 0,0 68 447
18 M1080 34,1 6,93 9,7 49,2 28,4 9,3 3,2 4,7 0,4 0 0,2 64 293
19 F169 33,3 8,04 134 414 40,2 13,6 4,7 8,16 0,54 0,54 0,0 76 75
20 F 29,0 7,33 12,3 39,8 42,1 11,8 3,3 5,6 14 0 0,2 20 70
21 FD 37,0 8,56 14,7 43,2 39,7 10,7 4.4 2,9 1 0 0,0 76 151
22 F542 39,0 8,50 14,9 45,9 38,2 11,2 6,0 5,6 11 0,4 0,0 76 152
23 M1093 32,4 7,86 13,3 41,2 41,0 12,4 45 8,9 0,0 0 0,0 67 218
24 F1052 33,8 8,18 13,3 40,5 40,2 14,1 51 9,8 0,28 0 0,08 67 440
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25 M51 | 351 | 934 | 136 | 376 | 387 | 103 36 | 509 1 02 | 00 72 307
26 VI4 1 ayo | 788 | 136 | 434 | 394 | 153 54 | 82 | 18 | 03 | 00 74 63
(marca)
27 107 | 338 | 812 | 140 | 416 | 414 | 153 23 | 91 | 42 | 09 | 00 7 79
28 | Fo01348 | 318 | 834 | 125 | 381 | 393 | 111 20 | 71 | 00 | 00 | 00 60 83
20 | Fo01378 | 341 | 830 | 140 | 411 | 411 | 120 a4 | 74 | 19 | 04 | 00 75 301
30 | M463 | 366 | 941 | 145 | 389 | 396 | 148 54 | 109 | 08 0 0.0 73 171
31 1021 | 331 | 871 | 132 | 380 | 399 8.2 a1 | 41 | 03 0 0,0 7 303
32 a2 | 271 | 660 | 105 | 411 | 387 | 123 18 | 78 0 0 0,0 73 312
33 26 | 334 | 771 | 134 | 433 | 401 | 138 66 | 44 | 13 | 11 | 00 73 115
34 1282 | 324 | 808 | 134 | 401 | 414 | 128 58 | 7.1 0 05 | 00 72 177
35 | F104012 | 356 | 839 | 140 | 424 | 393 | 137 66 | 657 | 082 | 082 | 00 70 184
36 | M1085 | 349 | 824 | 140 | 424 | 401 | 106 38 | 46 | 04 0 0.0 72 134
37 F506 | 333 | 798 | 133 | 417 | 399 | 1190 50 | 744 | 02 | 047 | 025 7 220
38 30 | 355 | 931 | 139 | 381 | 392 | 147 54 | 108 | 029 0 0.0 77 240
39 Fel | 421 | 1024 | 170 | 411 | 404 | 150 58 | 102 | 09 | 15 | 00 80 204
20 623 | 370 | 867 | 148 | 427 | 400 | 155 75 | 105 | 03 0 0.0 70 246
21 | M1475 | 320 | 773 | 132 | 414 | 413 | 103 28 | 35 | 04 | 04 | 00 68 202
22 | 60264 | 336 | 848 | 140 | 396 | 417 | 132 54 | 79 | 05 1 0.0 66 352
13 564 | 327 | 725 | 136 | 451 | 416 | 136 26 | 92 0 02 | 00 76 69
a2 | MOBA | 312 | 792 | 134 | 394 | 429 | 121 29 | 87 | 04 0 0.0 78 376
15 506 | 335 | 842 | 131 | 398 | 391 | 140 15 | 33 0 72 | 05 68 20
26 | M5-1596 | 328 | 793 | 131 | 414 | 399 | 128 a1 | 51 | 02 | 51 | 00 66 177
a7 504 | 365 | 1004 | 142 | 364 | 389 | 133 a1 | 77 0 1 0.0 68 204
23 | 90554 | 339 | 820 | 128 | 413 | 378 | 149 60 | 95 0 68 | 00 65 102
29 F193 | 329 | 7.68 | 135 | 428 | 410 | 173 76 | 117 | 03 | 17 | 00 62 167
50 | M901544 | 319 | 7.92 | 127 | 403 | 398 | 124 46 | 86 | 02 | 14 | 00 72 132
51 Fo14 | 311 | 784 | 120 | 397 | 386 | 112 58 | 85 | 02 | 02 | 00 74 369
52 | 40030 | 362 | 877 | 146 | 413 | 403 | 119 41 | 92 | 04 | 09 | 00 74 115
53 | MO0121 | 399 | 1081 | 154 | 369 | 386 | 1.8 50 | 92 | 04 | 0238 | 00 81 169
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54 37 36,6 8,31 15,1 44,0 41,3 11,2 4,9 5,6 0,2 0 0,2, 77 164
55 1088 33,2 8,49 12,7 39,1 38,3 17,3 4,8 13,2 0 0,6 0,0 78 82
56 47 38,6 9,86 14,6 39,1 37,8 16,5 5,8 8,25 0 0,99 0,0 76 65
57 F1093 34,9 7,70 13,4 45,3 38,4 10,3 4,4 7 0 0 0,0 73 90
58 19 34,3 8,43 14,3 40,7 41,7 13,4 4,5 4,02 0,2 0,2 0,0 73 54
59 145 32,5 8,29 13,7 39,2 42,2 17,0 6,8 12,2 0 0 0,34 89 74
60 M4021 35,7 8,9 14,2 44,1 39,8 111 3,9 6,2 0,4 1,7 0,2 78 259
61 F1629 32,6 8,61 12,5 37,9 38,3 17,2 6,9 3,04 58 0 0,0 73 41
62 169 35,4 8,85 12,9 40,0 36,4 10,8 4,4 7,77 0,64 0 0,0 74 121
63 F530 36,2 8,35 14,5 43,4 40,1 12,6 4,3 6,5 0,5 2,5 0,0 80 139
64 M900270 | 32,4 7,97 13,0 40,7 40,1 16,2 6,4 6,4 0 0,9 0,3 70 175
65 MAG4 36,2 8,95 14,8 40,4 40,9 16,6 4,6 11,8 0 1,24 0,0 78 98
66 V357 29,9 7,27 11,7 41,1 39,1 8,2 3,8 0,2 0 1,3 0,0 73 458
67 128 39,2 8,44 14,9 46,4 38,0 15,9 6,5 9,8 1,5 1,5 0,0 86 48
68 M574 30,2 7,50 11,7 40,3 38,7 13,6 3,5 11,6 0 0,8 0,0 77 73
69 M28 33,8 9,10 13,6 37,1 40,2 19,1 7,5 7,6 0 3,4 0,0 87 24
70 177 33,5 7,93 13,4 42,2 40,0 12,1 6,4 8,4 0 0 0,0 78 168
71 M854 32,9 8,30 12,8 39,6 38,9 17,3 7,3 8,3 0,3 1,7 0,0 72 101
72 M96 31,4 7,86 12,5 39,9 39,8 13,8 5,2 7,7 0,2 1,6 0,0 72 107
73 F193 35,1 9,12 13,9 39,1 38,9 11,4 5,2 3,4 0,2 2,9 0,2 77 145
74 M917 33,2 7,99 13,2 41,6 39,8 15,3 54 9,9 0 0 0,0 76 50
75 M20 36,7 9,23 14,3 39,8 39,0 14,6 3,8 2,79 2,04 4,38 0,0 74 24
76 F402 40,8 10,05 15,7 40,6 38,5 12,0 4,5 8,16 0,12 0 0,0 68 121
77 F2021 37,0 8,31 14,8 445 40,0 12,0 51 7,9 0,4 1,4 0,0 76 123
78 369 32,9 8,06 13,2 40,8 40,1 15,8 7,3 10,1 0 4,74 0,0 74 303
79 1478 38,7 8,88 14,7 43,6 38,0 13,5 6,0 8,6 0,5 0 0,0 74 330
80 015 31,7 8,04 12,2 39,4 38,5 18,2 10,01 10,5 0 0,3 0,0 80 233
81 B90125 | 33,3 7,90 12,7 42,2 38,1 12,9 5,2 6,1 0 0 0,0 80 186
82 F290 36,6 9,37 14,4 39,1 39,3 12,6 51 8,1 0,7 0,2 0,0 76 292
83 632 37,1 8,82 14,5 42,1 39,1 13,1 4.4 9,17 0 1,04 0,0 78 111
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84 2-935 34,8 8,52 13,6 40,8 39,1 12,8 4,1 9,7 0,25 0,51 0,0 72 191
85 V436 35,7 8,98 14,0 39,8 39,2 12,6 5,2 3,7 0,05 5,04 0,0 72 223
86 M957 38,9 9,41 15,0 41,3 38,6 13,4 6,2 3,2 0 0 0,0 76 151
87 F182 35,8 7,76 14,9 46,1 41,6 16,2 8,3 10,04 | 0,64 0,47 0,0 84 141
88 36 39,6 9,47 15,8 41,8 39,9 16,3 8,3 3,9 0 0,4 0,0 76 83
89 P18 36,8 9,46 13,9 38,9 37,8 11,5 6,1 5,98 0,23 0,23 0,0 78 156
90 M144 33,8 8,36 14,2 40,4 42,0 13,2 6,1 3,9 0,5 2,3 0,0 74 306
91 98 38,3 9,46 15,2 40,5 39,7 17,2 7,8 11,3 0,3 0 0,0 70 539
92 10 31,9 7,62 13,2 41,9 41,4 16,4 6,6 9,8 12 0,65 00 82 157
93 027 32,9 8,08 12,5 40,7 38,0 11,0 4,2 4,4 0 3,3 0,0 72 174
94 M7 31,8 8,20 12,1 38,8 38,1 13,6 5,8 59 0 5,4 0,0 80 207
95 078 34,5 8,65 14,4 39,9 41,7 13,4 5,6 7,2 0,2 0,2 0,0 78 50
96 1090 36,0 8,46 14,1 42,6 39,2 14,3 4,6 111 0 0 0,0 77 161
97 M82 34,2 8,93 13,5 38,3 39,5 14,2 6,8 3,6 0 3,6 0,2 74 166
98 65 33,2 8,52 12,4 39,0 37,3 13,3 5,2 2,1 0 1,33 0,2 74 295
99 M13 36,8 9,60 14,8 38,3 40,2 17,6 6,6 12,3 0 0,2 0,3 73 94
100 M233 36,8 8,92 14,9 41,3 40,5 17,8 6,2 14,5 10,3 0 0,0 79 118

Fonte: Elabora¢éo do autor.




Tabela 8 - Exame Hemograma dos bufalos (FEPE, Selviria, MS)
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1A VG Erit. Hemog. VCM CHCM Leuc. Segm. | Linf. | Eosinof. Monoci. Basof. Proteina Plaquetas
(x10°%/uL) (g/dL) (x10%/uL) Plasmatica | (x10%/pL)
Total (g/L)

01 506 39,2 9,27 15,9 42,3 40,6 12,4 7,3 51 0,9 0,0 0,0 70 176
02 511 37,3 9,20 15,0 40,5 40,2 14,8 9,1 57 0,1 0,0 0,0 61 299
03 504 42,5 10,52 16,7 40,4 39,3 15,5 10,8 4,7 0,1 0,0 0,0 69 295
04 505 38,5 9,02 15,5 42,7 40,3 17,3 9,4 7,9 11 0,0 0,0 69 316
05 502 39,5 9,42 16,2 419 41,0 17,3 9,4 7,9 1,3 0,0 0,0 70 371
06 509 35,8 8,54 15,0 41,9 419 12,7 7,0 57 0,5 1,2 0,0 62 159
07 510 36,5 9,31 14,7 39,2 40,3 12,3 7,4 4,9 0,1 0,0 0,0 12 206
08 508 35,0 8,04 14,2 43,5 40,6 12,7 7,9 4,8 0,0 0,1 0,0 65 304
09 503 334 8,01 13,8 41,7 41,3 16,1 10,1 6,0 0,1 0,0 0,0 65 218
10 507 37,6 8,63 15,8 43,6 42,0 14,6 9,5 51 0,0 14 0,0 69 228

Fonte: Elaboracéo do autor.




APENDICE B - Exames bioquimicos dos bufalos

Tabela 9 - Exames bioquimicos dos bufalos (Fazenda Sao Franscisco,
Andradina, SP.)

1A ALT AST Ureia Albumina Creatinina
01 M1618 57 131 80 2,9 1,37
02 M 1291 41 154 80 2,6 1,24
03 M 901 47 145 66 2,1 0,46
04 M 128 48 137 66 2,8 0,34
05 MF1087 43 264 67 3,4 0,83
06 F73 19 122 52 34 0,07
07 M271 58 194 42 2,8 1,91
08 F49 67 315 59 2,7 0,65
09 890029 46 187 36 2,5 1,41
10 02 44 156 32 2,5 0,89
11 M428 39 250 30 15 1,28
12 076 74 156 41 3.4 1,28
13 13 51 188 40 35 1,70
14 M10203 71 181 74 3,0 1,67
15 M1028 58 203 24 3,1 1,17
16 F236 53 165 47 2,7 0,34
17 F388 55 171 85 4,4 0,25
18 M1080 35 163 43 2,1 0,59
19 F169 60 199 73 3,0 0,68
20 F 53 203 2 2.7 1.15
21 FD 42 178 1 3,8 1,86
22 F542 66 191 38 3,4 1,72
23 M1093 55 213 58 3,0 0,94
24 F1052 67 208 33 2,8 0,71
25 M51 44 172 94 2,3 0,83
26 V14 (marca) 43 216 82 2,4 1,24
27 107 47 171 63 2,8 0,92
28 F901348 45 94 47 2,7 0,88
29 F901378 56 147 1 2,8 1,01
30 M463 59 214 104 3,2 1,42
31 1021 46 161 43 3,3 1,00
32 44 21 215 57 3,1 0,53
33 46 58 197 55 2,6 2,00
34 1282 50 234 63 2,7 0,77
35 F104012 61 203 2 3,2 0,92
36 M1085 67 202 1 2,9 1,75
37 F506 50 173 1 3,2 1,70
38 39 51 198 1 3,7 0,90
39 F81 47 180 79 3,3 1,19
40 623 44 196 75 3,0 1,15
41 M1475 46 230 72 2,6 1,73

80



42 60264 51 194 62 3,2 1,49
43 564 79 210 46 2,9 1,09
44 MOGA 71 191 77 2,6 1,03
45 596 55 295 73 2,9 0,76
46 M5-1596 55 179 104 2,8 0,95
47 504 45 151 75 2,6 1,01
48 90554 51 190 91 3,4 1,20
49 F193 43 198 60 2,8 0,94
50 M901544 49 187 62 1,9 1,08
51 F014 27 217 66 2,0 0,41
52 40030 49 258 69 2,1 0,73
53 M90121 55 151 69 1,8 1,15
54 37 55 170 56 3,7 0,60
55 1088 54 217 87 3,1 1,12
56 47 28 190 75 3,0 0,90
57 F1093 33 41 37 3,1 1,3
58 19 32 279 71 4,5 0,99
59 145 53 160 65 4,3 1,14
60 M4021 69 234 81 2,4 1,13
61 F1629 53 244 76 1,9 0,55
62 169 50 210 63 1,7 0,72
63 F530 51 189 67 2,6 1,21
64 M900270 67 265 81 1,9 0,83
65 MAG64 67 200 114 3,5 1,44
66 V357 50 194 113 1,7 0,58
67 128 62 228 74 2,3 0,90
68 M574 31 240 118 1,8 0,85
69 M28 64 217 58 2,4 0,68
70 177 57 151 58 3,1 0,65
71 M854 48 186 93 4,7 0,98
72 M96 34 217 46 1,6 0,42
73 F193 57 230 58 3,0 1,35
74 M917 50 280 54 2,8 1,20
75 M20 35 246 90 2,2 1,13
76 F402 54 202 61 2,4 0,72
77 F2021 55 204 90 9,7 0,92
78 369 63 239 89 2,6 0,74
79 1478 79 322 61 2,5 0,55
80 015 49 113 1 1,6 0,37
81 B90125 46 201 1 2,8 0,85
82 F290 51 203 159 3,4 0,73
83 632 65 198 54 2,9 0,69
84 2-935 49 199 186 2,8 0,46
85 V436 67 218 90 3,0 2,10
86 M957 51 222 87 3,0 1,44
87 F182 60 256 87 3,3 0,32
88 36 62 195 103 2,8 0,60

81



89 P18 45 158 39 2,8 1,04
90 M144 58 129 94 3,0 0,65
91 98 54 183 89 2,2 1,34
92 10 51 230 112 1,9 1,03
93 027 77 223 66 2,5 0,39
94 M7 46 211 109 2,1 0,99
95 078 58 270 91 2,7 1,24
96 1090 42 184 80 2,4 0,37
97 M82 36 192 74 19 0,53
98 65 30 163 50 1,3 1,38
99 M13 47 169 105 3,0 0,99
100 M233 44 242 74 2,7 2,25
Fonte: Elaboracéo do autor.

Tabela 10 - Exames bioquimicos dos bufalos (FEPE, Selviria, MS)

1A ALT AST Ureia Albumina | Creatinina

01 506 46 145 56 2,4 1,96
02 511 50 128 64 2,2 2,03
03 504 37 175 51 2,39 1,81
04 505 43 145 66 2,6 1,93
05 502 48 174 56 24 1,94
06 509 32 219 57 2,3 2,04
07 510 37 122 48 1,9 1,85
08 508 37 122 63 2,1 1,72
09 503 36 162 62 2,1 1,88
10 507 39 179 55 2,3 1,98

Fonte: Elaboracéo do autor.
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APENDICE C - Valores hematoldgicos de bufalos (Andradina) POSITIVOS

no PA e na PCR

Tabela 11 - Analise hematoldgica de bufalos provenientes da Fazenda Sao
Francisco de Andradina, SP, positivos na infeccdo por protozoarios da familia
Trypanosomatidae pelo parasitolégico direto ou pela PCR comparando media,
desvio padrédo e amplitude. llha Solteira, SP, 2018.

Valores hematoldgicos de bufalos (Andradina) POSITIVOS no PA e na

PCR (N = 76)
Referéncia Referéncia
Parametros Média £ DP  Amplitude (Fontes et (Alencar Filho et
al, 2014) al., 1972)
Hematdcrito 3537+5,62 27,1-431 25 — 45 19-41
Eritrécitos 844 + 0.81 6.6-10.81 _ 7,3-10,9
Hemoglobinas 13,60 + 1,28 9,7-157 08— 16 11,0-17,4
(g/dL)

VCM 41,33+2,37  36,4-492 37 - 66 18 - 50
CHCM 39,17+3,14  28,4-429 27 36 31-97
Leucécitos 10.2 - 30

13,46 £ 2,37 8,1-19,5 _ '
Neutréfilos 494 £ 4,04 0,94- 11,1 0,6 —4,0 34-11,2
Mondcitos 0,74 +1,17 0-4,74 0,0-0,98 0-1,9
Basdfilos 0,01 + 0,06 0-0,34 0,18 — 0,37 0-12,9
Linfécitos 7,50 + 2,48 29-12,4 81-92 3,5-19,7
Eosinéfilos 0,50+0,81 0-23 02-1,2 1,2-55
PPT (g/L) 74,30+ 5,33 60 - 89 70 — 85 ;
Plaquetas 175+ 105 24 - 539 _ -
(x10%/p1L) 101 - 775

Nota: VCM = volume corpuscular médio; CHCM = Concentragdo de hemoglobina corpuscular
média. PPT: Proteina Plasmética Total. PA = Parasitolégico.
Fonte: Elaboracéo do autor.
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APENDICE D - Valores hematoldgicos de bufalos (Andradina)
NEGATIVOS no PA e na PCR

Tabela 12 - Andlise hematoldégica de bufalos provenientes da Fazenda Séao
Francisco de Andradina, SP, negativos na infec¢do por protozoérios da familia
Trypanosomatidae pelo exame parasitolégico direto ou pela PCR, comparando
media, desvio padrao e amplitude. Ilha Solteira, SP, 2018.

Valores hematologicos de bufalos (Andradina) NEGATIVOS no PA e na PCR

(N = 24)
Referéncia Referéncia
Parametros Média + DP Amplitude (Fontes et (Alencar Filho et
al, 2014) al., 1972)
Hematdcrito 34,21 +2,84 29 - 39,6 25-45 19-41
'%;';géf&f)s 8,40 £ 0,72 75-986  47-118 73-10.9
Hem(‘;%?_t)’i”as 13,49 £ 1,16 11,7-158  08-16 11,0-174
VCM 40,74+218  37,6-461  37- 66 18 - 50
CHCM 39,47+ 124  37,3-421  27-36 31-97
L(i‘i%‘zfdtf)s 13,60 + 2,57 8,2-17,8 04— 12 10.2-30
Neutréfilos 4,12 £2,31 141-1,4  06- 40 3,4-11,2
Monécitos 1,99 +2,85 0-5,04 0,0-0,98 0-1,9
Basofilos 0,07 £ 0,17 0-0,7 0,18 - 0,37 0-12,9
Linfécitos 7,06 + 3,69 0,5- 145 8,1-9,2 3,5-19,7
Eosindfilos 0,24 + 0,39 0-0,64 02-1,2 12-55
PPT (g/L) 72,32 + 11,60 20 - 84 70- 85 i
'Z'i%‘;leﬁ)s 176,52+ 116,60  20-458  101-775 ]

Nota: VCM = volume corpuscular médio; CHCM = concentracdo de hemoglobina corpuscular

média. PPT: Proteina Plasmatica Total, PA = Parasitolégico.

Fonte: Dados do préprio autor.
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APENDICE E - Valores hematologicos dos bufalos da FEPE (positivos e

negativos)

Tabela 13 - Analise hematologica de bufalos provenientes da Fazenda de
Ensino, Pesquisa e Extensdo — FEPE / UNESP, Selviria, MS, tanto positivos

quanto

negativos

para a

infeccao

por

protozoarios da

familia

Trypanosomatidae no parasitologico direto ou na PCR comparando média,
desvio padréo e amplitude. llha Solteira, SP, 2018.

Valores hematoldgicos dos bufalos da FEPE (positivos e negativos) (N = 10)

Referéncia Referéncia
al, 2014) al., 1972)
Hematdcrito 37,34 +2,66 33,4-42,5 25 _ 45 19 -41
Eritrocitos 7,3-10,9
8,96 +0,77 8,01-10,52 _ ' J
(x10%/pL) 47-118
HemogIObinaS 15,21 + 0,93 13,8 - 16,7 08 — 16 11,0-17,4
(g/dL)

VCM 41,71 + 1,47 39,2 - 43,6 37 - 66 18 - 50
CHCM 40,76 + 0,87 39,3-42 27 - 36 31-97
Leucocitos 10,2 - 30

14,81 + 1,92 12,4-17,3 _ ’

(x10%/uL) 04-12

Neutréfilos 513 +1,57 33- 8,3 0,6- 4,0 34-11,2
Mondcitos 0,3+£0,57 0-14 0,0-0,98 0-1,9
Basofilos 0 0 0,18 - 0,37 0-129
Linfocitos 8,54+ 2,72 53- 11,9 8,1-92 3,5-19,7
Eosinofilos 0,36 £ 0,49 0-13 02-1,2 12-55
PPT (g/L) 66,88 + 3,78 61-72 70 - 85 -
Plaquetas 266,22 + 66,79 159 - 316 -
(x10%L) 101 - 775

Nota: VCM = volume corpuscular médio; CHCM = Concentracdo de hemoglobina corpuscular

média. PPT: Proteina Plasmatica Total. PA = Parasitolégico.

Fonte: Elaboracéo do autor.



APENDICE F - Valores bioquimicos de buafalos (Andradina) POSITIVOS no
PA e na PCR

Tabela 14 - Anadlise de valores médios do exame bioquimico do sangue de
bafalos provenientes da Fazenda S&o Francisco, Andradina, SP, positivos
para a infeccdo por protozoarios da familia Trypanosomatidae pelo
parasitologico direto ou pela PCR comparando media, desvio padrdo e
amplitude. llha Solteira, SP, 2018.

Valores bioquimicos de bufalos (Andradina) POSITIVOS no PA e na PCR

(N =176)
Referéncia
Parametros Média + DP Amplitude
(Fontes et al, 2014)

ALT 51,64 + 12,19 19- 79 22,9 -40,97

AST 190,16 + 36,47 131 - 250 174,8 — 386,6

Ureia 49,28 + 28,13 1-104 28,7 - 61,56
Creatinina 1,09 £ 0,49 1-1,75 2,1-2,36
Albumina 3,70 £ 5,03 15-4,4 1,3-2,39

Nota: ALT: alanina aminotransferase. AST aspartato aminotransferase. PA
Fonte: Elaboacéo do autor.
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APENDICE G - Valores bioquimicos de bufalos (Andradina) NEGATIVOS
no PA e na PCR

Tabela 15 - Andlise de valores médios do exame bioquimico do sangue de
bafalos provenientes da Fazenda Sao Francisco, Andradina, SP, negativos
para a infeccdo por protozoarios da familia Trypanosomatidae pelo
parasitologico direto ou pela PCR. llha Solteira, SP, 2017.

Valores bioquimicos de bufalos (Andradina) NEGATIVOS no PA e na PCR

(N = 24)
Referéncia
Parametros Média + DP Amplitude
(Fontes et al, 2014)

ALT 51,44 + 11,73 77— 28 22,9 -40,97

AST 203,87 + 48,03 280-41 174,8 — 386,6

Ureia 77,24 + 29,95 186 -1 28,7 — 61,56
Creatinina 0,92 + 0,38 2,25-0,37 2,1-2,36
Albumina 2,76 £ 1,15 9,7-1,6 1,3-2,39

Fonte: Dados do préprio autor. ALT: alanina aminotransferase. AST aspartato
aminotransferase. PA = Parasitolégico.
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APENDICE H - Valores bioquimicos de bufalos da FEPE (positivos e
negativos) no PA e na PCR

Tabela 16 - Analise bioquimica de bufalos provenientes da Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Extensdo — FEPE / UNESP, Selviria, MS, para a infeccdo por

protozoarios da familia Trypanosomatidae pelo parasitolégico direto ou pela
PCR. Ilha Solteira, SP, 2017.

Valores bioquimicos de bufalos da FEPE (positivos e negativos) no PA e
na PCR (N = 10)

. . Referéncia
Parametros Média + DP Amplitude
(Fontes et al, 2014)
ALT 39,88 + 5,92 32-50 22,9 -40,97
AST 158 + 32,36 122 - 219 174,8 — 386,6
Ureia 58 £ 6,16 48 - 66 28,7 -61,56
Creatinina 1,9+0,10 1,72 - 2,04 2,1-2,36
1,3-2,39
Albumina 2,25+ 0,20 19-26

ALT: alanina aminotransferase. AST aspartato aminotransferas. PA = Parasitologico.
Fonte: Elaboracéo do autor.



