UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

TESE

IDENTIFICACAO DE PARABASALIDEOS EM AMOSTRAS FECAIS
DE PEQUENOS RUMINANTES E SUINOS

Caroline Cunha Carreiro

2018



é’de Feqe,

&f

& %
-

£ t
:@E

* 4
o%dcv‘&\@

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

IDENTIFICAGCAO DE PARABASALIDEOS EM AMOSTRAS FECAIS
DE PEQUENOS RUMINANTES E SUINOS

CAROLINE CUNHA CARREIRO

Sob a Orientacéo da Professora
Dré Vera Lucia Teixeira de Jesus

Coorientacdo do Professor
Dr. Douglas Mclntosh

Tese submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Doutor em Medicina Veterinaria
no Programa de Pds-Graduacdo em
Medicina Veterinaria, area de
concentragdo em Patologia Animal.

Seropeédica, RJ

Julho, 2018



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secdo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C3141

Carreiro, Caroline Cunha, 1988-

IDENTIFICACAO DE PARABASALIDEOS EM AMOSTRAS FECAIS
DE PEQUENOCS RUMINANTES E suiNOoS / Careline Cunha
Carreiro. - 2018.

109 f£.

Orientadora: Vera Lucia Teixeira De Jesus.

Coorientador: Douglas McIntosh.

Tese (Doutorado) . -- Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, PROGRAMA DE POS-GRADUACEC EM MEDICINA
VETERINARIA, 2018.

1. Tricomonose. 2. Pentatrichomonas hominis. 3.
Tetratrichomonas sp. 4. Cultivo in wvitro. 5.
Morfoleogia. I. De Jesus, Vera Lucia Teixeira, 1958-,
orient. II. McIntosh, Douglas , -, c¢oorient. III
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

PROGRAMA DE POS—GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA. IV.
Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

CAROLINE CUNHA CARREIRO

Tese submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em Medicina Veterinaria,

no Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria, &rea de Concentracdo em Patologia Animal.

TESE APROVADA EM 31/07/2018

VERA LUCIA TEIXEIRA DE JESUS (Ph. D) UFRRJ
orientador

MARILENE DE FARIAS BRITO QUEIROZ (Ph. D) UFRRJ

CARLOS WILSON GOMES LOPES (Ph. D) UFRRJ

ISABELLA DE MOURA FOLHADELLA PIRES (Ph. D) FIOCRUZ

SERGIAN VIANNA CARDOZO (Ph. D) UNIGRANRIO



Dedicatoria...

Aos meus pais Rogério Gatti Carreiro e
Mirian Fortes Cunha Carreiro por me incentivar e
apoiar em todos os momentos. Por toda a paciéncia
e compreensao em minha constante auséncia.

Ao meu companheiro Cezar Augusto da
Silva por tornar meus dias melhores.

A minha grande amiga Vera LUcia sem ela
nada disso seria possivel.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar gostaria de agradecer a minha orientadora Professora Dr?. Vera
Lucia Teixeira de Jesus, pela oportunidade, por acreditar em mim, por todo o carinho e
dedicacdo. A grandeza da sua bondade é capaz de transformar; continuarei a me espelhar em
ti mesmo que distante;

Ao meu amor Cezar Augusto da Silva pelo companheirismo, dedicagéo, paciéncia e por
toda ajuda fisica e mental fornecida durante a realizacédo de todo o trabalho. Meu cimplice.

Aos meus pais Rogério e Mirian, meus idolos, muito obrigada por todo tempo que
dedicaram a mim, a minha formacéo e por sermos grandes amigos;

As minhas queridas Alice, Aline, Flora e Denise por todos os momentos alegres que
compartilhnamos, vocés me fortalecem;

A Daniela Juliano por estar sempre disposta a me ajudar, pela parceria, pela amizade.
Sua colaboracéo foi fundamental para a realizacdo desse trabalho. Estarei sempre aqui pra
retribuir em dobro;

As companheiras de laboratério Calorine Spitz, Cleide Domingos e Tassia Furtado por
me ensinar, ajudar, incentivar e por todos os conselhos;

Ao professor Dr. Carlos Wilson Gomes por toda ajuda e colaboracéo, obrigada pelo
carinho e por me acolher como um dos seus;

Ao meu Coorientador Prof. Dr. Douglas Mclntosh por todos ensinamentos, incentivos
e colaboracdes;

Ao professor José Eugénio Trés, pela amizade, conselhos e oportunidade de aprender
que me oferece sempre com muito carinho;

Aos professores Julio Jacob e Marco Mello pelo acolhimento e carinho durante a
realizacdo de toda essa etapa;

A todos os Alunos do Setor de Reproducdo Animal, em especial Otavia Reis, quem se
mostrou mais do que uma amiga, sempre disponivel, sem importar hora e lugar,

Aos Médicos Veterinarios Jorge e Nelson Oscaranha, funcionarios do Colégio Técnico

Nilo Pecanhal, Campus Pinheral, RJ, pelo carinho e colaboracao para realizar este trabalho.

MUITO OBRIGADAI!!!



“Por vezes sentimos que aquilo que
fazemos ndo é sendo uma gota de agua no mar.
Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

(Madre Tereza de Calcuta)



LISTA DE ABREVIACOES

pL - Microlitro

AX - Axostilo

C - Costa

DNA - Acido desoxirribonucleico

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético.

FA - Flagelos anteriores

FP - Flagelo posterior

g - Grama

IV - Instituto de Veterinaria

Kg - Kilograma

LabMol - Laboratorio de Biologia Molecular
mg - Miligrama

MO - Membrana ondulante

NU - Nucleo

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PBS - Solugéo fisioldgica fosfatada tamponada
PCR - Reacdo em cadeia da polimerase

PE - Pelta pH - Potencial de hidrogénio

RFLP - Polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrigéo.
RNA - Acido ribonucleico

UFRRJ - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
mL- Mililitro



Anexo 1.
Anexo 2
Anexo 3.
Anexo 4.
Anexo 5.
Anexo 6.
Anexo 7.

Anexo 8.

Anexo 9.

Anexo 10.

LISTA DE ANEXOS

Declaracdo de aprovagdo CEUA 2614120717......cccocvvvvnvnvneninnnn, 99
Declaragéo de aprovagdo CEUA 006/2014..........ccccceveverveeennennnn. 101
Composigéo do meio de cultura Diamond.........c.cccoecvveeienieieennnn, 102
Composi¢do do meio de cultura Hank’s..........ccoeevieviiiiienieeneenen. 103
Composicdo do meio de cultura Caldo Peptonado.............ccccvevnenee. 104
Composicdo do meio de cultura CHD.........cccoocvvvviiiieeee e, 105
Composicdo do meio de cultura CH........cccccoevveie i, 106
CARREIRO, C. C.; COELHO, C. D.; JORGE, J. L. B.P.; COSTA,

N. O. G.; DO VALLE PAIVA, R.; TEIXEIRA FILHO,

W. L.; DE JESUS, V. L. T. Parasitos intestinais em suinos
confinados em uma criagdo no municipio de Pinheiral, RJ. Brazilian
Journal of Veterinary Medicine, v. 38, supl. 2, p. 117- 122,
2006t 107
DOS SANTOS, C. S.; DE JESUS, V. L. T.; MCINTOSH, D,
CARREIRO, C. C.; BATISTA, L. C. O.; DO BOMFIM LOPES,

B.; LOPES, C. W. G. Morphological, ultrastructural, and molecular
characterization of intestinal tetratrichomonads isolated from non-
human primates in southeastern Brazil. Parasitology Research, v.

116, p. 2479-2488, 2017 .....ccvcvieierriiieeee e 108

CARREIRO, C. C.; JESUS, V. T.; JULIANO, D. S.; DA SILVA,
C. A.; FURTADO, T.T. Diagnostico de parasitas gastrointestinais
em cdes em uma localidade da Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro, RJ. Clinica Veterinaria. v. 22, supl 15, p. 68-73,



LISTA DE QUADROS

Pags.
Quadro 1. Organizacdo taxondmica para 0s principais parabasalideos de
importancia em saude publica, exemplificando os principais
géneros (CEPICKA et al., 2010) .....ccoveveiieiice e 3

Quadro 2. Sequéncia dos iniciadores (primers) utilizados para a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) dos parabasalideos isolados.............. 24



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

LISTA DE TABELAS

Frequéncias de endoparasitos encontrados em amostras fecais
procedentes de suinos, do municipio de Pinheral, RJ ......................

Identificacdo das espécies de parabasalideos isoladas de suinos, ap6s
sequenciamento e a comparacao com as sequencias disponiveis no
GeNBAaNK.......cccooiiieiiecee s

Concentragbes médias de Tetratrichomonas sp. (1 x 10°) isolados
de caprino e ovino (Cepa 48h e 60h) durante 84 horas de cultivo em
MEIO CHD....o.eoviieceee e

Comparacdo entre os tempos geracdo, em toda a fase de
crescimentos celular (Lag + Log) e na fase de crescimento
exponencial, fase Log; entre os isolados de Tetratrichomonas sp. de
(07T o 1 0 TSRS SURRSSSSN

Comparacdo entre os tempos geracdo, em toda a fase de
crescimentos celular (Lag + Log) e na fase de crescimento
exponencial, fase Log, dos isolados de ovino com crescimento de
48 h (cepas 48) € 60 h (Cepas 60) .......cccveverveeriereere e

Velocidades médias (nUmero de geracGes/hora) de crescimento de
Tetratrichomonas sp isolados de caprinos e ovinos, na fase Lag, Log
e durante toda a fase de crescimento (Lag + Log), Vm total....

Tamanho médio em micrometros, do corpo e nucleo dos trofozoitas
de Tetratrichomonas sp. isolados de caprino e ovino, com valores
minimo e maximo encontrados, de acordo com o formato do corpo
0[O T 10 F- Vo (01U

Aspectos comparativos das espécies do género Tetratrichomonas
observadas em diferentes hOSPedeiros..........cccovveviienininisiicienn,

Pags..

53

57

64

64

66

70

75



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

LISTA DE FIGURAS

Esquema geral das familias Tritrichomonadidae e Trichomonadidea,
representadas por Tritrichomonas foetus (A) e Pentatrichomonas hominis
(B), respectivamente, destacando as principais organelas e estruturas
celulares. FA, flagelos anteriores; RF, flagelo recorrente; Mo/UM,
membrana ondulante; Pe, pelta; Ax, axostilo; Co, costa; Ve, vesiculas
endociticas; Nu, nacleo; Cp, Corpo parabasal; FP, Flagelo posterior. Barra
de escala = 5 um. Fonte: adaptado de Dos Santos (2015) .........c.cceevevvennene.

llustracdo do processamento das fezes, manejo das amostras e
manutenc¢do das culturas através de passagens para novos meios......

Imagem ilustrativa da camara de Newbauer, demostrando os quatro
quadrantes a serem contados e a formula utilizada para calcular a
concentracdo (numero de células/ml).........ccccocveiiiiiiiiiciiccccen,

Ovos de Strongylida ndo larvado (A); Trichuris spp (B); oocisto ndo
esporulado de Eimeria (C) em amostras fecais de caprinos. Objetiva

Ovo de Monieza expansa (A); oocistos de coccidios esporulado (B);
ovo fértil de Toxocara vitulorum (C) em amostras fecais de ovinos.
ODbjetiva de 40X .. ..o

Oocistos de coccidios ndo esporulado (A) e esporulado (B), em
amostras fecais de suinos. Objetiva de 100X.........ccccocervrrnnreennen.

Ovos de Strongylida nao larvado (A) e larvado (B), em amostras
fecais de suinos. Objetiva de 40X.......ccccoveveriiereeieeie e eee e

Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas nos meios de cultivo: Hank’s
(H), Caldo Peptonado (CP), Diamond’s (Dia) e nos meios mistos
com Caldo Peptonado e Hank’s (CH) e Caldo Peptonado, Hank’s e
Diamond’s (CHD). Amostras em anaerobiose............ccceeveeueerevennnen.

Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas nos meios de cultivo: Hank’s
(H), Caldo Peptonado (CP), Diamond’s (Dia) e nos meios mistos
com Caldo Peptonado e Hank’s (CH) e Caldo Peptonado, Hank’s e
Diamond’s (CHD). Amostras em anaerobiose..........cceceeeeueereeenne.

Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de
ovinos, a cada 24 horas, cultivadas nos meios de cultivo: Hank’s (H),
Caldo Peptonado (CP), Diamond’s (Dia) e nos meios mistos com
Caldo Peptonado e Hank’s (CH) e Caldo Peptonado, Hank’s e
Diamond’s (CHD). Amostras em anaerobiose.............ccecueevvennenne.

Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de
ovinos, a cada 24 horas, cultivadas em aerobiose nos meios de
cultivo: Hank’s (H), Caldo Peptonado (CP), Diamond’s (Dia) e nos
meios mistos com Caldo Peptonado e Hank’s (CH) e Caldo
Peptonado, Hank’s e Diamond’s (CHD)..........cccccoeoveviiiieciieiene,

Pag

22

23

26

27

28

28

33

33

34

34



Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas nos meios de cultivo CHD.
Amostras em anaerobiose e aerobiOSe..........covvvverieriiinieniseeienen,

Concentracdo de celulas por ml das cepas de parabasalideos isoladas
das fezes de ovinos, calculadas a cada 24 horas. Cultivadas nos meios
de cultivo CHD, em anaerobiose, com vaselina, e em aerobiose, sem
VASEIINA. .. eee

Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas no meio de cultivo Diamond,
em anaerobiose e aerobiOSe.........ccccvvveiieii i

Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de
ovinos, a cada 24 horas, cultivadas no meio de cultivo Diamond, em
ANAETODIOSE € ABTODIOSE. ....coieeeeeeeeee ettt ettt e e e e e

Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas nos meios de cultivo Hank’s,
em anaerobiose € aeroDIOSE..........ccvuvviiiii i

Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas nos meios de cultivo Hank’s,
em anaerobiose e aerobiose..........ccceevvveiic i

Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas em meio de cultivo Caldo
Peptonado (CP), em anaerobiose € aerobiosSe...........ccccvevververieennnns

Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas no meio de caldo Peptonado
(CP), em anaerobiose € aerobI0SE. ..........cccvrieeereniirieseseeeeeeeees

Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, a cada 24 horas, cultivadas nos meios de cultivo CH, em
anaerobiose € aerobiOSe........ccevvvee e

Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de
caprinos, cada 24 horas, cultivadas nos meios de cultivo CH, em
anaerobiose € aerobiSe.........cccvvveiieie i

Trofozoitas isolados de fezes de ovino, cultivados em meio CHD,
antes do processo de axenizagdo, com células piriformes (A) e
durante axenizacdo, com celulas maiores, multinucleadas (*),
completa diferenciacdo (B). (Barra= 10um). Pandtico rapido®........

Trofozoitos de parabasalideos de ovino de tamanhos distintos, com a
presenca de vacuolizac¢Ges no citoplasma (*). Nucleo (Nu); Flagelos
anteriores (FA); e Membrana ondulante (MO). (Barra= 10um).
Panotico rapido®..........cccevveeeiiieiieiececce e

Trofozoitos de parabasalideos de caprino no inicio do processo de
divisdo binéria, apresentando dois nucleos no inicio divisdo (A) e no
final do processo de diviséo (B). Nucleo (Nu); Flagelos anteriores
(FA); Axostilo (Ax). Pandtico rapido®. (Barra=10um)...

35

36

36

38

38

39

39

40

41

41

43

45

45



Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Trofozoitos de parabasalideos de ovino em processo de divisao
multipla apresentando quatro nuacleos. Nucleo (Nu); Flagelos
Anteriores (FA); e Membrana Ondulante (MO). Pan6tico Rapido®
(Barra= 10 M) .oeoieiieiic et

Trofozoitos de parabasalideos de caprino (A), ovino (B) e suinos
(C) com a presenca de vacuolizagdes no citoplasma (*). Ndcleo (Nu);
flagelos anteriores (FA); axostilo (Ax); Flagelos posteriores e
membrana ondulante (MO). Panético Rapido® (Barra= 10pum).

Trofozoitos de parabasalideos de caprinos. Nacleo (Nu); flagelos
anteriores (FA); axostilo (Ax); costa (Co); pelta (Pe); corpo parabasal
(CP); flagelo posterior (FP); e membrana ondulante (MO). Panético
rapido® (Barra= 10Hm)....cccoerveieienenineneneeeiee.

Diferenca morfoldgica entre os parabasalideos isolados de suino de
uma mesma amostra fecal de um leitdo com diarreia. A e B-
fagelados arredondados com dois flagelos anteriores (FA),
membrana ondulante (MO) aderida ao corpo; B- fagelado piriforme
com membrana ondulande destacada do corpo, Nucléo (Nu), axostilo
(Ax) e flagelo posterior (FP). Panético rapido®,
0DJ. 100X ...ttt

Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR
amplificados com iniciadores TFR1 e TFR2. Amostras de ovino
(coluna 1-16); amostras de caprino (coluna 17-19); controle positivo
de reacéo (coluna 20-22), correspondente a aproximadamente 379pb;
controle negativo do ambiente (coluna 23 e 24), e marcador de peso
molecular (coluna 25)........cccccevvrirennne

Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR
amplificados com iniciadores TFR3 e TFR4. Amostras de ovino
(coluna 1-16); amostras de caprino (coluna 17-19); controle
positivo de reacdo (coluna 20 e 21), correspondente a
aproximadamente 372 pb; controle negativo.............cccccovevveieennenn.

Electroforese em gel de agarose (2%) das amostras amplificadas com
iniciadores TFR1 e TFR2 e submetidas a digestdo com enzima de
restricdo Alu I. Amostras de ovino (coluna 1-12); amostras de suino
(13-15); amostras de caprino (coluna 16-18); controle positivo de
padrdo de corte (coluna 19); controle negativo de corte, cepa K
(coluna 20), e marcador de peso molecular (coluna

Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR
amplificados com iniciadores TFR1 e TFR2. Controle negativo do
mix (coluna 1); amostras de suinos TP1-TP15 (coluna 2-16); controle
negativo da extragdo (coluna 17); controle negativo do ambiente
(coluna 18); controle positivo de reacdo (coluna 19) correspondente
a aproximadamente 379pb.........cccccevveiiiiiieiinnn

45

46

46

47

48

48

49

50



Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.

Figura 38.

Figura 39.

Figura 40.

Figura 41.

Figura 42.

Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR
amplificados com iniciadores TFR1 e TFR2. Controle negativo do
mix (coluna 1); amostras de suinos TP16-TP35 (linha 2-22); vazio
(coluna 23, 27,28 e 29); controle negativo da extracdo (linha 24);
controle negativo do ambiente (coluna 25); e controle positivo
(coluna 26 e 30) correspondente a aproximadamente

Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR
amplificados com iniciadores Th3 e Th5. Controle negativo do mix
(coluna 1); amostras de suinos TP1- TP15 (coluna 2-16); controle
negativo de extracdo (coluna 18 e 19) e controle positivo (coluna 17
e 20) correspondente a aproximadamente 339pb...........ccccceeeenee.

Electroforese em gel de agarose (3%) das amostras amplificadas com
os iniciadores TH3 e 5 e submetidos a digestdo com a enzima de
restricdo Hinf I (&4 esquerda) e Hae 111 (& direita). Amostras de suino
(coluna de 1 a 5); Controle positivo (coluna 6); Controle negativo
(Coluna 7) e marcador de peso molecular (Coluna

Curva de crescimento microbiano tipico sob condi¢cBes ambientais
constantes.  Fonte:  Adaptado de  Bernaerts et al.
(2004)....eceeeee et

Médias das concentracdo de trofozoita de parabasalideos viaveis, das
trés cepas isoladas das fezes de caprino, durante 84 horas de cultivo
em meio CHD com vaselina liquida (anaerobiose) e sem vaselina
liquida (AErobIOSE)......cceiveieierieriee e,

Médias das concentracdo de trofozoita viaveis, das cepas isoladas das
fezes de ovino, com crescimento até 48 horas, durante 84 horas de
cultivo em meio CHD com vaselina liquida (anaerobiose) e sem
vaselina liquida (2erobiosSe).........covevrerieireiiicsree e

Médias das concentracdo de trofozoita viaveis, das cepas isoladas das
fezes de ovino, com crescimento ate 60 horas, durante 84 horas de
cultivo em meio CHD com vaselina liquida (anaerobiose) e sem
vaselina liquida (aerobiose)........cccceveirireiieiiiieee e

Comparacdo entre a cinética de crescimento entre as cepas de
parabasalideos isoladas das fezes de caprinos e ovinos. Cultivadas
em aerobiose (sem vaselina) no meio de cultivo CHD....................

Comparacdo entre a cinética de crescimento entre as cepas de
parabasalideos isoladas das fezes de caprinos e ovinos. Cultivadas
em anaerobiose (com vaselina) no meio de cultivo CHD.............

Médias das concentragdo de trofozoita (10° células/ml) de caprino
viaveis, durante a fase de crescimento celular (60h) em meio de
cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina liquida) e aerobiose (sem
vaselzina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o valor
B R

50

o1

51

55

56

56

57

58

58

59



Figura 43.

Figura 44.

Figura 45.

Figura 46.

Figura 47.

Figura 48.

Figura 49.

Figura 50.

Figura 51.

Figura 52.

Médias das concentracdo de trofozoita viadveis, durante a fase de
crescimento celular (48h) em meio de cultivo CHD em anaerobiose
(com vaselina liquida) e aerobiose (sem vaselina liquida), com suas
respectivas linhas de tendéncias e o valor de R?

Médias das concentracBes de trofozoita viaveis, durante a fase de
crescimento celular (60h) em meio de cultivo CHD em anaerobiose
(com vaselina) e aerobiose (sem vaselina), com suas respectivas
linhas de tendéncias e 0 valor de R? .........cccovvvvceeeveeeceeceeeeene

Médias das concentracdo de trofozoita (Ln/ml) de parabasalideos
viaveis, durante toda a fase de crescimento (0-60h) em meio de
cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina liquida) e aerobiose (sem
vaselzina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o valor
A8 R

Médias das concentracfes de trofozoitas (Ln/ml) de parabasalideos
viaveis, durante a fase log (24-60h) em meio de cultivo CHD em
anaerobiose (com vaselina liquida) e aerobiose (sem vaselina
liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o valor de R?

Médias das concentragbes dos trofozoitas (Ln/ml) das cepas 48h,
durante a fase de crescimento (0-48h) em meio de cultivo CHD em
anaerobiose (com vaselina liquida) e aerobiose (sem vaselina
liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o valor de R?...

Médias das concentracbes de trofozoitas (Ln/ml) das cepas 60h,
durante a fase de crescimento (0-60h) em meio de cultivo CHD em
anaerobiose (com vaselina liquida) e aerobiose (sem vaselina
liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o valor de R?...

Médias das concentracbes de trofozoitas (Ln/ml) das cepas 48h,
durante a fase Log (24-48h) em meio de cultivo CHD em anaerobiose
(com vaselina liquida) e aerobiose (sem vaselina liquida), com suas
respectivas linhas de tendéncias e o valor de R?...

Médias das concentracbes dos trofozoitas (Ln/ml) das cepas 60h,
durante a fase Log (24-60h) em meio de cultivo CHD em anaerobiose
(com vaselina liquida) e aerobiose (sem vaselina liquida), com suas
respectivas linhas de tendéncias e o valor de R?...

Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de ovinos (A e B) e caprinos
(C) com formato: fusiforme (A), arredondados (B) e oval (C). Nucleo
(Nu); flagelos anteriores (FA); axostilo (Ax); flagelo posterior (FP);
e membrana ondulante (MO). (Barra= 10um). Panotico
FAPIAO®......c.eiiiiiiiciee s

Desenho  esquematico caracterizando morfologicamente  0s
trofozoitos de quatro diferentes cepas isolados de fezes de ovino em
regidbes e momentos distintos, de acordo com Andersen et al.
(S 722 TSR

60

60

61

61

62

62

63

63

68

69



Figura 53.

Figura 54.

Figura 55.

Figura 56.

Figura 57.

Figura 58.

Figura 59.

Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de caprino com a presenca de
vacuolizagBes no citoplasma (*). Nucleo (Nu); flagelos anteriores
(FA); axostilo (Ax); flagelo posterior (FP) e membrana ondulante
(MO). Pandtico rapido®. Barra= LOHM........ccoveveieerereneiesiesinenens

Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de caprino com a presenca de
quatro flagelos anteriores. Nucleo (Nu); flagelos anteriores (FA);
axostilo (Ax); costa (Co); flagelo posterior (FP) e membrana
ondulante (MO). Pandtico rapido®. Barra= 10pMm..........ccccerveeennee.

Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de caprino com a presenca
multiplos flagelos. Nucleo (Nu); flagelos anteriores (FA); axdstilo
(AX); flagelo posterior (FP) e membrana ondulante (MO). (Barra=
10um). Pandtico rapido®. Obj. 100.........cccccvevevievieieceece e

Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de ovino no inicio da divisdo
célular, com nucleo em formato de coracdo e presenca de dois peltas
(A). Nucleo (Nu); flagelos anteriores (FA); axostilo (Ax); costa (Co);
pelta (Pe) e membrana ondulante (MO). Pandtico rapido®. Barra =

Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de ovino. A- citoplasma
acompanhando o axostilo (Ax) até seu término; B axdstilo se
projetando para fora do citoplasma. Nucleo (Nu); flagelos anteriores
(FA) e costa (Co). Panotico rapido®. Barra= 10um.........

Trofozoitos de de Tetratrichomonas sp de ovino em processo de
divisdo binaria. Nucleo (Nu); flagelos anteriores (FA); axdstilo (Ax);
flagelo posterior (FP) e membrana ondulante (MO). (Barra= 10um).
Panotico rapido®. Obj. 100.........ccccerrirririie e

Tetratrichomonas sp de caprino em processo de divisdo celular,
multipla (A e B) e pseudocisto em processo de divisao apresentando
dois ndcleos (C). Nucleo (Nu); flagelos anteriores (FA); axostilo
(AX); costa (Co), flagelo posterior (FP). Pandético rapido®. Barra=

70

72

72

72

73

73

73



RESUMO

CARREIRO, Caroline Cunha, Isolamento de Parabasalideos de Amostras Fecais de
Pequenos Ruminantes e Suinos, Seropédica; UFRRJ, 2018. 109 p. Tese (Medicina
Veterinaria) — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2018.

Tricomonose é causada por protozoarios pertencentes ao filo Parabasalia, que sdo encontrados
parasitando o trato digestorio e geniturinario de diferentes espécies animais, inclusive humanos.
Anteriormente esses parabasalideos ndo eram considerados responsaveis por infecgdes
emergentes por apresentar-se envolvidos ndo s6 em regides especificas de infec¢do, como
também hospedeiro-especifico. No entanto, vem sendo observada a presenca de um mesmo
protozoario com uma grande diversidade de hospedeiros, sendo estes atribuidos a diferentes
distdrbios clinicos. Em suinos, esses flagelados sdo descritos no trato intestinal, e estdo
associados a quadro de diarreia; na cavidade nasal, estd associado a rinite atrofica, além de
outros disturbios respiratérios. No entanto, pouco se sabe a respeito das possiveis espécies de
parabasalideos envolvidas no parasitismo nos pequenos ruminantes. O objetivo desse estudo foi
diagnosticar as espécies de parabasalideos encontradas no trato gastrointestinal de caprinos,
ovinos e suino. Para tal, este estudo foi dividido em partes. Na primeira foi feito a triagem das
amostras fecais, com avaliacdo de frequéncia destes protozoarios, isolamento e cultivo, além da
caracterizagdo morfoldgica em nivel de filo e identificagdo molecular dos isolados. A segunda
e terceira partes consistiram na tipificacdo do comportamento de Tetratrichomonas sp isolados
de amostras fecais de pequenos ruminantes em meio de cultivo e a caracterizacdo morfolégica
dessa espécie, respectivamente. A frequéncia de parabasalideos encontrada foi de 42,85 % em
caprinos (6/14), 68% em ovinos (30/44) e 71,25% em suinos (57/80). O meio de cutivo CHD
foi o melhor entre os testados para o isolamento desses flagelados; todos os isolados
apresentaram caracteristicas morfolégicas compativeis com o filo Parabasalia. O
sequenciamento revelou que todos os isolados de pequenos ruminantes detinham 100% de
similaridades com Tetratrichomonas sp isolados de prepucio de touro. Em suinos, além de
diagnosticadas diferentes espécie do género Tetratrichomonas, ainda foi isolado
Pentatrichomonas hominis. Estes flagelados estdo envolvidos em diversos distarbios clinicos
em diferentes hospedeiros, e 0 papel destes animais como reservatorios de parabasalideos
devem ser cautelosamente considerados. Este estudo foi o primeiro a relatar a ocorréncia de
Tetratrichomonas sp em pequenos ruminantes, e realizar a cinética de crescimentos destes
espécimes em meio de cultivo.

Palavras chave: tricomonose, Pentatrichomonas hominis, Tetratrichomonas, Cultivo in vitro,
morfologia.



ABSTRAT

CARREIRO, Caroline Cunha, Isolation of Parabasalids in Fecal Samples: Small Ruminants
and Pigs, Seropédica; UFRRJ, 2018. 109 p. Tese (Medicina Veterinaria) — Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2018.

Trichomoniasis is caused by protozoa belonging to the phylum Parabasalia, which are found
parasitizing the digestive tract and genitourinary tract of different animal species, including
humans. Previously, these parabasalids were not considered to be responsible for emerging
infections because they were involved not only in specific infection regions, but also in host-
specific regions. However, the presence of a same protozoan with a great diversity of hosts has
been observed, being these attributed to different clinical disorders. In swine, these flagellates
are described in the intestinal tract, and are associated with diarrhea; in the nasal cavity, is
associated with atrophic rhinitis, in addition to other respiratory disorders. However, little is
known about the possible parabasalid species involved in parasitism in small ruminants. The
objective of this study was to diagnose the parabasalid species found in the gastrointestinal tract
of goats, sheep and swine. For this, this study was divided into parts. In the first one the fecal
samples were screened, with frequency evaluation of these protozoa, isolation and cultivation,
besides the morphological characterization at phylum level and molecular identification of the
isolates. The second and third parts consisted in typing the behavior of Tetratrichomonas sp
isolated from fecal samples of small ruminants in culture medium and the morphological
characterization of this species, respectively. The frequency of parabasalids was 42.85% in
goats (6/14), 68% in sheep (30/44) and 71.25% in pigs (57/80). The CHD assay medium was
the best among the tested for the isolation of these flagellates; all isolates showed
morphological characteristics compatible with the Parabasalia phylum. Sequencing revealed
that all isolates of small ruminants had 100% similarities with Tetratrichomonas sp isolated
from bull prepuce. In pigs, in addition to diagnosed different species of the genus
Tetratrichomonas, Pentatrichomonas hominis was still isolated. These flagellates are involved
in several clinical disorders in different hosts, and the role of these animals as parabasalid
reservoirs should be carefully considered. This study was the first to report the occurrence of
Tetratrichomonas sp in small ruminants, and to perform the kinetics of growth of these
specimens in culture medium.

Key words: Trichomoniasis, Pentatrichomonas hominis, Tetratrichomonas, In vitro culture,
morphology.
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1 INTRODUCAO

O filo Parabasalia é formado por protozoarios flagelados amitocondriais, sendo a
maioria destes pertencentes as classes Trichomonadea (incluindo Trichomonas,
Tetratrichomonas, Pentatrichomonas entre outros) e  Tritrichomonadea (incluindo
0s géneros Tritrichomonas e Dientamoeba). Estes parabasalideos sdo amplamente conhecidos
como tricomonas (CEPICKA et al. 2010) e s&o caracterizados pela presenca de um
citoesqueleto bem desenvolvido, consistindo de trés a cinco flagelos anteriores, um flagelo
recorrente que percorre toda a extensdo do corpo formando ondas (membrana ondulante) e se
projeta na porcao final do corpo, dando origem ao flagelo posterior (BRUGEROLLE & LEE,
2001).

Diversos destes microrganismos sao frequentemente encontrados no sistema
gastrointestinal ou reprodutivo de seres humanos e de animais. Apesar de alguns possuirem
baixa patogenicidade, algumas espécies sdo agentes etiologicos de patologias de grande
importancia médica e veterinaria, como: Trichomonas vaginalis, que em humamos €
responsavel pela doenca sexualmente transmissivel ndo viral mais frequente no mundo;
Tritrichomonas foetus (RIEDMULLER, 1928) espécie de maior importancia veterinaria, por
causar problemas reprodutivos em bovinos, levando a grandes perdas econémicas na pecuaria.
E atualmente, assim como a espécie Pentatrichomonas hominis, estd em evidéncia por ser
atribuida a diarreia crénica em animais de companhia. Além destas, Tetratrichomonas
gallinarum e Trichomonas gallinae sdo espécies ndo menos importantes, que acometem
diferentes espécies de aves, e causam lesdes severas que frequentemente sdo fatais.

Em suinos, T. foetus (= T. suis) é descrito no trato intestinal, podendo levar a quadros de
diarreias (quando ocorre invasdo da mucosa intestinal), e na cavidade nasal, sendo associados
a rinite atrofica e a outros distdrbios respiratorios, dentre eles bronquite e pneumonia. As
enterites descritas na suinocultura, ndo respondem a antibioticoterapia convencional e sao
responsaveis por grandes perdas econdmicas, sobretudo quando acometem os leitdes, ndo s
pela alta mortalidade, como também pela diminuicdo do ganho de peso e pelo alto custo para
seu controle. Recentemente, outros flagelados foram descritos parasitando o trato
gastrointestinal de suinos, alguns também foram atribuidos a distarbios clinicos, como
P. hominis e Dientamoeba fragilis, e outros em que a patogenicidade em suinos ainda é
desconhecida (Tetratrichomonas buttreyi, Hypotrichomonas acosta e Trichomitus batrachorum
e Tritrichomonas rotunda). No entanto, no Brasil ndo ha relatos sobre a frequéncia destes
flagelados em suinos, tdo pouco sobre a patogenicidade das cepas isoladas.

Em pequenos ruminantes a literatura disponivel sobre 0 assunto é muito escassa. Em um
estudo recente, realizado na China, Li et al. (2018) fez um levantamento sobre a frequencia de
P. hominis em pequenos ruminantes e constatou infecgdo em duas cabras, mas em nenhuma
ovelha. Antes dessa, ndo havia nenhum outro relato sobre a existéncia destes protozoarios no
trato intestinal de caprinos. Em ovinos, o relato mais recente foi feito por Andersen et al. (1962),
no qual h& a descrigdo morfoldgica de cepas de Trichomonas ovis, isolado anos antes do trato
intestinal de ovinos. Além deste, existe apenas mais um relato de parabasalideos em ovinos,
Ditrichomonas ovis (ROBERTON, 1932).

Perante a falta de estudos sobre o assunto, a identificacdo desses flagelados é crucial


http://taxonomicon.taxonomy.nl/Reference.aspx?id=1083
http://taxonomicon.taxonomy.nl/Reference.aspx?id=1083

para o correto diagnostico; sobretudo pela possibilidade desses animais albergarem cepas
patogénicas, que ja sdo descritas em uma variedade de espécies hospedeiras causando disturbios
clinicos, sobretudo em humanos. Deste modo, estes mamiferos podem ter sua salde
comprometida, ou mesmo serem portadores, responsaveis pela disseminacdo destes
microorganismos.

Contudo, o objetivo deste trabalho foi relatar a frequéncia destes flagelados nestas
espeécies de animais domesticos (caprinos, ovinos e suinos); isolar e identificar quais as espécies
de parabasalideos envolvidos no parasitismo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da Agropecudria no Brasil

O agronegocio tem grande importancia para a economia nacional, pois € um dos
responsaveis pelo desenvolvimento econémico e social de muitos municipios brasileiros,
gerando emprego no campo, na industria, no comércio e nos servigos (RODRIGUES et al.,
2009). A agropecuaria brasileira participou em 2017 com 5,7% do produto interno bruto (PIB)
do Pais, movimentou em apenas um trimestre (julho-agosto-setembro) cerca de R$ 70,29
bilhGes, contudo apresentou um crescimento acumulado no ano de 14,5% (IBGE, 2017).

Dentre as diferentes cadeias produtivas integrantes do sistema agroindustrial brasileiro,
a de suinos vem se destacando, com um efetivo de 39,95 milhdes de cabegas em 2016, um
aumento de 0,4% em relacdo a 2015 (IBGE, 2016). Ocupa uma posic¢do de destaque no ranking
mundial, como o quarto maior produtor e exportador de carne suina do mundo (ABPA, 2017).
A Regido Sul abriga 49,9% do plantel, seguido pelas Regifes Sudeste com 16,9%, Centro-Oeste
com 14,9%, Nordeste com 14,6% e Norte com 3,6%.

A producdo de pequenos ruminantes ndo possui tanta relevancia para a economia
nacional, mas € uma atividade produtiva, desenvolvida em quase todo o Brasil, e apresenta
grande importancia econémica e social, sobretudo para o semiarido nordestino, sendo a
principal fonte de proteina para a populagdo de baixa renda (AHID et al., 2008). Dados do IBGE
(2016) apontam um rebanho efetivo de 9,78 milhdes de caprinos e 18,43 milhdes de ovinos,
apesar da pequena producdo comparada a de bovinos, com 218,23 milhdes de cabecas (IBGE,
2016); o mercado mundial esta em constante ascensdo, sendo o Brasil o pais com maior
potencial de crescimento (ASSCO, 2014).

A maior parte do rebanho de caprinos do pais estd concentrado na Regido Nordeste
(93%), principalmente na Bahia e em Pernambuco, que juntos detém mais de 50% do efetivo
nacional. A exploracdo é destinada a producdo principalmente de leite, que contém 20% mais
calcio e até 30% menos colesterol quando comparado ao leite bovino. No entanto, a carne €
uma étima opcao nutritiva devido aos baixos teores de colesterol, calorias e gorduras, sobretudo
a de animais jovens, que possui menor teor de agucar e teores semelhantes de proteinas e
vitaminas, além de seu sabor caracteristico, maciez e suculéncia. O couro € de alta qualidade,
sendo utilizado como matéria prima para a inddstria de cal¢ados e vestuario (MADRUGA et
al., 2002; VILLARROEL et al., 2004).

A Regido Nordeste concentrou 63,0% do rebanho nacional de ovinos, seguida pela
Regido Sul (23,9%). Esta espécie animal é destinada a producao de 13, sobretudo no Rio Grande
do Sul, que detém 98% da producdo nacional. E a producédo de carne, que esta concentrada na
regido Nordeste do pais. Assim como a carne de caprino, esta tem alto valor nutritivo, com
maior digestibilidade que a de bovino, além disso, a maior parte das gorduras da carne de ovinos
é do tipo mono ou poli-insaturada, que reduzem o LDL, popularmente conhecido como
colesterol ruim. Inclusive, a quantidade de gordura saturada, responsavel pelo aumento do mau
colesterol, é mais baixa na carne de cordeiro do que na bovina (ASSCO, 2014). Contudo, a
demanda pela carne é bem maior que a producgéo nacional, e portanto, a maior parte da carne
consumida no pais é importada do Uruguai (IBGE, 2016).



Apesar de 0 consumo da carne ovina e caprina ainda ser baixo, comparado ao de outras
espécies como bovina, suina e aves, 0os grandes centros tém aumentado o consumo destas,
principalmente na Regido Sudeste, onde a populac¢do tem maior poder aquisitivo e busca cada
vez mais a introducdo de alimentos mais saudaveis as dietas. Contudo, as perspectivas de
comercializacdo sao promissoras (GONSALVES et al., 2012),

Um dos maiores entraves na producdo de caprinos, ovinos e suinos sao os problemas de
ordem sanitaria, pois 0s sistemas de criacdo mais utilizados no pais envolvem o confinamento
desses animais, 0 que aumenta 0 contato entre 0s animais, aumenta a exposi¢do desses aos
dejetos, dificulta a sanitizacdo do ambiente, aumentando assim a incidéncia de doencas,
sobretudo as parasitarias. Este fato, as vezes, chega a inviabilizar a producéo, ndo so6 pelo indice
de mortalidade dos animais, sobretudo os mais jovens, mas também pelas consequéncias
negativas no desenvolvimento dos animais, no decréscimo da taxa de ganho de peso e na
conversao alimentar, além dos excessivos gastos com medicamentos para prevencédo e controle
(MORES et al., 1991; UNIGWE et al., 2017).

Conhecer as principais espécies que estdo envolvidas no parasitismo, bem como a
prevaléncia destas nessas populacGes animais € fundamental para que haja um sucesso nas
medidas de controle e profilaxia.

2.2 Parabasalideos

O Filo Parabasalia representa um grupo relativamente grande de flagelados, com 450
espécies descritas (ADL et al., 2007). Algumas destas sdo responsaveis por causar a
tricomonose em diversas espécies animais (MOODLEY et al., 2002; LUN et al., 2005;
RODNING et al., 2008; MELONI et al., 2011). Recentemente, estudos ultraestruturais e
filogenéticos realizados em nivel molecular permitiram uma nova organizacao taxondémica para
este filo. De acordo com seis principais linhagens, os parabasalideos foram organizados nas
seguintes classes: Hypotrichomonadea, Cristamonadea, Trichonymphea, Spirotrichonymphea,
Trichomonadea e Tritrichomonadea (CEPICKA et al., 2010). Nas duas ultimas classes estdo 0s
protozoarios de maior importdncia em salde publica, agrupados dentro das ordens
Trichomonadida e Tritrichomonadida, respectivamente. Dados estes apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. Organizacdo taxondmica para 0s principais parabasalideos de importancia em
salde publica, exemplificando os principais géneros (CEPICKA et al. 2010).

Filo Parabasalia

Classe 1 Trichomonadea
Ordeml Trichomonadida
Familia 1Trichomonadidae
Género Trichomonas, Pentatrichomonas, Tetratrichomonas
Classe 2 Tritrichomonadea
Ordem 1Tritrichomonadida
Familia 1Tritrichomonadidae
Género Tritrichomonas,
Familia 2 Dientamoebidae
Género Dientamoeba




Estes protozoarios sdo eucariontes, unicelulares e reproduzem-se por divisdo binaria,
através de mitose do tipo fechada com fuso extranuclear. Sdo caracterizados pela presenca de
até seis flagelos, um aparato parabasal - complexo de Golgi com filamentos parabasais
associados (HONIGBERG, 1990) e do complexo pelta-axostilo, que é formado por um sistema
de microttbulos (BENCHIMOL et al., 1993). Entretanto, a principal caracteristica desses
parabasalideos é a presenca de hidrogenossomos, local de formacdo de moléculas de
hidrogénio, de fundamental importancia, uma vez que esses flagelados néo tém mitocondrias
nem peroxissomos (LINDMARK & MULLER, 1973). As principais estruturas e organelas
celulares estéo representadas na figura 1.
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Figura 1. Esquema geral das familias Tritrichomonadidae e Trichomonadidea, representadas por
Tritrichomonas foetus (A) e Pentatrichomonas hominis (B), respectivamente, destacando as
principais organelas e estruturas celulares. FA, flagelos anteriores; RF, flagelo recorrente;
Mo/UM, membrana ondulante; Pe, pelta; Ax, axostilo; Co, costa; Ve, vesiculas endociticas; Nu,
nucleo; Cp, corpo parabasal; FP, flagelo posterior. Barra de escala = 5 um. Fonte: adaptado de
Dos Santos (2015).

A costa é uma estrutura do citoesqueleto que pode auxiliar na distingdo das familias mais
importantes. Devido as diferencas no padrdo periodico de estriagdo de sua estrutura é
classificada em tipo A e B (HONIGBERG et al., 1971), e segundo a nova classificagéo proposta
por Cepicka et al. (2010) a familia Trichomonadidae possui a costa do tipo B. Enquanto a
familia Tritrichomonadidae, possui a costa do tipo A e a familia Dientamoebidae ndo apresenta
costa. O padrdo de estriacdo da costa do tipo A, é em bandas paralelas, alternando bandas
eletrodensas (com cerca de 37 nm de largura) com bandas mais claras (com largura aproximada
de 49 nm). O padrao de costa do tipo B apresenta estriagdes semelhantes a “espinha de peixe”
com periodicidade de cerca de 42 nm (MIDLEJ, 2010).

Esses protozoarios séo parasitos extracelulares e durante as fases inicias de cultivo sdo



piriformes, com locomocao rapida e direcional. Quando se altera as caracteristicas fisico-
quimicas do meio, algumas espécies sdo capazes de ativar seu mecanismo de defesa
(resisténcia), saem da forma vegetativa (trofozoita) e assumem o formato arredondado, com 0s
flagelos internalizados, formacao de pseudocisto, transformacao morfologica do protozoario em
uma forma compacta, sem motilidade, sem uma parede de cisto verdadeiro. Benchimol (2004),
em seu estudo com culturas puras de T. foetus, revelou que a formacéao de pseudocisto pode ser
rapida, efetuada por determinados regimes de refrigeracdo e aquecimento e que os pseudocistos
podem reverter para a sua forma trofozoita sobre reaquecimento.

2.3 Morfologia
2.3.1 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica desses protozoarios apresenta trés regides fisiologicamente
distintas: a membrana que recobre o corpo do parasito, a membrana ondulante e os flagelos.
Benchimol et al. (1992) observaram, através da técnica de criofraturas, que a regido da
membrana que recobre o corpo do parasito apresenta um glicocalice bastante desenvolvido, com
aspecto ondulado, e possui uma maior densidade de particulas intramembranosas comparada a
membrana que reveste os flagelos. Estas particulas sdo proteinas integrais, as quais teriam a
funcdo de conectar o citoesqueleto com o axonema. Nos flagelos anteriores essas particulas
intramembranosas poderiam ter funcGes sensoriais (BENCHIMOL et al., 1992).

Na membrana ondulante encontra-se concentrada uma extensa trama de filamentos
estaveis do citoesqueleto (GERMOT et al., 1996); esta membrana liga o flagelo recorrente ao
corpo do parasito.

A superficie celular € a membrana plasmatica da célula associada ao seu glicocalice. Ela
tem sido apresentada como um mosaico composto de adesinas, receptores de proteinas da matriz
extracelular e outras moléculas, que exercem uma fungdo importante na interacdo parasita-
hospedeiro e influenciam na patogénese da doenca. Estudos que enfocam a interacdo do
protozoario com a célula hospedeira mostram que os parasitas podem exercer seus efeitos
citotoxicos através do contato fisico estabelecido entre as duas superficies, por toxinas lancadas
dos parasitas no meio de interag&o, ou por associacdo de ambos os mecanismos (LOPEZ et al.,
2000; DE CARLI et al., 2004).

2.3.2 Citoesqueleto

Estes parabasalideos apresentam um citoesqueleto bem desenvolvido, formado
principalmente pelo complexo pelta-axdstilo, a costa (exceto nos flagelados que nao possuem
a membrana ondulante), os filamentos parabasais, 0s corplsculos basais e numerosos
microfilamentos, que tém suas funcdes desconhecidas (BENCHIMOL et al., 2000).

O complexo pelta-axdéstilo possui uma participagcdo importante no processo de divisao
celular, promovendo a constricdo do nucleo na etapa de cariocinese (RIBEIRO et al., 2000). O
axostilo é uma estrutura axial, formada por microtubulos, que consiste em uma fita disposta
longitudinalmente desde a porcao anterior até o final da porcéo posterior da célula, onde esta
estrutura empurra a membrana plasmatica (BENCHIMOL et al., 2000). A pelta é formada por
microtubulos e esté localizada na porcao anterior da célula. Esta estrutura parece desempenhar
0 papel de sustentacdo da parede do canal periflagelar, do qual os flagelos emergem.

O sistema pelta-axostilar encontra-se associado com outras estruturas celulares como o
reticulo endoplasmatico, granulos de glicogénio, hidrogenossomos e o nucleo. O reticulo
endoplasmatico rugoso deve fornecer Ca?* aos microtdbulos do axostilo como em outros
sistemas celulares. Os hidrogenossomos provavelmente fornecem adenosina trifosfato (ATP),



como ocorre com microtubulos e mitocéndrias (BENCHIMOL et al., 2000).

A costa € uma larga fibra estriada, presente em todos os trichomonadideos e
tritrichomonadideos, que esta sempre associada a membrana ondulante e ao flagelo recorrente.
Sendo uma estrutura de sustentacdo da membrana ondulante. Assim como as fibras parabasais,
a costa € cilindrica e formada por proteinas que apresentam uma periodicidade com bandas
claras e escuras. Contudo a costa € maior e mais larga do que as fibras parabasais
(BENCHIMOL, 2004).

Os filamentos parabasais estdo presentes em todos os parabasalideos e sdo encontrados
préximos ao complexo de Golgi. A associacdo destes filamentos com o complexo de Golgi
forma o aparelho parabasal (HONIGBERG, 1990). Benchimol et al. (2001) sugeriram que esses
filamentos tém um papel funcional na migracao do Golgi, junto com os corpusculos basais e 0s
flagelos, durante a mitose.

Os corpusculos basais sdo estruturas das quais se originam os flagelos e estdo
localizados na regido anterior da célula. Essas estruturas encontram-se associadas a filamentos
gue podem ser contrateis, como as fibras de centrina ou ndo contratil como é o caso da costa
(HONIGBERG et al., 1971; VISCOGLIOSI, 1994).

Os flagelos, tanto os anteriores como o recorrente, tém origem nos corpusculos basais,
localizados na regido anterior da célula (HONIGBERG et al., 1971). O flagelo recorrente se
mantém ao longo da superficie da célula, formando a membrana ondulante. Através de video
microscopia, Monteiro-Leal et al. (1996) demonstraram que todos os flagelos participam do
movimento da célula, e que a batida dos flagelos anteriores € um tipo ciliar, exibindo tracos
eficazes e de recuperacgdo, ao passo que o flagelo recorrente bate em uma forma tipica de onda
flagelar. Isto faz com que o corpo do parasito gire em torno do seu préprio eixo e produza uma
rotacéo.

O namero de flagelos varia dentre as diferentes espécies. Tritrichomonas foetus, por
exemplo, possui trés flagelos anteriores e um recorrente, enquanto T. vaginalis apresenta quatro
anteriores e um recorrente. Porém pode haver uma variacdo do nimero de flagelos dentre
individuos de uma mesma espécie. Flick (1954) descreveu que 80% dos trofozoitas de
P. hominis apresentaram cinco flagelos anteriores, enquanto 15% tiveram quatro flagelos
anteriores e 5% apenas trés flagelos. Esta variacéo foi atribuida a fatores como a idade da cultura
e a presenca de bactérias.

Os flagelos sdo importantes na interacdo do parasita com a célula hospedeira, ja que a
citoadesdo do protozoério as células se da inicialmente com seu flagelo anterior e recorrente e,
mais tarde, com o corpo celular (SILVA FILHO; DE SOUZA, 1988).

2.3.3 Vacuolos e lisossomos

O citoplasma desses protozodarios possui varias vesiculas de tamanhos distintos, como
os lisossomos, endossomos e vacuolos, que compdem o sistema endocitico da célula. Esses
organismos possuem uma alta atividade endocitica (pinocitose e/ou fagocitose), responsavel
pela aquisicdo de substancias necessarias para seu crescimento e manutencdo. In vivo eles
endocitam substancias secretadas pelo hospedeiro (BENCHIMOL et al., 1990). In vitro, a
fagocitose tem sido estudada através da interacdo destes parasitos com outras células como
espermatozoides, hemécias e células bacterianas (TASCA & DE CARLI, 2001; DE CARLI et
al., 2004; BENCHIMOL et al., 2008). Nestes estudos o parasita foi capaz de estabelecer a
adesdo com estas celulas e posteriormente internaliza-las.

Os lisossomos sdo organelas envoltas por membrana Unica e estdo presentes como
grandes compartimentos citoplasmaticos. Apesar de ndo existir uma regido preferencial para a
ocorréncia da endocitose, os lisossomos e fagolisossomos encontram-se localizados
predominantemente na regido posterior da célula. J& os vaclolos movimentam-se e sao
encontrados principalmente na regido perinuclear, embora se possa encontra-los em todo o



citoplasma (AFFONSO et al., 1997).

2.3.4 Hidrogenossomos
O hidrogenossomo é uma organela esférica ou levemente alongada, envolvida no
metabolismo de energia, tipico de eucariotos de vida anaerdbica ou que vivem em ambiente
com baixa tensdo de oxigénio e que carecem de mitocondrias. Esta organela citoplasmética esta
presente em varias espéecies de parabasalideos e outros protistas como ciliados de vida livre,
ciliados presentes no rimen e em alguns fungos (BENCHIMOL; ENGELKE, 2003).
Os hidrogenossomos apresentam-se em grande namero no citoplasma celular e
geralmente estdo associados a granulos de glicogénio e a estruturas do citoesqueleto, como o
axostilo e a costa. Possuem dupla membrana e uma vesicula periférica, que é independente da
dupla membrana e da matriz, formando um compartimento distinto. A associacdo dos
hidrogenossomos com o reticulo endoplasmaético foi descrita, e poderia ser um indicio de
fornecimento de lipidios para o crescimento dos hidrogenossomos (BENCHIMOL et al.,
1996; 2000; 2008). A proximidade dos hidrogenossomos com outras estruturas celulares deve
estar relacionada ao fornecimento de ATP, tal como ocorre com a associacao ja descrita entre
mitocdndrias e microtubulos em células de eucariotos superiores (HEGGENESS et al., 1978).
Em condi¢6es anaerobicas, o hidrogenossomo produz dioxido de carbono (CO2), hidrogénio
molecular (H2) e acetato pela oxidacao do piruvato. Este processo é acompanhado
pela producdo de ATP (MULLER, 1993; BENCHIMOL; ENGELKE, 2003).

2.3.5 Reticulo endoplasmaético

O reticulo endoplasmatico desses parabasalideos é normalmente visualizado ao redor do
nacleo formando a membrana externa do envoltério nuclear. Mas também pode ser encontrada
préxima aos hidrogenossomos e ao axéstilo (BENCHIMOL et al., 2000). Os ribossomos podem
ser visualizados aderidos a membrana do reticulo endoplasmético, formando o reticulo
endoplasmatico rugoso, ou livres no citoplasma (BENCHIMOL et al., 2001). Evidéncias tém
demonstrado a participacdo do reticulo endoplasméatico em processos de autofagia e sequestro
de célcio (DE SOUZA; BENCHIMOL, 1988).

2.3.6 Complexo de Golgi

Nesses protozoarios os filamentos parabasais encontram-se associados ao complexo de
golgi formando o aparelho parabasal, que estdo localizados dorsalmente e a direita do nlcleo.
Conexoes filamentosas foram observadas interligando a cisterna cis com os filamentos
parabasais, sugerindo que este sistema possa proporcionar uma sustentacdo as cisternas do
Complexo de Golgi (HONINGBERG, 1990; BENCHIMOL et al., 2001). Diferente dos outros
parasitas protistas, esses parabasilideos tém um complexo de Golgi muito desenvolvido.

O complexo de Golgi participa da regulacdo de varias funcdes nas células, contudo,
pouco se sabe sobre sua importancia nesses flagelados. Benchimol et al. (2001), em seu estudo,
sugerem que uma funcdo do Complexo de Golgi em T. foetus pode ser a glicosilagédo, como
ocorre em outras células eucariotas. Além disso, métodos bioquimicos revelaram a presenca de
uma bomba Ca**—~APTase nas cisternas do complexo de golgi, o que ressaltou seu importante
papel no acimulo de calcio, sendo o principal sitio com esta funcdo nestes organismos
(ALMEIDA et al., 2003).

2.3.7 Nucleo

Quando ndo estdo em processo de divisdo, esses protozoarios apresentam um Unico
nacleo localizado preferencialmente na regido anterior da célula. O envoltério nuclear é
formado por duas membranas (BENCHIMOL et al., 1982). A matriz nuclear possui



filamentos organizados diferentes dos filamentos presentes em outros organismos, onde a regido
abaixo do envoltério nuclear apresenta uma malha mais frouxa que a regido central. O
envoltdrio nuclear se apresenta como em eucariotos superiores. A por¢do mais externa estd em
continuacdo com o reticulo enquanto a membrana interna se encontra voltada para a matriz
nuclear. Inimeros complexos de poros tipicos estdo distribuidos ao longo do envoltério
(BENCHIMOL et al., 1982; BENCHIMOL, 2004).

Estes protozoarios apresentam um tipo diferente de divisao, chamada de mitose fechada,
que € caracterizada por ndo apresentar fragmentacdo do envoltorio nuclear e pela presenca de
um fuso extranuclear, que aparentemente, ndo estabelece contato direto com 0s cromossomos.
Durante o processo, 0 envelope nuclear mantém-se, e 0 nlcleo assume diferentes tamanhos e
formas: oval na interfase; lobulado ou céncavo na profase; na transicdo metafase-anafase o
nucleo sofre uma constricdo promovida pelo axostilo duplicado passando a exibir uma forma
em “S”; alongado na transi¢do da anafase para tel6fase e, finalmente, separado em dois ndcleos.
O nucleolo, Unica estrutura proeminente e esferoidal do nucleo, mantém-se durante a mitose
(BENCHIMOL et al., 2000; RIBEIRO et al., 2002).

2.4 Breve Historico Sobre Patogenia

Algumas espécies de parabasalideos tém sido isoladas a partir de amostras ambientais e
podem representar espécies de vida livre. No entanto, a maioria das espécies forma interacdes
simbidticas ou parasitarias com varios hospedeiros animais. Habitam a cavidade oral, digestéria
e urogenital de hospedeiros invertebrados e vertebrados. Alguns desses flagelados séo
patogénicos tanto para 0s animais quanto para humanos.

Trichomonas vaginalis € um dos protozoarios mais conhecidos, por causar problemas
no trato genito-urinério de humanos, sendo considerada a doenca ndo virética mais frequente
no mundo (GERBASE et al., 1998). Atualmente, a tricomonose humana ganhou maior
importancia pela Organiza¢do Mundial de Salde ao ser considerada de alto risco, uma vez que
0 parasito poderia ser vetor de alguns virus, como o HIV (COHEN et al., 1999; MOODLEY et
al., 2002). Além disso, tém sido relatadas associacfes entre a presenca dessa espécie e uma
maior incidéncia ao cancer do colo uterino e a presenca de HPV (KHARSANY et al., 1993;
ZHANG; BEGG, 1994), aumentando ainda mais sua importancia.

Os sinais clinicos da tricomonose genital sdo mais evidentes no sexo feminino, podendo
variar desde o quadro assintomatico a vaginite e baixa fertilidade. A grande variagdo de sinais
e sintomas ocorre devido ao tipo de cepa isolada. Em geral, as mulheres com infec¢Bes agudas
normalmente apresentam erosdo cervical, petéquias na mucosa vaginal e descarga
mucopurulenta. No entanto, as portadoras de cepas mais virulentas apresentam corrimento
vaginal agudo, de cor amarelo-esverdeado, geralmente acompanhado de dor prurido, irritacéo,
inflamacéo e descamacdo do epitélio vaginal (REIN, 1990). Em casos graves, a vulva se torna
congesta, aumenta a vascularizacdo, ocorre hiperplasia do epitélio cervical e podem aparecer
até complicacdes nas glandulas de Bartholin. A vagina torna-se avermelhada, conhecida como
Colpitis macularis ou cérvice em morango (HEINE; MCGREGOR, 1993). Durante a
menstruacdo e na gravidez, esses sintomas tornam-se ainda mais fortes pela presenca de ferro e
por flutuagdes hormonais (RYU et al., 2001). As gestantes estdo mais predispostas a ruptura
prematura da placenta, parto prematuro e ao nascimento de bebés de baixo peso. A infertilidade
também pode ser relacionada a tricomonose (GRODSTEIN et al., 1993).

Embora sejam considerados portadores assintomaticos, os homens podem apresentar
infeccdo urogenital periodica, com uretrite purulenta e até prostatite, infertilidade e uretrite ndo-
gonocécica (LOPEZ et al., 2000). Existem fortes indicios de que o alto teor de zinco (Zn*?)
encontrado no fluido espermatico iniba a proliferacdo do parasito, criando um ambiente



hostil (KHAW & PANOSIAN, 1995). Este parece ser um dos fatores responsaveis pela curta
duracdo da infeccdo nos homens.

Qutras trés espécies também sdo consideradas parasitas de humanos: Trichomonas
tenax, Pentatrichomonas hominis e Dientamoeba fragilis (MARITZ et al., 2014), sendo que
apenas T. vaginalis e T. tenax sdo considerados humano-especificos. Trichomonas tenax é
considerado um comensal da boca humana e é encontrado em pacientes com ma higiene oral
(DUBOUCHER et al. 1995), mas pouco se sabe a seu respeito. Pentatrichomonas hominis e
D. fragilis s&o encontradas no trato gastrintestinal, e podem causar sintomas gastrintestinais,
tais como dor abdominal e diarreia (WANG et al., 2006; BARRATT et al., 2011); eles também
sdo considerados como potenciais agentes etioldgico causadores da sindrome do intestino
irritavel (S11) (STARK et al., 2010; MELONI et al., 2011).

Stark et al. (2010) destacaram o potencial patogénico de D. fragilis; 89% dos pacientes
infectados apresentaram sintomas gastrintestinais, incluindo diarreia, fezes moles e dor
abdominal, com duracdo meédia de 3-7 dias, porém em infeccBes cronicas os sintomas
persistiram durante mais de duas semanas. Dientamoeba fragilis é considerada uma causa de
doenca gastrintestinal negligenciada por ser o protozoario mais comumente detectado e bem
mais prevalente do que Giardia intestinalis (=G. Duodenalis) (CROTTI et al., 2005;
SCHUSTER; JACKSON, 2008; STARK et al. 2010)

Pentatrichomonas hominis é encontrado na porcéo distal do intestino delgado e no
intestino grosso de humanos e de outros primatas, assim como em caes e gatos. Embora sua
patogenicidade seja discutida, sabe-se que este flagelado é o causador da tricomonose digestiva
e é frequentemente identificado nas fezes diarreicas (CHUNGE et al., 1992; LEVY et al., 2003;
LI, W-C et al., 2014). Sua prevaléncia em seres humanos é bem elevada, podendo chegar a 40%
em paises tropicais e subtropicais (SAKSIRISAMPANT et al., 2003). Geralmente, 0 aumento
da prevaléncia do protozoario esta diretamente associado a condi¢fes socioeconbémicas
precarias. E em virtude da principal via de transmisséo ser fecal-oral e da imaturidade do sistema
imunoldgico, as infec¢bes sdo mais comuns e nocivas em criangas do que em adultos. Casos de
diarreia grave associada a P. hominis foram relatados em criancgas de até cinco anos de idade
(YANG et al., 1990, CHUNGE et al., 1992); em recém-nascidos a infeccdo prolongada deste
Trichomonas é um sério problema de salde, em funcdo da diarreia aquosa (MANCILLA-
RAMIREZ; GONZALEZ-YUNES, 1989). Pentatrichomonas hominis também pode causar
doenca severa em pessoas com resposta imunitaria diminuida. Além disso, casos de infec¢des
mistas com P. hominis e outros protozoarios, tais como Entamoeba histolytica e G. intestinalis,
ou com bactérias, tais como Campylobacter e Shigella também foram descritos por Reinthalter
et al. (1988) e Chunge et al. (1992).

Inicialmente se acreditava que as espécies isoladas em um determinado hospedeiro eram
préprias deste, e especificas de determinadas regiGes do corpo. Por exemplo, T. tenax
considerada espécie-especifico de boca de humanos. Este fato permitiu que a identificacdo e
diferenciacdo destes flagelados fosse por muito tempo baseada na caracteristica morfologica.
Deste modo, o género era determinado pelo nimero de flagelos anteriores, Tritrichomonas,
Tetratrichomonas ou Trichomonas, e Pentatrichomonas e a espécie era determinada a partir da
procedéncia, de onde o protozoario houvesse sido isolado, P. hominis (humanos), T. ovis
(ovinos), T. gallinae (galinhas) e assim por diante. Entretanto, com o uso da biologia molecular
¢ cada vez maior 0s questionamentos a respeito da real especificidade apresentada por algumas
espécies de parabasalideos, pois varios relatos clinicos tém demonstrado que estas espécies
podem ser encontradas em locais atipicos. Por exemplo, P. hominis foi encontrada em areas
além do trato gastrintestinal, sendo descrito em abscessos hepaticos (JACOBSEN et al., 1987;
HONIGBERG, 1990) e em amostras vaginais (CRUCITTI et al., 2004). Um caso fatal de
derrame pleural exsudativo foi visto em uma mulher com IUpus
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eritematoso sistémico, que albergava P. hominis, tanto no trato intestinal quanto na pleura
(JONGWUTIWES et al., 2000). Em 2013, P. hominis foi isolado de um homem de 68 anos que
apresentava febre, diarreia mucosa, tenesmo e artralgia; sua presenca foi atribuida a artrite
reumatica (COMPAORE et al., 2013). Trichomonas tenax foi identificado por microscopia e
métodos moleculares em extens@es do trato respiratdrio superior e inferior (LETERRIER et al.,
2012). Assim como, T. vaginalis, P. hominis e Tetratrichomonas sp (DUBOUCHER et al.,
2003; CARTER; WHITHAUS, 2008; MANTINI et al., 2009) também foram isoladas no trato
respiratorio. Esses achados sugerem que estas espécies sdo capazes de se adaptar e proliferar
fora de seus locais usuais no corpo. Além disso, P. hominis ja foi isolado de véarios outros
hospedeiro (DELGADO VISCOGLIOSI et al., 2000; LEVY etal., 2003; GOOKIN et al., 2007;
MOSTEGL et al., 2012; TOLBERT et al., 2012; GRELLET et al., 2013; LI, W-C et al.,

2014).

Dentre as espécies de parabasalideos de importancia veterinaria, T. foetus
(RIEDMULLER, 1928) é a mais conhecida por causar a tricomonose genital bovina, que
provoca graves prejuizos financeiros em varias regides do mundo, sobretudo onde o controle
sanitario € deficiente ou o sistema de producgdo é extensivo, com a pratica de monta natural
(ISLAM et al., 2017).

Em bovinos, T. foetus é sexualmente transmissivel, sendo caracterizado por infecgdo
crbnica do trato genital com inflamacéo e falhas reprodutivas. Parasita inicialmente a vagina,
causando vaginite, e entdo migra para o Utero e ovidutos. A infec¢do procede lentamente, sem
interferir na fertilizacdo ou no desenvolvimento fetal, mas a evolucdo pode afetar o feto em
desenvolvimento, o que resulta em abortamento e esterilidade (RODNING et al., 2008). O touro
¢ portador assintomatico e ndo exibe claramente a infeccdo, nem adquire naturalmente
imunidade contra a mesma, e assim passa a infectar vérias vacas. Com a idade, ha aumento da
profundidade das criptas prepuciais, o que favorece as condi¢des de anaerobiose, por isso 0s
touros mais velhos tém maiores riscos de adquirirem a doenga e mantém-se como portadores
permanentes (ISLAM et al., 2017). Os prejuizos econdémicos ocorrem em consequéncia de uma
baixa taxa de natalidade e do aumento do intervalo entre partos, que resultam na reducdo da
producdo de leite e carne, e no aumento dos gastos com medicamentos.

Outros parabasalideos estdo sendo descritos no trato genital de bovinos, como é o caso
de especies dos géneros Pentatrichomonas, Tetratrichomonas, Pseudotrichomonas,
Simplicimonas (HAYES et al., 2003; COBO et al., 2007; DUFERNEZ et al. 2007; HUBY -
CHILTON et al., 2009; FREY et al., 2017), microrganimos presumidamente de origem
intestinal e comumente encontrados em fezes diarréicas de bovinos e demais espécies
(CASTELLA et al.,, 1997; MELONI et al., 2011; LI, W-C et al.,, 2014). Sendo alguns
protozoarios isolados da genitalia de animais virgens (CAMPERO et al., 2003, COBO et al.,
2003), no entanto o potencial patogénico dessas espécies no trato reprodutivo de bovinos ainda
ndo é conhecido.

Assim como outros parabasalideos, T. foetus ja foi isolado em outros hospedeiros, como
suinos, equinos e cervideos (SKIRROW & BONDURANT, 1988), e mais recentemente foi
isolado de cées com diarreia (GOOKIN et al., 2005) e de gatos com colite e piometra (YAEGER,
GOOKIN, 2005; DAHLGREN et al., 2007). Desde entdo, T. foetus vem recebendo destaque na
clinica de animais de companhia como agente etioldgico causador da tricomoniase entérica
felina (LEVY et al., 2003). Clinicamente, a infeccdo manifesta-se como doenga do intestino
grosso com sinais clinicos que variam de assintomaticos a diarreia cronica intratavel, que pode
ser continua, ou pode apresentar picos em um determinado curso de tempo (GOOKIN et al.,
2001; FOSTER et al., 2004; HALE et al., 2009). Muitas vezes ha um aumento da frequéncia de
defecacdo, que estd associado com a flatuléncia e tenesmo, podendo ocorrer irritacdo anal
grave e incontinéncia fecal. Tricomoniase felina é geralmente

11



predominante nas populacdes jovens, densamente alojados. Em gatos experimentalmente
infectados, T. foetus € restrito ao ileo, ceco e célon. Gookin et al. (2001) observaram um
aumento da severidade da diarreia, assim como uma maior eliminacao dos trofozoitas nas fezes,
quando os gatos estavam com coinfeccdo com Cryptosporidium spp.

Tritrichomonas foetus e T. suis sdo espécies muito semelhantes fisiologicamente e
compartilham muitos antigenos comuns, o que vem causando discussdo quanto a identificacao
especifica entre essas espécies, sendo consideradas como uma mesma espécie, por muitos
(FELLEISEN, 1998; LUN et al., 2005; HAMPL et al., 2006). Todavia, a nomenclatura causa
enorme discussdo entre os pesquisadores. De acordo com as regras Internacionais de
Nomenclatura Zooldgica, e apoiado por muitos pesquisadores (HIBLER et al., 1960;
FELLEISEN, 1998; TACHEZY et al., 2002; LUN et al., 2005) T. suis foi o primeiro a ser
descrito e por isso tem prioridade sobre T. foetus. Baseado nas diferencas genéticas e do
hospedeiro foi proposto por Doi et al. (2013), que T. suis fosse dividido em dois gendtipos
“felino” e “bovino”, sendo que este infecta ambos hospedeiros: bovinos e suinos, causando
quadro de diarreia em suinos. No entanto, Walden et al. (2013) propés que o isolado de felinos
recebesse a nomenclatura de Tritrichomonas blagburni, e apoiaram sua proposta com base nos
resultados de estudos experimentais de infecgéo cruzada, nas diferencas de patogenicidade entre
os dois parasitas para seus respectivos hospedeiros, e nas diferencas no sequenciamento de
genes moleculares, entre os flagelados obtidos de gatos domésticos e de bovino.

Em 1938, foi evidenciado por Hegner e Alicata, que suinos jovens com historico de
disenteria, tiveram sinais clinicos visiveis de problemas respiratérios como espirros, epistaxe,
dispneia, tosse, além de deformacdo da maxila. Esse quadro, mais tarde foi relatado com
evolucdo agressiva, em que 0s animais apresentavam bronquite, pneumonia, encefalite,
hemoptise uni ou bilateral, com indices de mortalidade entre 20% a 30% (RUTTER, 1985;
SWITZER, 1951; SPLINDER et al. 1953), com comprovacéo do parasitismo por T. suis em 80
a 90% dos suinos que morreram com a doenca. Contudo, a presenca de T. suis na cavidade nasal
de suinos permitiu a associacdo dessa espécie a rinite atrofica (HEGNER, ALICATA, 1938;
SWITZER, 1951; SPLINDER et al. 1953; FITZGERALD et al., 1954; PINK,
YAROSEVICK, 1957;).

No trato intestinal de suinos, o parasitismo por parabasalideos foi relatado em 1960,
qguando Hibler et al. descreveram a presenca de trés espécies distintas: T. suis, que anteriormente
ja havia sido descrito na cavidade nasal; T. buttreyi, que é encontrado no ramen e ceco de
bovinos, e apesar de ter sido associado a diarreia em novilhas (CASTELLA et al., 1997), é
considerado ndo patogénico para bovinos (COBO et al., 2004), e Tritrichomonas rotunda, que
ndo é distinguivel do T. suis pela microscopia Optica, além de ndo existir uma sequéncia de
genes da espécie disponivel, tornando duvidosa a existéncia definitiva desta espécie (RIVERA
et al., 2008).

Tritrichomonas suis foi identificado em suinos que apresentavam enterite necrética e
relatado recentemente como agente etiologico invasor da lamina prépria da mucosa entérica,
com grande multiplicacdo dentro das criptas intestinais, fatores estes que seriam responsaveis
pelos sinais clinicos de diarreia (KITANO et al., 1991; DIMOCK, 1992; MOSTEGL et al.,
2011). Kitano et al. (1991) descreveram que nas infec¢des por T. suis ocorre 0 espessamento da
mucosa do ceco e do colon, com epitélio coberto por numerosos nédulos de coloracdo
esbranquicada e tumefacéo dos linfondos mesentéricos. Microscopicamente, observaram que
ocorre degeneracdo, descamacgdo e necrose epitelial, hiperplasia das criptas e necrose da
submucosa. Contudo, estabeleceram a relagao desse parasito no intestino de suinos jovens com
a manifestacdo de diarreia seguida de morte do hospedeiro.

Dentre os parabasalideos descritos em suinos, T. suis & o mais frequente e em virtude
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de sua semelhanca com T. foetus é o mais conhecido e estudado (KERR, 1958;
ROBERTSON, 1960; DE CARLI, GUERRERO, 1975, 1976, 1977;).

Experimentalmente foi demonstrado que T. suis proveniente de suinos pode infectar o
sistema genital de fémeas de bovinos, e produzir um quadro classico de tricomoniase. Touros
podem transmitir venereamente T. suis, e podem se recuperar espontaneamente. Em
contrapartida, T. foetus pode ser encontrado no ceco de suinos inoculados por via intranasal
(FITZGERALD et al., 1958a; 1958b). Foram também evidenciadas infec¢bGes por T. suis,
provenientes de suinos, em galinhas infectadas por via oral (SHAW; BUTTREY, 1959) e
vaginite em porcas (KAZANOWSKA et al., 1965). O fato de que T. foetus também possa se
estabelecer no ceco e na vagina de porcas, indica que esses protozoarios tém baixa
especificidade por hospedeiro, podendo ocorrer ocasionalmente, em condi¢des naturais,
infeccdes em hospedeiro e 6rgaos ndo habituais. E associado ao fato de T. foetus e T. suis serem
muito semelhantes morfologicamente e praticamente indistinguiveis genotipicamente
(TACHEZY et al., 2002; LUN et al., 2005), esses experimentos apoiariam a hipdtese de que
T. foetus e T. suis seriam a mesma espécie.

Em 2012, Caccio et al. Demonstraram, com base na andlise molecular de trés
fragmentos, que os suinos sdo hospedeiros de D. fragilis, espécie isolada do intestino de
humanos. Nesse mesmo ano, duas outras espécies foram encontradas parasitando o trato
gastrintestinal de suinos, Hypotrichomonas acosta e Trichomitus batrachorum, espécies
isoladas previamente de répteis escamosos e de sapos, respectivamente (MOSTEGL et al.,
2012).

Recentemente foi isolado P. hominis (LI, W et al., 2014) de um leitdo com diarreia. Esta
espécie é conhecida por parasitar o coldn e o ceco de humanos. Assim como T. foetus, P. hominis
tem se mostrado ndo especifico quanto aos seus hospedeiros, por ja ter sido isolado de outros
mamiferos como macaco, rato, cdo, gato e bovino, e estd ganhando cada vez mais importancia
por ser atribuida a sérios episddios de diarreia, sobretudo, em cdes e gatos (DELGADO
VISCOGLIOSI et al., 2000; LEVY et al. 2003; GOOKIN et al., 2005; 2007; MOSTEGL et al.,
2012; TOLBERT et al., 2012; GRELLET et al., 2013; LI, W-C et al., 2014).

Li, W et al. (2014) ndo so relataram a presenca do protozoario, como através de infeccdo
experimental conseguiram provar que o agente tem capacidade de se multiplicar no ceco dos
leitbes, e causar diarreia, e que a principal via de transmissdo € feco-oral. Além disso,
demonstraram que o parasitismo associado entre P. hominis e Escherichia coli pode intensificar
e agravar os episodios de diarreia, sendo capaz de levar o animal a morte.

Em 2017, um leitdo com 40 dias de idade que apresentava disturbio respiratério grave,
apos necropsia foi diagnosticado com trichomonose pulmonar, depois de ter sido identificado
molecularmente Trichomonas sp. em seu lavado bronco alveolar. Apesar de ndo conseguir
identificar a espécie, os autores concluiram que estes foram os responsaveis pelos sinais clinicos
apresentados pelo animal (SHI et al., 2017).

Em pequenos ruminantes, Robertson (1932) relatou a presenca de parabasalideos
intestinais em 86 ovelhas na Inglaterra. Segundo seu relato, o protozoario em questdo possuia
apenas dois flagelos anteriores, e portanto propds que sua denominacdo fosse D. ovis. Em 1946,
Morgan publicou sobre tricomonose em bovinos e mencionou a existéncia de trés espécies de
Trichomonas em ovinos, Trichomonas ruminatium, T. ovis e T. foetus. Somente em 1962,
Andersen et al. realizaram um estudo morfologico comparando cepas fecais de ovelhas; uma de
Trichomonas isolada, em 1958, em Illinois, EUA, e quatro outras cepas isoladas, em 1961, (uma
de uma ovelha criada em Illinois, uma de uma ovelha do Texas enviada para Illinois e duas de
ovelhas mortas em Logan, Utah), todas estas cepas tiveram quatro flagelos, e eram semelhantes
entre si, e completamente diferentes da descrigéo prévia
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de Robertson, em 1932. Desde entdo, ndo houve mais investigacdes sobre esses parasitas ou de
qualquer outro parabasalideo em ovelhas. Até o presente ano, foi publicado um levantamento
sobre a presenga de P. hominis em 832 ovinos e 781 caprinos por Li et al. (2018), no qual apenas
dois caprinos estavam infectados, mas nenhum ovino. Contudo, a literatura disponivel sobre o
assunto é muito escassa, e nenhum outro relato foi encontrado até a presente data.

2.5 Formas de Transmissdo

Em sua grande maioria, os parabasalideos que ndo sdo de vida livre, sdo encontrados
parasitando o trato gastrintestinal e urogenital das espécies de animais em que acometem.
Existem assim, duas principais formas de transmissdo, a feco-oral e a sexual (GOOKIN et al.,
2004).

A transmissdo feco-oral é do tipo direto e acontece quando da ingestdo de agua e/ou
alimentos contaminados com fezes contendo os protozoarios. Apds a ingestdo, o protozoario
coloniza partes do trato digestdrio, como intestino grosso, podendo ou ndo causar patogenia
(YAEGER et al., 2005). Algumas espécies sdao comensais que ajudam na digestdo da celulose,
outras se aderem as células do intestino, gerando efeitos citotoxicos (MIDLEJ et al., 2009), o
que leva a diarreia com descamacao do epiteélio intestinal, caracterizada por inflamacéo do tipo
linfoplasmocitaria (YAEGER; GOOKIN, 2005).

O isolamento desses flagelados em répteis e aves demonstra um possivel modo de
adaptacdo do parasito a classica via feco-oral, onde estes animais poderiam ter se infectado
através do solo contaminado com o0 agente ou em uma rota alternativa, se alimentando de um
animal contaminado através de carnivorismo (DIMASUAY & RIVERA, 2013).

A capacidade de resisténcia desses parasitos ao ambiente foi estudada em diversas
condicdes. Hale et al. (2009) observaram que T. foetus, isolado de gatos, pode sobreviver nas
fezes por sete dias em temperatura ambiente. Desta forma, as fezes contaminadas séo
consideradas como fonte de infec¢éo para outros animais e mantém o ciclo de transmisséo feco-
oral. Outros estudos demonstraram que cepas de T. foetus tambeém podem resistir por 24h
guando expostos a urina e agua contaminada (ROSYPAL et al., 2012). Em outro estudo
conduzido por Van Der Saag et al. (2011) foi assinalado que a viabilidade dos trofozoitas na
racdo Umida perdura por até cinco dias.

Os trofozoitas, em condi¢Bes adversas, ou sob estresse ambiental, internalizam seus
flagelos, se transformando em uma estrutura compacta, sem motilidade, e formam um
pseudocisto (BRUGEROLLE,1973; FARMER, 1993). Por ndo haver a formacdo de um cisto
verdadeiro, estes protozoarios sdo considerados de baixa resisténcia fora do hospedeiro e, para
que a transmissao ocorra, deve haver contato mais proximo entre individuos contaminados e
ndo contaminados (GOOKIN et al., 2004). Entretanto, estudos recentes indicaram que
pseudocisto também pode ocorrer de forma natural dentro do hospedeiro (PEREIRA-NEVES
et al., 2011) e sua infectividade nas fezes foi descrita em roedores e galinhas por Friedhoff et
al. (1991) e Lipman et al. (1999). Contudo, o pseudocisto é uma estrutura importante no ciclo
de transmissdo feco-oral do protozoario, porque o processo de transformacdo da forma de
trofozoita em pseudocisto € um processo reversivel (GRANGER et al., 2000) e que, mesmo
nesta fase o protozoario é capaz de se dividir e manter as estruturas internas com morfologia
normal. Portanto, também é considerada como uma forma infectante para o hospedeiro
vertebrado (PEREIRA-NEVES et al., 2003).

Duas espécies sdo reconhecidas pela sua patogenicidade no trato reprodutivo de
humanos e bovinos, T. vagilais e T. foetus, respectivamente. Estes protozoarios sdo encontrados
no trato genito-urindrio, tanto em macho quanto em fémeas. E nesse caso, a forma de
transmissdo € sexual, através da cépula. Um estudo realizado por Rae e Crews
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(2006) com sémen bovino contaminado, revelou que o agente etiol6gico em questdo coloniza o
interior do trato reprodutivo da fémea entre uma e duas semanas. Ap0s a transmissao, o parasito
se aloja no epitélio vaginal e inicia o processo infeccioso.

Apesar de ndo haver relatos da transmissdo sexual de T. foetus para outras espéecies que
ndo bovinos, este ja foi naturalmente isolado do Gtero de uma gata com piometra (DAHLGREN
et al., 2007). Além disso, infeccGes experimentais foram realizadas, e T. foetus foi capaz de
colonizar a mucosa vaginal de ovelhas (ANDREWS, 1936).

2.6 Potencial Zoondtico

No Japdo, em 1998, foi relatado pela primeira vez um caso de tricomonose por T. foetus
em humanos. O protozoario foi encontrado no liquido cefalorraquidiano e na urina de um
paciente com leucemia; na necropsia foi relacionado a epididimite e prostatite, além de
meningoencefalite (OKAMOTO et al., 1998). Em 2006, T. foetus foi considerado responsavel
por pneumonia pneumocistica, apos ter sido isolado do lavado bronco-alveolar de uma mulher
soropositiva para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e com diabetes tipo Il
(DUBOUCHER et al., 2006). Recentemente, foi isolado do liquido peritoneal de um homem
imunocomprometido com peritonite (ZALONIS et al., 2011).

Pelo menos cinco espécies desses flagelados (P. hominis, T. tenax, T. vaginalis, T. foetus
e T. gallinarum) foram identificados no trato respiratério humano. Essas espécies tém sido
encontradas em até 60% dos pacientes com pneumonia pneumocistica (PCP) e em até 30% de
pacientes com sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) (DUBOUCHER et al.,
2003; 2005; 2006; MARITZ et al., 2014). Outro relato foi feito no Japdo, onde foi isolado
Tetratrichomonas de uma mulher de 66 anos, com empiema, apresentando febre, dispneia e
retencdo de liquido na pleural (amarronzado e fétido). Apos drenagem toracica, o liquido
purulento foi observado por microscopia éptica, onde foi possivel detectar a presenca de
inimeros Tetatrichomonas (ARASE et al., 2014). De acordo com Duboucher et al. (2005) esses
parabasalideos sdo microaerofilos, logo, é improvavel que iniciem a doenga pulmonar, mas sao
oportunistas que podem causar infec¢bes secundarias e agravar os sinais clinicos, prolongando
a doenca. A frequéncia das infecgcdes pulmonares por tricomonose pode ser maior do que 0
relatado em funcdo da dificil diferenciacéo dos flagelados por microscopia éptica, em amostras
clinicas.

Historicamente esses parabasalideos ndo eram considerados responsaveis por infeccdes
emergentes por estarem envolvidos, ndo sé em regides especificas de infeccdo, como também
em hospedeiro-especifico. No entanto, a presenca de um mesmo protozoario com uma grande
diversidade de hospedeiros, atribuido a diferentes disturbios clinicos indicam que esses
organismos sdo bem adaptaveis e se multiplicam em condicdes favoraveis. Infec¢des do trato
digestorio por parabasalideos também estdo cada vez mais reconhecidas como comuns a varias
espécies de vertebrados (MARITZ et al., 2014).

Devido a intensa relacdo do homem com o animal, estes Gltimos podem agir como
reservatorios de tricomoniase humana, por serem hospedeiros, ndo s6 de P. hominis como
também de T. foetus, Tetratrichomonas sp e D. fragilis. O crescente interesse no estudo da
tricomonose € justificado por apresentar constante ameaca para a salide humana e animal,
sobretudo pelo possivel potencial zoonotico dos mesmos (OKAMOTO et al.,, 1998;
DUBOUCHER et al., 2005, 2006; ZALONIS et al., 2011; CHAOQUN YAO, 2012;
DIMASUAY; RIVERA, 2013; MARITZ et al., 2014).

2.7 Diagnostico

A tricomonose genital ou digestiva ndo tem sinais clinicos patognomonicos, portanto o
diagnostico conclusivo deve ser laboratorial (PELLEGRIN, 1997). Esse pode ser realizado

15



principalmente através de dois métodos: o método direto e o indireto ou cultivo (SOUSA et al.,
1991). Estes sdo considerados convencionais para o diagnostico da tricomonose, que embora
especificos, sdo de baixa sensibilidade, requerem muito tempo de execucdo e técnicos bem
treinados para identificacdo desses agentes etiologicos. Para reduzir os efeitos de baixa
sensibilidade desses métodos de diagndstico, tém sido desenvolvidos métodos moleculares para
identificacdo direta de agentes causadores de enfermidades infecciosas. Entre estas técnicas,
destaca-se a hibridizacao utilizando-se sondas moleculares e a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que possibilitam um diagnostico preciso e seguro (MORGAN; THOMPSON, 1998;
NICKEL et al., 2002).

2.7.1 Microscopia direta e cultivo

A identificacdo microscépica estd baseada na morfologia e motilidade caracteristica do
parasito (CAMPERO et al., 2003). Para o exame direto, a amostra recém colhida € montada em
lamina de microscopia e observada em objetiva de 40. N&o se consegue detectar este parasito
em analises fecais de rotina, como centrifugacdo e flutuacdo, e os trofozoitas ndo sobrevivem a
refrigeracdo (GUNN- MOORE et al., 2007; DOS SANTOS et al., 2015). No entanto, este
método é menos sensivel que o cultivo, pois a quantidade de parasitos é relativamente baixa
guando comparada a cultura o que pode induzir a resultados falso negativos; portanto a cultura
é o principal método de isolamento e identificacdo dos microrganismos (SOUSA et al. 1991),
mas deve ser usado com apoio da biologia molecular para garantir um diagnostico mais preciso,
visto a semelhanca morfoldgica entre as espécies e a possibilidade de infec¢do de diferentes
protozoarios em diferentes hospedeiro.

Existe uma gama de meios de cultura destinado ao isolamento desses protozoarios; uma
das problematicas do cultivo envolve a adaptacdo do parasita ao meio. Amin et al., em 2010,
relataram, por exemplo, que T. vaginalis e T. galinarum apresentam diferengas no padréo de
cultivo quando foram utilizados diferentes meios, e que ha diferencas no padrdo de isolamento,
quando sdao comparadas diferentes cepas da mesma espécie, mas poucos estudos sobre o
isolamento desses organismos foram realizados.

Para a deteccdo do protozoario em amostras geniturinarias, o material coletado deve ser
inoculado e transportado em meio de transporte e enriquecimento Diamond (DIAMOND, 1957)
modificado, enriquecido com 10% de soro fetal bovino e mescla de antibidticos (penicilina,
estreptomicina e anfotericina B). Ja as amostras fecais, podem ser transportadas a fresco ou em
PBS. No entanto, todas as amostras clinicas devem ser transportadas a temperatura ambiente,
protegidas da luz e o mais rapido possivel ao laboratério, pois o diagndstico dependente da
viabilidade do microrganismo. Entdo estas sdo incubadas a 37°C, por 7 a 10 dias, com
observacdo diaria do crescimento em microscopia de contraste de fase. A presenca de
protozoarios moéveis, de morfologia piriforme confere positividade ao material; a presenca de
flagelos anteriores e um flagelo posterior deve ser confirmada pelos métodos de coloracdo
(APPEL et al., 1993).

O diagndstico por cultivo pode apresentar dificuldades quando as amostras a serem
analisadas estiverem contaminadas, quando a quantidade de parasitos da amostra for pequena
ou pela presenca de parasitos inviaveis, resultando em falsos negativos. Outro desafio do cultivo
é diagnosticar, com precisdo, a espécie envolvida no parasitismo, ja que a semelhanca entre
algumas espécies é muito grande, o que torna as analises moleculares ferramentas
indispensaveis.

2.7.2 Métodos moleculares

Com os recentes avangos na area de biologia molecular esta sendo possivel reduzir os
efeitos de baixa sensibilidade dos métodos de diagndsticos convencionais, através do
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desenvolvimento de métodos cada vez mais eficiente para identificacdo direta de agentes
causadores desta enfermidade. Entre estas técnicas, destaca-se a hibridizacao utilizando-se
sondas moleculares e a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR), que possibilitam um diagnostico
preciso e seguro (MORGAN & THOMPSON, 1998; NICKEL et al. 2002).

A hibridizacdo in situ € uma técnica baseada na deteccdo de pequenos segmentos de
DNA ou RNA a partir de "sondas" especificas. As sondas sdo sequéncias de nucleotideos
complementares desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do DNA ou RNA que se
deseja identificar. Para a visualizacdo da reacdo entre as moléculas de DNA ou RNA em estudo
e as sondas, estas podem ser associadas a moléculas radioativas, fluorescentes ou biotiniladas
(semelhante a técnica de imuno-histoquimica). Esta técnica é menos sensivel que a PCR. No
entanto, pode ser aplicada em material rotineiramente fixado em formol e em parafina, em
alguns casos pode-se até utilizar material obtido de necropsias. Sendo uma alternativa quando
ndo é possivel de ser realizada a cultura e/ou a PCR. A abordagem in situ permite o
reconhecimento, localizacdo e identificacdo molecular de parabasalideos dentro de tecido
fixado, podendo ser um recurso Unico para as investigacdes de diagndstico de tricomonose. Por
isso, a técnica tem sido utilizada por alguns autores (GOOKIN et al., 2010; MOSTEGL et al.,
2011; 2012).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é uma técnica de amplificacdo que consegue
a replicacdo de milhGes de copias de um fragmento alvo, baseando-se na capacidade de
duplicacdo do acido nucléico. A metodologia consiste inicialmente pela extracdo de DNA,
seguida da sua amplificacdo, havendo a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia alvo,
ou parte dela. Oligonucleotidios (primers) sdo utilizados para iniciar de forma especifica a
amplificacdo. Com diferentes ciclos de temperatura, na presenca de bases nitrogenadas,
polimerase termorresistente, tamp&o e magnésio, a reacdo de amplificacdo ocorre. O resultado
da anélise é feito através de eletroforese em gel de agarose. Contudo, esta técnica € capaz de
identificar um patdgeno e simultaneamente fornecer réplicas da sequéncia alvo (SILVA-
PEREIRA, 2003).

Ho et al. (1994) foram os pioneiros na utilizacdo da PCR para detec¢édo de T. foetus, e
utilizaram os primers TF1 e TF2, a partir da digestdo de um fragmento genémico (0,85kb) por
enzimas de restricdo (Hindlll, EcoRI, Haelll e Sau3A), além disso, neste estudo, o gene de
interesse foi purificado e clonado em um vector plasmidial (PUC 19). Embora satisfatério para
a deteccdo de T. foetus, os resultados apresentaram, como desvantagem, amplificacdo
inespecifica de um fragmento de 400 pb do DNA genémico do bovino e multiplas amplificacdes
de T. vaginalis, implicando na necessidade da utilizacdo de outra técnica, Southern blot, para
confirmagéo da especificidade.

Em 1997, Felleisen analisou a sequéncia do gene 5,8S rRNA e as regides
interespacadoras do DNA (ITS1 e ITS2), de T. foetus, isolados de varias regides geogréaficas e
de outras espécies de tricomonas. Concluiu-se que estas regides interespacadoras eram
adequadas para estudos filogenéticos, uma vez que sdo sequéncias muito conservadas entre 0s
isolados da mesma espécie e menos entre espécies de géneros diferentes. Em associacdo com
colaboradores, em 1998, Felleisen analisaram primers (TFR3 e TFR4) especificos ao género
Tritrichomonas, localizado entre a porgdo terminal 3° do 18S rRNA e a por¢ao inicial 5’ do 28S
rRNA. O que resultou em um fragmento de amplificacdo de 347pb. Estas regides se mostraram
especificas e sensiveis.

Nickel et al. (2002) criaram novos primers, TF211A e TF211B, localizados entre a
extremidade 3’ do gene 18S rRNA e o gene 5,8S rRNA, capazes de amplificar um fragmento
unico de 211 pb, com sensibilidade idéntica ao descrito por Felleisen et al. (1998). Grahn et al.
(2005) também desenvolveram primers entre os genes 18S rRNA e o 5,8S rRNA de modo
semelhante ao anterior. No entanto, seu método permitiu distinguir os géneros Tritrichomonas
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(amplicon de 157 pb), Trichomonas (163 a 164 pb) e Tetratrichomonas (174 a 175 pb) presentes
na amostra em uma Unica reacao, baseando-se nas diferencas existentes na sequéncia do ITS1
para os géneros considerados, conforme relatado por Felleisen (1997). A Unica desvantagem é
que os fragmentos gerados sdo de tamanhos proximos, portanto, ha necessidade de cuidados
especiais para separacdo destes por eletroforese.

Com intuito de elucidar as diferencgas genotipicas entre os isolados de T. foetus oriundos
de suinos, bovinos e felinos, pesquisas com novos genes e com toda a sequéncia genémica vém
sendo praticadas (BENCHIMOL et al., 2017). Como exemplo, temos o estudo de Slapeta et al.
(2012), que analisou 10 regides diferentes do gene, as que codificam as cisteinas proteinases
1,2 e 4-9 (CP1 e CP2, CP4-CP9), proteinases que estdo envolvidas na patogénese da doenca, e
as regides que codificam malato desidrogenase citossélica 1 (MDH1) e a ITS2. Como resultado
foi possivel verificar que ndo ha diferenca entre as cisteinas de proteases presentes nas cepas
isoladas de bovinos e suinos, no entanto, hd uma pequena diferenca entre o as citeinas (1,03%)
e na sequéncia de nucleotideos da MDH1 (0,36%) das cepas oriundas de felinos e bovinos, que
possivelmente estariam relacionadas com a adaptacdo do flagelado ao hospedeiro. A partir
dessas diferencas foi proposto a denominagao
T. foetus “genétipo bovino™ para as cepas oriundas de suinos e bovinos e T. foetus “gendtipo
felino” para as de origem felina. Sun et al. (2011) também produziram um novo marcador
baseado no gene da cisteina 8 (C8), e encontraram dois polimorfismos de um Gnico nucleotideo
(SNPs- single nucleotide polymorphism), o que modifica a sequéncia de aminoacidos,
substituindo a serina, em bovinos, pela arginina, em felinos.

Em virtude das diferencas genotipicas, morfoldgicas e das inconsisténcias na
especificidade do hospedeiro, Walden et al. (2013) afirmaram que T. foetus “genotipo felino”
ndo deveria ser considerado a mesma espécie do “genotipo bovino” e sugeriram a denominagao
T. blagburni. No entanto, através das mesmas comparagdes, estes autores apoiaram a sinonimia
proposta entre T. foetus e T. suis em acordo com demais autores (TACHEZY et al., 2002;
SLAPETA et al.,, 2012). Walden et al. (2013) basearam sua pesquisa nos marcadores
moleculares RAPD, técnica semelhante a PCR convencional, no entanto utiliza um unico par
de primers, que pode ser desenhado sem o conhecimento prévio do DNA a ser testado. Essa
técnica foi utilizada por Felleisen (1998), na tentativa de diferenciar T. suis,

T. mobilensis e T. foetus; seus resultados afirmam T suis e T. foetus serem sinonimia, sendo
espécies diferentes de T. mobilense, espécie previamente isolada de macacos.

A técnica de PCR possui outras variagdes como o nested-PCR e o multiplex-PCR, que
permite a deteccdo simultanea, de dois ou mais genes em uma Unica reacdo. Nested-PCR utiliza
dois pares de primers em etapas diferentes de amplificacdo. Uma primeira etapa com primers
externos, produzindo um amplicon que é transferido para uma segunda etapa, com primers
internos aos primeiros. A técnica aumenta a sensibilidade e a especificidade da primeira etapa
a partir da segunda, sendo uma alternativa vantajosa em relacéo a reacdo de PCR simples. Com
esse objetivo, os ensaios com nested-PCR para o diagndstico de T. foetus e outros trichomonas
tém sido cada vez mais comuns (FERNANDES et al., 2008; DOI et al., 2012; L1, et al., 2016;
LI, et al., 2018). No entanto, despende de mais tempo, mais reagentes e oferecem maior risco
de contaminacao por manipulacdes excessivas dos amplicons no laboratorio (PERSING, 1993).
Contudo, estudos moleculares de T. foetus estdo sendo amplamente utilizados em diferentes
protocolos, com primers construidos a partir de diferentes genes, tanto com o objetivo de
identificar a infeccdo por T. foetus (FREY et al. 2009; LI, W et al., 2015), como o de comparacéo
com outros trichomonadideos, sobretudo com T. suis (DOl et al., 2012; SLAPETA et al., 2012).
E como resultado, ja foi possivel identificar diferentes espécies no trato gastrointestinal de
suinos, T. buttreyi e T. rotunda (HIBLER et al., 1960), e recentemente identificou-se D. fragilis
(CACCIO et al., 2012), H.
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acosta e T. batrachorum (MOSTEGL et al., 2012), e Pentatrichomonas hominis (LI, W et al.,
2014), fagelado bastatante conhecido por causar desconforto em seres humanos e em outros
mamiferos (DELGADO - VISCOGLIOSI et al., 2000).

Estas técnicas moleculares sdo eficazes para discriminar microrganismos de diferentes
géneros da familia Tricomonadidae, entretanto sdo incapazes de diferenciar as espécies do
género Tritrichomonas, bem como para diferenciar espécies dos outros géneros, sem a
utilizacdo do sequenciamento génico, que nao esta disponivel em muitos laboratorios e seu
custo é significativamente mais elevado. Em contrapartida, uma outra técnica muito pouco
explorada para o diagnostico de tricomonose € baseada na utilizacdo de enzimas de restrigéo,
conhecida como polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP). O objetivo
é diferenciar as espécies atraves do corte feito pelas enzimas de restricdo no fragmento de DNA
amplificado, cada espécie tem um padréo diferenciado no corte, com diferenca no tamanho dos
fragmentos gerados. Esta técnica pode servir para diferenciar as espécies sem a necessidade do
sequenciamento genético, podendo ser muito Gtil como método de identificacdo de rotina
(HAYES et al., 2003).

As analises moleculares apresentam especificidade e sensibilidade, tendo como
vantagem maior rapidez de diagnostico quando comparado ao método de isolamento em cultura,
além de permitir detectar protozoarios que nao sobreviveriam ao serem retirados do hospedeiro,
e que consequentemente ndo estariam viaveis para o cultivo, portanto ndo seriam detectados por
este procedimento (NICKEL et al., 2002). Essa técnica € util, sobretudo, no diagndstico de
tricomonose digestiva, em nivel de rebanho, a fim de pesquisar agentes diretamente nas
amostras clinicas de suinos sintomaticos ou nao.

Alguns autores afirmam que estes métodos podem ser utilizados com eficécia para o
diagnostico complementar a cultura ou até mesmo como diagndstico primario e Unico de
infecgdo (RILEY et al., 1995). No entanto, alguns trabalhos demostram que as técnicas de PCR
ndo podem substituir, por definitivo, a cultura, e que uma técnica ndo exclui a outra (GOOKIN
et al., 2002; 2004). Estudos baseados na comparacao entre o cultivo e a as técnicas moleculares
sd0 escassos e apresentam resultados controversos, que dependem do material bioldgico na qual
é feita a extracdo do DNA. Por exemplo, Cobo et al. (2007) revelaram taxas de positividade
bem semelhantes entre as técnicas; 67,8% na cultura e 65,9% na PCR. Sua amostra clinica para
a extracdo de DNA foi o lavado prepucial, teoricamente menos contaminado que as amostras
fecais descritas por Gookin et al. (2002), cuja a diferenca entre positividade das técnicas foi
significativa; 55% na cultura e 39% na PCR.

A extracdo de DNA é um ponto crucial para o desenvolvimento de qualquer analise
molecular. Se o DNA ndo for corretamente extraido e purificado, existem grandes
possibilidades de ndo ocorrer a amplificacdo, seja pela auséncia de DNA ou pela presenca de
inibidores, tal como as proteases, sobretudo em se tratando de amostras fecais, pois estas
apresentam uma gama de inibidores de PCR. As amostras fecais dificultam os métodos de
extracdo e deixa a técnica mais cara, quando comparada a extracdo de amostras oriundas de
cultura, pois os métodos para extracdo de DNA de fezes sdo baseados na utilizacdo de Kits
comerciais (GOOKIN et al., 2002; FREY et al., 2009; LI, et al., 2016). E mesmo com a
utilizacdo de kits, uma pesquisa revelou que de 17 amostras em culturas positivas, apenas 12
obtiveram sucesso na extracdo do DNA quando foram extraidas diretamente das fezes
(STOCKDALE et al., 2009). Contudo, para uma melhor sensibilidade do diagndstico mais de
uma técnica deve ser empregada no momento. Além disso, novos estudos ainda precisam ser
desenvolvidos, ndo s6 em nivel de extragdo de DNA fecal, bem como na utilizag&o de outros
genes e selecdo de primers espécie-especificos, a fim de se obter um diagnostico cada vez mais
seguro, rapido e com preco acessivel.
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3. Parte I: Diagnostico de parabasalideos isolada de fezes de pequenos ruminantes e suinos
naturalmente infectados: isolamento, identificacdo fenotipica e genotipica dos
isolados.

31 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Histérico dos Animais

Este estudo esta de acordo com as normas do Comité de Etica no uso de Animais, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. CEUA/IV/UFRRJ # 006/2014 (ANEXO 1) e
CEUA 2614120717 (ANEXO 2).

3.1.1.1 Caprinos

Foram coletadas amostras fecais, de forma aleatoria, direto da ampola retal de 14
caprinos (13 fémeas e 1macho), que pertenciam a um capril localizado no municipio de Paulo
de Frontin, RJ. O rebanho era destinado a producéo de leite e constituido por 27 matrizes das
racas Saanen e Parda Alpino e um reprodutor da raca Saanen. O capril apresentava histérico de
abortamento, diminuicdo na producdo de leite e emagrecimento progressivo das matrizes. A
vermifugacdo do rebanho era realizada de forma inconstante, sem realizagdo de exames
parasitologicos e o farmaco empregado para o controle de parasitoses era escolhido
aleatoriamente. Os caprinos eram criados em regime de confinamento e mantidos estabulados;
recebiam concentrado e volumoso em suas respectivas baias. As baias onde as matrizes
permaneciam possuiam pisos irregulares e ndo permitiam o escoamento das fezes, que se
acumulavam por longo tempo.

3.1.1.2 Ovinos

Foram processadas amostras de 44 ovinos adultos, 34 fémeas e 10 machos, da raca Santa
Inés, provenientes de trés pequenas propriedades particulares, localizadas na regido Norte
fluminense do Rio de Janeiro. Os animais eram criados no sistema semi-intensivo; a
vermifugacdo do rebanho era realizada de forma inconstante, sem realizacdo de exames
parasitologicos e o farmaco empregado para o controle de parasitoses era escolhido
aleatoriamente. Foi relatado reducdo no ganho de peso, disenterias, sobretudo nos cordeiros, e
problemas de esfera reprodutivas nas fémeas.

3.1.1.3 Suinos

Foram coletadas amostras fecais de 80 suinos, entre eles 30 matrizes, 5 cachacos e 40
leitdes nas fases de engorda e terminacgédo. Estes animais eram mantidos em sistema de semi-
confinamento, pertencentes a suinocultura do Colégio Técnico Nilo Pecanha, localizado no
municipio de Pinheiral, RJ. Consta no protocolo de manejo que a vermifugacdo das matrizes
(Ivermectina) é feita 15 dias antes do parto, e séo vacinadas contra erisipela, leptospirose e
parvovirose suina. Ja os leitBes, sdo desmamados aos 28 dias de idade, e vacinados contra
circovirose (PCV tipo 2, CIRCOVAC) e micoplasmose (SPRINTVAC). Os animais
apresentavam episodios frequentes de diarreia, sobretudo os leitdes, com fezes de consisténcia
que variava desde pastosa a aquosa e com coloracdo escura, que ndo respondem a
antibioticoterapia convencional. Durante os quadros de disenteria 0 animal apresentava
tenesmo, prostracdo, com tendéncia a se isolar dos outros animais, magreza e perda de apetite.
Ja as matrizes apresentavam historico de repeticdo de cio, natimorto e nascimento de crias
fracas.

3.1.2 Processamento das Amostras no Laboratorio
As amostras de cada animal foram identificadas com a numeragéo ou nome
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correspondente ao animal e armazenadas individualmente a fresco, em temperatura ambiente
(cerca de 25 a 28 °C) até serem transportadas para o laboratério de Patologia da Reproducéo,
localizado no Anexo | do Instituto de Veterindria da UFRRJ. No laboratorio, as fezes coletadas
foram codificadas com a inicial da espécie e 0 nUmero da amostra da espécie em questao, como
por exemplo, fezes do Bode 6978, sendo esta a vigésima amostra de caprino recebida no
laboratdrio, sua codificacdo seria Cap 20 (Cap = caprino). Apos a codificacdo, parte das
amostras foi destinada ao diagnostico de parabasalideos e a outra parte foi destinado para
pesquisa dos demais parasitos intestinais (helmintos e coccidios) através da técnica de
centrifugo-flutuacdo em agucar (OSLANIA et al., 2005).

3.1.2.1 Centrifugo flutuacdo em aclcar

Um grama de fezes foi diluido em 15 ml de agua em um copo descartavel (50ml). O
material foi filtrado para outro copo descartavel (250 mL) com o auxilio de uma gaze e uma
peneira de plastico. O filtrado foi transferido para um tubo de centrifuga (15 ml), onde foi
centrifugado a 400 x g por 5 minutos. Ao término da centrifugacdo o sobrenadante foi
desprezado e foi acrescentado 5 ml de solugcdo saturada de acglcar (1,25kg/L) para a
homogeneizacdo do sedimento; posteriormente acrescentou-se mais solucéo de sacarose até o
volume final de 14 ml. Novamente o material foi centrifugado a 400 x g por 5 minutos. Ao final
da centrifugacdo o tubo foi completado com a mesma solugdo de sacarose até formar um
menisco, onde foi coberto por uma laminula. Depois de 5 minutos em repouso a laminula foi
depositada sobre uma lamina e submetida ao exame sob microscopia de luz, com objetiva de
40 (OSLANIA et al., 2005).

3.1.2.2 Diagnostico de Parabasalideos

Cinco gramas de fezes foram homogeneizados em 50 ml de PBS, e foi realizado o
primeiro exame a fresco por microscopia optica; colocando-se uma gota do material sobre uma
lamina e laminula, para observacdo em objetiva de 10. A visualizacdo de pelo menos um
parasito vivo com 0s movimentos abruptos caracteristicos confere positividade ao material.
Apo6s o primeiro exame a fresco, todas as amostras ja diluidas em PBS, foram mantidas em
estufas a 34 °C até novos exames de microscopia Optica, que foram realizados a cada 24 horas,
durante 7 dias. Apds esse prazo, as amostras eram reavaliadas semanalmente até completados
30 dias. As amostras positivas foram inoculadas em meios de enriquecimento e as demais foram
descartadas e diagnosticadas como negativas.

3.1.3 Cultivo de Parabasalideos

3.1.3.1 Meios de enriquecimento para o isolamento

Para o isolamento dos protozoarios, os meios de cultura Hanks (HANKS; WALLACE,
1949), Diamond (DIAMOND, 1957) e Caldo Peptonado (LOPES, 1997) foram previamente
preparados, assepticamente, no setor de meios de cultivo do laboratério de Patologia da
Reproducdo e mantidos em geladeira com a temperatura de + 5°C. Esses meios s6 eram
retirados da geladeira 30 minutos antes de serem utilizados para a inoculagdo dos protozodrios.
Além desses, dois novos meios foram utilizados: CHD, que consiste na homogeneizag¢ao dos
meios Caldo Peptonado, Hanks e Diamond, e CH, composto por Caldo Peptonado e Hanks
(CARREIRO, 2014). A composic¢do dos meios descritos se encontram nos anexos 3 a 9. Todos
os meios foram acrescentados dos antibidticos anfotericina (2 mg/L) e gentamicina (400 mg/L).

3.1.3.2 Isolamento inicial das cepas e manutengdo em cultivo
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As amostras positivas foram inoculadas em meios de cultura seletivos Hank’s (cultura
mée) e examinadas por até 10 dias, iniciando-se a triagem das culturas geralmente apos 24
horas. As culturas onde houve a multiplicacdo dos protozoarios tiveram uma aliquota de 200
uL transferida para novos frascos (1° repique) contendo 3mL dos meios Hank’s, Diamond,
Caldo Peptonado, CH e CHD. O cultivo foi realizado em aerobiose (sem vaselina liquida) e em
anaerobiose (com vaselina). Para a realizacao da anaerobiose, aos frascos contendo as culturas
foram adicionados 0,5 mL de vaselina liquida esterilizada. As culturas entdo foram mantidas
por repiques para meio novo, a cada 72 horas, apds serem avaliadas em microscopia optica, em
objetiva de 10, para deteccdo de trofozoitas méveis (Figura 2). Todo o material utilizado para a
preparacdo dos meios, incluindo a vidraria que recebia as aliquotas dos mesmos, que seriam
posteriormente usados para semeadura, foram previamente esterilizados por autoclavagem a
121°C, por 15 minutos, e posteriormente mantidos em condi¢des assépticas.

Culturas negativas foram mantidas por pelo menos 10 dias sem repiques, e reavaliadas
a cada dois dias. Se confirmado o resultado negativo apés esse periodo, elas eram devidamente
descartadas.

1° Repique

Cultura Mie ] Caldo Peptonado

=~ Diamond

Cultura
PBS + \ Cultura
+ - =
Manutencio das
1% ;,RF?QEL;S [:J1> . :> culturas positivas por
il Tl repiques
Hank's =
CHD
CH

Figura 2. llustracdo do processamento das fezes, manejo das amostras e manutencdo das
culturas através de passagens para novos meios.

O meio de cultivo onde houve a melhor adaptacéo das cepas foi usado para a manutencédo
das culturas. A selecdo do melhor meio foi baseada no acompanhamento da concentracdo de
células a cada 24 horas, 0 que permitiu selecionar 0 meio em que as cepas apresentassem maior
concentracdo de células por ml (melhor adaptagdo ao meio) e maior tempo de vida util. A
concentragdo de células foi calculada com o auxilio da cAmara de Newbauer.

3.1.4 Contagem das Células em Camara de Newbauer
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Apbs a homogeneizacao da cultura, um volume de 50 pl foram transferidos para um
microtubo plastico de 1,5 ml; esta mesma aliquota foi diluida em solu¢do composta por formol
salino (0,5%) e eosina citrato, na proporc¢éo de 1:1, com o objetivo de cessar a movimentacao
das células e diferenciar as células vivas (ndo coradas pela eosina) e células mortas (coradas de
vermelho pela eosina). A diluicdo foi feita de acordo com a concentracao de protozoério de cada
amostra; as diluicbes mais utilizadas foram 1:2, em culturas com poucos protozoarios, 1:4
quando a concentracdo de protozoario foi maior. Apés a dilui¢do, 10 pl foram colocados em
camara de Newbauer e contados nos quatro quadrantes maiores, contendo 16 quadrados
menores cada; o valor encontrado foi multiplicado pelo fator de diluigdo da amostra e pelo fator
de correcdo da camara (10.000) como na Figura 3.

>

B

.................

n° total de células

n° de células = x_fator de dilui¢ao x 10.000

n® de quadrante contados

Figura 3. A. Imagem ilustrativa da cAmara de Newbauer, demostrando o0s quatro quadrantes a
serem contados. B. Formula utilizada para calcular a concentracdo (nimero de
células/ml).

3.1.5 Selecdo do meio ideal para o isolamento de parabasalideos de pequenos ruminantes
Ap0s 24 horas de cultivo, as duas cepas mais bem adaptadas aos meios (uma de
caprino e uma de ovino), foram usadas para estudar o padrdo de crescimento em cada um dos
meios de cultura utilizados (Diamond, caldo peptonado, Hank’s, CH e CHD), com o objetivo
de se selecionar o melhor meio para o cultivo. Para tal, 10 aliquotas de cada cepa, contendo
1x10* células/ml cada, foram transferidas para novos tubos de plastico de 1,5 ml, centrifugado
a 400 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado; os sedimentos foram ressuspendidos
em 1 ml dos respectivos meios testados, com e sem vaselina (200 ul). A cada 24 horas uma
nova contagem de células foi feita, durante o periodo de 144 horas. Ap6s 144 horas houve o
acompanhamento microscépico a cada 48 horas até que o protozoario ndo estivesse mais viavel.
Esse estudo foi realizado em triplicata, com trés repeticdes. Os valores foram representados
graficamente e 0 melhor meio foi selecionado para a realizacdo dos estudos de morfologia,
biologia molecular e para a manutencdo das cepas, durante todo o periodo da realizacdo da

pesquisa.
3.1.6 Axenizagéo

Com o objetivo de tentar eliminar as bactérias presentes no meio (axenizacéo), além dos
antibioticos utilizados rotineiramente, anfotericina (2 mg/L) e gentamicina (400 mg/L), os
antibiéticos meropenem (6 mg/L), estreptomicina (200 mg/L) e penicilina (200 000 UI/L),
como descrito por Amin et al., em 2010, para a axenizagdo de cepas de Tetratrichomonas
galinarum e Trichomonas galinae, foram acrescentados ao meio de cultivo CHD. Este meio
com maior concentragcdo de antibioticos foi utilizado para o repique das cepas. E 0 exame
microscopico foi realizado a cada 24 horas.
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3.1.7 Anélise Morfoldgica

O exame morfologico foi realizado com 1 mL de cultura positiva centrifugada a 400 x
g, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi homogeneizado; 10 pL
foram retirados e colocados em lamina para a preparacédo de esfregacos que foram secados ao
ar. Apos a secagem as laminas foram fixadas em metanol absoluto por 5 minutos e coradas pelo
método do Panotico rapido® (Primo star iLEDZeiss®). A identificacdo morfoldgica foi
realizada em microscopia éptica em objetiva de 100.
3.1.8 Identificacdo Molecular

As amostras de cultura foram encaminhadas para processamento e analise molecular no
Laboratorio Multiusuério de Biologia Molecular (LMBiomol), DPA, Anexo 1 do IV, UFRRJ.

3.1.8.1 Extracdo de DNA gendmico

Amostras de culturas contendo de 2-6 x10%ml de flagelados foram colocadas em tubos
de micro-centrifuga de 1,5 ml e centrifugadas a 16.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com 1 ml de solucéo tampdo de fosfato (PBS, pH 7,2). As células
foram ressuspendidas em 100 pl de InstaGene Matrix ® (BIO RAD, EUA) e incubadas a 56
°C por 30 minutos e, a seguir, fervidas a 100 °C por 8 minutos. As amostras em tubos foram
centrifugadas (16.000 x g por 5 minutos) para sedimentar os residuos celulares junto com matriz
de resina (chelexmatrix). Uma aliquota de 60 pl de cada sobrenadante foi transferida para um
novo tubo e estocada a menos 20 °C.

3.1.8.2 Iniciadores (primers)

Para o diagnostico molecular dos parabasalideos foram utilizados iniciadores que
amplificam as regides interespagadoras ITS 1 e 2 e gene ribossomal 5,8S, universais TFR1 e
TFR2 para a triagem de espécies das familias Trichomonadidae e Tritrichomonadidae. Para
identificacdo espécie especifica de T. foetus foram utilizados TFR3 e TFR4 (FELLEISSEN et
al.,1998) cujo produto final apresenta 347 pares de bases. Além deste, outro par de primers que
amplificam parcialmente o gene 18S de P. hominis, Th3 e Th5 (CRUCITTI et al. 2004) foi
utilizado para diagnostico diferencial (Quadro 2).

Quadro 2. Sequéncia dos iniciadores (primers) utilizados para a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) dos parabasalideos isolados.

TFR1 5-TGC TTC AGT TCA GCG GGT CTT CC-3°

TFR2 5’-CGG TAG GTGAACCTGCCGTTG G-3 372bp
TFR3 5’-CGG GTC TTC CTA TAT GAG ACA GAA CC-3’

TFR4 5’-CCTGCC GTT GGATCAGTT TCGTTA A-3° 3470
TH3 5- TGT AAA CGA TGC CGA CAG AG -3

TH5 5'- CAA CAC TGA AGC CAATGC GAG C-3' 339pb

3.1.8.3 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi conduzida com um volume total de reagao de 20 ul usando aproximadamente
20 ng DNA gendmico, 0,2 mM de cada iniciador, 0,2mM de cada dNTP, 3,0 mM MgCI2 e 0,5
U Tag DNA polymerase (Invitrogen, EUA). A reacdo foi realizada em termociclador
(TProfessional 96, modelo 070-901 Biometra, EUA). Como controle positivo das reacdes
utilizaram-se os iniciadores TFR3 e 4 e DNA de T. foetus cepa K isolada por Dr.
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H. Guida, (Embrapa, Rio de Janeiro, Brasil) do trato urogenital de um touro, e ja previamente
identificado (GENBANK AY485677.1).

As condigdes foram otimizadas para cada par de primers. Para os iniciadores TFR1/TFR2 e
TFR3/TFR4 utilizaram-se as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos,
a 94 °C por 30 segundos; anelamento a 66,5 °C por 15 segundos; extensdo a 72 °C por 15
segundos, acompanhando 33 ciclos com extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Para 0s
inciadores Th3 e Th5, as condigdes utilizadas foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos,
a 95 °C por 20 segundos; anelamento a 64 °C por 20 segundos; extensdo a 72 °C por 30
segundos, acompanhando 40 ciclos com extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Aliquotas de
cada uma das reacdes de amplificacdo foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a
2%. Para confirmar a presenca dos produtos de peso molecular esperado, os géis foram corados
em brometo de etideo e a visualizacdo dos acidos nucléicos foi feita em transiluminador (BIO
RAD® HOODII, EUA).

3.1.8.4 Polimorfismo no comprimento em fragmentos de restrigdo (RFLP)

Apbs a confirmacdo da amplificacdo do fragmento do tamanho esperada foi realizada a
técnica de PCR-RFLP. Primeiro foi feita uma analise de digestdo in silico empregando
programa NEBcutter (New England Biolabs, EUA) utilizando-se sequéncias previamente
depositadas no Genbank de Tetratrichomonas sp e P. hominis. Apos andlise pelo programa,
para Tetratrichomonas sp foi escolhida a enzima Alu |, gerando dois fragmentos. Os produtos
de PCR gerados com os iniciadores TFR 1 e 2 (372 pares de bases), foram digeridos utilizando-
se 10 unidades de enzimas de restri¢cdo a 37°C por 2 horas. E para P. hominis, foram escolhidas
duas enzimas que produziriam dois tipos de cortes diferentes, Hae 111, gerando dois fragmentos
e Hinf I que, geraria trés padrdes de corte. Os produtos de PCR gerados com os iniciadores TH3
e 4, especificos para P. hominis (339 pares de bases) foram digeridos utilizando-se 10 unidades
de enzimas de restricdo Haelll (Promega, EUA) e Hinfl (Invitrogen, EUA) a 37°C por 2 horas.

Os produtos da digestdo foram separados por eletroforese em géis de poliacrilamida a
8%, corados com brometo de etidio, visualizados e foto documentados. Os fragmentos gerados
foram analisados com o auxilio do programa Quantity-One (BioRad, EUA) para determinar o
tamanho dos fragmentos, em pares de bases, gerados pelos cortes com as enzimas e, estes foram
comparados com os padrdes gerados nas analises em silico.

3.1.8.,5 Sequenciamento dos produtos da PCR

O sequenciamento do gene foi feito da seguinte forma: 10ul dos produtos da PCR foram
tratados com ExoSap-IT (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do fabricante e
sequenciados em ambas as dire¢des, empregando-se os iniciadores de amplificacdo pelo uso de
Big Dye Ready Reaction mix (ABI Corp, EUA). Os produtos das reagfes foram analisados
através do Analisador genético automatizado (ABI Corp). O alinhamento das sequéncias foi
feito usando-se o programa Sequencer (Version 5.1, Genecodes Corporation, EUA). Todas as
sequéncias foram inseridas no algoritmo de busca BLAST (ALTSCHUL et al. 1990) e no banco
de dados de nucleotideos do NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov) para determinar a identidade
genética. Todas as sequéncias obtidas nesta pesquisa serdo depositadas e comparadas com as
disponiveis no “GenBank”.

3.1.9 Andlise Estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado os testes Exato de Fisher e Qui-quadrado
(SAMPAIO, 2000) com auxilio do programa Epi Info® versdo 4.2. (www.cdc.gov).
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Diagnostico Parasitoldgico
3.2.1.1 Pequenos Ruminantes

Todas as 14 amostras fecais de caprinos examinadas, através do exame parasitoldgico
de centrifugo flutuacdo em agucar, apresentavam-se positivas. Coccidios e Strogyloidea foram
0s mais frequentes, com 92,8% (13/14) e 86% (12/14) respectivamente, seguidos por Toxocara
vitulorum (21,4%), Moniezia expansa (14%) e Trichuris spp. (7,0%). O indice de coinfeccdo
foi relativamente alto (86%), sendo a infecgdo mista por Strogyloidea e coccidios (78,6%) a
mais comum (Figura 4). Todas as amostras fecais de caprinos apresentaram OPG elevado.

Fiura 4. Ovos de Strongylida ndo larvado (A); Trichuris spp (B); Oocisto ndo esporulado de
Eimeria (C) em amostras fecais de caprinos. Solucdo saturada de agucar. Objetiva de 40.

De 44 amostras de ovinos analisadas, 13 (29,54%) foram negativas para todos 0s
parasitas pesquisados no exame de centrifugo flutuacdo em actcar. Dentre 0s animais positivos
(31/44), os coccidios foram os parasitas mais frequentes, 83,87% (26/31), seguido dos
Strongyloidea, 32,25% (10/31), Trichuris spp. 12,9% (4/31), Moniezia expansa 9,67% (3/31) e
Toxocara vitulorum 6,45% (2/31) (Figura 5). A coinfeccdo foi observada em 41,93% das
amostras positivas (14/31).

Cem por cento dos caprinos estavam parasitados no momento da coleta, todos com EPG
elevado; esses resultados estdo intimamente ligados as péssimas condi¢6es de higiene das baias,
gue acumulavam fezes por longo periodo e ndo possuiam um adequado escoamento dos dejetos.
Em ovinos, a frequéncia de parasitos intestinais também foi elevada (70,5%), no entanto foi
menor que a encontrada em caprinos, certamente pelas diferencas quanto ao sistema de criagao.
Os caprinos eram criados no sistema intensivo (confinados), o que exige uma demanda muito
maior por limpeza e desinfec¢do das baias, j& que a restricdo do espa¢o aumenta a exposicao
dos animais aos parasitos presente nas proprias fezes, o que possibilita as re-infecgdes.
Enguanto os ovinos eram criados no sistema semi-intensivo, no qual o confinamento € limitado
por um curto periodo de tempo ao longo do dia, normalmente apenas para o fornecimento de
alimento concentrado. Nesse sistema de manejo, as instalagdes ficam vazias na maior parte do
dia, enquanto os animais estdo a pasto, o que facilita 0 manejo higiénico-sanitario do local. As
falhas na sanidade do rebanho estavam presentes em todas as
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propriedades, pois estas ndo possuiam um esquema de higienizagédo periédico, bem como um
protocolo de vermifugacéo regular.

Figura 5. Ovo de Monieza expansa (A); Oocist de coccidios esporulado (B); Ovo fértil de

Toxocara vitulorum (C) em amostras fecais de Ovinos. Solucéo saturada de aglcar. Objetiva de
40X.

Os coccidios foram os parasitos mais frequentes, seguido da superfamilia Strogyloidea,
tanto em caprino (92,8% e 86%) como em ovinos (83,87% e 32,25%). A alta frequéncia
encontrada em caprinos também foi relata por Martins Filho e Menezes em 2001 (89,53% e
80,72% respectivamente), e por Brito et al. em 2009 (69,79% e 91,66%, respectivamente), no
entanto o sistema de criacdo, nesses dois estudos, era extensivo. Freitas et al. (2005) revelaram,
em seu estudo, que 100% das fezes de caprinos analisadas estavam parasitadas por coccidios, e
alegaram que a elevada frequéncia encontrada se deve ao tipo de exploracdo (leiteira), com
destagque ao regime de manejo intensivo.

Em ovinos, maiores frequéncias de helmintos gastrointestinais foram relatadas por Brito
et al., em 2009 (63,54%) e por Da Silva et al., em 2010 (88,95%), no entanto ambos 0s autores
relataram frequéncia de coccidios (58,85% e 50,27%) menores que o presente estudo. Segundo
Sotomaior et al. (2007), esta elevada frequéncia de helmintos estaria relacionada aos fatores de
resisténcia gerados pelo uso indiscriminado e equivocado de anti-helminticos, e pode ocorrer
tanto em criagdes de caprinos como de ovinos.

As diferencas encontradas entre 0 nosso estudo e o dos demais autores, ndo estdo
somente relacionadas ao tipo de criagdo, mas diretamente ligadas a localizagdo geografica das
propriedades, visto que climas quentes e a pluviosidade influenciam no ciclo dos parasitas, além
dos fatores relacionados ao hospedeiro, como imunidade, idade, sexo, categoria animal, raga,
estado nutricional e doengas concomitantes (TEIXEIRA et al., 2015).

3.2.1.2 Suinos

O exame de centrifugo-flutuacdo em acucar foi realizado em 23 matrizes e 32 leitdes,
totalizando 55 suinos. Destes, 40 (72,7%) apresentavam-se positivas para pelo menos um
parasito e apenas 15 animais (27,3%), que corresponde a 3 matrizes e 12 leitdes, encontravam-
se negativos para todos os agentes pesquisados. A coinfec¢do foi muito significativa, e a maioria
dos animais (75%) estavam parasitados por mais de um agente. Esse resultado foi semelhante
ao relatado por Aguiar em 2009 (75%). Nishi et al. (2000) fez um estudo semelhante em Minas
Gerais e em S&o Paulo, e descreveram taxas de infec¢cbes bem menores (38,6 % e 39,7%
respectivamente), o que possivelmente esté relacionado as diferencas de manejo e instalacdes
(D’ALENCAR et al., 2011). A taxa de positividade relatada no presente estudo (69,09%) foi
semelhante aos dados apresentados por Pinto et al. (2007), o qual verificou 70% de positividade.
No entanto, Pinto et al. (2007) fizeram o le- vantamento baseado em pequenas criagdes
extensivas, na qual os animais ndo tinham
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histérico de vermifugacdo e eram criados soltos durante o dia e presos a noite, em chiqueiros
com precérias condi¢des, sendo alguns animais criados em depdsito de lixo. E foram coletadas
apenas cinco amostras de cada um dos 10 criatorios, o que possivelmente ndo foi representativo
para todo rebanho, mascarando as taxas de infec¢Bes. Outros levantamentos realizados em
condigdes de semelhante precariedade descreveram taxas de infeccdo acima de 90% (AGUIAR,
2009; LODDI et al., 2015), e é importante ressaltar que as diferencas regionais também devem
ser levadas em consideragéo.

Os dados relacionados aos parasitos intestinais encontrados (Figura 6-7) nas duas
categorias analisadas (matrizes e leitdes) entdo descritos na Tabela 1. A taxa de infeccdo das
matrizes foram significativamente maiores que as dos leitdes, (p=0,004).

Figura 6. Oocistos de coccidios ndo esporulado (A) e esporulao (B), em
amostras fecais de Suinos. Solugdo saturada de agucar. Obj. de 100 X.

Figura 7. Ovos de Strongylida ndo larvado (A) e larvado (B), em amostras
fecais de Suinos. Solucéo saturada de agtcar. Obj. de 40 X.

Tabela 1. Frequéncias de endoparasitos encontrados em amostras fecais de suinos, procedentes
do municipio de Pinheral, RJ.

Parasitos Matriz Leitdes Total
Coccidios 60,87% (14/23) 25,0% (8/32) 40,0% (22/55)
Strongylida 47,8% (11/23) 18,75% (6/32) 32,72% (18/55)
Balantidium sp 26,08% (6/23) 12,4% (4/32) 18,18% (10/55)
Ascaris suum 4,34% (1/23) - 1,8% (1/55)
Trichuris suis 4,34% (1/23) - 1,8% (1/55)

Total 86,95% (20/23)* 56,25% (18/32)* 69,09 % (38/55)
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A alta carga de parasitos gastrintestinais reflete na reducdo da fecundidade, retornos
irregulares do cio, baixo nimero de leitdes nascidos e desmamados, assim como baixo peso da
leitegada ao nascer e ao desmame (FORMIGA et al., 1980). Além dos prejuizos relativos a
elevada taxa de condenacdo de visceras em abatedouros, ha reducéo significativa do ganho de
peso diario e da conversdo alimentar dos animais em crescimento e engorda, 0 gera aumento no
custo de producdo (STEWART et al., 1991). Verificamos que as matrizes apresentaram um
maior indice de infecgdo (86,95%) quando comparado aos leitdes (56,25%), o que tam- bém foi
relatado por outros autores (NISHI et al., 2000; HOFF et al., 2005), e que possivelmente estaria
relacionado ao fato das reprodutoras serem vermifugadas 15 dias antes do parto, o que reduz a
transmissao vertical, consequentemente diminuindo a taxa de infecgcdo da prole. Além disso, as
matrizes sdo0 mantidas por mais tempo na granja, cinco anos em media (maior tempo de
exposicao), onde permanecem por longo periodo em um mesmo recinto, com contato direto
com o solo, e com a presenca de lamina d’agua, o que favorece a permanéncia dos parasitos no
ambiente (reinfeccdo). Ja os leitbes sdo mantidos em baias suspensas, ndo tendo contato direto
com as fezes, e sem a presenca de lamina d’agua, sendo remanejados na instalagdo de acordo
com a fase de desenvolvimento (amamentacdo, desmame, creche e engorda), respeitando
sempre 0s periodos de vazio sanitario. Essas diferencas no manejo podem ser um dos fatores
responsaveis pela reducao das taxas de infecg¢des nos leitdes (NISHI et al., 2000; D’ALENCAR
etal., 2011; CAMPOS et al.,2012).

No estudo de Nishi et al. (2000) a taxa de infec¢do das matrizes foi maior (57,2%),
quando comparadas com as dos leitbes (37,2%), e os coccidios também foram os parasitas mais
encontrados em ambas as categorias, sendo observado 22,8% nas matrizes e 13,7% nos leitdes.
A grande incidéncia de coccidios descrita por muitos autores, independente da regido
geografica, é de grande relevancia, ja que estdo relacionados as enterites graves, aos surtos de
diarreia e a0 aumento de mortalidade, sobretudo nas primeiras semanas de vida (NISHI et al.,
2000; HOFF et al., 2005; PINTO et al., 2007; CAMPOS et al., 2012).

A ocorréncia de Ascaris sp neste rebanho foi de 1,8%, semelhante a valores encontrado
em por outros autores em diferentes regides (NISHI et al. 2000; HOFF et al; 2005), no entanto
foi relativamente menor que o descrito em rebanhos de criagéo extensiva (PINTO et al., 2007).
No estado de Santa Catarina, Hoff et al. (2005) relataram taxas de infec¢Bes para Trichuris sp
(0,5%) e para ordem Strongylida (21,5%), préximas as descrita nesse estudo, de 1,8% e 32,72%
respectivamente. Como consequéncia destes parasitismos, os animais infectados podem
apresentar diarreia, ma absorcdo dos nutrientes e desidratacdo, acarretando em atraso no
desenvolvimento, podendo causar morte principalmente quando coparasitados (MONTEIRO,
2014).

A taxa de infeccdo por Balantidium sp (18,18%) descrita neste estudo foi semelhante
aquela descrita por Nishi et al. (2000), em Sédo Paulo (18,7%), e foram bem menores quando
comparadas aos dados de Pinto et al. (2007) e Brito et al. (2012), os quais relataram uma
ocorréncia igual a 46% e 78% respectivamente. Nosso levantamento foi realizado em um
sistema de producéo intensiva, onde os animais sdo mantidos em confinamento, semelhante ao
sistema utilizado por Nishi (2000). Ja os outros estudos mencionados foram realizados em
suinos de pequenos produtores familiares, com instalaces precarias e mas condicdes de
higiene. Balantidium sp. sdo vistos como agente comensal do trato intestinal de suinos, apesar
de serem escassos 0s dados disponiveis a cerca deste agente, pode ser invasor secundario na
ocorréncia de outras les@es intestinais. No entanto, é o Gnico protozoario ciliado capaz de causar
infeccdo em suinos, e com potencial patogénico no homem (BARBOSA, 2015).

Levando em consideracdo que 0s suinos sdo hospedeiros de agentes parasitarios que
causam infec¢des importantes no homem, como por exemplo Balantidium sp, parabasalideos e
coccidios, esta espécie animal pode ser considerada um importante disseminador dessas
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parasitoses, ndo sé para suinocultores de forma direta, mas também para a populacdo de uma
forma geral, uma vez que no Brasil ndo ha uma correta destinacao dos residuos organicos (fezes)
desses animais.

O manejo sanitéario para o controle de helmintos baseia-se na aplicacéo rotineira de
ivermectina em matrizes gestantes. E os tratamentos anti-helminticos utilizando febendazole,
sdo empregados de forma curativa quando ha histérico de surto de disenteria, ha maioria das
suinoculturas do pais. Esse manejo melhora significativamente o estado geral dos animais, mas
ainda ocorre a permanéncia das infeccOes parasitarias. Essa permanéncia nos rebanhos esta
associada a contaminacao e a resisténcia dos ovos destes helmintos ao meio ambiente. Contudo,
apesar do sistema de criacdo ser considerado de confinamento, se as condi¢es de manejo nao
forem apropriadas, as infec¢des parasitarias expressivas irdo permanecer (D’ALENCAR et al.
2011).

Todos esses parasitos relatados sdo muito prevalentes na suinocultura no Brasil, e a
diversidade e intensidade das infec¢bes depende da regido, instalagdes, e manejo aplicado em
cada rebanho. O diagndstico e controle sdo um constante desafio, porque varios fatores
infecciosos e ndo infecciosos, participam da etiopatogenia, agindo de maneira sinérgica ou
somatoria contribuindo para instalacdo do quadro patologico de disenterias e aumentando seu
impacto nas perdas econdmicas. O confinamento total dos animais, a falta de qualidade e
conforto ambiental, a ma qualidade da matéria prima para racGes, e as doengas intercorrentes,
sdo fatores que contribuem para 0 aumento do estresse animal e atuam diretamente na
imunidade, favorecendo a infeccdo e coinfeccdo por determinados agentes.

3.2.2 Diagndstico de Parabasalideos

No primeiro exame de microscopia Optica, exame direto, realizado cerca de 24 horas
apos a coleta do material, em nenhuma das amostras de fezes de caprino, ovinos e suino
(diluidas em PBS), foi possivel a visualizagdo do protozoério na forma trofozoita, ou seja, com
movimento progressivo e caracteristico de parabasalideos. Tdo pouco, no exame de
centrifugo-flutuacdo, nestas duas técnicas empregadas so6 foi possivel observar a presenca de
pseudocistos, 0 que ndo permite um resultado conclusivo, uma vez que € impossivel
reconhecer as estruturas caracteristicas desses flagelados. Portanto, foi necessario um tempo
minimo de 48 horas de repouso, em temperatura ambiente (25 a 28 °C), para o0 protozoario
retornar a forma vegetativa e comegar a se locomover.

Do total de amostras pesquisadas (14 de caprinos, 44 de ovinos e 80 suinos) seis
amostras de caprinos (42,85 %), 30 de ovinos (68%) e 57 de suinos (71,25%) foram positivas
para a presenca de trichomonadideos, com base na analise microscépica das fezes pelo exame
direto. Os trofozoitos observados no material fecal diluido com PBS foram visualmente
menores comparados aos trofozoitas observados durante os cultivos. O aspecto era de formato
arredondado, com movimentos rapidos e motilidade caracteristica de trichomonadideos, ou
seja, progressiva, erratica e com movimento rotacionado (axial), 0 mesmo tipo de movimento
descrito por Diamond (1957), em cepas de Tritrichomonas foetus. O acompanhamento dos
protozoarios nas fezes foi feito quinzenalmente, até as amostras ndo apresentarem protozoarios
viaveis e serem descartadas; a maioria das cepas se mantiveram viaveis em fezes por um periodo
superior a seis meses.

Apesar da escassa literatura sobre a presenca de parabasalideos em pequenos
ruminantes, o resultado da pesquisa revelou uma frequéncia significante, com 42,85 % dos
caprinos e 68 % dos ovinos acometidos. Estas frequéncias sao maiores que as observadas no
trato intestinal de outros hospedeiros (DOS SANTOS et al., 2015; CARREIRO et al., 2016),
bem como as relatadas na cavidade oral e prepucial de outros animais (LI et al., 2016;
KELLEROVA & TACHEZY 2017; OKAFOR et al., 2017). Os problemas sanitarios dos
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rebanhos podem ter influenciado negativamente nessa frequéncia, no entanto a necessidade de
mais pesquisas € imprescindivel.

A alta prevaléncia de Parabasalideos encontrada em suinos, 71,25%, é muito semelhante
a descrita por Caccio et al. (2012) onde 52 dos 74 leitBes examinados encontravam-se positivos,
cerca de 70,27%. Assim como a prevaléncia descrita por Pakandl em 1994, no qual foram
examinadas 842 matrizes, sendo 77% positivas. Mostegl et al. (2011) relataram uma prevaléncia
relativamente menor, 52,1%, o que pode ser justificado pelas diferentes técnicas empregadas.
Caccio et al. (2012) e Pakandl (1994) analisaram amostras fecais, assim como no presente
estudo, enquanto que Mostegl et al. (2011) empregaram a técnica de hibridizagdo cromogénica
in situ, que utiliza fragmentos de tecido epitelial para a detec¢do do parasita; essa técnica so €
capaz de identificar os protozoarios que penetram no epitélio. Além disso, em animais com
baixa carga parasitaria poderia ter sido coletado uma porcdo do epitélio intestinal na qual ndo
h& o parasitismo, ndo sendo representativo para todo
o trato intestinal, o que possibilitou a menor prevaléncia relatada por Mostegl et al. (2011).

Em suinos algumas espécies de parabasalideos, ja foram descritas como potencial
causador de diarreia (MOSTEGL et al., 2011; LI et al., 2014), e estdo sendo amplamente
estudados por causar distdrbios em muitas outras espécies animais, incluindo humanos
(GOOKIN et al., 2005; MELONI et al., 2011, DIMASUAY; RIVERA 2013; DOS SANTOS
et al., 2015). No entanto, infelizmente a pesquisa de parabasalideos ainda ndo € incluida nas
pesquisas de endoparasitas realizadas no pais (PINTO et al. 2007, AGUIAR 2009, BRITO et
al. 2012, LODDI et al. 2015).

3.2.2.1 Cultivo in vitro

Todas as amostras de fezes de pequenos ruminantes, positivas, em que houve a
visualizacdo do flagelado no exame direto, se mantiveram positivas em meio de cultura Hank’s
(cultura mé&e). Porém, trés isolados de caprinos (3/6) e (8 /30) ndo se adaptaram a nenhum dos
meios utilizados (Hanks, Caldo Peptonado, Diamond, CHD e CH) se a concentracdo de fezes
no meio ndo fosse alta, sendo assim, ndo foi possivel repica-las para meios novos (limpos).
Contudo, estas amostras ndo puderam ser analisadas morfologicamente, em funcdo do excesso
de conteudo fecal, que impediam a visualizacao do protozoéario ap6s fixa¢do; tdo pouco puderam
ser identificadas molecularmente, uma vez que as fezes possuem muitos fatores de inibicdo para
aPCR.

Os trés isolados de caprinos e 0s 22 de ovinos, se desenvolveram bem a temperatura de
34 °C, apresentando-se como uma estrutura ovoide ou piriforme, sendo a maioria deles de
formato arredondado. O tempo de multiplicacdo celular dos isolados de caprinos foi semelhante
entre as amostras, e os repiques foram feitos a cada 72 horas. Sem que houvesse prejuizo no
desenvolvimento das culturas. Porém, o tempo de multiplicacéo celular nos isolados de ovinos,
foi distinto entre algumas amostras, e estas se perderam durante os repiques, pois algumas
necessitavam de repique a cada 24 horas, enquanto outras precisavam de um tempo maior em
cultura, mais de 144 horas para que pudesse ser repicada com sucesso. Algumas estratégias
foram utilizadas, a fim de garantir o sucesso do repique, como por exemplo, exames
microscopicos dos isolados a cada 48 horas e repique somente das que estivesse com
concentracdo de células elevada. Mesmo assim, algumas amostras se perderam e ndo foi
possivel retoma-las. De 30 cepas, 16 foram analisadas molecularmente, e destas apenas oito
continuam sendo mantidas em meio de cultivo CHD, por meio de repiques a cada 72 horas, bem
como todos os trés isolados dos caprinos.

Das amostras de fezes de suinos, positivas, em que houve a visualiza¢do do flagelado
no exame direto, 57 se mantiveram positivas em meio de cultura Hank’s (cultura mae). Mas
apenas 35 foram cultivadas com sucesso a temperatura de 34 °C, sobretudo no meio de
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cultivo CHD. Nos outros meios testados houve diferenca na adaptacéo; algumas se adaptaram
a um determinado meio, enquanto outras nao. Portanto, estas foram mantidas por repiques em
meio CHD e congeladas em freezer comercial até serem analisadas molecularmente. No
entanto, estes isolados apresentaram-se menos resistentes ao processo de repiques; muitas
culturas se perderam e ndo foram analisadas morfologicamente. Em meio CHD, os trofozoitas
apresentaram-se como uma estrutura ovoide ou piriforme, sendo a maioria deles de formato
arredondado, e sob microscopia 6tica, foram visualmente maiores que 0s protozoarios
encontrados em pequenos ruminantes.

Apenas 50% dos isolados de caprinos foram capazes de se adaptar aos meios testados,
contra 61,40% dos isolados de suinos e 73% dos isolados de ovinos. No entanto, algumas
isolados de ovinos necessitaram de repiques com tempos diferentes da maioria, e por isso apenas
53% (16/30) foram analisadas. Nas amostras positivas, nas quais os flagelados ndo se adaptaram
ou mesmo que se adaptaram, mas que apresentaram comportamento diferenciado, podem se
tratar de espécies ou mesmo de género de parabasalideos distintos das que foram capazes de
serem isoladas, o que justificaria necessidades metabdlicas distintas. No entanto, Amin et al.
2010, fez um estudo com varias cepas de Tetratrichomonas gallinarum e Trichomonas gallinae,
e demonstrou que diferentes cepas de uma mesma espécie podem se comportar de forma distinta
em um mesmo meio de cultura, ou seja que a adaptacdo das cepas ao meio envolve um fator
individual.

Cultivar esses flagelados in vitro, requer mimetizar as condi¢fes encontradas por eles
dentro do hospedeiro, o que é um grande desafio, diante da fartura de nutrientes encontrada no
trato intestinal, das diferentes pressdes de O: (condicdes de anaerobiose estrita ou
microaerofila), e da vasta microbiota disponivel in vivo. E importante ressaltar que existem
diferencas bioguimicas marcantes entre as espécies de parabasalideos. Ou seja, 0s resultados
obtidos com uma espécie nao podem ser generalizados, sem que haja evidéncias experimentais
(Mueller, 1990).

3.2.2.2 Perfil de crescimento em diferentes meios de manutencgéo

Todos os isolados de caprinos (3) e de ovinos (16) se adaptaram aos meios de cultivo
testados, comportaram-se de forma semelhante, e por isso um exemplar de caprino e dois de
ovinos foram utilizados para selecionar o melhor meio de isolamento. No entanto, nos isolados
de suinos houve discrepancia no perfil de isolamento entre cada amostra. Porém, em todos 0s
35 isolados, foi nitido o melhor desempenho das culturas quando em meio de cultivo CHD,
comparado aos demais meios testados. Os 35 isolados também se multiplicaram em meio
Hanks, mas com uma concentracao de células baixa e menor tempo de vida em cultura. Apenas
13 se adaptaram ao meio de cultivo CH e 8 se adaptaram ao meio caldo peptonado, nenhum
isolado foi capaz de se multiplicar quando cultivado em Diamond’s. Por tanto, todas as cepas
de suinos foram mantidas em meio CHD, sem que houvesse a necessidade de comparar 0
crescimento delas aos demais meios para que fosse eleito o mais adequado como foi feito para
as amostras de caprinos e ovinos.

O padréo de crescimento em anaerobiose, dos isolados de caprinos, em todos 0s meios
testados estédo representados graficamente nas Figuras 8, e em aerobiose na Figura 9.

Na presenca de vaselina, anaerobiose, dos cinco meios de culturas testados, foi nos
meios CHD (CARREIRO, 2014) e Diamond (DIAMOND, 1957) que o isolado de caprinos
apresentou maior concentracdo de células por mL, 5,7x10° e 6,4x10° respectivamente, nos
demais meios a concentragio maxima de células viaveis por mL ndo passou de 2,44 x 10°
céls/mL. No entanto, com exce¢do do meio Diamond, em todos os meios testados as cepas
apresentaram padrdo de crescimento semelhante nas primeiras 120 horas, com uma fase de
adaptacao que durou 24 horas, seguida da fase de crescimento exponencial até as 48horas.
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Figura 8. Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de caprinos, a cada
24 horas, cultivadas nos meios de cultivo: Hank’s (H), caldo peptonado (CP),
Diamond’s (Dia) e nos meios mistos com caldo peptonado ¢ Hank’s (CH) e caldo
peptonado, Hank’s e Diamond’s (CHD). Amostras em anaerobiose.
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Figura 9. Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de caprinos, a cada
24 horas, cultivadas nos meios de cultivo: Hank’s (H), caldo peptonado (CP),
Diamond’s (Dia) e nos meios mistos com caldo peptonado ¢ Hank’s (CH) e caldo
peptonado, Hank’s e Diamond’s (CHD). Amostras em aerobiose.

Logo apos, houve uma fase de declinio até as 72 horas, com posterior estabiliza¢éo
celular nos tempos seguintes, fase estacionaria (Figura 8). Esse padrdo de crescimento foi
semelhante tanto em anaerobiose, quanto em aerobiose (Figura 9) nos meios CHD, CP e CH.

Dentre os isolados de ovinos, os dois mais adaptados aos meios de cultivo foram usados
nesse estudo. Dos cinco meios testados, apenas no meio Diamond, os isolados de ??? ndo
conseguiram se desenvolver, tanto em anaerobiose, com presenca de vaselina liquida
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(Figura 10), quanto em aerobiose, e na auséncia de vaselina liquida (Figura 11). Em todos os
outros meios os isolados apresentaram perfil de crescimento semelhante, sobretudo em

anaerobiose.
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Figura 10. Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de ovinos, a cada
24 horas, cultivadas nos meios de cultivo: Hank’s (H), caldo peptonado (CP),
Diamond’s (Dia) e nos meios mistos com caldo peptonado ¢ Hank’s (CH) e caldo
peptonado, Hank’s e Diamond’s (CHD). Amostras em anaerobiose.
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Figura 11. Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de ovinos, a cada 24
horas, cultivadas em aerobiose nos meios de cultivo: Hank’s (H), caldo peptonado
(CP), Diamond’s (Dia) e nos meios mistos com caldo peptonado e Hank’s (CH) e caldo
peptonado, Hank’s ¢ Diamond’s (CHD).
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Os isolados de ovinos apresentaram uma fase de adaptacdo, com duragédo de 24 horas,
seguida de uma fase de crescimento progressivo ate 72 horas de cultivo, quando atingiram o
namero maximo de células por ml; posteriormente seguiu-se a fase de declinio (Figura 10). Em
aerobiose, este perfil se diferenciou em meio Hank’s ap6s 72 horas de cultivo, quando nao
ocorreu a fase de declinio como nos demais meios, e sim uma fase estacionaria, que perdurou
por 48 horas, seguida de uma fase de declinio que iniciou-se apos 120 horas de cultivo (Figura
11).

No meio CHD, os isolados de caprinos, apresentaram concentragio maxima de 5,7 x10°
células por ml, em 48 horas, tanto em presenca quanto em auséncia de oxigénio (Figura 12), no
entanto, a fase de declinio foi mais lenta em aerobiose, apresentando concentracdo de células
viaveis bem mais elevadas que os demais meios durante a fase de declinio (Figura 9). E a fase
de estabilizacdo s6 aconteceu ap0s as 144 horas de cultivo, e perdurou por cerca de 720 horas
de cultivo. J& em anaerobiose, esta fase de estabilizacdo foi maior, cerca de 2000 horas através
de acompanhamento microscopico.
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Figura 12. Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de caprinos, a cada
24 horas. Cultivadas nos meios de cultivo CHD. Amostras em anaerobiose e
aerobiose.

Foi também no meio de cultivo CHD em que os isolados de ovinos atingiram a maior
concentragéo de células por ml (8,2 x 10° céls/ml), comparado aos demais meios. Ndo houve
diferenga significativa no perfil de crescimento das cepas em meio CHD quando comparado o
cultivo em aerobiose com anaerobiose, nas primeiras 96 horas (Figura 13).

Quando os isolados de ovinos foram cultivados em CHD em aerobiose, pos 96 horas de
cultivo, houve uma tendéncia a estabilizacéo, apds a fase de declino, que ocorreu entre 72 horas
e 120 horas de cultivo, e permaneceram viaveis por até 192 horas; em anaerobiose, a fase de
declinio se manteve de forma lenta entre 96 horas e 144 horas, e posteriormente ndo havia mais
células viaveis.
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Figura 13. Concentracdo de células por ml das cepas de parabasalideos isoladas das fezes de
ovinos, calculadas a cada 24 horas. Cultivadas nos meios de cultivo CHD. Em
anaerobiose, com vaselina, e em aerobiose, sem vaselina.

No meio Diamond, a fase de adaptacdo dos isolados de caprinos foi muito longa, cerca
de 96 horas; apds iniciou-se a fase de crescimento que durou cerca de 24 horas (120h), seguido
de posterior declinio, até zerar totalmente apds 144 horas. Esse padrdo de crescimento
diferenciado do meio Diamond foi observado tanto em aerobiose, quanto em anaerobiose
(Figura 14). Porém, a concentracdo de células por mL foi muito maior em anaerobiose
(6,4x10%), do que em aerobiose (0,9 x 10°). Esta foi a menor concentracio celular apresentada
entre todos os outros meios testados (Figura 9).
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Figura 14. Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de caprinos, a cada 24
horas. Cultivadas no meio de cultivo Diamond, em anaerobiose e aerobiose.
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Em aerobiose, durante as primeiras horas de cultivo em meio Diamond’s, os isolados de
ovinos ndo conseguiam se adaptar, de tal modo que apo6s 24 horas ndo havia mais nenhuma
célula vidvel. Em anaerobiose, a concentragcdo de células por ml reduziu drasticamente nas
primeiras 24 horas, de 1 x 10* para 0,2 x 10* céls/ml, mais posteriormente a morte celular
ocorreu de forma mais lenta, com declinio gradativo entre 24 e 96 horas de cultivo, chegando a
zero somente ap6s 96 horas de cultivo (Figura 15).

Diferente das cepas de ovinos, as cepas de caprinos conseguiram se estabelecer em meio
Diamond, no entanto levaram muito mais tempo para se adaptar (96 horas), comparado aos
demais meios. Em condic¢des anaerdbicas, apos esta longa fase de adaptacao, o crescimento foi
satisfatorio, semelhante ao registrado em meio CHD, meio em que todas as cepas apresentaram
um bom desempenho. No entanto, em aerobiose esse crescimento p6s 96 horas foi sutil.
Certamente 0 excesso de bactérias ja previamente estabelecido dificultou o desenvolvimento
dos protozoérios. A dificuldade em cultivar esses flagelados em meio Diamond, também foi
relatada por outros autores (COBO et al., 2003; IBANEZ- ESCRIBANO et al., 2013; DOS
SANTOS et al., 2017).

No meio Hank’, em anaerobiose, a partir de 24 horas de cultivo dos isolados de caprinos,
iniciou-se a fase de crescimento, atingindo uma concentragio maxima de 2,3 x 10° céls/ml nas
primeiras 48 horas. Posteriormente, ocorreu a fase de declinio até as proximas 120 horas. Apos,
iniciou uma nova fase de crescimento, semelhante a primeira, (2,4 céls/ml x 10°), seguida por
outra fase de declinio (Figura 16). E 240 horas apds o inicio do cultivo, o namero de células por
ml era bem proximo de zero ou nulo. Esta drastica reducdo do nimero de células viaveis ap6s
240 horas foi observada em todos 0s meios, com excecdo do meio CHD, que se manteve em
fase estacionaria, concentragéo de 2,0 x 10° cél./ ml, por um periodo de tempo superior, mais
de 720 horas de cultivo.

Quando isolados de caprino foram cultivadas em Hank’s, em aerobiose, apds a fase de
adaptacdo (24 horas), houve uma fase de crescimento que perdurou por 96 horas, atingindo uma
concentragdo de 4,7 x 10° céls/ml, bem maior que a apresentada em aerobiose (2,4 x 10°
céls/ml). Este crescimento foi seguido por uma fase de declinio abrupta, até reducéo total do
ndmero de protozoarios viaveis, apés as 144 horas de cultivo, ndo havendo uma fase de
estabilizacdo (Figura 16).

Os 1solados de ovinos, em aerobiose € no meio Hank’s, apresentaram comportamento
bem diferenciado, comparado aos demais meios (Figura 11). Ap6s as 72 horas de cultivo, houve
uma fase de estabilizacdo, em que a concentracdo de maxima de células (5,8x10° céls/ml) se
manteve por 48 horas. Passadas 120 horas de cultivo, as cepas entraram em fase de declinio, e
atingiram concentracbes proximas de zero apés 144 horas de cultivo (Figura 17). Em
anaerobiose, o perfil de crescimento em Hank’s foi semelhante aos demais, e apos as 144 horas,
as cepas se mantiveram em concentracao baixa, porem viaveis por até 192 horas de cultivo.

37



0,1

—4— Com vaselina

0,08
== Sem vaselina

£ 006
K%
'8
S
— 0,04

0,02

0 {? {1 {1 g

Oh 24h  48h  72h  96h 120h 144h
Tempo de cultivo em horas (h)

Figura 15. Concentracdo das células de parabasalideos isoladas das fezes de ovinos, a cada
24 horas. Cultivadas no meio de cultivo Diamond, em anaerobiose e aerobiose.
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Figura 16. Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de caprinos, a cada 24

horas. Cultivadas nos meios de cultivo Hank’s, em anaerobiose e aerobiose.
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Figura 17. Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de ovino, a cada 24
horas. Cultivadas nos meios de cultivo Hank’s, em anaerobiose e aerobiose.

No meio caldo peptonado (CP), em aerobiose, o padréo de crescimento nas primeiras 72
horas de cultivo dos isolados de caprinos, foi semelhante aos demais, com concentracao de
células por ml de 5,59 x 10°. Apods a fase de crescimento (48 horas), houve uma reducdo
acentuada na concentracdo de células até 72 horas, em seguida a fase de declinio continuou,
sendo que desta vez de forma lenta e gradual, até a reducdo total do namero de células viaveis,
apos as 144 horas de cultivo (Figura 18).
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Figura 18. Concentracdo celular de parabasalideos isoladas das fezes de caprinos, a cada 24
horas. Cultivadas em meio de cultivo caldo peptonado (CP), em anaerobiose, e
aerobiose.
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Em anaerobiose, o padrdo de crescimento dos isolados de caprino em meio CP foi
diferenciado, apos as 24 horas de adaptacdo, houve um crescimento rapido nas primeiras 48
horas, de 0,06 x 10° para 1,4 x 10°, sequido por uma fase de crescimento lento com uma certa
estabilizacdo na concentragdo de células (1,8 x 10°), até as proximas 96 horas, onde se iniciou
uma queda gradual até a reducdo total do nimero de células viaveis, apds as 144 horas de
cultivo.

Quando os isolados de ovinos foram inoculados nesse mesmo meio, ndo houve diferenca
significativa no perfil de crescimento das cepas quando se comparou o cultivo em aerobiose
com anaerobiose, nas primeiras 120 horas (Figura 19). No entanto, em aerobiose, ap6s as 120
horas houve reducao significativa da concentragao de células, de 1,2 x10° para 0,2 x10° céls/ml,
e depois das 144 horas ndo havia mais células viaveis. Em anaerobiose, apds as 120 horas houve
uma fase de estabilizagcdo com concentragdo de células em torno de 1,0 x10° céls/ml que se
manteve por mais 72 horas, ou seja, as cepas se mantiveram viaveis por pelo menos 192 horas
de cultivo.
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Figura 19. Concentracdo celular de parabasalideos isolados das fezes de ovinos, a cada 24
horas. Cultivados no meio de caldo peptonado (CP), em anaerobiose e aerobiose.

No meio CH o padrdo de crescimento dos isolados de caprinos foi semelhante, tanto em
aerobiose quanto em anaerobiose (Figura 20). No entanto, em aerobiose houve maior
concentracéo de células por ml (4,08 x 10°) do que quando em anaerobiose (1,91 x 10°).

Apos a fase de declinio, houve uma fase de estabilizagdo, com concentracdo de células
por ml constante e semelhante tanto na presenca quanto na auséncia de vaselina, até a reducéo
total do numero de células viaveis, apds as 144 horas de cultivo.
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Figura 20. Concentracdo celular de parabasalideos isolados das fezes de caprinos, a cada 24
horas. Cultivados nos meios de cultivo CH, em anaerobiose e aerobiose.

Os parabasalideos isolados de ovinos também apresentaram um padrdo semelhante,
guando comparado a presenca e auséncia de vaselina (Figura 21). No entanto, as células se
adaptaram mais ao meio quando cultivadas em anaerobiose do que em aerobiose. Pois em
anaerobiose os isolados de ovinos apresentaram maior concentragdo de células por ml (6,9 x10°)
e apos 120 horas iniciou uma fase de estabilizacdo, que se manteve por mais de 144 horas, com
uma concentragdo média de 2,3 x10° céls/ml. Posteriormente, a concentragdo reduziu ate zerar,
com 192 horas de cultivo. Em aerobiose, ap0s atingir a concentragdo maxima de células por mi
(4,7 x10°), iniciou-se a fase de declinio (72h), que foi gradual e progressiva, e zerou totalmente
a concentracao, apos as 144 horas de cultivo.
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Figura 21. Concentracdo celular de parabasalideos isolados das fezes de ovinos a cada 24
horas. Cultivadas nos meios de cultivo CH, em anaerobiose e aerobiose.
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Em todos os meios testados, houve menor contaminacao bacteriana e fungica quando o
cultivo era realizado em presenca de vaselina liquida (anaerobiose), tanto para os isolados de
caprinos, quanto para os de ovinos e suinos. Além disso, o tempo de vida da cultura foi maior.
E por isso a vaselina foi utilizada durante os repiques para manutencédo das culturas.

As bacteérias presentes no meio podem aumentar a disponibilidade de alimentos para o
protozoario, tanto por fornecer metabdlitos, como por serem fontes diretas de obtencdo de
alimentos. Essa interacdo benéfica ja foi comprovada com outras espécies de parabasalideos
(BENCHIMOL & DE SOUZA, 1995; DE CARLLI, et al., 2004; OVCINNIKOQV et al., 1975;
STREET et al., 1984). Uma especulacéo € que o excesso de bactérias em condigdes aerobicas
disponibilize mais nutrientes para o protozoario fazendo com que as cepas se desenvolvam mais
a curto prazo; mas a longo prazo, o aumento do nimero de microorganismo no meio, aumenta
a competicdo por nutrientes, e a cultura ndo consegue manter-se viavel por mais tempo. Quando
em anaerobiose, a contaminacgdo por bactérias € menor e, portanto, ha certo equilibrio no meio,
e consequentemente maior tempo de vida em cultivo.

A partir dos resultados obtidos de maior concentracdo de células viaveis por mL, tanto
em caprinos quanto em ovinos, e com a finalidade de facilitar o manejo das cepas em cultivo
(padronizar os repiques), 0 meio de cultivo CHD foi selecionado para ser utilizado tanto para
manutencdo dos isolados durante todo o tempo de realizacdo da pesquisa, como também para a
elaboracdo dos demais estudos de morfologia, biologia molecular, axenizacdo, além da
realizacdo do estudo mais detalhado de cinética de crescimento dos isolados, apresentado na
Parte 4 deste estudo.

Apesar dos isolados de ovinos apresentarem maior concentracdo celular em todos os
meios testados, em relacdo as de caprinos, ndo havia uma fase de estabilizacdo duradoura apds
a fase de declinio. Portanto, ap6s 144 horas de cultivo a maioria das culturas de ovinos néo
resistiam em um mesmo meio se ndo houvesse um novo repique. Este fato colaborou para que
alguns isolados se perdessem ao longo da pesquisa. Enquanto os isolados de caprinos
permaneciam em fase de estabilizacdo por mais tempo, em meio CHD, por exemplo, com 2000
horas de cultivo ainda havia células viaveis.

3.2.2.3 Axenizagéo

Com o objetivo de tentar eliminar as bactérias presentes no meio (axeniza¢do) além de
dos antibioticos utilizados rotineiramente, anfotericina (2 mg/L) e gentamicina (400 mg/L), os
antibiéticos meropenem (6 mg/L), estreptomicina (200 mg/L) e penicilina (200 000 UI/L),
foram acrescentados ao meio de cultivo CHD. Este meio com maior concentracdo de
antibidticos foi utilizado para o repique dos isolados de caprinos, ovinos e suinos.

Quando os isolados de ovinos foram introduzidos no meio de cultivo com maior
concentracdo de antibidticos, apenas um tolerou a introducao dos antibioticos. Este conseguiu
se multiplicar, por dois repiques. No entanto, as celulas ficaram aumentadas de tamanho, e ap6s
a coloracdo foi possivel observar células completamente diferenciadas das células originais,
antes da introducéo dos antibidticos (Figura 31), e estas comecaram a morrer a medida que 0
meio foi ficando sem bactéria.

42



A » B

-
- -

-
2

P~ K

Figura 22. Trofozoitas isolados de fezes de ovinos, cultivados em meio CHD, antes do processo
de axenizagdo, com células piriformes (A) e durante axenizagdo, com células
maiores, multinucleadas (*), completa diferenciacdo (B). (Barra= 10um). Pandtico
rapido®.

Assim como nos isolados de ovinos, apenas um dentre os trés isolados de caprinos
tolerou a introdugdo dos antibidticos, e permitiu a “axeniza¢cdo” dos meios apds dois repiques
(a cada 24 horas cada). Apos a completa limpeza do meio, 48 horas em presenca desses
antibioticos, a cultura encontrava-se aparentemente sem bactérias, limpida/transltcida. Sob
miscroscopia Optica, ndo havia presenca de col6nias bacterianas, e a concentracdo de
protozoarios era alta (mais de 100 células por campo). Os flagelados apresentavam-se maiores
(mais de 11 pum de comprimento) que os observados no meio com os antibioticos de rotina
(anfotericina e gentamicina) e arredondados, assim como os isolados de ovinos (Figura 22).
Apbs as 48 horas de cultivo, houve um declinio na concentracdo celular, e os isolados nédo
suportaram permanecer neste meio por mais de 72 horas.

Na tentativa de manter os isolados viaveis por mais tempo, optou-se por reintroduzi- los,
logo ap6s a suposta axenizagdo, no meio de cultura com os antibidticos de rotina. Entretanto,
esta medida permitiu que as bactérias voltassem a se multiplicar no meio. Ou seja, introducées
desses novos antibiGticos no meio teve efeito bacteriostatico e ndo bactericida como era
esperado. E os isolados de caprinos conseguiram se restabelecer no cultivo, mas os de ovinos
ndo, certamente porque 0s danos estruturais celulares foram irreversiveis.

No cultivo dos isolados de suino, foi evidente a dependéncia dos protozoarios por
bactérias. Apds a adicdo dos antibidticos ao meio (axenizagdo), as células comecavam a ter
dificuldade de se multiplicar e em 24 horas de cultivo ndo havia mais células vidveis. No
entanto, sem a utilizacdo desses antibi6ticos, as culturas resistiram em um mesmo meio, sem
repiques, por cerca de 10 dias quando bactérias estavam presentes.

Ao contrério do relatado por Amin et al. (2010), que obteve sucesso na axenizacao de
cepas de T. gallinae e T gallinarum, com a utilizacdo dos antibioticos meropenen,
estreptomicina e penicilina, nenhum dos isolados suportaram o processo de axenizagdo por mais
de 72 horas. Logo ap0s a introducéo dos flagelados nos meios com estes antibioticos, a maioria
das cepas foi incapaz de se multiplicar; apenas duas cepas conseguiram, mas por um curto
periodo. Uma de caprino, que se multiplicou nas primeiras 48 horas, no entanto, houve formagéao
de pseudocistos (forma de resisténcia), seguida de morte celular, se estas ndo fossem
reintroduzidas em um novo meio sem estes antibioticos. E outra cepa de ovino ficou ainda
menos tempo em cultivo, e houve alteragcGes significativas na morfologia original das
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células, e foram incapazes de se restabelecer, mesmo quando reintroduzidas em meios sem estes
antibioticos.

Possivelmente, a simbiose entre este protozoério e as bactérias é fundamental para a
sobrevivéncia do flagelado in vitro. Ou porque ha déficit de algum nutriente nos meios testados,
que seriam disponibilizados pelas bactérias, ou simplismente porque necessitam de fagocitar as
bactérias do meio, como ocorre com Tetratrichomonas didelphidis, flagelado isolado de fezes
de gamba. Em um estudo feito com sua cinética de crescimento, foi demonstrado que as cepas
de T. didelphidis apresentaram um tempo maior de crescimento e maior nimero de trofozoitos
quando inoculados com E. coli do que quando cultivadas sozinhas (culturas axénicas). E
concluiu-se que cultura in vitro de T. didelphidis depende da
E. coli como parceira promotora de crescimento, e este requer cultivo monoxénico (TASCA &
DECARLLI, 2001). Neste mesmo estudo, ficou comprovado que nao adianta ter os metabolitos
produzidos pela E. coli, tdo pouco a presenca de E. coli inativada. Para que haja sucesso no
cultivo de T. didelphidis é necessaria a presenca destas bacteriais viaveis. E estas sdo ativamente
fagocitadas pelos flagelados.

3.2.2.4 Anélises Morfologicas dos Isolados de Pequenos Ruminantes e Suinos

Os parabasalideos em culturas axénicas foram visiveis na microscopia Optica em
preparag0es ndo coradas, durante o cultivo, e coradas durante a realizagdo das curvas de
crescimento na camara de Neubauer, em preparacdes Umidas (corante vital, eosina), bem como
através de fixacdo em lamina, e coloragdo com pandtico rapido®. Durante o cultivo, sé foi
possivel observar formato de célula e locomocao, ja que estas se movimentam intensamente, o
que dificulta a visualizagdo de flagelos e membrana ondulante. As prepara¢des Umidas com
eosina reduziram a motilidade celular, e permitiram somente a visualizacdo de caracteristicas
externas (corante ndo penetra nas células vivas), como membrana ondulante, flagelos e formato
das células. As preparacdes de esfregaco, com posterior fixacdo e coloracdo em panético
rapido®, foi o melhor método de identificacdo morfoldgica.

Nos estudos morfoldgicos realizados nas amostras oriundas de pequenos ruminantes e
suinos, foi possivel visualizar organismos de tamanhos variados em uma mesma cultura (Figura
23), possivelmente por estarem em fases distintas do seu metabolismo.

A maioria das células apresentou um unico nucleo localizado em sua por¢do anterior
(Figura 23), no entanto, com frequéncia foram observadas células em mitose, com dois nicleos
(Figura 24). Nos isolados de ovinos e caprinos, alem do processo de divisdo binaria, foi
observado, em menor frequéncia, células em divisdo maltipla, com mais de dois nucleos (Figura
25). Esse tipo de divisdo ndo foi observado em isolados de suinos.

Vacuolos foram vistos por todo o citoplasma, principalmente quando havia muita
contaminacdo bacteriana no meio de cultivo. E bactérias frequentemente foram visualizadas
aderidas a superficie das células, e dentro desses vacuolos, vesiculas endociticas (Figura 26).
Reforcando o sugerido por alguns autores, de que esses flagelados fagocitam bactérias e que
estas sdo importantes para a adaptacdo desses aos meios de cultivo (BENCHIMOL; DE
SOUZA, 1995; TASCA; DECARLLI, 2001; ZERPA LARRAURI et al., 2016).
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Figura 23. Trofozoitos de parabasalideos de ovinos de tamanhos distintos, com a presenca de
vacuolizagdes no citoplasma (*). Nucleo (Nu); flagelos anteriores (FA) e membrana
ondulante (MO). (Barra= 10um). Panético rapido®.
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Figura 24. Trofozoitos de parabasalideos de caprino no inicio do processo de divisdo binéria,
apresentando dois nucleos no inicio divisdo (A) e no final do processo de divisdo
(B). Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA), axoéstilo (Ax). Pandtico rapido®.
(Barra= 10pm).
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Figura 25. Trofozoitos de parabasalideos de ovino em processo de divisdo mdaltipla
apresentando quatro nucleos. Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA) e membrana
ondulante (MO). Pandético rapido® (Barra= 10um).
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Figura 26. Trofozoitos de parabasalideos de caprino (A), ovino (B) e suino (C) com a presenca
de vacuoliza¢des no citoplasma (*). Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA), axostilo
(AX), flagelos posteriores e membrana ondulante (MO). Panotico rapido® (Barra=
10um).

Os protozoarios apresentaram formato que variava de arredondado a piriforme, com a
presenca de membrana ondulante percorrendo todo o corpo da célula e terminando como uma
porcao livre, flagelo posterior. O corpo parabasal foi visualizado acima do ndcleo. O axoéstilo
apresentou-se percorrendo o corpo celular, se atenuando gradualmente até o seu término, visto
como uma projecao para fora do citoplasma. Nem sempre foi possivel distingui-lo do flagelo
posterior. O pelta apresentou-se pequeno e pouco discernivel, na regido de emergéncia dos
flagelos. A costa se entendeu por todo o corpo, seguindo o comprimento da membrana
ondulante (Figura 27).

Figura 27. Trofozoitos de parabasalideos de caprinos. Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA);
axostilo (Ax), costa (Co), pelta (Pe), corpo parabasal (CP), flagelo posterior (FP); e
membrana ondulante (MO). Panotico rapido® (Barra= 10um).

O método de coloracdo priorizado por esse estudo, panético rapido®, para a
identificacdo morfol6gica por microscopia Optica, permitiu a visualizacdo de estruturas
importantes para a identificagdo do protozoario, como o nimero de flagelos, o nimero de ondas
da membrana ondulante e o formato do axdstilo. No entanto, as caracteristicas dessas estruturas
variavam de uma amostra para outra, e dentro de uma mesma amostra, sobretudo nas amostras
de suinos. Um exemplo disso foi que uma das culturas apresentou protozoarios arredondados
com apenas dois flagelos anteriores incontestaveis, membrana ondulante aderida ao corpo, sem
porcao livre (Figura 28 A e B), além de protozoarios piriformes com membrana ondulante
destacada do corpo, com ondulagdes bem evidentes, porcdo final livre e flagelo posterior
(Figura 28 C e D). Nos isolados de ovinos e caprinos, houve menor discrepancia morfoldgica
entre as amostras, no entanto, optou-se por fazer um estudo
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morfologico mais detalhado, morfometria (Parte 4), somente apds confirmacdo molecular de
que as amostras isoladas dessas espécies animais nao eram oriundas de infec¢des mistas, a fim
de se evitar mensuragdes equivocadas que podem ocorrer quando ha espécies ou mesmo
géneros distintos em uma mesma amostra.

D

Figura 28. Diferenca morfoldgica entre os parabasalideos isolados de suino de uma mesma
amostra fecal de um leitdo com diarreia. A-B. Fagelados arredondados com dois
flagelos anteriores (FA), membrana ondulante (MO) aderida ao corpo. C-D.
Flagelados piriformes com membrana ondulantes destacadas do corpo, nucleo (Nu),
axostilo (Ax) e flagelo posterior (FP). Panético rapido®, obj.100X.

Esta amostra de suino, exemplificada acima, foi isolada do conteudo fecal (diarréico) de
um leitdo. O que pode ter favorecido a co-infecgdo devido as condi¢des imunoldgicas no animal,
ou mesmo, esta co-infecgdo pode ter intensificado a sintomatologia, como é proposto por alguns
autores (GOOKIN et al., 2001; DOS SANTOS et al., 2015). Portanto, as comparacGes
morfoldgicas feitas até 0 momento levantaram a possibilidade de haver a presenca de diferentes
espécies num mesmo cultivo, culturas mistas, o que impossibilitou a realizacdo de estudos
morfomeétricos e de cinética de comportamento dos isolados de suinos.

Contudo, existe a possibilidade de haver culturas mistas, e de possiveis variacdes
morfolégicas dentro de uma mesma espécie, bem como de semelhangas morfoldgicas entre as
diferentes espécies (CEPICKA et al., 2006; RIVERA et al.,2008). Em face da falta de estudos
morfoldgicos desses protozoarios, visto que a analise morfoldgica sozinha nao seria suficiente
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para a identificacdo de género e espécie, estudos mais aprofundados das analises genotipicas
S&0 necessarios.
3.2.2.5 Anélises Moleculares dos Isolados de Pequenos Ruminantes

O DNA foi extraido de 19 amostras em culturas; 16 isolados de ovinos e 3 isolados de
caprinos, e posteriormente estas foram submetidas a PCR. Dezesseis amostras produziram a
amplificacdo das regides ITS 1 e 2, do gene ribossomal 5,8S especificos para identificacdo das
familias Trichomonadidae e Tritrichomonadidae, com o produto da amplificacdo apresentando
cerca de 379 pb usando os primers TFR1 e TFR2. E apenas um isolado de ovino e dois de
caprinos (Figura 29A, colunas 15,17 e 19 respectivamente) ndo amplificaram, devido a grande
contaminacdo das amostras em questao (inibicdo da reacdo); estas amostras foram novamente
analisadas apds vérias diluicbes, o que permitiu que estas também fossem amplificadas com
sucesso. Ou seja, todas as cepas de parabasalideos isoladas de caprinos e ovinos que foram
analisadas até o presente momento sdo pertencentes a uma dessas duas familias.

1 234 56 7 8 910111213141516171819202122232425
TEmeee e & @ e -
-‘Q-.’.'.'-.-. > 49 =

Figura 29. Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR amplificados com
iniciadores TFR1 e TFR2. Amostras de ovinos (colunas 1-16), amostras de caprinos
(colunas 17-19, controles positivos de reacdo (colunas 20-22), correspondente a
aproximadamente 379pb, controle negativo do ambiente (colunas 23 e 24) e
marcador de peso molecular (coluna 25).

Quando foram utilizados os primers espécie-especifico para T. foetus, TFR3 e TFR4,
ndo foram observados produtos de amplificacdo em nenhuma das amostras em questao (Figura
30). O mesmo ocorreu quando utilizados os primers espécie-especifico para P. hominis.
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Figura 30. Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR amplificados com
iniciadores TFR3 e TFR4. Amostras de ovinos (colunas 1-16), amostras de
caprinos (colunas 17-19), controle positivo de reagdo (colunas 20 e 21),
correspondente a aproximadamente 372 pb, controle negativo (coluna ?).

Inicialmente, cinco isolados de ovinos e trés isolados de caprinos foram submetidas ao
sequenciamento. Todos estes tiveram sequéncias de nucleotideos semelhantes entre si, com
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100% de similaridade com a cepa de Tetratrichomonas sp depositada no GeneBank, de
amostras isoladas de prepucio de touro (COBO et al. 2003). Apos o sequenciamento foi feito
um levantamento das enzimas de restricdo capazes de cortar o gene em questdo. Entéo, a enzima
Alu | foi selecionada, devido ao seu padréo de corte. Todas as amostras em cultura, no momento
em questéo, foram submetidas a PCR-RFLP (Figura 31), sendo 12 de ovinos, trés de caprinos
e trés de suinos. Uma das amostras de suinos (Figura 31, coluna 13) e todas as amostras de
ovinos e caprinos apresentaram o0 mesmo padrdo de corte, o que por si s6 confirma que todas
estas amostras sdo Tetratrichomonas sp. No entanto, a cepa K (Tritrichomonas foetus) utilizada
como controle negativo, apresentou perfil de corte diferenciado (Figura 31, coluna 20) e duas
das amostras de suinos testadas ndo foram cortadas por esta enzima, (Figura 31, colunas 14 e
15), indicando que estas cepas ndo correspondem a Tetratrichomonas sp nem a Tritrichomonas
foetus.
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Figura 31. Electroforese em gel de agarose (2%) das amostras amplificadas com iniciadores
TFR1 e TFR2 e submetidas a digestdo com enzima de restricdo Alu I. Amostras
de ovino (colunas 1-12), amostras de suinos (13-15), amostras de caprino (colunas
16-18), controle positivo de padréo de corte (coluna 19), controle negativo de
corte, cepa K (coluna 20) e marcador de peso molecular (coluna 21).

O género Tetratrichomonas é o maior entre 0s géneros de parabasalideos descritos, com
16 linhagens identificadas (CEPICKA et al., 2006). No entanto, ha muita diversidade neste
género e algumas caracterizacdes sao questionaveis (DUFERNEZ et al., 2007; RIVERA et al.,
2008; WALKER et al., 2003). Além disso, ha diversas similaridades morfoldgicas entre as
espécies (HIBLER et al., 1960; CASTELLA et al., 1997; COBO et al., 2003; WALKER et al.,
2003; CEPICKA et al., 2005; DUFERNEZ et al., 2007) o que dificulta a correta identificacéo
morfoldgica de novos isolados e torna as analises moleculares uma ferramenta imprescindivel.
No entanto, o uso de um Unico gene como forma de identificar e/ou caracterizar uma espécie é
discutivel e precisa ser revisto, sendo possivel que haja sinébnimos entre algumas das espécies
descritas (RIVERA et al., 2008).

Cepas com sequéncias semelhantes a estas ja foram isoladas de diferentes hospedeiros
(IBANEZ-ESCRIBANO et al., 2013). E algumas ja foram atribuidas a distarbios clinicos,
inclusive em humanos (ARASE et al., 2014). Estes resultados indicam que algumas espécies de
Tetratrichomonas poderiam ter uma ampla gama de hospedeiros, sendo possivel sobreviver em
condicBes adversas, devido a sua alta capacidade adaptativa.

Ainda ndo foi possivel correlacionar a presenca desses flagelados a disturbios
gastrointestinais em pequenos ruminantes. Na auséncia de quaisquer patologias intestinais,
estes protozoarios podem pertencer a microbiota intestinal comensal desses animais,
interagindo ativamente com bactérias do meio, fagocitando-as, como foi observado no cultivo

49



in vitro. Portanto, sua capacidade de regular o crescimento de procariéticos deve ser
considerado. E esta interacdo pode trazer beneficio para o hospedeiro. Contudo, ndo se pode
subestimar a importancia de associagdes polimicrobianas, e a relacdo parasita-hospedeiro
precisam ser abordadas como um todo (BAR et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2017). Estudos
mais detalhados precisam ser realizados para comprovar esta hipdtese.
3.2.2.6 Analises Moleculares dos Isolados de Suinos

Dos 35 isolados submetidas a PCR, 30 produziram a amplificacdo das regifes ITS 1 e
2, do gene ribossomal 5,8S, especificos para identificacdo das familias Trichomonadidae e
Tritrichomonadidae, com o produto da amplificacdo apresentando cerca de 379 pb usando os
primers TFR1 e TFR2 (Figuras 32 e 33). Ou seja, 30 das 35 cepas de parabasalideos analisadas
até o presente momento sdo pertencentes a uma dessas duas familias.
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Figura 32. Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR amplificados com
iniciadores TFR1 e TFR2. Controle negativo do mix (coluna 1), amostras de suinos
TP1-TP15 (colunas 2-16), controle negativo da extragdo (coluna 17), controle
negativo do ambiente (coluna 18), controle positivo de reacéo (coluna
19) correspondente a aproximadamente 379pb.
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Figura 33. Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR amplificados com
iniciadores TFR1 e TFR2. Controle negativo do mix (coluna 1), amostras de suinos
TP16-TP35 (coluna 2-22), vazio (colunas 23, 27, 28 e 29), controle negativo da
extracao (linha 24), controle negativo do ambiente (coluna 25), e controles positivos
(colunas 26 e 30) correspondente a aproximadamente 379pb.

Quando foram utilizados os primers espécie-especifico para T. foetus, TFR3 e TFR4,
n&o foram observados produtos de amplificacdo em nenhuma das amostras em questao,
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apenas o controle positivo amplificou. Quando utilizados os primers espécie-especifico para
P. hominis, cinco amostras apresentaram amplificacdo (Figura 34).
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Figura 34. Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR amplificados com
iniciadores Th3 e Th5. Controle negativo do mix (coluna 1), amostras de suinos
TP1- TP15 (colunas 2-16), controle negativo de extracdo (colunas 18 e 19) e
controles positivos (colunas 17 e 20) correspondente a aproximadamente 339pb.

O objetivo foi avaliar se as cinco amostras isoladas de suinos tratavam-se realmente de
cepas de P. hominis. Estas entdo foram submetidas a digestdo com as enzimas de restricao
Haelll, que é capaz de cortar o fragmento de DNA gerando duas bandas no gel, com tamanhos
aproximados de 251 bp e 99 bp, e a enzima Hinf I, com a geracdo de trés bandas de 163bp,
133bp e 62 bp. No entanto, apenas uma amostra foi cortada pelas enzimas de restri¢do (Figura
35, coluna 2), produzindo os fragmentos de DNA esperado. Semelhante ao controle positivo,
as outras 4 amostras ndo foram cortadas pela enzima Hae Ill, contudo foram cortadas pela
enzima Hinf | apresentando um perfil de corte completamente diferente do esperado. Além
disso, a Unica amostra que foi cortada pelas duas enzimas, produzindo os fragmentos esperados
(Figura 35, coluna 2), ainda apresentou uma outra banda, semelhante as demais, quando
cortadas por Hinf I, certamente por se tratar de uma amostra mista, ou seja, além de P. hominis,
h& uma outra espécie de parabasalideos.
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Figura 35. Electroforese em gel de agarose (3%) das amostras amplificadas com os iniciadores
TH3 e 5 e submetidos a digestdo com a enzima de restricdo Hinf | (& esquerda) e
Hae Il (a direita). Amostras de controle positivo (coluna 6), controle negativo
(coluna 7) e marcador de peso molecular (coluna 8).
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Estes dados geram algumas controvérsias, visto que o primer usado é espécie- especifico
e ndo deveria replicar o DNA de outras espécies de parabasalideos. Diante disto, essas amostras
foram sequenciadas, e todas apresentaram sequéncias semelhantes entre si, e ndo se assemelham
a nenhuma das sequéncias depositada no Genbank até o presente momento. Contudo, ha
necessidade de se empregar novas técnicas moleculares com o intuito de confirmar este
resultado.

Se confirmados estes dados, este serd o primeiro relato da ocorréncia de P. hominis em
leitdes com histérico de diarreia no Brasil, e 0 segundo no mundo. O primeiro caso foi descrito
na China (Li, W-C et al. 2014), quando foi isolado P. hominis do contetido do ceco, de um Unico
leitdo apatico com menos de quatro semanas de idade, que teve episodios de diarreia aquosa
antes de morrer. Esses pesquisadores experimentalmente reproduziram a infec¢cdo em outros
leitdes, e estes desenvolveram a patologia; um deles morreu logo ap6s o inicio do quadro de
diarreia. Pentatrichomonas hominis também tem sido relatado em associacdo com diarreia e
distarbios digestivos em humanos e em outros mamiferos, incluindo os cées e gatos. Portanto
a capacidade da espécie de causar perturbacdo gastrintestinal nesses hospedeiros € indicada por
muitos autores (LEVY et al. 2003; WANG et al. 2006; GOOKIN et al. 2007; COMPAORE et
al. 2013; Li, W-C et al. 2014; DOS SANTOS
et al. 2015b).

Todas as outras 25 cepas foram sequenciadas, no entanto quatro cepas apresentaram
baixa qualidade nos resultados obtidos, certamente por serem culturas mistas, estas precisam
serem purificadas para que possam serem reanalisadas com sucesso. Os resultados das 21
amostras sequenciadas encontram-se na Tabela 2.

Apenas trés cepas apresentaram sequéncias semelhantes a Tetratrichomonas buttrey,
espécie ja isolada em porcos domésticos (CEPICKA et al., 2006), as demais sdo relacionadas a
outras espécies hospedeiras. Um grande questionamento é como cepas de Tetratrichomonas tdo
semelhantes podem ser isolados de hospedeiros de espécies completamente diferentes, e tdo
distantes geograficamentes. Torna-se evidente a capacidade desses flagelados de se adaptar a
condicdes adversas, 0 que permite a eles parasitar hospedeiros com temperaturas e fungoes
metabolicas completamente distintas, mamiferos insetivoros, onivoros, herbivoros, além de
habitar aves e répites (WALKER et al., 2003; CEPICKA et al., 2006; AMIN et al., 2014).

Assim como outros parabasalideos, Tetratrichomonas j& foram isolados de humanos,
cavidade oral e trato respiratério (KUTISOVA et al., 2005), e foi atribuido a sérios disturbios
respiratérios (MANTINI et al., 2009). De fato, estes flagelados sdo isolados com frequencia do
sistema respiratorio de humanos causando pneumonias pneumocisticas e sindrome de
desconforto respiratorio (DUBOUCHER et al., 2005; 2006), além disso, ja foi relatado em pelo
menos 16 casos de efusdo pleural com epiema (LEWIS et al., 2003; WANG et al., 2006;
GILROY et al., 2007).

A habilidade desses protozoarios de se desenvolver em uma ampla gama de hospedeiros
e a baixa especificidade, também ja foi observada em outros géneros de parabasalideos, como
T. foetus, o agente causador de tricomoniase bovina, no qual foi isolado no trato respiratério de
suino (SHI et al., 2017) e em diarreia de intestino grosso de gatos (DOS SANTOS et al., 2015).
E P. hominis tem sido isolado do trato intestinal de varias espécies de mamiferos, além do seu
isolamentos em locais atipicos; P. hominis foi isolado do pulméo e da articulagdo de humanos.
Essa casuistica aumenta a preocupacao frente aos riscos desses agentes etioldgicos para a satde
humana e animal, sobretudo pelo possivel potencial zoonotico (OKAMOTO et al.,1998,
DUBOUCHER et al., 2005; 2006; MANTINI et al., 2009; ZALONIS et al., 2011;
CHAOQUNYADO, 2012, DIMASUAY & RIVERA 2013;
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MARITZ et al., 2014).

Tabela 2.

Identificacdo das espécies de parabasalideos
sequenciamento, e a comparagdo com as sequéncias disponiveis no GenBank.

isoladas de suinos,

N Espécie corresposndente

Espécie hospedeira

% Id

(1d Blast)
Tetratrichomonas sp PEKB Tayassu pecari
11 (AY886829.1) (Porco-do-mato ou Queixada) ~ 100%
Tetratrichomonas sp CHERSI Chersina angulata 100%
1 (AY886828.1) (Jabuti da Africa do Sul)
Tetratrichomonas sp 1999-5000 Bovino
(AF342742.1) (Cavidade prepucial) 99,7%
Tetratrichomonas sp SLON Loxodonta africana 99%
1 (AY886838.1) (Elefante-da-savana)
Tetratrichomonas brumpti Geochelone nigra 97%
(AY886820.1) Tartaruga-gigante-de-galapagos
1 Tetratrichomonas buttrey Sus scrofa f. domestica .
(AY886835.1) Porco doméstico 99.9%
9 Tetratrichomonas buttrey Sus scrofa f. domestica 99,7%
(AY886837.1) Porco doméstico
3 Tetratrichomonas buttrey Geochelone carbonaria 98%
(AY886778.1) Jabuti pitanga
2 Tetratrichomonas sp PB Phacochoerus aethiopicus 99%

(AY886804.1)

Javali africano

*N° = niimero de cepas isoladas; %Ild = % similaridade

apos

Diante da grande populacdo de suinos no Brasil, mais de 39 milhdes, o papel destes
como reservatorios de diferentes espécies de parabasalideos devem ser cautelosamente
considerados, visto que muitas dessas espécies ja foram atribuidas a diversos disturbios clinicos
em humanos, néo so pela existéncia de um contato proximo dos suinos com os seres humanos,
mas também pela notoria dificuldade na destinacdo dos residuos orgénicos (fezes) desses

animais.
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4. PARTE Il: Comparacdo do perfil de crescimento em meio de cultivo CHD de
Tetratrichomonas spp isolados de caprinos e ovinos.

41 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Cinetica de crescimento das cepas em meio CHD

Uma curva de crescimento foi realizada com todas os isolados de caprinos e ovinos, com
0 objetivo de acompanhar o comportamento individual destas em meio de cultura CHD, para
tal, 1 x 10% células por ml de cada isolado, ja adaptados ao meio CHD, foram repicadas em 1ml
de meio CHD em tubos de 1,5 ml. Apds, as culturas foram incubadas a 34°C, em anaerobiose
(com vaselina liquida) e em aerobiose (sem vaselina liquida), e a cada 12 horas uma aliquota de
30 pl de cada tudo foi retirado, e realizada a contagem de células em camera de Newbauer com
0 intuito de determinar a concentracdo de células por ml. Esse experimento foi realizado em
triplicata e as leituras das concentracGes foram feitas em duplicata. Os valores encontrados
foram reproduzidos graficamente através do Excell 2010.

4.1.2 Calculo do coeficiente de crescimento e da taxa de geracao das cepas

Para uma populagdo de células em crescimento exponencial, quando transformamos os
valores de concentracdo encontrados em Ln (Logaritimo Natural), é possivel fazer uma
regressdo linear mais confiavel, e graficamente os valores se tornam lineares (PIRT, 1975).
Com a equacdo da reta linear em uma regressao linear é possivel saber o coeficiente de
crescimento das cepas, que € igual ao valor de “a” da equacao da reta (y = a x + n). E através
dele € possivel calcular o tempo de geracao (TG) e o tempo em que a populacédo de células leva
para duplicar seu nimero de células; este € o inverso do Coeficiente de crescimento (TG
= 1/ Coeficiente de crescimento). O valor encontrado é proporcional ao tempo usado nas
contagens de células, neste caso 12 horas. Ao se fazer uma regra de trés é possivel determinar
0 tempo, em horas, em que uma taxa de geracdo ocorre, niUmero de geracdo/h, que equivale a
velocidade de crescimento dos isolados (LONGHI, 2012). As conversdes para Ln, bem como
os graficos e a equacao da reta foram calculados através do Excell 2010.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a rotina de manutengao dos isolados em meio de cultivo, foi notéria a diferenca
entre os isolados, sobretudo os de ovinos; alguns se multiplicavam rapidamente e necessitavam
de um menor tempo de repasse para meios de cultivos novos (repique), outros levavam mais
tempo para se adaptar e por isso 0 tempo de repique precisava ser maior, para que houvesse
sucesso na manutencdo deste em cultivo. As diferencas de comportamento entre os isolados
foram responsaveis pela perda de algumas amostras durante o cultivo. Diante disto, surgiu a
necessidade de se conhecer o padréo de crescimento em meio de cultivo de cada amostra. Para
tal, 10 isolados de Tetratrichomonas sp. de fezes de ovinos e os trés de caprinos foram
acompanhados a cada 12 horas, durante 84 horas de cultivo em meio CHD, na presenca e na
auséncia de oxigénio.

Os microrganismos em meio de cultivo sob condigfes ambientais constantes,
apresentam uma curva de crescimento tipica (Figura 36).

:’ Fase estaciondria
8 Fase Declinio
=
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Figura 36. Curva de crescimento microbiano tipico sob condi¢cdes ambientais
constantes. Fonte: Adaptado de Bernaerts et al. (2004).

Inicialmente ocorre uma fase de adaptacao celular ao meio de cultivo, conhecida como
fase Lag. Segundo Longhi (2012), esta fase é um atraso a resposta da populagcdo microbiana a
uma stbita mudanca no ambiente. E um periodo de ajuste, quando 0os microrganismos se
adaptam a fim de obter as condigdes necessarias para crescer. Apos, 0S 0rganismos comegam a
se multiplicar rapidamente, que é a fase Log ou fase de crescimento exponencial. Com a reducao
dos nutrientes do meio, a velocidade de multiplicagdo das células reduz, e algumas celulas
comecam a morrer, mas a quantidade de células mortas é semelhante a de células vivas, com
isso 0 numero de celulas fica constante, fase estacionaria. Em funcdo da reducdo celular
crescente, inicia-se a fase de declinio ou fase de morte.
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Os trés isolados de caprinos apresentaram comportamento de forma analoga entre si,
tanto em aerobiose, quanto em anaerobiose; com fase de adaptacgéo (fase Lag) entre 0 e 24 horas,
e fase Log entre 24 e 60 horas de cultivo, seguida pela fase de declinio (Figura 37).
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Figura 37. Médias das concentracdo de trofozoita de parabasalideos viaveis, das trés cepas
isoladas das fezes de caprinos, durante 84 horas de cultivo em meio CHD com vaselina
liquida (anaerobiose) e sem vaselina liquida (aerobiose).

Os isolados de ovinos apresentaram dois padrdes de crescimento diferentes. Oito
isolados apresentaram comportamento semelhante entre si, com pico de crescimento em 48
horas de cultivo (cepa 48 horas) (Figura 38). Os outros dois isolados, também apresentaram
crescimento semelhante entre si, mas diferente dos demais isolados de ovinos, pois
apresentaram pico de crescimento com 60 horas de cultivo (cepa 60 horas) (Figura 39),
semelhante ao crescimento observado nos isolados de caprinos.
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Figura 38. Médias das concentracOes de trofozoitas viaveis, das cepas isoladas das fezes de
ovinos, com crescimento até 48 horas, durante 84 horas de cultivo em meio CHD com
vaselina liquida (anaerobiose) e sem vaselina liquida (aerobiose).
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Figura 39. Médias das concentracfes de trofozoitas viaveis, das cepas isoladas das fezes de
ovinos, com crescimento até 60 horas, durante 84 horas de cultivo em meio CHD com
vaselina liquida(anaerobiose) e sem vaselina liquida (aerobiose).

A fase de adaptacdo (fase lag) dos isolados de ovinos também ocorreu entre O e 24 horas
de cultivo, como os de caprino, no entanto, a maioria do isolados (8/10) aprensentaram uma
fase de crescimento, fase Log, entre 24 e 48 horas. Os outros dois isolados de ovinos
comportaram-se como os de caprinos, com a fase Log de 24 a 60 horas. Apos a fase de
crescimento, houve a fase de declinio em todas as cepas analisadas.

Em anaerobiose todos os isolados de caprinos e ovinos apresentaram menor
contaminacdo bacteriana e fungica, e apresentaram maior sobrevida em um mesmo meio (sem
repiques). E apesar de todos os isolados apresentarem menor concentracdo de células por ml
em anaerobiose, estatisticamente ndo houve diferenca signifivativa. As médias das
concentracdes de trofozoitas viaveis de caprinos e ovinos estdo representadas na Tabela 3,
respectivamente.

Tabela 3. Médias das concentrag@es de Tetratrichomonas sp. (1 x 10°) isolados de caprinos
e ovino (cepa 48 e 60 horas) durante 84 horas de cultivo em meio CHD.

Tempo em cultivo

Isolados 24h 36h 48h 60h 72h 84h
coor SV 053 233 1211 1532 842 581
aprinos -~y 0,36 1.86 8.30 9.96 7.84 598
ign SV 160 543 956 792 488 3.86

Ovinos cVv 104 501 8.29 6.05 431 3.61
son SV 095 357 11,00 1577  7.89 521

CV 096 3.69 781 1117 899 521

*SV- sem vaselina liquida; CV- com vaselina liquida.
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Os trés perfis de crescimento em cultivo, um de caprino e os dois de ovinos, foram
comparados, tanto em anaerobiose quanto em aerobiose (Figuras 40 e 41), e o perfil de
crescimento das amostras isoladas do caprino foram muito semelhantes as dos ovinos que
apresentaram pico de crescimento em 60 horas (cepa 60 horas), principalmente quando em
aerobiose (Figura 40). E estas apresentaram perfil distinto das amostras de ovinos com pico em
48 horas (cepa 48 horas). Essa diferenca pode estar relacionada ao fato de haver alguma
diferenca metabdlica entre os isolados com perfil 48 horas e com perfil 60 horas. Ou por haver
algum fator individual inerente, que de alguma maneira permite esse padrdo distinto. Como ja
foi proposto por Amin et al. (2010), quando eles observaram que cepas de uma mesma espécie
podem apresentar comportamentos diferentes em um mesmo meio de cultivo (axénico). Vale
ressaltar que nosso estudo ndo foi feito com culturas axénicas, e ndo sdo conhecidas as bactérias
presentes no meio, e portanto, os isolados podem realmente pertencer & mesma espécie de
Tetratrichomonas, com metabolismo semelhante. Sendo assim a microbiota € o potencial agente
causador das diferencas observadas, ou seja, a microbiota presente no meio de cultivo dos
isolados com pico de crescimento em 48 horas é diferente dos de crescimento em 60 horas.
Outra possibilidade, e que sejam as mesmas bactérias, no entanto com concentragdo distinta no
meio. Segundo Tasca et al. (2007) a presenca de E. coli no meio prolonga o tempo de vida dos
isolados em cultivo, por fornecer nutrientes importantes, o que pode ter prorrogado a fase de
crescimento dos isolados de caprinos e dos isolados de ovino com crescimento para até 60 horas.
Mas ainda nenhuma dessas hip6teses pode ser confirmada até o momento.
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Figura 40. Comparacdo entre a cinética de crescimento entre as cepas de parabasalideos
isoladas das fezes de caprinos e ovinos, cultivadas em aerobiose (sem vaselina) no
meio de cultivo CHD.
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Figura 41. Comparacdo entre a cinética de crescimento entre as cepas de parabasalideos
isoladas das fezes de caprinos e ovinos, cultivadas em anaerobiose (com vaselina) no
meio de cultivo CHD.

Explorar o comportamento dos isolados em meio de cultivo é importante para o sucesso
do cultivo, pois o tempo entre os repiques precisa ser adequado a cada isolado. Se for breve
pode ocorrer na fase Lag, e por ndo estar adaptado ao meio, 0 microrganismo tera muita
dificuldade de se estabelecer, reduzindo as chances de sucesso. E longo de mais, pode ocorrer
na fase de morte, ndo havendo chances da cultura se restabelecer. O ideal é que ocorra na fase
exponencial, para isso € necessario conhecé-la. Para tal, os valores das concentragcbes médias
dos isolados, referentes apenas ao periodo de crescimento, foram representados graficamente.
E foi possivel confirmar que estes isolados, independente de cultivo aerébico ou anaerdbico,
apresentam crescimento exponencial, tanto os de caprino, quanto os de ovinos (Figuras 42,43 e
44), com linha de tendéncia com valores de R? igual ou maiores que 0,9.
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Figura 42. Médias das concentracdes de trofozoitas (10° células/ml) de caprino viaveis,
durante a fase de crescimento celular (60 horas) em meio de cultivo CHD em
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anaerobiose (com vaselina liquida) e em aerobiose (sem vaselina liquida), com suas
respectivas linhas de tendéncias e o valor de R? .
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Figura 43. Médias das concentracdes de trofozoitas viaveis, durante a fase de crescimento
celular (48 horas) em meio de cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina liquida) e
em aerobiose (sem vaselina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o
valor de R? .
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Figura 44. Médias das concentragOes de trofozoitas viaveis, durante a fase de crescimento
celular (60 horas) em meio de cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina liquida) e em
aerobiose (sem vaselina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o valor de R?

Por ter carater exponencial, os valores de concentracdo de trofozoitas foram
transformados em Ln (Logaritimo Natural), e regressdes lineares foram realizadas para 0s trés
tipos de isolados, caprinos, ovinos 48 horas e ovinos 60 horas. Uma regresséo abrangendo toda
a fase de crescimento, correspondente as fases Lag e Log, de 0 a 60 horas (Figuras 45 e
46) ou de 0 a 48 horas (Figura 47), dependendo da caracteristica do pico de crescimento de cada
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isolado. E outra regressao apenas na fase de crescimento exponencial, fase Log, entre 24
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e 60 horas (Figuras 48 e 49) ou 24 e 48 horas de cultivo (Figura 50). Atraves da equacéo da reta
destas regressdes lineares foram obtidos os coeficientes de crescimento dos isolados em
anaerobiose e aerobiose.
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Figura 45. Médias das concentracdes de trofozoitas (Ln/ml) de parabasalideos viaveis, durante
toda a fase de crescimento (0-60 horas) em meio de cultivo CHD em anaerobiose (com
vaselina liquida) e em aerobiose (sem vaselina liquida), com suas respectivas linhas de
tendéncias e o valor de R2.
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Figura 46. Médias das concentracdes de trofozoitas (Ln/ml) de parabasalideos viaveis, durante
a fase log (24-60 horas) em meio de cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina
liquida) e aerobiose (sem vaselina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias
e o valor de R?
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Figura 47. Médias das concentrac@es dos trofozoitas (Ln/ml) das cepas 48 horas, durante a fase
de crescimento (0-48 horas) em meio de cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina
liquida) e aerobiose (sem vaselina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias
e o valor de R
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Figura 48. Médias das concentracdes de trofozoitas (Ln/ml) das cepas 60 horas, durante a fase
de crescimento (0-60 horas) em meio de cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina
liquida) e aerobiose (sem vaselina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias
e o valor de R?.
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Figura 49. Médias das concentracdes de trofozoitas (Ln/ml) das cepas 48 horas, durante a fase
Log (24-48 horas) em meio de cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina liquida) e
em aerobiose (sem vaselina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o

valor de R?.
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Figura 50. Médias das concentragdes dos trofozoitas (Ln/ml) das cepas 60 horas, durante a fase
Log (24-60 horas) em meio de cultivo CHD em anaerobiose (com vaselina liquida) e
em aerobiose (sem vaselina liquida), com suas respectivas linhas de tendéncias e o
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valor de R2.
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Atraves destes coeficientes foram calculadas as taxas de geracdo, a cada 12 horas, 0s
tempos de geracao, tempo necessario para que uma geracdo duplique; estes estdo apresentados
nas Tabelas 4 e 5, para os isolados de caprinos e ovinos, respectivamente.

Tabela 4. Comparacéo entre os tempos geracdo, em todas as fases de crescimento celular (Lag
+ Log) e na fase de crescimento exponencial, fase Log; entre os isolados de Tetratrichomonas
sp de caprino.

2 Coeficiente de Geracéo

Cultivo Fase crescimento (12 horas) Tempo de geracéo
Aerobiose Log 0,930 1,17 0,85 14,06 h 14°03°°50*"°
Lag+ Log 0,960 1,32 0,76 15,82 h 15°48>°57°°
Log 0,916 1,14 0,87 13,72 h 13°42>°57°”°

Anaerobiose Lag+ Log 0,957 1,23 081 1480h  14°4745°>

Os isolados de caprinos apresentaram menor tempo de geragdo em anaerobiose, quando
comparados aos isolados em aerobiose. No entanto, o nimero de geracdo a cada 12 horas foi
préximo de 0,8, tanto na fase de crescimento total (Lag + Log), quanto na fase de crescimento
exponencial, o que sugere que esses isolados se adaptam bem rapido ao meio. Fato que néo foi
observado nos isolados de ovinos.

Tabela 5. Comparacéo entre os tempos geracdo, em todas as fases de crescimento celular (Lag
+ Log) e na fase de crescimento exponencial, fase Log, dos isolados de ovinos com crescimento
de 48 horas (cepa 48 horas) e 60 horas (cepa 60 horas).

R2 Coeficientede  Geragao

Cultivo Fase resciment (12 horas) Tempo de geragdo

sy Log 0,956 0,89 1,12 10,72 h 10°43°°12°”
Cepas Lag+ Log 0,90 1,49 0,67 17,88 h 17°46°°48°>
48h oV Log 0,919 1,03 0,97 12,42 h 12°25°°00°”
Lag+ Log 0,93 1,48 0,67 17,78 h 17°52°°48°”

sv Log 0,948 0,96 1,05 11,46h 11’27’36

Cepas Lag+ Log 0,93 1,26 0,80 15,08h 15572
60h o~y Log 0,930 0,81 1,23 9,72h 09°43°12°”
Lag+ Log 0,90 1,15 0,87 13,82h 13°49°°33””

*SV- sem vaselina; CV- com vaselina.

A taxa de geracdo na fase exponencial desses isolados foi préxima de 1,0, chegando a
1,2 nas cepas 60 horas quando em anaerobiose, maior do que quando analisado toda a fase de
crescimento (Lag + Log), 0,67 nas cepas 48 horas e 0,8 nas cepas 60 horas em aerobiose, e 0,87
em anaerobiose. Ou seja, os isolados de ovinos, tiveram uma fase Lag maior, maior tempo de
adaptacéo, e por isso a taxa de geracdo da fase de crescimento total foi menor. No entanto,
depois de adaptados, o tempo de geragéo foi menor.

Com o numero de geragdes em 12 horas foi possivel chegar no nimero de gera¢fes em
uma hora, equivalente a velocidade de crescimento. Os valores de velocidade de multiplicacédo
celular estdo detalhados na Tabela 6.

E possivel observar que os isolados de caprino, quando cultivados em condigdes
anaerdbicas se multiplicaram mais rapido do quando cultivados em condigdes aerobicas. Sendo,
1,2 vezes mais rapida na fase Lag, 1,1 vezes mais rapida em velocidade média de
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crescimento total, na fase log, e ndo houve diferenca significativa (1,02). Ou seja, em
anaerobiose, se adaptam mais rapido ao meio, mas depois que estdo adaptados, crescem na
mesma velocidade, tanto em aerobiose quanto em anaerobiose. E a diferenca na velocidade de
crescimento inicial (fase Lag) interfere na velocidade de crescimento final.

Tabela 6. Velocidades médias (numero de geragdes/hora) de crescimento de Tetratrichomonas
sp isolados de caprinos e ovinos, na fase Lag, Log e durante toda a fase de crescimento (Lag +
Log), Vm total.

Isolados Cultivo Vm fase Lag Vm fase Log Vm total
. SV 5,14 x 10* 7,11x 10 6,32 x 10
Caprinos Y, 5,96 x 107 7,29 x 107 6,76 x 107
Cepas SV 1,85 x 107 9,33 x 107 5,59 x 102
. 48h CV 3,20 x 1072 8,05 x 1072 5,62 x 102
OvInos “conas SV 4,64 x 107 7,96 x 107 6,63 x 107
60h cVv 7,96 x 1072 6,75 x 107 7,23 x 107

*SV- sema vaselina; CV- com vaselina; Vm (velocidade média).

Os isolados de ovinos, que apresentaram crescimento até 48 horas, quando cultivadas
em condicBes anaerdbicas, se multiplicaram 1,7 vezes mais rapido do que os isolados cultivados
em condi¢des aerdbicas na fase Lag. J& na fase Log a multiplicacdo celular foi 1,16 vezes mais
rapida quando cultivadas em aerobiose. Ou seja, em anaerobiose também se adaptam mais
rapido, com maior velocidade de multiplicacdo. Mas depois que ja estdo adaptados, eles
crescem mais rapido em aerobiose. Consequentemente, as velocidades médias finais foram
equivalentes (5,62 x 10%/5,59 x 10%= 1).

Os isolados de ovinos que apresentaram crescimento até 60 horas, tiveram velocidade
de crescimento maior que as cepas de 48 horas, em todos os momentos analisados, no entanto
guando comparado o cultivo em anaerobiore X aerobiose das cepas 60 horas, o resultado foi
semelhante com os dados das cepas 48 horas, ou seja, na fase Lag, as cultivadas em anaerobiose
foram 1,7 vezes mais réapida (7,96 x 10%/4,64 x 10?), e na fase Log as cultivadas em aerobiose
foram 1,17 (7,96 x 10%6,75 x 10?) vezes mais rapidas, e também ndo houve diferenca
significativa entre as velocidades médias finais de crescimento (7,23 x 102 /6,63 x 102= 1,09).

Na fase de crescimento Log, as cepas 60 horas deram origem a uma nova geracao 45
minutos antes que as cepas 48 horas em aerobiose; j4 em anaerobiose, as cepas 48 horas deram
origem a uma nova geragdo 2 horas e 42 minutos antes que as cepas 60 horas. Durante a fase
de crescimento total (Lag + Log), as cepas 60 horas deram origem a uma nova gera¢do 2 horas
e 48 minutos antes das cepas 48 horas em aerobiose; em anaerobiose deram origem a uma nova
geracdo 3 horas e 57 minutos antes que as cepas 48 horas. No entanto, através de andlise
estatistica foi comprovado que ndo ha diferenca significante entre as velocidades médias finais
de crescimento de cada um dos isolados de caprinos e ovinos (cepa 48 horas e 60 horas), ou
seja, as cepas crescem com velocidade média semelhante, apesar do padréo diferenciado de
crescimento.

O cultivo in vitro desses protozoarios € um grande desafio, pois exige simular as
condigdes encontradas por eles dentro do hospedeiro, o que é complexo, diante da riqueza de
nutrientes disponiveis in vivo, sobretudo no trato intestinal. Ndo € a toa que a literatura
pertinente ao cultivo € escassa. E segundo Mueller (1990), existem muitas diferencas
bioquimicas entre as espécies de parabasalideos. Ou seja, 0s resultados obtidos com uma espécie
ndo podem ser generalizados, sem que haja evidéncias experimentais.
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Apesar das diferencas encontradas no perfil de crescimento destes isolados ndo se pode
afirmar que estes possuem diferencas metabolicas, tdo pouco que sdo espécies distintas. Mas
reforcou que ha muito a se pesquisar sobre esses flagelados. E nos permitiu determinar os
tempos de repiques ideais para esses isolados, o que possibilitou estabelecer um protocolo e
manutencdo destes em meio de cultivo, de forma a facilitar o manejo, sem que haja prejuizo
para amostras importantes.
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5. PARTE I11: Estudo morfométrico das espécies de Tetratrichomonas cultivadas em meio
CHD, isolados de caprinos e ovinos.

51 MATERIAL E METODOS

5.1.2 Fotomicrografias e mensurag6es dos trofozoitos

Todas as analises morfologicas foram realizadas em microscopia Optica (microscopio
triocular Zeiss, RFA), ap0s a preparacdo de esfregacos secados ao ar, corados em panotico
rapido® (Primo star iLEDZeiss®), como descrito na Parte 1. As fotomicrografias foram feitas
com auxilio de camera digital AxioCamERc 5s acoplada ao referido microscopio. A anélise
morfométrica dos trofozoitos foram feitas com 250 trofozoitas de cada espécie hospedeira
(caprino e ovino), utilizando-se o programa AxionVision Release 4.8.2 (2010). Os desenhos
foram editados com auxilio de dois programas CorelDRAW® (Corel Draw Graphics Suite,
Version11.0, Corel Corporation, Canada), especificamente Corel DRAW e Corel PHOTO-
PAINT.
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parabasalideos em culturas xénicas foram visiveis a microscopia Optica em
preparacdes ndo coradas, durante o cultivo, e coradas durante a realizagdo das curvas de
crescimento na camara de Newbauer, preparagdes Umidas (eosina), bem como através de
fixacdo em lamina, e coloracdo com panotico rapido®. Durante o cultivo, sé foi possivel
observar formato de célula e locomocéo, ja que estas se movimentam intensamente, 0 que
dificulta a visualizacdo de flagelos e membrana ondulante. As preparacdes Umidas com eosina
reduziram a motilidade celular, e permitiram somente a visualiza¢do de caracteristicas externas
(corante ndo penetra nas células vivas), como membrana ondulante, flagelos e formato das
células. As preparacdes de esfregagco, com posterior fixacdo e coloragcdo em pardtico rapido®,
foi o melhor método de identificacdo morfoldgica.

O formato dos trofozoitas de caprino (n=250), apds a fixacdo, variou entre as formas
arredondadas (44,8%) e piriformes/fusiformes (44,4%), com uma pequena por¢do de células
com formato oval (10,8%); formas irregulares também foram visualizadas, mas com pouca
frequéncia (menos de 1%) e por isso ndo foram mensuradas. A maioria dos trofozoitas de ovinos
apresentou formato piriforme/fusiforme (84%), com uma menor porcéo de células com formato
oval (8,8%) e arredondado (7,2%) (Figura 51).

s

A B A C

Ax FA =
Nu -
Ax b
Ead L
Nu P FA
P MO

Figura 51. Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de ovinos (A e B) e caprino (C) com formato:
fusiforme (A), arredondado (B) e oval (C). Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA),
axostilo (Ax), flagelo posterior (FP) e membrana ondulante (MO). (Barra= 10um).
Panotico rapido®.

Andersen et al. (1962) ao estudar a morfologia de flagelados isolados do contetdo fecal
de ovino, denominado por eles de T. ovis, descreveram maior ocorréncia dos formatos
arredondados e ovais, e as células de formato piriforme foram raramente visualizadas por eles,
diferente do que observamos nos isolados de ovinos, porém semelhante ao que foi observado
nos isolados de caprino. No entanto, inimeras semelhancas foram observadas ao comparar 0s
esquemas morfologicos de Andersen et al. (Figura 52), com as imagens dos isolados neste
presente estudo.

70



Figura 52. Desenho esquematico caracterizando morfoldgicamente os trofozoitos de quatro
diferentes cepas isoladas de fezes de ovinos, em regifes e momentos distintos, de
acordo com Andersen et al. (1962).

O tamanho dos trofozoitos excluindo a parte protrusa do axostilo, dos isolados de
caprinos foi de 10,3 (4,6-19) um de comprimento e 7,2 (3,5-13,5) um de largura, e dos isolados
de ovinos foi de 10,0 (7-15) um de comprimento e 5,7 (3-13) um de largura. Todas as células
apresentavam apenas um nucleo localizado na regido anterior da célula (Figura 1), exceto
guando estavam em processo de divisdo celular. O nucleo possuia formato variando entre oval
ou arredondado, com 3,8 (2,0- 6,0) um de comprimento e 2,7 (1,0-4,5) um de
largura, nos isolados de caprinos; e 3,9 (1,8- 5,7) um de comprimento e 2,8 (1,5- 4,8) um de
largura, nos isolados de ovinos. A diferenca observada entre as médias de larguras do corpo dos
isolados de caprinos e ovinos é referente ao fato de a maioria das células dos isolados de ovinos
apresentarem formatos piriformes/fusiformes (84%), com isso a média ficou menor que a
encontrada em isolados de caprinos. No entanto, quando comparado os isolados de acordo com
o formato do corpo da célula, ndo houve diferenca. As médias de comprimento e
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largura do corpo e nucleo dos trofozoitas isolados de caprinos e ovinos, de acordo com cada
formato celular encontrado, estdo representadas na Tabela 7.

Tabela 7: Tamanho médio em micrometros, do corpo e nucleo dos trofozoitas de
Tetratrichomonas sp. isolados de caprinos e ovinos, com valores minimo e mMaximo
encontrados, de acordo com o formato do corpo dos isolados.

o Corpo (um) Nucleo (um)
Formato N Comp. Larg. Comp. Larg.
09-1675) 8,3 4,0 2,5
A 112 (71 y ] H H
_ Arredondadas (5,3-13,4) (3157  (1,4-45)
o
= Piriformes 111 (4’é019’0) 57 3.4 2,9
= (3,5-13,5) (2,5-5,5) (1,6-2,4)
O Ovais - 9,6 7.4 4,0 2,4
(6,7-11,4) (5,4-9,0) (2,0-6,0) (1,0-4,0)
. 9,9 5,2 3,8 2,8
Piriformes 210 (65:137)  (31-85)  (18-51)  (15-43)
8 10,9 74 41 3,0
C H ! i) i) i)
3 Ovals 22 (78157)  (4,0-10.2) 2,758  (2,4-34)
Arredondadas 18 oo 8,8 4,3 3,2

(8,0-148)  6,3-13,1) (2,8-56)  (24-48)

As células de formato piriforme, isoladas de ovinos, apresentaram comprimento
relativamente menor que as células arredondadas e ovais. E o inverso foi observado nos isolados
de caprinos. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre o comprimento das células de
diferentes formatos.

Em algumas células, foi possivel visualizar a presenca de vacuoliza¢cdes no citoplasma,
quanto maior o numero de vaclolos, maiores eram estas células. Estas eram observadas
principalmente quando os meios de cultura estavam muito contaminados. Sendo possivel
visualizar bactérias, em geral bastonetes, aderidos a superficie e/ou dentro dos vaculos de
endocitose do protozoario (Figura 53).

A B

Figura 53. Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de caprino com a presenca de vacuoliza¢fes no
citoplasma (*). Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA), axostilo (Ax), flagelo
posterior (FP) e membrana ondulante (MO). Pandtico rapido®. Barra= 10um.
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Esse fendbmeno de fagocitose sugere que a endocitose € um dos mecanimos de interacéo
entre estes flagelados e as bactérias. Isto explicaria o crescimento acentuado destes quando a
contaminacgdo bacteriana era alta. Segundo Tasca e De Carli (2004) apds a adesdao a superficie
de protozoarios, as bactérias induzem o aparecimento de depressdes semelhantes a crateras, que
seriam provavelmente canais de endocitose, e que as bactérias ingeridas sdo degradadas
intracelularmente pelo protozoério, T. didelphidis.

A atividade fagocitica de outros parabasalideos ja foi comprovada, como as de
Trichomonas vaginalis sobre bactérias Gram positivas e negativas (OVCINNIKOV et al.,
1975), bem como a habilidade especifica deste de digerir Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
hominis e Chlamydia trachomatis (STREET et al., 1984), além de, lactobacilos, células
epiteliais, leucocitos e eritrocitos (RENDO"N-MALDONADO et al., 1998). Outros estudos
realizados com outras espécies de parabasalideos s6 reforcam a capacidade fagocitica e
endocitica desses flagelados de englobar particulas do meio (BENCHIMOL; DE SOUZA,
1995; ZERPA LARRAURI et al., 2016).

Quatro flagelos anteriores de tamanhos desiguais foram observados na grande maioria
das amostras, sendo um quase sempre orientado em direcao ventral. Os flagelos eram maiores
que o comprimento do corpo da célula, alguns chegavam a ser duas vezes maior (Figura 54).
No entanto, apesar de raras, algumas formas multiflagelares também foram observadas (Figura
55). A membrana ondulante foi visivel na maioria das células contendo quase sempre apenas 2
ondulacGes, nos isolados de caprinos, e variando de 2 a 4 ondula¢des nos isolados de ovinos.
Esta membrana se estendia por todo o corpo do trofozoita, terminando em uma porcao livre, 0
flagelo posterior (Figura 54). Nao foi possivel mensurar o flagelo posterior na maioria dos
isolados de caprinos; nos de ovinos o comprimento medio dessa estrutura foi de 6,6 pm.

A costa apresentou-se delgada, com didmetro pouco maior que o de um flagelo, e se
entendeu por todo o corpo, seguindo o comprimento da membrana ondulante. O pelta é delgado,
pequeno e pouco discernivel (Figura 56). O corpo parabasal € redondo e situado préximo ao
nacleo. Essas estruturas, costa, pelta, e corpo parabasal ndo foram visualizadas com frequéncia,
e por isso ndo foram mensuradas.

O axdstilo percorre o corpo celular e atenua-se gradualmente até o seu término; em
algumas ceélulas o citoplasma acompanhava o axdstilo até o fim (Figura 57A), em outra o
axostilo se projetava para fora do citoplasma, apresentando-se mais espesso que o flagelo
posterior (Figura 57B), mas em certos momentos era impossivel destingui-los. Seu
comprimento médio foi de 4,3 um nos isolados de caprinos e 3,0 um nos isolados de ovinos.

Algumas células apresentavam-se em processo de divisdo celular, sendo constante a
observacdo de células com dois nucleos, bem como em processo de separacdo, citocinese
(Figura 58). A multiplicacdo observada na grande maioria das cepas foi de divisdo binéria,
iniciada pela parte anterior do corpo (Figura 58), mas também foram observadas formas de
divisdo maltipla com trofozoitos apresentando mais de dois nucleos (Figura 59).
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Figura 54. Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de caprino com a presenca de quatro flagelos
anteriores. Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA), axdstilo (Ax) e flagelo posterior
(FP). Pandtico rapido®. Barra= 10um.
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Figura 55. Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de caprino com a presenca multiplos flagelos.
Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA), axostilo (Ax) e flagelo posterior (FP).
Panotico rapido®. Obj. 100.
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Figura 56. Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de ovinos no inicio da divisdo celular, com
nucleo em formato de coracdo e presenca de dois peltas (A). Nucleo (Nu), flagelos
anteriores (FA), axéstilo (Ax), costa (Co), pelta (Pe) e membrana ondulante (MO).
Pandtico rapido®. Barra = 10um.
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Figura 57. Trofozoitos de Tetratrichomonas sp de ovino. A. Citoplasma acompanhando o
axostilo (Ax) até seu término; B. Axdstilo se projetando para fora do citoplasma.
Nucleo (Nu), flagelo anterior (FA) e costa (Co). Pandtico rapido®. Barra= 10um.
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Figura 58. Trofozoitos de de Tetratrichomonas sp de ovinos em processo de divisdo binaria.

Nucleo (Nu), flagelos anteriores (FA), axostilo (Ax), flagelo posterior (FP) e
membrana ondulante (MO). (Barra= 10um). Panético rapido®. Obj. 100.
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Figura 59. Tetratrichomonas sp de caprino em processo de divisdo celular, maltipla (A e B) e
Pseudocisto em processo de divisdo apresentando dois nacleos (C). Nacleo (Nu),

flagelos anteriores (FA), axostilo (Ax), costa (Co) e flagelo posterior (FP). Panético
rapido®. Barra= 10pum..
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Em condigdes desfavoraveis, estes flagelados internalizam seus flagelos e assumiam o
formato arredondado, saindo da forma vegetativa, trofozoita, e assumindo a forma de
resisténcia, com formato arredondado, sem membrana ondulante, conhecido como pseudocisto.
Esta forma de resisténcia foi observada nos isolados de caprinos, mas ndo nos de ovinos.
Segundo Samuels (1957) os pseudocistos sdao formas degenerativas desses protozoarios. No
entanto, nds observamos pseudocistos em processo de divisdo celular (Figura 59 C), como
relatado por Pereira-Neves et al. (2003). Segundo eles, a formacdo de pseudocistos é um
processo reversivel, e as estruturas internas das células possuem morfologia normal. Além
disso, ja foi comprovado que os pseudocistos sdo capazes de causar infeccdo in vivo, sendo mais
infectante que a forma trofozoita (AFZAN et al., 2012; CASTRO et al., 2016).

O tamanho médio dos isoladas de caprinos e ovinos foi semelhante, no entanto estas
médias sdo maiores que as relatadas em outras espécies de Tetratrichomonas, inclusive T. ovis
(ANDERSEN et al., 1962). Na Tabela 8 € possivel comparar as mensuracfes entre estes
isolados e outros descritos como pertencentes ao género de Tetratrichomonas. A partir destas
comparacOes foi possivel observar que os isolados de caprinos e ovinos apresentaram
caracteristicas compatives com as do género Tetratrichomonas, como tamanho, forma, nimero
de flagelos anteriores, tipo de membrana ondulante, flagelo recorrente e axdstilo (CEPICKA et
al., 2006; RIVERA et al., 2008).

Com este estudo podemos ampliar nosso conhecimento a cerca da espécie
Tetratrichomonas sp, até entdo nunca descrita em pequenos ruminantes, e o achado de dois
isolados com tantas semelhacas, morfologicas, fisiolégicas e genotipicas em espécies distintas,
caprina e ovina, de regides geogréaficas distantes é particularmente interessante.
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Tabela 8. Aspectos comparativos das espécies do género Tetratrichomonas observadas em diferentes hospedeiros.

Espécie Corpo Nocleo Flagelo Membrana  Projecéo do
(Referéncias/hospedeiros) Comprimento  Largura  Comprimento Largura  Anterior Ondulante Axostilo
T. gallinarum ) i cigumallll Cg(r)n(p;)(.)r'[)(())tlal (16
Martin e Robertson (1911) (5,4-15) (3-9) i i
T. brumpti 9 7,25 3 2,5 3a4 9 Pequeno e
Alexeieff (1912) (5,5-13) (3,5-11) (2,4) (1,5-25)  (155-23) (6,5 -12) fino
T.didelphidis 77 4,2 (3,6-4,7) (2,4-3,6) (14-17) 17,2 0.16-0.14)
Hegner and Ratcliffe (1927) (4,8-11,2) (3,2-8,8) (11-29,2) T
T.limacis 14 10,5 - - - -
(0,16- 0,14)
Kozloff (1945) (11-17) (8,0-13) (3,6-4,7) (2,4-3,6) (10-15)
T.microti - - - - -
. Pequeno
Wenrich and Saxe (1950) 4-9)
T.prowazeki 10,5 55 Tamanho 10 (7,5-13)
Honigb desiguais (2,0-7,5)
gberg (1951) (5,5-22) (3,5-18,5) (2-4) (1,5-3,5)
T.buttreyi 6 3 (2-3) (1-2) Tamanho (3-5)
Hibler et al. (1960) (4-7) (2-5) desigual (3-6)
Continua
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Tabela 8. Aspectos comparativos das espécies do género Tetratrichomonas observadas em diferentes hospedeiros.

Continuacéo

Espeécie Ndcleo Flagelo Memb. Projecéo do
(Referéncias/hospedeiros) Comprimento  Largura  Comprimento Largura  Anterior  Ondulante Axostilo
T.buttreyi 6 3 (2-3) (1-2) Tamanho (3-5)
Hibler et al. (1960) (4-7) (2-5) desigual (3-6)
T. ovis 7 6 3 2,4 Tamanho (2-3)
desigual 5,2
Andersen et al. (1962) (6-9) (4-8) (2,2-3,9) (1,7-3,4)
(2,2-7,8)
T. undula 5,8 - - Tamanho Pequena
Cepicka et al. (2010) 6,4 i desigual ~ ondulagdo (1443
(4,5-7,8) (4,1-7,9)
Teratrichomonas sp
Ibafiez-Escribano et al. 6,8 4,6
) i Tam_anho (3-) (4-6)
(2013) (6,1-9) (3,5-6) desigual
Tamandua
Continua
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Tabela 8. Aspectos comparativos das espécies do género Tetratrichomonas observadas em diferentes hospedeiros.
Continuacao

Espeécie Corpo Ndcleo Flagelo Memb. Projecéo do
(Referéncias/hospedeiros) Comprimento  Largura  Comprimento Largura  Anterior Ondulante Axostilo
Teratrichomonas sp. 4
Dos Santos et al. (2017) 8.8 59 2,8 2 Tamanho 4 ondulagdes (3-10,4)
Primatas ndo humanos (5,8-12,6) (3.3-9) (1739) (1629 Semelhante 3 44 4
T. ovis 7 6 3 2,4 Tamanho (2-3)
desigual 5,2
Andersen et al. (1962) (6-9) (4-8) (2,2-3,9) (1,7-3,4)
_ (2,2-7,8)
Ovinos
Teratrichomonas sp. 10,3 7,2 3,8 2,7 4 2-4
Isolado de caprinos (4,6-19) (3,5-13,5) (2,0- 6,0) (1,0-4,5) Tamanho ondulacbes 4,3
Presente estudo desigual
Teratrichomonas sp. 10,0 5,7 3,9 2,8 4 2 -
Isolado de ovino (7-15) (3-13) (1,8-5,7) (1,5-4,8) Tamanho ondulacbes

Presente estudo desigual
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Tabela 8. Aspectos comparativos das espécies do género Tetratrichomonas observadas em diferentes hospedeiros.

Espécie Corpo Nocleo Flagelo Membrana  Projecéo do
(Referéncias/hospedeiros) Comprimento  Largura  Comprimento Largura  Anterior Ondulante Axostilo
T. gallinarum ) i cigumallll Cg(r)n(p;)(.)r'[)(())tlal (16
Martin e Robertson (1911) (5,4-15) (3-9) i i
T. brumpti 9 7,25 3 2,5 3a4 9 Pequeno e
Alexeieff (1912) (5,5-13) (3,5-11) (2,4) (1,5-25)  (155-23) (6,5 -12) fino
T.didelphidis 77 4,2 (3,6-4,7) (2,4-3,6) (14-17) 17,2 0.16-0.14)
Hegner and Ratcliffe (1927) (4,8-11,2) (3,2-8,8) (11-29,2) T
T.limacis 14 10,5 - - - -
(0,16- 0,14)
Kozloff (1945) (11-17) (8,0-13) (3,6-4,7) (2,4-3,6) (10-15)
T.microti - - - - -
. Pequeno
Wenrich and Saxe (1950) 4-9)
T.prowazeki 10,5 55 Tamanho 10 (7,5-13)
Honigb desiguais (2,0-7,5)
gberg (1951) (5,5-22) (3,5-18,5) (2-4) (1,5-3,5)
T.buttreyi 6 3 (2-3) (1-2) Tamanho (3-5)
Hibler et al. (1960) (4-7) (2-5) desigual (3-6)
Continua
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Tabela 8. Aspectos comparativos das espécies do género Tetratrichomonas observadas em diferentes hospedeiros.

Continuacéo

Espeécie Ndcleo Flagelo Memb. Projecéo do
(Referéncias/hospedeiros) Comprimento  Largura  Comprimento Largura  Anterior  Ondulante Axostilo
T.buttreyi 6 3 (2-3) (1-2) Tamanho (3-5)
Hibler et al. (1960) (4-7) (2-5) desigual (3-6)
T. ovis 7 6 3 2,4 Tamanho (2-3)
desigual 5,2
Andersen et al. (1962) (6-9) (4-8) (2,2-3,9) (1,7-3,4)
(2,2-7,8)
T. undula 5,8 - - Tamanho Pequena
Cepicka et al. (2010) 6,4 i desigual ~ ondulagdo (1443
(4,5-7,8) (4,1-7,9)
Teratrichomonas sp
Ibafiez-Escribano et al. 6,8 4,6
) i Tam_anho (3-) (4-6)
(2013) (6,1-9) (3,5-6) desigual
Tamandua
Continua
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Tabela 8. Aspectos comparativos das espécies do género Tetratrichomonas observadas em diferentes hospedeiros.
Continuacao

Espeécie Corpo Ndcleo Flagelo Memb. Projecéo do
(Referéncias/hospedeiros) Comprimento  Largura  Comprimento Largura  Anterior Ondulante Axostilo
Teratrichomonas sp. 4
Dos Santos et al. (2017) 8.8 59 2,8 2 Tamanho 4 ondulagdes (3-10,4)
Primatas ndo humanos (5,8-12,6) (3.3-9) (17-39) (1629 Semelhante 344 4
T. ovis 7 6 3 2,4 Tamanho (2-3)
desigual 5,2
Andersen et al. (1962) (6-9) (4-8) (2,2-3,9) (1,7-3,4)
_ (2,2-7,8)
Ovinos
Teratrichomonas sp. 10,3 7,2 3,8 2,7 4 2-4
Isolado de caprinos (4,6-19) (3,5-13,5) (2,0- 6,0) (1,0-4,5) Tamanho ondulacbes 4,3
Presente estudo desigual
Teratrichomonas sp. 10,0 5,7 3,9 2,8 4 2 -
Isolado de ovino (7-15) (3-13) (1,8-5,7) (1,5-4,8) Tamanho ondulacbes

Presente estudo desigual
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6. CONCLUSOES

Parabasalideos sdo frequentes em pequenos ruminantes e suinos, e deve ser incluidos
como diagndstico diferencial de disenterias ndo s6 em suinos como em pequenos
ruminantes;

O meio CHD foi o melhor para se isolar parabasalideos, com menor contaminacao
bacteriana e maior multiplicacéo de trofozoitas; sendo a vaselina liquida é um excelente
aliado no isolamento desses flagelados;

Os estudos de cinética de crescimento auxiliam na manutencao desses isolados em meio
de cultivo;

Esses parabasalideos sdo incapazes de se desenvolver em meio de cultivo CHD sem a
presenca de bactérias;

Tetratrichomonas spp pode pertencer a microbiota comensal e sua atividade probiotica,
precisa ser investigada;

O método de pandtico rapido auxilia na identificacdo desses flagelados;
Tetratrichomonas spp € frequentemente encontrados em pequenos ruminantes, e a
relacdo parasita-hospedeiro precisa ser investigada;

A anélise morfoldgica forneceu dados suficientes para caracterizar o género de
Tetratrichomonas spp isolados de fezes de pequenos ruminantes;

As analises moleculares confirmaram a presenca de Tetratrichomonas spp nas amostras
de pequenos ruminantes estudadas, e o sequenciamento apresentou similaridades entre
a cepa estudada com outras sequencias da mesma espécie depositadas no Genbank;

As anélises moleculares confirmaram que suinos podem ser acometidos por diferentes
espécies de parabasalideos, sendo imprescindivel um correto diagnoéstico, visto que
alguns desses podem acarretar prejuizos ao animal;

As enzimas de restricdo sdo ferramentas moleculares importantes e podem ser
ultilizadas com seguranca para auxiliar na identificacao das espécies;

Os primers atualmente utilizados para a deteccdo de P. homins ndo sdo espécie-
especifico como proposto;

A juncdo das técnicas de diagnéstico empregadas permitiu um diagnostico mais
especifico de Tetratrichomonas sp isolados de amostras fecais de pequenos ruminantes.
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Anexo 1 Protocolo Comisséo de Etica-PRPPG/UFRRJ

UFRRJ Comissdo de Eticano CYE

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria | /A
CERTIFICADO

Cert#icamos que 2 proposta intitulada “AVALIACAOQ DE METODOS DE DIAGNOSTICO LABORATOSIAIS DE PARABASALIDEDS
OPORTUNISTAS EN AMOSTRAS FECAIS DE ANIMAIS DOMESTICOS *, protocodada sob o CEUA nR 2614120717 1o eeeeid), 500 &
responsabilidade de Vera Lucla 7. de Jesus £ aquipe; Carodne Cunha Carredvs, Danlele dos Santos frdana: Me'san Oscaranha
Gorsales Costa) jorge Lu's Bavoto Perevra - que ive a produck ojou utdl do ao o
Owdmwhﬁhwn(uuwommp,mﬁnsammmMoumm muawﬁmmmmu
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decretn 6.899 de 18 de julo de 2005, bemn como com as normas editadas pefo Consaihe
Naconal de Cantroke da Experimantacho Animal (CONCEA), e fo aprovada pela Comissdo de Ebca no Uso de Ammais da nstituto
de Vetennaris do Universidade Federal Rural do Rio de janero (CELAAFRR)) na reunidc de 07/12/2017

Wa cectify that the propesal *EVALUATION DOF LABORATORY DIAGNOSTIC METHOODS OF OPPORTUNIST PARABASALIDEDS IN FECAL
SAMPLES OF DOMESTIC ANIMALS', utitzing 50 Dogs (males and females), S0 Sovines {males and females), 50 Caprines |majes and
femaies), 30 Ovings imaies ana fernales], 50 Swines {maips ang femabes|, protocod number CELA 2614120717 (o cestin, under the
respansibity of Vera Lucia T. de Jesus and team; Caroline Cunhs Carreiro; Daniefe dos Santas fullano; Nelson Oscaranhe
MMMLW&WW which tves the andior use of animak belonging to the
phvplum Cn {excegt human bengs, for sclontific research purposes or teaching - Is in accordance
with Law 11. mdomws 2008, Decree 6899 of july 13, 2009, as well a5 with the rules issued by the Nationat Councl for
Control of Animal Experimentation (CONCEA|, and was approved by the £thic Committee on Animal Use of the Veterinary InstRute
of Ruraé Federal Universiy of Rio de janedn |CEUNUFRAR]) in the meeting of 120772017

¥ da p Pesquisa [Académica)
Vighncls da Proposta: de 12/2017 a 02018 Area: Reprodutdo € Avaliacdo Animal

COrigem:  Animals de propeietinos

Epecie:  Caes sexo. Machos ¢ Fémeas idade 10 3 3650 dias N5
Linhagem. - Duyersat ragas Pesa: 100 a 500009

3 Animak de proprieanas

Espicie:  Bovinos sex0: Machos e Fameas  idade: 2 2120 meses L]
Urhagem:  mestigas Peso: 3523000 kg

Ongem: Ammais de propomancs

Espécie: Caprnos sexo: Machos e Fémeas idade: 23120 meses ¥ W
Unhagem: maestgos Peso: 302150 kg
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Espécie: Owvangs sexo. Machas e Fémeas idade 2 a120 meses N w0
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Origemn: Animais de proprietance
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Anexo 1 Protocolo Comissio de Etica-PRPPG/UFRRJ- Continuagio

UFRRJ Comisséo de Eticano C9'F

Universidade Federal Rural Uso de Animais

do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  |J /S A
Seropédica, 13 de julho de 2017
CEUA N 2614120717

COMPROVANTE DE SUBMISSAO DE PROPOSTA A COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CPr. 700.34G.107-44

Titulo do projete: AVALIACAO DE METODOS DE DIAGNOSTICO LABORATORIAIS DE PARABASALIDEOS OPORTUNISTAS
pro, EM AMOSTRAS FECAIS DE ANIMAIS DOMESTICOS

Responsavel: Vera Lucla T. de Jesus

Equipe: Caroline Cunha Carrero, Danlele dos Santes Jullano, Nelson Oscaranha Gonsales Costa, Jorge Luls
. Baroto Pereira

Telefone: {21) 991225418 e-mall: jesus@ufribr

A Comisséo de Etica no Use de Animals da Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
avaliard os documentos seguindo calendario de reunibes vigentes. Todo o processo podera ser acompanhado no
sistemp (Mepifrl ufrr.briccudy) por melo da sud zenha de oceszo.

Fokio B St /_«P_ =

Prof. Dr. Fablo Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Palva
Coordenador da Comissae de Etica no Uso de Animals Vice-Coordenador da Comissde de Etica no Uso de Animals
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeira Janeiro
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Anexo 2. Declaracéo de aprovacao da Ceua 006/2014

C‘.QE N -
Comiss@o de Etica
no Uso de Animais
U A INSTITUTO DE VETERINARIA - UFRRJ

Seropédica 24 de junho de 2014

DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramaos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo de nimero 006/2014
intitulado  “IDENTIFICACAO DE TRICHOMONADIDEOS EM ANIMAIS DOMESTICOS:
DIAGNOSTICO, FREQUENCIA, ANALISE MORFOLOGICA E MOLECULAR.” encaminhado pelo
Professor (a) do Departamento de Parasitologia Animal, Carios Wilson Gomes Lopes.
Informamos que foi aprovado em reunido ordinaria da CEUA-IV realizada no dia 24 de
junho de 2014, apéds avaliacdo do plendario da referida Comissdo.

Fokio B SeoW d—T=

i Jonimar Pereira Paiva
Fabio Barbour Scott

Vice-Coordenador CEUA-IV
Coordenador CEUA-IV d
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Anexo 3: Composigdo do meio de cultura Diamond.

COMPOSICAO CONCENTRACAO mg/L

Acido ascorbico 120

Cisteina 600

Extrato de levedura 6000

Fosfato de potassio monobasico 400

Fosfato de potassio dibasico 400

Maltose 3000

Peptona de caseina 12000

Soro bovino inativado 0,1L

Agua destilada g.s.p 1L
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Anexo 4: Composi¢ao do meio de cultura Hank’s.

COMPOSICAO

Bicarbonato de sodio

Cloreto de célcio dihidratado
Cloreto de potéssio

Dextrose

Extrato de levedura

Fosfato de sodio monobasico
Fosfato dibasico de potassio
Hidrolisado de lactoalbumina
Sulfato de magnésio hepta hidratado

Vermelho de fenol

Soro bovino inativado

Agua destilada g.s.p

CONCENTRACAO mg/L

350

140

400

1000

100

120

60

5000

200

24
0,1L
1L
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Anexo 5: Composic¢do do meio de cultura Caldo Peptonado.

COMPOSICAO CONCENTRACAO mg/L
Cloreto de sodio 3000
Dextrose 25
Extrato de carne 3000
Fosfato dibasico de sodio 12xhidratado 2000
Peptona bacterioldgica 10000
Vitamina C 500
Soro bovino inativado 01L
Agua destilada g.s.p 1L
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Anexo 6: Composicao do meio CHD.

COMPOSICAO

Bicarbonato de sodio

Cisteina

Cloreto de célcio dihidratado
Cloreto de potéssio

Cloreto de sddio

Dextrose

Extrato de carne

Extrato de levedura

Fosfato de potassio monobasico
Fosfato de s6dio monobasico

Fosfato dibasico de potassio

Fosfato dibéasico de sédio 12xhidratado

Hidrolisado de lactoalbumina
Maltose

Peptona bacterioldgica

Peptona de caseina

Sulfato de magnésio hepta hidratado
Vermelho de fenol

Vitamina C

Soro bovino inativado

Agua destilada q.s.p

CONCENTRACAO mg/ mL

175
150
70
200
750
506,25
750
1550
100
60
130
500
2500
750
2500
3000
100
12
155
0,1L
1L
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Anexo 7: Composigdo do meio de cultura CH.

COMPOSICAO

Bicarbonato de sodio

Cloreto de célcio dihidratado
Cloreto de potéssio

Cloreto de sddio

Dextrose

Extrato de carne

Extrato de levedura

Fosfato de s6dio monobasico
Fosfato dibasico de potassio

Fosfato dibasico de sodio 12xhidratado
Hidrolisado de lactoalbumina
Peptona bacterioldgica

Sulfato de magnésio hepta hidratado
Vermelho de fenol

Vitamina C

CONCENTRACAO mg/mL

175
70
200
1500
512,5
1500
50
60
30
1000
2500
5000
100
12
250

106



Anexo 8 CARREIRO, C. C.; COELHO, C. D.; JORGE, J. L. B. P.; COSTA, N. O. G.; DO
VALLE PAIVA, R.; TEIXEIRA FILHO, W. L.; DE JESUS, V. L. T. Parasitos intestinais em
suinos confinados em uma criacdo no municipio de Pinheiral, RJ. Brazilian Journal of
Veterinary Medicine, v. 38, p. 117-122, 2016.

Parasitos intestinais em suinos confinados em uma criacao
no municipio de Pinheiral, R]*

Caraline C. Carreire™, Cleide Domingwes Coelhe®, Jorgs Luis B. Pereira Jorgs®,
Melson Oscaranha Goneales Cocta®, Fafasl do Walle Paiva®, Walter Leira Teiveira
Filhe®, Adrians= Garcia da Fosa” = Vera Libcia T. ﬂ.l:]'-cnl:‘

ABSTRACT. Carreiro C.C., Coelho C.D., Jorge JLBP., Costa M.OUE, Pana RV,
Teineira Filho W L. Fosa AG. o de Jasus VLT, []nl:lslm.:lpmslﬁe:mpi;sm—
ﬁn:dm:mﬁnnmhmnpﬂhlruf?mhn:] EJ.] Parasitos indestineis =m
mnm:dn:mmmapummu.dpm de Pinheiral- B]. Revists Brasilsi-
12 de Medicing Veleringria, 38{0upl 2)1217-127 JHE Programa de Pés-Graduagio
ern Wiadicing Veterindria Instifoto de Veteringriz BR 465 Km 7. Campus Seropé-
dica, B] Z3857-870, Brasil E-madl: carolinscarreiro@yahoo.combr

Gastrointestinal disorders are frequently obserred in pizs in different aze
eroups. It is responsible for important economic losses, not only the mor-
tality rate of pizlets, as the reduction of weight pain and medical expenses.
Moreover, in sows it is associated with reduced fertility and irr=gular repe-
Htions of heat. Despite the sreat development of intencive pix farmine, little
is knowrn about the occurrence of endoparasites in this species. Considering
that enteritiz cause s=rions econoemic losses, the objectve of this shady was
to identify the main parasites in stool confined sows and piglets. Fifhr-five
facal samples (23 sows and 32 piglets) were subjected to the examination
of fresh and centrifugal technique - fuctoation in sugar, and observation
by optical microscopy. The results showed that 72 7% of the animals wer=
positive for at least one parasite, being quite siznificant co-infecton, whare
75% of infected animals had more than one agant. In matrices, coccidia pre-
sented more frequent (60.87% ). followed by Parabasalidea (52.17%]. Stron-
evloidea (47 B% ) and Balantidinm (26.05 % ). Coccidia are also more common
in piglets (25% ). followed by Fwongyloidea (15.75% ), Balantidiu (12.4%)
and parabasalid=o {9.37%). Thus, we can conchide that despite the zreat
development of intensive pig farming, the intestinal parasites are 2 major
obstacle in the production, with the need for more effective programs of
prevention and control.
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were evident in five samples (31%) of feces: two from
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Anexo 10. CARREIRO.CC; JESUS;V.T; JULIANO D.S; DA SILVA, C;A; FURTADO, T.T.
Diagnostico de parasitas gastrointestinais em caes em uma localidade da Regido Metropolitana
do Rio de Janeiro, RJ. Revista Clinica Veterinaria. Ano XXII (suplemento), p. 68-73, 2017.
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Diagnosis of gastrointestinal parasites In dogs at a locality in the Rio de Janeiro Metropolitan
Region, RJ

Diagnéstico de parasitos gastrointestinales en perros en una localidad de 1a Regién
Metropolitana de Rio de Janeiro, RJ
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s parasioses gastrintestinass estdo entre as enfermidades mass comuns em wmimius de companhia, pedendo
ser especialmente graves em mumais jovens ou em imunocompeometidos. Alguns destes parasitos sdo
cunsidcrxius zoonoticos, representando importante nsco & sadde humana. O objetivo deste estudo for
| pa de o utilzzadas como dsagnostico de parasitos gastrintestnals encontradas em lezes de
clies dommlmdns em Sho Jolio de Mcnu Baxada Fluminense, RJ, a sua prevaléncia, ¢ identificar os fatores que

interferemn ni epidermiol 3 otica destas mfecydes Pasa tal, € CInco as de fezes
de cles foram cokladm ¢ i cadn proprmuﬂo for solicitade a responder um fomlulmo contendo mfnrmnco«s
relevantes a respesto do niseo de & 3 &0 de parasitiras. As Lras forum sub a0

exame direto ¢ o téemca de ccnm!ugo ﬂulua\,ao em agocar, obtendo-s¢ uma positivadade de 64 44% das amostras,
Dentre as amostras parasitadas, vinte (68 96%) foram positivas para ovos de Ancylostomatideos. sete delas
postivas parn oocistos de coocidios (24,14%). quatro positivas para ovos de Tavocara spp. (13,799%), trés parn
fozoitas de Parahasalidecs, ¢ umapmnwesemadrmw.h(‘mdmmmnmbncﬁpsd&mwgcmde
Dipyiscdiam canimum (2.22%). Os animasis UE CONVIVIAM COm Gutros animais, bem como 05 cles £om acesso @ rna,
tiveram masor chance de desenvolyver pelo menos uma das parasitoses mencionadas Além disso, & maiora dos
filhotes upr fezes de éncii g (maole), eng que em cdes adullos ndo se ohserviram
alteragdes dignas de now, ﬁuo este, refntcn a importancia da realizagho de exames parasitoldgicos de rotina, pois
com p S imp foate de mfecsdo tanto para humanos ¢ outros animais. Alem
de contaminar o meio ambiente A alta prevaléncis de p gastri na i estudada esta du
as precinas condigdes de sancamento basico da regdo ¢ ressalta o importanca de um maior controle parasitologice
nesses animiis, como tentativa de methorar ndo 30 as condigdes de vida dos animais, como tambem, evitar que
sirvam de fonte de propagagiio de orgsmsmos 20000tc0s
Unitermos: parasitos gastnntestinais, helmimtos. protozoarso, parabasalidens, baixada flummense

astrostestinal parasites ure among the most common discases i companon animaly, @nd severe in young
o immumocompromised anmmals. Some of these parasites are consdered as zoonotics, representing an
unpomm nsl: o human health. The objective of this study was 1o determine the prevalence of forms used
found in dogs teces domiciled at the Municspality of Sio Jodio de Mermti, Rio de
.lnnnm \1ctmpohum area, RJ, us well as to wdentify the factors that iterfere in the epsdemology and zoonotic
transissson of these infections. To that end. foety: -five samples of dog feces were collected and each owner was
asked to respond to @ form containing relevant information regarding the risk of mfection and of
parasitic zoonoses. The samples were submitied to direct examination and the centnfugal sugar fluctustion technique,
obtainmg a positivity of 64 4%, of the ples positive for parasistes Among the parasitized samples, twenty
(68.96%) were positive for hookworm ggs, seven of them were pasitive foc coceidia vocysts (24, 14%), four positive
for ascarids { 13 79%); three for Parabosalid trophozoites. and only one for the presence of Giardia imtestinalis cysts,

and ovigerous capsules of Dipndidium caninum (2 22%) Anmuals that lived with other ammnix as well as dogs with
access 1o the street, had a greater chance of developing o least one of the afi In addi the
majonty of the pups presented foces of pasty consistency. whereas m adult dogs nonomh) changes were observed.
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