"‘ 82 SEMANA

w INTEGRADA XXXI CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
' L UFPEL 2022

INVESTIGACAO DE TRYPANOSOMA VIVAX E BABESIA BOVIS EM ENCEFA-
LOS DE BOVINOS LEITEIROS NO RIO GRANDE DO SUL

MELANIA LAZARRLRIGOl; FILIPE OBELAR MARTINS?, RODRIGO CUNHA
CASQUEIRO?3, KAUE RODRIGUEZ*, YAN WAHAST ISLABAO®, CAMILA BEL-
MONTE OLIVEIRA®

1Universidade Federal de Pelotas — memevet@yahoo.com.br
2Universidade Federal de Pelotas — obelarO5@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas - rodrigo.cunha@ufpel.edu.br
4Universidade Federal de Pelotas - kauerodriguez@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas - yanwahast06@gmail.com
8Universidade Federal de Pelotas — camilabelmontevet@yahoo.com.br

1. INTRODUCAO

A tripanossomose bovina é causada por algumas espécies de protozo-
ario do género Trypanosoma, o qual tem distribuicdo mundial, causando prejuizos
para produtores de bovinocultura em todo mundo (GERMANO, et al., 2018). Dentre
as espécies do género, o T.vivax é considerado o mais patogénico para a criacdo
de bovinos causando diversos prejuizos econémicos para os produtores de carne
e leite (BASTOS, 2019). Os principais sinais clinicos séo: febre, anemia, letargia,
gueda de producdao, sinais nervosos, aborto espontaneo podendo inclusive levar o
animal a morte (OSORIO et al., 2008).

O agente esta presente no Brasil ha muitos anos e vem sendo diagnosti-
cado cada vez mais em diferentes regides do pais, sendo transmitido através de
tabanideos e pela mosca dos estabulos (Stomoxys. spp), causando perdas econo-
micas significativas na producao de carne e leite (DAGNACHEW & BEZIE, 2015).
Embora tenha sido detectado T. vivax na regido central do Rio Grande do Sul, ndo
ha relatos sobre a presenca e prevaléncia do agente no rebanho bovino do estado.
No entanto, € comum encontrar rebanhos bovinos com sintomas semelhantes aos
da TPB ao causado por este protozoario, sendo tratados para tristeza parasitaria,
sem um diagnostico definitivo, e consequentemente, a tripanossomose pode estar
se expandindo pelo estado pois ndo ha uma forma adequada para o combate
(SILVA et al, 2009).

Deste modo, o intuito deste trabalho é verificar a presenca de Trypanosoma
vivax em encéfalo bovinos abatidos em no Rio Grande do Sul, contribuindo para o
controle sanitario e integridade dos rebanhos, diminuindo as perdas econémicas e
entender sobre a distribuigdo da tripanossomose bovina no estado.
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2. METODOLOGIA

Para este estudo, foram coletados fragmentos de 1 cm de encéfalo de 65
bovinos leiteiros de descarte, abatidos em abatedouro na Regido Nordeste do Es-
tado. Os animais eram oriundos de propriedades leiteiras (35) situadas em 22 dife-
rentes municipios localizados no Norte do Rio Grande do Sul.

As coletas foram realizadas entre os meses de fevereiro e margo de 2022,
diretamente na linha de abate, juntamente a inspecao veterinaria. Para a remocao
do fragmento, a caixa craniana foi aberta com uma serra de frigorifico apropriada,
apos a coleta, as amostras foram embaladas em papel aluminio e imediatamente
refrigeradas em caixa térmica com gelo para o transporte, para preservacdo do
material genético. Posteriormente, foram congeladas a -20°C para analise molecu-
lar.

A extracdo do DNA dos tecidos coletados, através da utilizacao de reagente
a base de fenol para extracéo de acidos nucleicos e proteinas (Brazol) para poste-
rior andlise de diagndstico molecular por PCR. Para as amostras de encéfalo, foi
feita a deteccdo do DNA de Trypanosoma vivax e Babesia bovis com primers es-
pecificos: Trypanosoma vivax: (T vivax F AATGGCTTCTCCATTGGGTTC; T. vivax
R ATGGAGCAGGCAAAGAGACC) e; Babesia bovis: (B bov F TGTTCCTGGAAG-
CGTTGATTC; B bov R AGCGTGAAAATAACGCATTGC).

A deteccdo do DNA de Trypanosoma vivax e Babesia bovis, foi realizada
através de PCR em tempo real (Step One Plus, Applied Biosystems) pela amplifi-
cacao do gene Glucose transporter protein (HT1; Genbank: L47540.1) com primers
especificos. Os primers (iniciadores) utilizados neste projeto foram desenhados no
software Primer-BLAST (National Center for Biotechnology Information, U. S. Nati-
onal Library of Medicine), com base nas sequéncias dos genes depositados no
banco de dados GenBank. A reacdo de qPCR foi realizada em duas etapas, com
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 15 segundos e anelamento/extensao a 58°C por 30 segundos. A analise
da curva de melting foi realizada e o produto do PCR sequenciado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados preliminares relacionados a primeira parte do trabalho
mostram que das 65 amostras cerebrais coletadas, nenhuma delas foram positivas
para o flagelado Trypanosoma vivax, o que corroborando com o estudo de SILVA
et al, 2018, no qual relataram um caso positivo em um bovino na regido central do
Rio Grande do Sul, o animal parasitado apresentava sinais clinicos e o diagndstico
por PCR confirmou a presenca de T. vivax no animal, além disso, no mesmo estudo
foram analisados amostras de outros 04 bovinos que compartilhavam a mesma
area de pastagem e ambos foram negativos para a hemoparasitose. Este Unico
registro, pode indicar a baixa prevaléncia do protozoario no Estado do RS.
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No entanto, 14% das amostras analisadas foram positivas para Ba-
besia bovis. Este parasito é transmitido atraves das larvas do carrapato Riphicepha-
lus (Boophilus) microplus é considerado um dos agentes do complexo conhecido
como Tristeza Parasitaria Bovina ou (TPB) (TRINDADE, ALMEIDA & FREITAS,
2011). A prevaléncia deste protozoério tem grande variacdo nos estados brasilei-
ros, DA CUNHA et al, 2017, analisaram 156 amostras de bezerras de aptidao lei-
teira na regido Sul do RS, e encontraram 4% (06) amostras positivas para, em outro
estudo realizado por Souza et al., 2013 foram analisadas 202 amostras com 33%
de positividade. Os estudos supracitados possuem resultados similares ao desta
pesquisa.

A infecc@o por Babesia bovis também é conhecida por causar a Babesi-
ose cerebral, enfermidade reconhecida por provocar sinais neurol6gicos que se
caracterizaram por transtornos da locomocéo, tremores musculares, agressivi-
dade e quedas com movimentos de pedalagem, podendo levar o animal a morte
em menos de 24 horas (FARIAS, 1995; SANTAROSA et al., 2013).

Por este motivo, o estudo optou pela coleta de material cerebral para as ana-
lises de PCR, visto que o Trypanosoma vivax e a Babesia bovis, ambos protozoa-
rios podem ser encontrados no sistema nervoso, podendo atravessar a barreira
hematoencefélica, provocando uma série de alteracdes neuroldgicas (FREITAS et
al, 2018), deste modo pudemos utilizar a mesma amostra de tecido para realizar
nossa pesquisa com o uso dos respectivos primers.

4. CONCLUSOES

Concluimos que o presente estudo ndo encontrou o protozoario Trypano-
soma vivax que € o objeto de enfoque principal em nossa pesquisa, porém no pro-
cesso, foi diagnosticado outro parasito de interesse, a Babesia bovis um dos agen-
tes da TPB. Este estudo é uma parte de um experimento, que analisara amostras
de sangue de bovinos leiteiros do estado do Rio Grande do Sul.
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