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RESUMO GERAL

SILVA, Otavia Reis. Deteccdo de Pentatrichomonas hominis (Trichomonadida:
Trichomonadidae) em bovinos da raca Nelore naturalmente infectados. 2022. 54p. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria - Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Pentatrichomonas hominis ou Trichomonas hominis como era chamado, é uma espécie de
protozoario flagelado, anaerdbio, unicelular, amitocondrial pertencente aos Trichomonadidae,
reconhecida morfologicamente pela presenca de cinco flagelos anteriores e um unico flagelo
recorrente, inicialmente considerado comensal. Habita principalmente o intestino grosso de
varios animais, incluindo gatos, cdes e primatas ndo humanos. No entanto, alguns estudos tém
documentado uma associacao entre diarreia e a presenca de P. hominis em cées e gatos, doenca
gastrointestinal e até associado a doencas respiratdrias em humanos, 0 que aumenta a
possibilidade de que P. hominis possa representar uma fonte de infeccdo com potencial
zoondtico, ao inves de ser um organismo comensal. O isolamento de P. hominis em novos
hospedeiros, como coruja, cabras, bufalos e porcos indica que este flagelado pode ter se
adaptado a novos hospedeiros. No Brasil, poucos estudos foram conduzidos com o propésito
de identificar as espécies que podem parasitar animais domésticos e suas interagdes com o
hospedeiro. O objetivo do presente estudo foi relatar, pela primeira vez no Brasil, a presenca
do protozoario flagelado Pentatrichomonas hominis parasitando naturalmente o trato
reprodutivo da espécie bovina. Adicionalmente, a eficiéncia de duas técnicas de coleta de muco
vaginal para diagndstico de tricomonose bovina foi comparada. Para tanto, a tese foi dividida
em dois capitulos, sendo que o primeiro teve como objetivo principal relatar a presenca do P.
hominis em lavado prepucial de trés touros da raca Nelore. Assim, para o diagnéstico, amostras
de muco vaginal e lavado prepucial foram coletadas em meio Lactopep e posteriormente
cultivadas in vitro em meio Hanks, e repicadas a cada 72 horas. As amostras do cultivo que
apresentaram presenca de organismos mdveis foram submetidas a analises moleculares pela
técnica da reacdo em cadeia de polimerase e, para confirmacao final do diagnoéstico, foi utilizada
a técnica do polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo e sequenciamento. O
segundo capitulo comparou duas técnicas de coleta de muco vaginal, uma comumente utilizada
e recomendada pela maioria dos guias atuais de coleta de material biolégico e outra utilizando
aescova citologica, amplamente utilizada na medicina humana e ainda, em citologias da espécie
equina. Trinta fémeas da raca Nelore em idade reprodutiva foram selecionadas de forma
aleatdria e submetidas as duas técnicas de coleta de muco vaginal: swab estéril descartavel
(Tecnica 1) e a escova ginecoldgica estéril descartavel (Técnica 2). Apés avaliagdes qualitativas
e do cultivo celular, foi possivel concluir que seis amostras coletadas apresentavam estruturas
moveis no cultivo, logo o uso da escova citoldgica trouxe o beneficio de conseguir coletar
quantidade maior de material bioldgico, o que pode facilitar e aumentar as chances de
diagnostico de parabasalideos.

Palavras-chave: Zebuinos. Doengas reprodutivas. Protozoarios flagelados.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, Otavia Reis. Detection of Pentatrichomonas hominis (Trichomonadida:
Trichomonadidae) in naturally infected Nellore cattle. 2022. 54p. Thesis (Doctorate in
Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Pentatrichomonas hominis or Trichomonas hominis as it was called, is a species of flagellated,
anaerobic, unicellular, amitochondrial protozoan belonging to the Trichomonadidae,
morphologically recognized by the presence of five anterior flagella and a single recurrent
flagellum, initially considered commensal. It mainly inhabits the large intestine of various
animals, including cats, dogs, and non-human primates. However, some studies have
documented an association between diarrhea and the presence of P. hominis in dogs and cats,
gastrointestinal disease and even associated with respiratory diseases in humans, which
increases the possibility that P. hominis may represent a source of infection. with zoonotic
potential, rather than being a commensal organism. The isolation of P. hominis in new hosts,
such as owls, goats, buffaloes and pigs indicates that this flagellate may have adapted to new
hosts. In Brazil, few studies have been conducted with the purpose of identifying the species
that can parasitize domestic animals and their interactions with the host. The aim of the present
study was to report, for the first time in Brazil, the presence of the flagellated protozoan
Pentatrichomonas hominis naturally parasitizing the reproductive tract of bovine species.
Additionally, the efficiency of two vaginal mucus collection techniques for the diagnosis of
bovine trichomonosis was compared. Therefore, the thesis was divided into two chapters, the
first of which aimed to report the presence of P. hominis in preputial lavage of three Nelore
bulls. Thus, for diagnosis, samples of vaginal mucus and preputial lavage were collected in
Lactopep medium and later cultured in vitro in Hanks medium, and subcultured every 72 hours.
The culture samples that showed the presence of mobile organisms were subjected to molecular
analysis by the polymerase chain reaction technique and, for final confirmation of the diagnosis,
the technique of polymorphism in the length of the restriction fragment and sequencing was
used. The second chapter compared two techniques for collecting vaginal mucus, one
commonly used and recommended by most current guides for collecting biological material
and the other using the cytological brush, widely used in human medicine and also in equine
cytology. Thirty Nellore females of reproductive age were randomly selected and submitted to
two techniques of vaginal mucus collection: sterile disposable swab (Technique 1) and sterile
disposable gynecological brush (Technique 2). After qualitative and cell culture evaluations, it
was possible to conclude that six samples collected had mobile structures in the culture, so the
use of the cytological brush brought the benefit of being able to collect a greater amount of
biological material, which can facilitate and increase the chances of diagnosis of Parabasalids.

Keywords: Zebu Cattle. Reproductive diseases. Flagellated protozoa.
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1INTRODUCAO GERAL

A tricomoniase humana é a doenca sexualmente transmissivel ndo viral mais prevalente
no mundo. Com base em dados de prevaléncia de 2009 a 2016, em 2016, a Organizacédo
Mundial de Saide (OMS) estimou um total de 156 milhdes de novos casos de tricomoniase,
sendo a maior prevaléncia de tricomoniase em humanos registrada. Embora essa espécie seja
ainda considerada espécie-especifica, parasitando somente humanos, a reciproca ndo é
verdadeira quando se refere a outras espécies de protozoarios flagelados. Como exemplo, 0s
trichomonadideos sdo protozoarios que possuem flagelo e podem ser encontrados nos tratos
genitourinario e gastrointestinal de diferentes hospedeiros. Algumas espécies sao
reconhecidamente importantes na Medicina Humana e Veterinéria, entre elas destacam-se o
protozoario Trichomonas vaginalis que infecta o trato urogenital de humanos, e causa a
tricomoniase, Tritrichomonas fetus que parasita o trato urogenital de bovinos, e é o responsavel
pela tricomoniase genital bovina e o trato gastrointestinal de cées e gatos e leva a quadros
diarreicos, Trichomonas tenax que é encontrado na cavidade bucal de primatas, Dientamoeba
fragilis e Pentatrichomonas hominis que podem ser encontradas no trato intestinal de humanos,
mas ja foram descritos parasitando varios outros hospedeiros (MARITZ et al., 2014,
HAJIHOSSEIN et al., 2020).

Pentatrichomonas hominis ou Trichomonas hominis como era chamado, € uma espécie
de protozoario flagelado, anaerdbio, unicelular, amitocondrial pertencente aos
Trichomonadidae, reconhecida morfologicamente pela presenca de cinco flagelos anteriores e
um anico flagelo recorrente, inicialmente considerado comensal. Habita principalmente o
intestino grosso de varios animais, incluindo gatos, cées e primatas ndo humanos. No entanto,
alguns estudos tém documentado uma associacao entre diarreia e a presenca de P. hominis em
cées e gatos (GOOKIN et al. 2007; KIM et al., 2010), doenga gastrointestinal (MELONI et al.,
2011) e até associado a doengas respiratorias em humanos (JONGWUTIWES et al., 2000), o
gue aumenta a possibilidade de que P. hominis possa representar uma fonte de infeccdo com
potencial zoondtico, ao invés de ser um organismo comensal. O isolamento de P. hominis em
novos hospedeiros, como coruja, cabras, bufalos e porcos indica que este flagelado pode ter se
adaptado a novos hospedeiros. Apesar de ter sido isolado em diversas espécies de hospedeiros,
ao realizar a analise molecular, todos os isolados se mostraram 100% compativeis com 0s
isolados da espécie humana, o que sugere que todos, de alguma forma, foram infectados pela
mesma espécie que parasita 0s humanos.

No Brasil, poucos estudos foram conduzidos com o propoésito de identificar as espécies
que podem parasitar animais domésticos e suas interacdes com o hospedeiro. O presente estudo
tem importancia impar, pois se trata de um estudo inédito no pais cujo objetivo foi identificar a
presenca do parasita P. hominis em lavado prepucial e muco vaginal de bovinos Nelore.

Diante do exposto, a presente tese foi estruturada em trés partes, sendo a primeira uma
revisdo de literatura com objetivo de embasar a metodologia utilizada nos experimentos,
abordar a importancia do assunto e fomentar a discussdo dos resultados dos dois capitulos
seguintes. A segunda parte (Capitulo 1), teve como foco a identificacdo da presenca do P.
hominis em lavados prepuciais e muco vaginal de bovinos por meio da técnica de cultivo e
reacdo em cadeia de polimerase. A terceira e ultima parte (Capitulo I1) € um experimento cujo
objetivo principal foi comparar duas técnicas de coleta de material em trato reprodutivo da
fémea bovina e avaliar se a técnica de coleta influenciou o diagndstico laboratorial, sendo
utilizadas duas formas de coleta de muco vaginal e comparadas sua eficacia.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Impacto Econdmico da Bovinocultura

A pecuéria nacional no ano de 2020 foi responsavel pela geracdo de R$ 7,4 trilnGes do
Produto Interno Bruto (PIB). Apesar da queda de 4,1% em relacdo ao ano anterior, sua
representatividade em relagdo ao PIB total aumentou, passando de 8,4% para 10%, o que
evidencia a forca do setor na economia brasileira. Mesmo diante da crise sanitaria que acometeu
o mundo em 2020, o Covid- 19 evidenciou que o agronegocio brasileiro é resiliente. Com um
rebanho de 187,55 milhdes de animais, a pecuaria brasileira registrou em 2020 um abate de
41,5 milhdes de bovinos, queda de 4,2% em relagdo aos 43,3 milhdes abatidos em 2019
(ABIEC, 2021).

O movimento do agroneg6cio da pecudria de corte em 2020 foi de R$ 747,05 bilhdes,
20,8% acima dos R$ 618,50 bilhdes registrados em 2019. E um setor que ndo reduziu as
atividades no contexto pandémico, mas sim ampliou-as. Desta forma, mostra-se um dos setores
mais fortes da economia brasileira. O ano de 2020 superou as expectativas em relacdo a
exportacdo de carne, e registrou um aumento de 8% nas exportacbes. Do total de carne
produzida, 73,93% tiveram como destino o mercado interno, enquanto 26,07% foram
destinadas as exportagdes. Se tornou lider mundial de exportacbes em 2020, com 2690,9 mil
TEC (Tonelada de Equivalente Carcaca), quase o dobro do segundo lugar, Australia, que teve
1391,7 mil TEC (ABIEC, 2021).

O aumento no numero de paises de destino (de 154 para 157 paises) pode explicar esse
aumento das exportacdes, destacando-se também que o aumento de volume de carne destinada
a China foi grande fator responsavel por esses nimeros (volume exportado aumentou 127%
entre 2019 e 2020). Segundo a ABIEC no seu relatorio de 2021, o maior importador de carne
do mundo é a China, com 2223,4 mil TEC importados em 2020. Desses, 50,80% foram de carne
brasileira, tornando-a um dos principais parceiros comerciais do Brasil, juntamente com Hong
Kong, Uruguai, Singapura, Jordania, Turquia e Chile.

O setor agropecuario industrial da carne bovina é de suma importancia para a economia
brasileira, movimentando trilhGes de reais, gerando grande nimero de empregos e fornecendo
um produto essencial para a mesa ndo so dos brasileiros (ABIEC, 2021).

2.2 Importancia do Manejo/Controle Sanitario em Rebanhos Bovinos

O Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking de exportadores de carne bovina e de aves e
0 quarto lugar nas exportacbes mundiais de carne suina, fato esse que expressa o papel
importante e estratégico do pais no mercado internacional (ABIEC, 2021). Porém, a cadeia
pecudria brasileira é constantemente submetida a desafios e exigéncias impostas pelos
mercados internacionais, em especial restricdes relacionadas a barreiras sanitérias, o que
dificultam e até mesmo impedem a entrada dos produtos brasileiros a diversos mercados. Apés
um ano pandémico, essas exigéncias intensificaram-se ainda mais pois gerou um aumento da
preocupacdo do mercado mundial com a qualidade e biosseguranca dos alimentos.

Neste contexto, por exemplo, destacam-se os dois ultimos casos atipicos de Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) — conhecida como o “mal da vaca louca” — no Brasil, no ano de
2021. Apesar da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) declarar que o status sanitario
do Brasil em relacdo a doenca ndo seria alterado. Ainda assim, o anuncio dos casos levou a
suspensdo dos envios da carne a China (principal destino internacional da proteina brasileira) e
em fechamentos temporarios de alguns mercados como o0 Egito e a Arabia Saudita, que
fecharam seus mercados durante 10 dias para as importagdes de carne brasileira.



Considerando a importancia da bovinocultura para o cenario econdmico e produtivo do
pais, deve-se atentar para fatores que vao interferir diretamente na eficiéncia, produtividade e
rentabilidade da producéo entre eles o controle sanitario do rebanho. Um dos maiores entraves
na producdo animal sdo os problemas de ordem sanitaria, pois os sistemas de criacdo mais
modernos no pais envolvem o confinamento, 0 que aumenta o contato entre os animais, a
exposicdo aos seus dejetos, e incidéncia de doencas, sobretudo as parasitarias (BAPTISTA et
al., 2017).

Destaca-se também o fato de o sistema de acasalamento mais utilizado nos rebanhos
bovinos no Brasil ser ainda a monta natural a campo, devendo ser considerada a possibilidade
de doencas sexualmente transmissiveis (DST). Ao serem infectadas, as vacas podem sofrer
perdas embrionarias precoces, abortamentos, piometra e maceracdo fetal (ONDRAK, 2016),
dentre outras importantes enfermidades da esfera reprodutiva, 0 que compromete diretamente
a eficiéncia reprodutiva e, consequentemente, a cadeia produtiva.

De forma geral, a auséncia de manejo sanitario, ou ainda, um manejo sanitario
insatisfatorio pode diminuir drasticamente os indices de reproducéo e producdo animal, e gera
consequéncias negativas, ndo sé reprodutivas, mas também em relacdo ao desenvolvimento dos
animais, como o decréscimo da taxa de ganho de peso e conversdo alimentar e, 0 mais
importante, queda na producdo de bezerros pela demora no estabelecimento da prenhez (DE
CASTRO; FERNANDES; LEAL, 2018)

As perdas econdmicas também podem ser relacionadas aos custos com tratamento,
eutandsia e reposicao de animais infectados além dos excessivos gastos com medicamentos para
prevencdo e controle (UNIGWE et al., 2017). Conhecer as principais espécies de agentes que
acometem os bovinos e interferem em sua produtividade, bem como a prevaléncia destas nas
populacdes animais é fundamental para que haja um sucesso nas medidas de controle e
profilaxia.

2.3 Diagnostico de Doencas Reprodutivas em Bovinos por Meio de Amostras de
Muco Vaginal e Lavado Prepucial

A coleta de amostras € um aspecto primordial para o correto diagndstico da presenca de
protozoarios flagelados. Em relacdo as amostras frescas coletadas em bovinos, € fundamental
o cuidado com as condicdes de coleta, a agilidade no envio para o laborat6rio e com 0s meios
e métodos de cultura utilizados com a finalidade de garantir a sobrevivéncia do parasito no
transporte do campo para o laboratério (PELLEGRIN e LEITE, 2003). As amostras de
esmegma podem ser coletadas mediante a lavagem prepucial, aspiragdo do esmegma com
pipeta e raspagem da mucosa prepucial (SHONMANN et al., 1994). Na raspagem, a quantidade
do material é superior e 0s niveis de contaminacdo sd80 menores por microrganismos
inespecificos (IRONS; HENTON e BERTSCHINGER, 2002). Nas fémeas, o lavado, a
aspiracdo com pipeta e a utilizacdo de swab sdo as técnicas mais utilizadas, e obtém-se uma
quantidade adequada de material com menores niveis de contaminacao na aspiragdo. O periodo
recomentado para a coleta de material é uma semana antes a até uma semana depois do estro,
pois nessa fase a quantidade de muco vaginal produzido é maior devido a influéncia do
estrégeno (PELLEGRIN e LEITE, 2003). O exame direto tem uma sensibilidade de 30%,
inferior ao cultivo, que apresenta uma sensibilidade entre 87 e 97% com 0 emprego do meio de
Diamond (MUKHUFHI et al., 2003). Um Unico teste pode ser adequado para o diagndstico de
rebanho quando um ou mais touros estdo infectados, mas para exame individual de um touro,
trés exames negativos sao necessarios para assegurar que o animal ndo esteja infectado.

Para a coleta de amostras em touros sdo descritos na literatura trés metodologias que
podem diferir quanto ao material utilizado, séo elas: swab prepucial, lavado prepucial e
escarificacdo/aspiracdo com pipeta. Essas técnicas sdo usadas de acordo com a preferéncia de
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cada grupo de pesquisa. Segundo Rae e Crews (2006), os métodos de coleta por lavado
prepucial sdo mais utilizados na Europa, enquanto nos Estados Unidos, assim como na
Argentina, as técnicas de coleta a seco (escarificagdo/aspiracdo) sdo as mais utilizadas (PEREZ
et al., 2006). Para a realizacdo das coletas, os touros devem ser contidos de maneira adequada,
0s pelos prepuciais aparados e a regido externa da ponta do prepucio lavada com é&gua
(MORGAN, 1944; SAGER et al., 2007). Além disso, o repouso sexual por um periodo de 5 a
15 dias antes da coleta permite 0o aumento do nimero de microorganismos no ambiente
prepucial e a realizacéo de duas a trés coletas em intervalos de 7 a 15 dias permitem o aumento
da sensibilidade do diagndstico (PELLEGRIN et al., 2003; NOAKES et al., 2018; OIE, 2018).
A técnica do swab foi descrita por Morgan (1944), no entanto é mais efetiva para o diagnostico
de Leptospira sp., raramente usada em coleta de amostras para diagnostico de protozodrios
flagelados (RAE e CREWS, 2006). Para coleta por escarificacdo/aspiracdo é necessaria a
utilizacdo de uma pipeta de IA bovina, acoplada a uma seringa ou a um bulbo (pera) de
borracha. Fernandes et al. (1975 apud SOUSA et al., 1991) utilizaram um bulbo para enema
conectado a pipeta por um tubo de borracha flexivel. A pipeta é inserida no 6stio prepucial até
o final no prepucio, na regido do fornix (bainha), entdo sdo realizados movimentos vigorosos
com a pipeta alternando com aspiracdes (RAE e CREWS, 2006). Parker et al., (2003) relataram
a introducdo da pipeta até a metade do prepucio, entdo uma seringa de 20 ml € acoplada e sdo
feitos movimentos anteroposteriores enquanto 15 ml de succéo sdo aplicados com a seringa. O
material coletado na pipeta deve ser suspendido em tubos contendo Lactato de Ringer, PBS (pH
7,4), solucdo salina (pH 7,4) ou em meio seletivo escolhido para o isolamento (PELLEGRIN e
LEITE, 2003). As pipetas podem ainda ser seladas por calor e enviadas, sob refrigeracédo, o
mais rapido possivel ao laboratério (PELLEGRIN et al., 2003). Felleisen et al., (1998)
realizaram a lavagem por meio de enxagues seriados com 50 ml de solucéo fisioldgica estéril
pré-aquecida (30 — 37 °C), e o liquido é introduzido com o auxilio de um cateter de 20 cm,
acoplado a um bulbo de borracha. Leite et al. (1995) desenvolveram uma técnica modificada
para coleta de lavado prepucial, em que a coleta é realizada por um sistema composto de um
equipo introduzido no prepucio, ligado por uma agulha a um frasco tipo penicilina contendo
solucdo salina ou PBS (pH 7,4). O frasco € elevado acima da linha do prepucio e, apds
massagens vigorosas, € colocado abaixo da linha do prepucio e o lavado é recolhido. O material
recolhido no lavado pode ser adicionado ao meio de cultivo com ou sem centrifugacédo prévia
(FELLEISEN et al. 1998; MUKHUFHI et al., 2003). A coleta por escarificagdo/aspiracdo é o
mais traumatico dos métodos, sendo que as amostras frequentemente contém sangue e outros
produtos oriundos do dano ao tecido epitelial, além do esmegma recolhido ser mais espesso,
mucoide (MUKHUFHI et al., 2003). De acordo com Rae e Crews (2006), a coleta é considerada
adequada quando a amostra se apresenta levemente tingida de sangue e a pipeta é preenchida
com esmegma em pelo menos um tergo de seu comprimento, sendo que essa orientagdo
demonstra 0 quanto esse procedimento pode ser traumatico. Schénmann e colaboradores (1994)
ndo encontraram diferencas quanto a sensibilidade de deteccdo no cultivo de amostras coletadas
por escarificacdo/aspiracdo ou por lavado prepucial e Mukhufhi e colaboradores (2003) também
ndo encontraram diferencas entre os métodos de coleta no diagnostico da tricomoniase por PCR.
A escolha do método de coleta deve levar em consideracdo a experiéncia do técnico que ira
coletar as amostras e do laborat6rio que ira processar o material, além da disponibilidade de
material necessario para cada método (DEL FAVA et al., 2021).

A realizacéo de coleta de material de muco cervical teve inicio na década de 40; segundo
Morgan (1944), as primeiras coletas de amostras em fémeas foram feitas com pipetas de vidro
acopladas em bulbos de borracha. Outro método descrito pelo autor é o0 uso do swab conectado
a aplicadores ou pingas. Mancebo e colaboradores (1995) utilizaram uma “haste com cabeca de
parafuso” para promover escarificacdo da mucosa, utilizada previamente, segundo o autor, por
Ostrowski e colaboradores (1974) em touros. A coleta com pipeta de 1A acoplada a seringa ou
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pera de borracha é bem utilizada para coleta de muco cérvico-vaginal (MANCEBO et al. 1995;
BONDURANT etal., 1997; FELLEISEN et al 1998; PELLEGRIN et al., 2003; STOCKDALE
et al., 2007). Poucos autores citaram que a conexao entre a pipeta e a seringa pode ser feita por
meio de um adaptador flexivel (tubo de borracha), que, além de facilitar a conexao, permite
melhor manuseio durante a aspiragcdo (STOCKDALE et al., 2007). Fernandes e colaboradores
(1975 apud SOUSA et al., 1991) desenvolveram uma técnica de coleta de amostras em fémeas
com a utilizagdo de um absorvente interno (0.b.® - Jonhson e Jonhson®©). O absorvente, fixo a
um barbante de 40 a 50 cm de comprimento, € colocado na vagina com o auxilio de um espéculo
esterilizado, semelhante a colocacdo de pessarios vaginais com progesterona. Durante a
colocacdo do absorvente, 10 a 20 cm do barbante é deixado livre e externamente aos labios
vulvares, apds 20 minutos de contato o absorvente impregnado com muco cérvico-vaginal é
retirado, o barbante é cortado e um fragmento do absorvente € colocado em meio de cultivo e
outros fragmentos podem ser utilizados para o isolamento e identificacdo de outros agentes. Em
fetos abortados o parasito pode ser observado e cultivado a partir dos liquidos placentérios,
conteildo abomasal, swab do muco na base da lingua e no palato (MORGAN, 1944).

Em cortes histologicos com coloracbes especificas, o agente pode ser encontrado no
pulm&o na forma livre ou fagocitado, e, no estroma placentario (MORGAN, 1944; RHYAN,
SATACKHOUSE e QUINN, 1988). Alguns resultados da pesquisa conduzida por Van Bergen
e colaboradores (2005) mostraram que 96% dos paises correspondentes coletam amostras de
preplcio por meio do lavado e 92% coletam 6rgdos internos e conteudo estomacal de fetos
abortados, além disso, 73% dos paises utilizam algum meio de transporte ou enriquecimento.
Apesar dos resultados relatados serem referentes a apenas 26 paises, ou seja, 16% dos paises
membros da OIE, eles foram importantes para detectar a falta de padronizag&o nas metodologias
utilizadas, o que pode resultar em altas variacdes na sensibilidade. Dessa forma a padronizacéao
de uma técnica para coleta e a sensibilidade da mesma é um fator primordial para a realizagdo
de um diagnostico correto e confiavel.

2.4 Caracteristicas Morfoldgicas do Protozoario Pentatrichomonas hominis

Pentatrichomonas hominis, anteriormente conhecido como Trichomonas hominis, foi
incluido no género Pentatrichomonas de acordo com estudos morfoldgicos (WENRICH, 1931).
A classificacdo deste protozoario atualmente segue dados filogenéticos com base em
marcadores moleculares e foi revisada por Cepicka et al. (2010).

Pentatrichomonas hominis possui formato que varia de fusiforme a arredondado, o nucleo
é oval e esta localizado na porgdo anterior (LI et al., 2014a). Seu tamanho varia entre 6 a 15um
de comprimento (KESSEL, 1928; WENRICH, 1944; WENRICH, 1947) quando observado a
microscopia Otica.

O parasito normalmente possui de 5 a 6 flagelos sendo 4 a 5 flagelos anteriores de
tamanho desigual e 1 flagelo recorrente (WENRICH, 1944). A microscopia eletronica de
transmisséo (TEM), os flagelos anteriores apresentam uma organizacéo de 4 +1, ou seja, quatro
flagelos agrupados e provenientes de 4 corpusculos parabasais e um flagelo independente que
se origina a parte dos outros. O flagelo independente e os quatro flagelos sdo separados pela
pelta (LI et al., 2014a), formada por microtbulos. Esta estrutura parece desempenhar o papel
de sustentacdo da parede do canal periflagelar, do qual os flagelos emergem (BENCHIMOL,
2004).

O nudmero varidvel de flagelos anteriores (FLICK, 1954) inicialmente confundiu o
diagndstico desta espécie quando encontrada em outros hospedeiros, surgindo assim a descrigdo
de novas espécies, quando na verdade se tratava de uma unica espécie presente no intestino
humano (GOOKIN et al., 2001). A nédo definicdo da espécie pode ocorrer devido a falhas de



observagdo na microscopia 0tica, tipo de coloracdo empregada e até mesmo ao tempo de cultivo
e tipos de bacteérias que crescem associadas no meio de cultura (FLICK, 1954).

Outra estrutura presente nos trichomonadideos € a membrana ondulante, que em P.
hominis percorre todo comprimento celular e exibe de trés a cinco ondulagdes; essa estrutura €
sustentada por um citoesqueleto chamado de costa. A costa em P. hominis é do tipo B
(CEPICKA; HAMPL; KULDA, 2010) e é uma larga fibra estriada, presente em todos 0s
trichomonadideos e tritrichomonadideos, que estd sempre associada & membrana ondulante e
ao flagelo recorrente, sendo uma estrutura de sustentacdo da membrana ondulante. Assim como
as fibras parabasais, a costa é 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). O flagelo recorrente esta incorporado na margem livre
da membrana ondulante e se projeta ao longo do corpo e termina como um flagelo posterior
livre (KAMARUDDIN et al., 2014; LI et al., 2014a). Por video microscopia, Monteiro-Leal et
al., (1996) demonstraram que todos os flagelos participam do movimento da célula, e que a
batida dos flagelos anteriores é um tipo ciliar, que exibe tracos eficazes e de recuperacéo, 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 rotacao.

O axostilo € uma das estruturas do citoesqueleto dos parabasalideos e forma o chamado
complexo pelta-axéstilo que da sustentacdo ao corpo celular. Essa estrutura percorre todo o
comprimento do corpo celular, e a parte anterior mais ampla forma o capitulum. Apdés o nucleo,
a estrutura do axdstilo parece reduzir de largura até seu segmento terminal, onde se projeta a
partir da extremidade posterior da célula como uma ponta fina ou semelhante a uma cauda
(WENRICH, 1944; BENCHIMOL, 2004) conforme Fig.1.

Figura 1: Trofozoita de Pentatrichomonas hominis SEM x 550: A- flagelo anterior, B- flagelo
posterior, C- membrana ondulante, D- axostilo, E- flagelo independente.

2.5 Aspectos Moleculares do Protozoario Pentatrichomonas hominis

Em 1997, Felleisen utilizou, pela primeira vez, a biologia molecular como ferramenta na
identificacdo de espécies de trichomonadideos e tritrichomonadideos ao desenvolver
marcadores moleculares, chamados de TFR1 e TFR2, que amplificavam sequéncias
conservadas do gene 5.8S rRNA e as regides interespacadoras internas (ITS1 e ITS2). O estudo
realizado por Felleisen (1997) foi importante porque forneceu dados moleculares de diversas
espécies de trichomonadideos e foi o primeiro estudo a apresentar a analise de sequéncia do
RNA ribossomal (rRNA) de P. hominis. Segundo esse autor, as similaridades das sequéncias
da regido ITS1 e do gene ribossomal 5.8S desse parasito indicaram um grau relativamente alto
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de conservacdo, quando comparado a outras de outros trichomonadideos, que apresentam
apenas 74% de identidade quando comparada as sequéncias do mesmo segmento do género
Tritrichomonas e 80% quando comparada as sequéncias do género Trichomonas. Baseado nas
similaridades observadas do gene 5.8S ribossomal e da regido ITS1, P. hominis esta mais
proximo ao género Trichomonas do que ao género Tritrichomonas. O desenvolvimento dos
iniciadores TFR1 e TFR2 feita por Felleisen (1997) deu origem a diversos estudos moleculares
para desenvolvimento de técnicas que permitissem o diagndstico de trichomonadideos em nivel
de espécie.

Apos estudos iniciais, Crucitti et al. (2004) desenvolveram iniciadores espécie-
especificos para determinacdo de P. hominis. Estes foram desenhados para amplificar uma
sequéncia de 339 bp do gene SSU rRNA de P. hominis, mais especificamente a regido do gene
18S rRNA. Esta regido foi escolhida para o estudo por ser altamente conservada e presente em
maltiplas cdpias na célula. Os pares de iniciadores denominados Th3 e Th5, apresentaram-se
altamente especificos para P. hominis e ndo houve qualquer outro tipo de amplificacao para as
demais espécies de trichomonadideos, bactérias, fungos ou leucécitos humanos utilizados no
referido estudo. Além disso, esse par de iniciadores foi considerado altamente sensivel, porque
foi capaz de amplificar o DNA de uma Unica célula de P. hominis.

Outra técnica conhecida como polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo
ou a sigla em inglés RFLP (Restriction fragment lengh polymorfism), tem por objetivo
diferenciar espécies pelo corte de um fragmento de DNA amplificado com enzimas de restricdo
que cortam o DNA em regibes especificas que geram um padrdo de bandas com tamanhos
diferentes entre as espécies. A técnica permite diferenciar espécies, sem necessariamente
utilizar o sequenciamento que pode nao estar disponivel em muitos laboratérios (HAYES et al.,
2003). O RFLP foi empregado para diferenciacdo de trichomonadideos recuperados de lavado
prepucial de touros e que ndo tinham morfologia caracteristica de T. fetus. Utilizando-se o RFLP
com a enzima Hpy CH41V foi possivel diferenciar P. hominis de outras espécies (HAYES et
al., 2003).

Outros genes também foram aplicados no estudo da espécie P. hominis, como 0s que
codificam proteinas como fator de alongamento 1a, conhecido pela sigla EF-1o. (REINMANN
etal., 2012). Os fragmentos gerados eram de aproximadamente 782 bp e apresentaram alto grau
de similaridade com cepas de origem humana (LI et al., 2014b).

Em todos os métodos utilizados ou mesmo com diferentes marcadores para deteccdo de
P. hominis, foi possivel evidenciar uma alta similaridade (99,4 - 100%), quando comparadas as
cepas de origem humana (LI et al., 2016; ZHANG et al., 2019; LI et al., 2020). Os varios
hospedeiros, nos quais P. hominis ja foi identificado e o alto grau de similaridade (98,5-100%)
entre amostras de diferentes hospedeiros incluindo humanos, bovinos, suinos, cées e gatos
indica, possivelmente que sejam a mesma espécie. Esses achados reforgam a hipétese de que a
mesma especie de P. hominis poderia ser capaz de colonizar o trato digestério e reprodutivo de
diversos hospedeiros mamiferos, e até mesmo de outras classes como aves e répteis (MELONI
etal., 2011; DIMASUAY:; RIVERA, 2013).

2.6 Potencial Patogénico do Protozoario Pentatrichomonas hominis

Trichomonas hominis é encontrado na porc¢éo distal do intestino delgado e no intestino
grosso de humanos e de outros primatas ndo-humanos, assim como em cées e gatos. Embora
sua patogenicidade seja discutida, sabe-se que este flagelado é o causador da tricomonose
digestiva e é frequentemente identificado em fezes diarreicas (CHUNGE et al., 1992; LEVY et
al., 2003; LI et al., 2014b). Sua prevaléncia em seres humanos é elevada, podendo chegar a
40% em paises tropicais e subtropicais (SAKSIRISAMPANT et al., 2003). Geralmente, 0
aumento da prevaléncia do protozoario estad diretamente associado a condicOes
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socioecondmicas precérias. Em virtude de a principal via de transmissdo ser fecal-oral e da
imaturidade do sistema imunoldgico, as infec¢es sdo mais comuns e nocivas em criangas do
que em adultos.

Casos de diarreia grave associada ao parasito P. hominis foram relatados em criancas 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 satde, em funcéo da diarreia
aquosa (MANCILLARAMIREZ; GONZALEZ-YUNES, 1989). Pentatrichomonas hominis
também pode causar doenca severa em pessoas com resposta imunologica diminuida. Além
disso, casos de infec¢des mistas com P. hominis e outros protozodrios, tais como Entamoeba
histolytica e Giardia intestinalis, ou com bactérias, tais como Campylobacter spp. e Shigella
spp. também foram descritos por Reinthalter et al. (1988) e Chunge et al. (1992).

As publicacbes envolvendo o diagndstico de P. hominis em bovinos e seu grau de
patogenicidade séo escassas. A primeira descricdo de P. hominis no trato genital em bovinos
foi feita por Hayes et al., em 2003, e ndo houve relato de sinais clinicos nos animais positivos.
Mais tarde, outro estudo (CORBEIL et al., 2008) demonstrou a presenca de P. hominis na
maioria dos touros reprodutores avaliados e ainda em duas vacas. Li et al. (2018) identificaram
P. hominis em duas (0,3%) das 781 cabras avaliadas, e ambos eram originados da mesma
localidade em uma regido da China. Em ovelhas, nenhuma infeccdo por P. hominis foi relatada.

Em estudo mais recente em oito fazendas, incluindo fazendas de leite, corte e de bufalos,
foram relatadas taxas de infeccdo para P. hominis variando de 1,7 a 19,4%. Infec¢des duplas
com Tetratrichomonas buttreyi e P. hominis foram detectados em 15 (1,6%) amostras de quatro
fazendas na China, incluindo trés fazendas leiteiras e uma fazenda de gado de corte com taxas
de infecgdo dupla variando de 1,8 a 14,5% (LI et al., 2020).

Em estudo histopatoldgico utilizando marcadores moleculares para T. fetus e P. hominis,
técnica conhecida como hibridizacdo cromogénica in situ (CISH), demonstrou-se que P.
hominis foi diagnosticado em pequeno nimero e apenas dentro do Iimen das criptas intestinais,
enquanto T. fetus foi encontrado no limen em pequeno ndmero, porém quando em grande
namero, observou-se que os protozodrios foram encontrados invadindo a lamina propria. Os
achados neste estudo indicaram que diferencas na localizacdo tecidual desses organismos e, 0
namero desses podem influenciar nos diversos graus de lesdes observadas (MOSTEGL et al.,
2012). Apesar das divergéncias sobre a real patogenia de P. hominis, em outras espécies
animais, o diagndstico deste protozoario esteve sempre associado ao quadro clinico de diarreia
acentuada. Em suinos infectados experimentalmente com P. hominis, as lesfes histologicas
estavam associadas a alteracGes na camada epitelial, incluindo congestdo, descamacdo da
mucosa intestinal e aumento acentuado de células inflamatérias. Outros achados foram ruptura
de vasos e diminuigdo do comprimento das vilosidades intestinais (LI et al., 2014a). P. hominis
também foi diagnosticado em filhotes de cdes com diarreia liquida, perda de peso e fraqueza.
Apesar de receberem tratamento com fembendazol para eliminar esse agente etiologico, a
diarreia persistiu e 0os animais morreram (GOOKIN et al., 2005).

Embora varios parabasalideos tenham sido descritos no trato genital de bovinos, como é
0 caso de espécies dos géneros Pentatrichomonas, Tetratrichomonas, Pseudotrichomonas,
Simplicimonas (HAYES et al., 2003; HUBYCHILTON et al., 2009; FREY et al., 2017),
microrganismos presumidamente de origem intestinal e comumente encontrados em fezes
(CASTELLAZetal., 1997; MELONI et al., 2011; L1 etal., 2014b), o potencial patogénico dessas
espécies no trato reprodutivo de bovinos ainda ndo esta totalmente elucidado.

2.7 Potencial Zoondtico do Protozoario Pentatrichomonas hominis

No Japéo, em 1998, foi relatado pela primeira vez um caso de tricomonose por T. fetus
em humanos. O protozoario foi encontrado no liquido cefalorraquidiano e na urina de um
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paciente com leucemia; na necropsia foi relacionado a epididimite e prostatite, além de
meningoencefalite (OKAMOTO et al., 1998). Em 2006, T. fetus foi considerado responsavel
por pneumonia pneumocistica, apds 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). Mais tarde, foi isolado do liquido peritoneal de um homem
imunocomprometido com peritonite (ZALONIS et al., 2011). Destes flagelados, pelo menos
cinco espécies (P. hominis, T. tenax, T. vaginalis, T. fetus e T. gallinarum) ja foram
identificadas 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 respiratorio agudo (SDRA) (DUBOUCHER et al., 2003; 2005; 2006; MARITZ
et al., 2014). Outro relato foi feito no Jap&o, onde foi isolado Tetratrichomonas de uma mulher
de 66 anos, com empiema, apresentando febre, dispneia e retencdo de liquido amarronzado e
fétido na pleura). Apds drenagem torécica, o liquido purulento foi observado por microscopia
Otica, 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, €
improvavel que iniciem a doenca pulmonar, mas séo oportunistas que podem causar infeccdes
secundarias e agravar os sinais clinicos, prolongando a doenca. A frequéncia das infeccBes
pulmonares por tricomonose pode ser maior do que o relatado, em funcdo da dificil
diferenciacdo dos flagelados por microscopia 6tica, em amostras clinicas.

Historicamente esses parabasalideos ndo eram considerados responsaveis por infeccoes
emergentes por estarem envolvidos, ndo s6 em regides especificas de infeccdo, como também
em hospedeiro-especifico. No entanto, a presenca de agentes etioldgicos associados a uma vasta
série de disturbios clinicos indica que os mesmos podem apresentar uma forma oportunista e
podem se multiplicar quando as condicdes do meio forem favoraveis. Infec¢bes 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 ultimos podem agir como reservatorios de tricomoniase humana, por serem
hospedeiros, ndo s6 de P. hominis como também de T. fetus, Tetratrichomonas sp. e
Dientamoeba.

De fato, a capacidade desses protozoarios em se adaptar a mucosa de uma variedade de
tecidos pode ser a chave para a sua variedade de hospedeiros e a capacidade de desenvolver
infeccdes em diferentes locais do corpo; bem como, contribuir direta ou indiretamente para
diversas patologias. Uma vez que a capacidade para crescer na superficie das mucosas em
vertebrados pode facilitar a transmissédo de uma espécie para outra. Como exemplo tem-se T.
fetus, cuja transmissdo € por via sexual e pode ser encontrado no trato digestivo com a
capacidade desse agente etioldgico se desenvolver no intestino em diferentes espécies como em
suinos, gatos e caes (MARITZ et al., 2014).

P. hominis, uma espécie conhecida por ser um protozoario gastrintestinal supostamente
comensal em humanos (HONINBERG, 1990), foi identificado em dois casos de diarreia, um
em adultos e outro em uma crianca, onde foram descartados quaisquer outros agentes
etioldgicos (MELONI et al., 2011). Em outro caso, P. hominis foi identificado em um paciente
com artrite que apresentava diarreia, apos tratamento com Adalimubad; um inibidor de TNF-a
(COMPAORE et al., 2013). Até onde se sabe, P. hominis é encontrado no trato digestorio,
porém amostras de swab vaginal de mulheres com quadro de vaginite e submetidas ao
diagndstico de tricomoniase por PCR indicou a presenga desta espécie na mucosa vaginal ao
invés de T. vaginalis (CRUCITTI et al., 2004). Casos de diarreia envolvendo P. hominis séo
cada vez mais frequentes em animais de companhia como cées e gatos (GOOKIN et al., 2007;
TOLBERT etal., 2012) ou mesmo em animais de producao como em suinos e bovinos (HAYES
etal., 2003; LI et al., 2014a).
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O crescente interesse no estudo dos trichomonideos € justificado pela constante ameaca
para a saude humana e animal, sobretudo pelo possivel potencial zoonoético (OKAMOTO et al.,
1998; DUBOUCHER et al., 2005, 2006; ZALONIS et al., 2011; CHAOQUN YAO, 2012;
DIMASUAY; RIVERA, 2013; MARITZ et al., 2014). Considerando estes recentes achados,
parabasalideos deveriam ser cuidadosamente monitorados como uma questao de satde publica
em humanos e em animais domeésticos.
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3. CAPITULO I- IDENTIFICACAO DE Pentatrichomonas hominis EM LAVADO
PREPUCIAL DE TOUROS DA RACA NELORE NATURALMENTE
INFECTADOS

Artigo publicado na Revista Brasileira de Parasitologia Animal
Qualis A2 — Medicina Veterinaria (Anexo 2).

3.1 Resumo

O parabasalideo Pentatrichomonas hominis é geralmente considerado um componente
simbiotico da microbiota gastrointestinal em uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados,
incluindo humanos. No entanto, um nimero limitado de estudos levantou a possibilidade de
gue possa atuar como patdégeno de humanos, cées e suinos e de que algumas infec¢bes humanas
possam ter origem zoonotica. Dados da América do Norte revelaram uma associagao entre P.
hominis e o trato urogenital bovino, principalmente em touros e raramente em vacas. A
importancia desta observacdo esta ligada a uma possivel interferéncia no diagndstico preciso
do patdgeno venéreo Tritrichomonas foetus, de importancia econdémica. O presente estudo
empregou métodos baseados em cultura e a combinagcdo com técnicas moleculares para
examinar as cavidades prepuciais de quinze touros Nelore, criados em pastagem aberta no
Sudeste do Brasil, quanto a presenca de tricomonas. Protozoarios méveis foram isolados de
quatro touros e foram definitivamente identificados como P. hominis com base no
sequenciamento de nucleotideos de amplicons geradas pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), empregando a regido RNA ribossémico (ITS1-5.8S rDNA-ITS2) do parasita como alvo.
As potenciais implicagdes desses achados para a saude bovina e humana séo discutidas.

Palavras-chave: Zebuinos, Trichomonadida, Pentatrichomonas hominis, PCR
3.2 Abstract

The parabasalid Pentatrichomonas hominis is generally considered to represent a symbiotic
component of the gastrointestinal microbiota in a wide variety of vertebrate hosts including
humans. Nevertheless, a limited number of studies have raised the possibility that it may act as
a pathogen of humans, dogs, and pigs and that some human infections may have a zoonotic
origin. Data from North America revealed an association between P. hominis and the bovine
urogenital tract, principally in bulls and rarely in cows. The importance of this observation is
linked to possible interference in the accurate diagnosis of the economically important venereal
pathogen Tritrichomonas foetus. The current study employed culture-based and molecular
methods to examine the preputial cavities of fifteen breeding bulls, raised in open pasture in
southeastern Brazil, for the presence of trichomonads. Motile protozoa were isolated from four
of the bulls and were definitively identified as P. hominis based on nucleotide sequencing of
polymerase chain reaction (PCR) amplicons derived from the ribosomal RNA operon (ITS1-
5.8S rDNA-ITS2) of the parasite. The potential implications of these findings for bovine and
human health are discussed.

Keywords: Zebu bulls, Trichomonads, Pentatrichomonas hominis, PCR
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3.3 Introducéo

Pentatrichomonas hominis, anteriormente conhecido como Trichomonas hominis, & um
protozoario flagelado que habita o trato intestinal de humanos e animais e foi originalmente
considerado um protozoario comensal. No entanto, estudos indicaram P. hominis como agente
causal de diarreia em mamiferos e doencas gastrointestinais ou pulmonares em criancas e
idosos. Portanto, o potencial patogénico desse protozoéario nao pode ser descartado.

Pouco se sabe sobre as rotas de transmissao, biologia, ciclo de vida, hospedeiro primario
e reservatorios animais deste protozoario. Os métodos de diagnostico para a deteccdo de P.
hominis sdo baseados em exames microscépicos, que devem ser conduzidos imediatamente e,
alternativamente, o material coletado deve ser conservado para preservar as caracteristicas
morfologicas do protozoario. No entanto, trofozoitos de P. hominis podem ser dificeis de
diferenciar de Tritrichomonas fetus devido as semelhancas em sua motilidade e forma. Portanto,
varios ensaios de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que sdo considerados mais sensiveis
e especificos, foram descritos na literatura e agora sdo reconhecidos como definitivos para a
deteccdo de P. hominis. O desenvolvimento de ferramentas de detec¢do molecular e 0 aumento
da conscientizacdo do potencial zoon6tico e adaptacdo deste parasita para um novo hospedeiro
resultaram em um ndmero crescente de estudos sobre P. hominis.

Apesar do seu potencial patogénico em mamiferos, existem poucos estudos
epidemioldgicos em humanos e animais no Brasil. Até onde se sabe, nenhum estudo sobre a
identificacdo de P. hominis em trato reprodutivo de bovinos no Brasil foi publicado.

Em 2003, Hayes e colaboradores encontraram protozoarios flagelados em cultura de
lavado prepucial de touros, e constataram que 0S protozoarios presentes em algumas das
culturas estudadas ndo apresentam caracteristicas morfoldgicas e genotipicas consistentes com
T. fetus e o identificaram como P. hominis. Atualmente, o diagndstico da infecgdo por T. fetus
é baseado em exame microscépico de lavagens ou raspagens prepuciais e muco vaginal e
cultura subsequente. As amostras sdo inicialmente selecionadas para organismos mdveis, em
forma de fuso ou pera e coradas de modo que a morfologia e 0 nimero de flagelos possam ser
determinados. T. fetus tem 10-25 um de comprimento e 3—15 um de largura, e tem um Unico
flagelo posterior e trés flagelos anteriores. Embora outros tricomonas encontrados na cavidade
prepucial possam aparecer maiores e mais arredondados do que T. fetus, essas diferencas podem
ndo ser facilmente observadas com microscopia padrdo. Isso torna a identificacdo precisa do
protozoario ainda mais dificil. A biologia molecular tem possibilitado a obtencdo de
informacdes precisas sobre a presenca de microorganismos, em especial protozoarios cuja
identificacdo morfoldgica pode ser confusa e de baixa sensibilidade. A divulgagdo de novos
genomas abriu uma nova era de conhecimento na Medicina Veterinaria. A velocidade com que
esse conhecimento vem sendo disseminado evidencia um potencial para modificar
gradativamente a compreensdo e 0Ss conceitos atuais sobre 0s mecanismos de infeccdo e
patogenia, além de ajudar a esclarecer a origem desses protozoarios.

Dessa forma, esse capitulo tem como objetivo relatar a presenca de P. hominis em lavado
prepucial de touros e muco vaginal de vacas Nelore em propriedades de gado de corte no
municipio de Mangaratiba, RJ, Brasil.

34 Metodologia
O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto

de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/IZ/UFRRJ) sob o
processo n° 0130-10-2021 (Anexo 1).
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3.4.1 Local e periodo

As coletas de muco vaginal e lavado prepucial foram realizadas em uma propriedade de
gado de corte localizada no municipio de Mangaratiba, RJ (22° 57" 35" S e 44° 02' 26" W). O
cultivo do material foi realizado no Laboratério de Patologias da Reproducdo (LPR) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e as analises de biologia molecular
foram realizadas no Laboratorio Multiusuério de Biologia Molecular da UFRRJ. As coletas
foram realizadas nos meses de novembro de 2019 (estacdo de monta 2019/2020) e de novembro
de 2021 (estagcdo de monta 2021/2022).

3.4.2  Animais e amostras

Todos os animais utilizados no experimento pertenciam a mesma propriedade, eram
mantidos em regime extensivo de producdo, criados a pasto de Urochloa (Brachiaria)
decumbens com agua e sal mineral a vontade. Foram coletadas um total de 15 amostras de
lavado prepucial de touros da raca Nelore, com idade média de 6,3 anos e 68 amostras de muco
vaginal de vacas Nelore em idade reprodutiva.

Foram excluidos do experimento todos os animais (machos e fémeas) que tivessem sido
submetidos a tratamento com antibi6ticos nos 15 dias que antecederam as coletas de amostras.
Todos os touros utilizados para estacdo de monta foram avaliados e uma amostragem de fémeas
de cada lote foram selecionadas de forma aleatdria para serem avaliadas.

3.4.3  Coleta de lavado prepucial

As amostras de lavado prepucial foram coletadas apds a higienizagdo prévia da regido
prepucial com toalha de papel e corte dos pelos mais longos e sujos, conforme técnica descrita
por Gregory et al., (1990 apud OIE, 2018).

Uma pipeta pléastica descartavel utilizada para infusdo uterina em vacas foi acoplada a
uma seringa com 50 ml de solu¢édo salina tamponada estéril (PBS) e introduzida no orificio
prepucial que foi fechado com uma das méos e com a outra o prepucio foi massageado, de modo
que o PBS fosse espalhado por toda a regido. Depois da massagem, um tubo Falcon estéril de
50 ml dentro de um béquer foi colocado em um nivel abaixo do orificio prepucial e o lavado
recolhido por gravidade. O lavado coletado foi adicionado ao meio de cultivo Lactopep para
transporte até o laboratorio (LOPES et al., 1996). As amostras foram mantidas a temperatura
ambiente até a chegada ao laborato6rio (28 horas ap0s a coleta).

3.4.4 Coleta de muco vaginal

Amostras de muco vaginal foram coletadas apos a higienizacéo prévia da regido genital
com toalha de papel, com auxilio de vaginoscopio tubular. Uma escova citologica esteéril
descartavel foi introduzida no fundo do saco vaginal da fémea. O muco vaginal foi conservado
em meio de cultivo Lactopep para transporte até o laboratério (LOPES et al., 1996). As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente até a chegada ao laboratério (£6 horas ap6s a
coleta).

3.4.5 Deteccdo de Pentatrichomonas hominis pela técnica de cultivo

As amostras de lavado prepucial e muco vaginal foram avaliadas em microscopia oOtica,
em objetiva de 10, para deteccdo de trofozoitos moveis assim que chegaram ao laboratério.
Apos essa avaliagdo, todas as amostras foram enriquecidas com 10% de soro fetal bovino
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inativado e incubadas por 24 horas. Apos 24 horas de cultivo, as amostras foram inoculadas em
solucdo balanceada de Hanks® (Vitrocell- Embriolife, Campinas/SP, Brasil) com adicao de
10% de soro fetal bovino inativado e estreptomicina (200 mg/L), e examinadas por até sete dias.
A solucdo balanceada de Hanks® com adicdo de 10 % de soro fetal bovino inativado e
estreptomicina (200 mg/L) foi mantida em geladeira a £ 5° C até 0 momento do repique. quando
foi retirada da geladeira (30 minutos antes) e mantida em banho-maria a 37° C até a realizacédo
do repique. Nas culturas onde houve a multiplicacdo dos protozoarios, foi retirada uma aliquota
de 200 pL apos centrifugacdo a 400xg por 10 minutos e ressuspendidas para novos frascos (1°
repique) contendo 3 mL da solucdo balanceada de Hanks® com adigéo de soro fetal bovino
inativado e estreptomicina (200 mg/L). As culturas foram mantidas em estufa a 37° C e
repicadas para meio novo, a cada 72 horas, ap6s serem avaliadas em microscopia 6tica, em
objetiva de 10, para deteccdo de trofozoitos madveis. Culturas negativas foram mantidas sem
repique e avaliadas diariamente até o sétimo dia, quando foram classificadas definitivamente
como negativas. As amostras consideradas positivas no cultivo foram centrifugadas e
armazenadas em freezer a -20° C até o momento da anélise molecular. Todo o material utilizado
para a preparacdo dos meios, cultivo e armazenamento de aliquotas foi previamente esterilizado
por autoclavagem a 121° C, por 30 minutos, e posteriormente mantido em condicGes assepticas.

3.4.6  Deteccdo de Pentatrichomonas hominis pela técnica da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR)

A) Extracdo do DNA genémico

O DNA foi extraido de aproximadamente 1x10° trofozoitos (enumerados
microscopicamente com auxilio de Camara de Neubauer), como segue: as culturas foram
sedimentadas por centrifugacdo (16.000xg por 5 min) e os sobrenadantes foram descartados.
Os sedimentos (pellets) celulares foram lavados uma vez com 1mL de PBS (pH 7,2) e as células
lavadas foram ressuspensas em 100 puL. de matriz de Chelex (InstageneTMmatrix BIO RAD)
com incubacdo a 56° C por 30 minutos e, em seguida, fervidas por 10 minutos. Os tubos foram
centrifugados (16.000xg por 5 min) para sedimentar os restos celulares junto com a matriz de
Chelex, e 60 pL de cada sobrenadante foram transferidos para novos tubos, com
armazenamento a -20° C.

B) Iniciadores (Primers)

Para o diagnostico molecular do P. hominis foram utilizados iniciadores que amplificam
as regides interespacadoras ITS 1 e 2 e gene ribossomal 5,8S, universais TFR1 e TFR2 para a
triagem de espécies das familias Trichomonadidae e Tritrichomonadidae. Para identificagdo
espécie-especifica de T. fetus foram utilizados TFR3 e TFR4 (FELLEISSEN et al., 1998) cujo
produto apresenta 347 pares de bases. Além destes, outro par de primers que amplificam
parcialmente o gene 18S de P. hominis, Th3 e Th5 (CRUCITTI et al., 2004) foi utilizado
conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores (primers) utilizados para a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) dos parabasalideos isolados.

. A Pares de
Primers Sequéncia
base
TFR1 5’-TGC TTC AGT TCA GCG GGT CTT CC-3’ 379
TFR2 5°-CGG TAG GTGAACCTGCCGTTGG-¥
TFR3 5-CGGGTCTTCCTATATGAGACAGA-ACC-3' 347
TFR4 5-CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGT-TAA-3’
Th3 5-TGT AAA CGA TGC CGA CAG AG -3' 339
Th5 5-CAA CACTGA AGC CAATGC GAGC-3
C) Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi conduzida com um volume total de reag¢ao de 20 pL usando aproximadamente
20 ng DNA gendmico, 0,2 mM de cada iniciador, 0,2mM de cada dNTP, 3,0 mM MgCl. e 0,5U
Tag DNA polymerase (Invitrogen, EUA). A reacdo foi realizada em termociclador
(TProfessional 96, modelo 070-901 Biometra, EUA). Como controle positivo das reacdes
foram utilizados os primers TFR1 e 2 e 0 DNA de T. fetus cepa K isolada por Dr. H. Guida,
(Embrapa, Rio de Janeiro, Brasil) do trato urogenital de um touro, e j& previamente identificado
(GENBANK AY485677.1) (BENCHIMOL et al., 2017). Para os iniciadores TFR1/TFR2 e
TFR3 e TFR4 foram utilizadas as seguintes condi¢des: 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
iniciadores Th3 e Th5, as condi¢es utilizadas foram: desnaturacao 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
reacOes 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 visualiza¢do dos acidos nucleicos foi feita em transiluminador (Bio Rad®
Hoodii, EUA).

D) Polimorfismo no comprimento em fragmentos de restricdo (RFLP)

Apos a confirmacdo da amplificagdo do fragmento do tamanho esperado, foi realizada a
técnica de PCR-RFLP. Primeiro foi realizada uma analise de digestdo in silico empregando o
programa NEBcutter (New England Biolabs, EUA) utilizando-se sequéncias previamente
depositadas no Genbank de P. hominis. Apds analise pelo programa, foram escolhidas duas
enzimas que produziriam dois tipos de cortes diferentes, Hae I1I, gerando dois fragmentos e
Hinf | que geraria trés padrdes de corte. Os produtos de PCR gerados com os iniciadores Th3 e
5, especificos para P. hominis (339 pares de bases), foram digeridos utilizando 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% e 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 in silico.
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E) Sequenciamento dos Produtos da PCR

O sequenciamento do gene 18S rDNA de P. hominis e das regifes ITS1 e 2, gene 5.8S de
T. fetus amplificados 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 direcbes empregando os iniciadores de amplificacdo pelo uso de Big Dye Ready
Reaction mix (ABI Corp, EUA). Os produtos das reacdes foram analisados por meio do
Analisador genético automatizado (ABI Corp). O alinhamento das sequéncias foi feito usando
0 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.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar a identidade genética. Todas
as sequéncias obtidas nesta pesquisa foram depositadas e comparadas com as disponiveis no
“GenBank”

35 Resultados

Cultivo

Um total de 15 amostras de lavado prepucial e de 68 amostras de muco vaginal foram
submetidas ao cultivo. As amostras coletadas na primeira avaliacdo ao microscopio (chegada
ao laboratorio) apresentaram positividade para protozoarios moveis em 45 das 68 amostras de
muco vaginal (66,2%) e em 7 das 15 amostras de lavado da cavidade prepucial (46,7%). As
culturas positivas dos lavados prepuciais foram mantidas, em média, ao longo de seis passagens
em série, momento em que se observou o declinio da viabilidade celular. J& as culturas positivas
dos mucos vaginais foram mantidas somente ao longo de trés passagens em série.

As amostras positivas de lavado prepucial foram as que melhor se adaptaram ao cultivo
em laboratério, dessa forma essas sete amostras foram encaminhadas para analise molecular.
As amostras de lavado prepucial tiveram melhor adaptacdo ao meio de cultivo, sendo possivel
estabelecer cultivo em meio Hanks por até seis passagens, permitindo dessa forma que as
amostras encaminhadas para biologia molecular estivessem mais concentradas.

As amostras de muco vaginal ndo tiveram boa adaptacdo em meio que cultivo e ao realizar
0 repique para 0 meio Hanks observou-se marcado declinio de viabilidade celular. Das 45
amostras iniciais somente 18 amostras foram encaminhadas para analises moleculares, uma vez
que foram selecionadas as amostras que continham mais evidéncias de protozoarios.

Figura 2: Trofozoita de Pentatrichomonas hominis isolado de lavado prepucial de touro
Nelore com presenga de nucleo bem corado. Panotico Rapido®
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Figura 3: Trofozoita de Pentatrichomonas hominis isolado de lavado prepucial de touro
Nelore com presenca de flagelos bem corados. Panético Rapido®

Anélise molecular

Todas as amostras positivas em que houve a visualizacdo do flagelado foram repicadas
para meio de cultura Hanks. A maioria das amostras de muco vaginal ndo resistiu a essa
passagem para meio Hanks, dessa forma néo foi possivel repica-las para meios novos (limpos)
apos a terceira passagem. E por isso a grande maioria ndo foi analisada morfologicamente e
nem identificadas por PCR.

O DNA extraido das amostras de muco vaginal ndo produziu amplicons nas anélises
moleculares e trés das sete amostras de lavado prepucial, produziram amplicons nos ensaios de
PCR ao se empregar os primers “TFR1/TFR2” e “Th3/Th5”, e foram negativos no ensaio com
0s primers “TFR3/TRF4”. Em todos os casos os amplicons produzidos eram do mesmo
tamanho que as bandas produzidas pelo DNA de controle positivo de P. hominis. Esses dados
foram interpretados como sugestivos da presenca de P. hominis nas culturas. A confirmacédo da
colonizagdo da cavidade prepucial por P. hominis foi obtida por dois meios. Primeiramente,
amplicons de 339 pb (incluindo o controle positivo) produzidos no ensaio “Th3/Th5” foram
digeridos com as enzimas de restricdo resultando na geracdo de fragmentos de 245 pares de
bases (pb) e 94 pb com a enzima Haelll, e o producéo de trés bandas de 155 pb, 126 pb e 53 pb
com a enzima Hinfl. Os padrdes de bandas observados para as amostras foram idénticos aos
observados para o amplicon de controle positivo.

Em segundo lugar, os amplicons (338 pb) derivados das amostras de teste usando o ensaio
“TFR1/TFR2” foram sequenciados. Eletroferogramas de alta qualidade foram observados para
todas as amostras, indicando a presenca de uma Unica fonte de DNA e as sequéncias obtidas
para as trés culturas mostraram-se idénticas. A regido interna aos sitios de ligagdo do primer
(295 pb) da sequéncia determinada para a amostra denominada T1, foi depositada no banco de
dados GenBank com o numero de acesso (ON311004). A nova sequéncia mostrou 100% de
semelhanga (295/295 nucleotideos) com sequéncias depositadas como originérias de P. hominis
detectadas em exsudato pleural humano na Tailandia (nimero de acesso GenBank; AF156964)
e amostras fecais caninas na Franca (KC623939) e nos EUA (AY758392). Um nivel de 99,7%
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de similaridade de sequéncia (294/295 pb) foi registrado com a sequéncia MN189982
(detectada em fezes humanas de um paciente chinés com cancer gastrointestinal) e a sequéncia
MK770862 (depositada por pesquisadores espanhdis sem detalhes da fonte). Um menor nivel
de similaridade (99,3%; 293/295 pb) foi registrado com a sequéncia MN173995, detectada em
fezes humanas coletadas de um paciente chinés com cancer gastrointestinal. Com base nos
dados moleculares, concluiu-se que os tricomonas cultivados da cavidade prepucial dos touros
eram P. hominis.

Com base nos trés ensaios de PCR realizados foi possivel constatar que nas amostras
encaminhadas para analise molecular em trés amostras de lavado prepucial existem células de
P. hominis. A confirmacdo dessa hipotese foi realizada por dois meios. Primeiramente, 0s
amplicons (incluindo o controle positivo), produzidos pelo ensaio Th3 / Th5 foram digeridos
com as enzimas de restri¢cdo (conforme descrito acima), resultando na geracdo de fragmentos
de DNA de 251 pares de bases (pb) e 99 pb com a enzima Hae Ill, e a geracdo de trés bandas
de 163 bp, 133 bp e 62 bp com a enzima Hinf I. Os padrdes de bandas observados para as
amostras T1-T3 foram idénticos aos observados para o amplicon de controle positivo.

3.6 Discussao

O desenvolvimento do cultivo celular pode ndo ter sido téo eficiente uma vez que pelo
P. hominis ser originalmente isolado de fezes, a auséncia de ambiente propicio e presenca de
material fecal pode ter influenciado no seu desenvolvimento. Apesar dos cuidados durante a
coleta, o material bioldgico utilizado é considerado contaminado, sendo assim, algumas
espécies de bactérias podem ter sido favorecidas pelo meio de cultura e ao se desenvolverem
prejudicaram 0s protozoarios, consumindo os nutrientes ou mesmo mudando caracteristicas
fisico-quimicas que impediram o desenvolvimento do protozoario P. hominis.

As amostras de lavado prepucial tiveram melhor adaptacdo ao meio de cultivo, sendo
possivel estabelecer cultivo em meio Hanks por até seis passagens, permitindo dessa forma que
as amostras encaminhadas para biologia molecular estivessem mais concentradas.

Pentatrichomonas hominis pode ser encontrado na porc¢éo distal do intestino delgado e
no intestino grosso de humanos e outros primatas, assim como em cées e gatos. Embora sua
patogenicidade seja discutida, sabe-se que este flagelado é o causador da tricomonose digestiva
e € frequentemente identificado em fezes diarreicas (LEVY et al., 2003; L1 et al., 2014a). Sua
prevaléncia em seres humanos pode ser elevada, podendo chegar a 60% em pacientes com
cancer (ZHANG et al., 2019). Geralmente, o aumento da prevaléncia do protozoario esta
diretamente associado a condi¢Bes socioeconémicas precarias. E, em virtude de a principal via
de transmissdo ser fecal-oral e da imaturidade do sistema imunologico, as infec¢des sdo mais
comuns e nocivas em criangas do que em adultos.

As publicacdes envolvendo o diagndstico de P. hominis em bovinos e seu grau de
patogenicidade sdo escassas. A descoberta de P. hominis colonizando o trato urogenital de
touros ndo virgens no Brasil reforca as observagdes feitas por pesquisadores norte-americanos
(HAYES et al., 2003; WALKER et al., 2003; DUFERNEZ et al., 2007; CORBEIL et al., 2008),
e estende a abrangéncia geogréafica desse fendbmeno para o continente sul-americano, o que
reforga a hipdtese de que esse trichomonideo seja capaz de persistir fora de seu local primério.
As implicacgdes praticas deste achado estdo ligadas a possivel distor¢do do diagnostico (baseado
exclusivamente na cultura) de T. foetus, e considera-se importante que 0s veterinarios e outros
profissionais de saude bovina no Brasil estejam cientes dessa associacdo. Claramente, o
diagnostico errado através da morfologia pode ser resolvido usando-se o ensaio de PCR baseado
nos primers “TFR3/TRF4” (FELLEISEN et al., 1998) para confirmar a presenca de T. foetus.
No entanto, recomenda-se que o ensaio “Th3/Th5” seja rotineiramente incorporado em
protocolos de testes moleculares com base no fato de que a identificacdo de P. hominis pode
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ser executada de forma répida e econdmica usando-se o protocolo PCR-RFLP aqui empregado
(SANTOS et al., 2015). Uma justificativa adicional para a realizacdo de testes moleculares
complementares para P. hominis sdo os achados de que coinfec¢des com T. foetus e P. hominis
podem ocorrer no trato gastrointestinal felino (SANTOS et al., 2015), e que infeccBes duplas
com T. buttreyi e P. hominis foram observados em 15 (1,6%) amostras de fezes bovinas de
quatro fazendas na China, incluindo trés fazendas leiteiras e uma fazenda de carne bovina (LI
et al., 2020). Evidentemente, a existéncia do mesmo fendbmeno em material cultivado do trato
urogenital passaria despercebida na auséncia de testes especificos para esse protozoario.

Embora envolva uma questdo de debate, a extensa plasticidade do hospedeiro de P.
hominis tem sido proposta como evidéncia para que ele seja considerado um patogeno
zoondtico (DIMASUAY e RIVERA, 2013; MARITZ et al, 2014; MAHITTIKORN et al.,
2021). Assim, profissionais de salde e trabalhadores rurais que tenham contato com o trato
urogenital bovino, sémen e até mesmo urina devem ser orientados quanto ao potencial de
infeccdo pelo parasita P. hominis e a necessidade de adocao de procedimentos de biosseguranca
adequados. A(s) via(s) pela(s) qual(is) o protozoario se estabeleceu na cavidade prepucial ndo
foram determinadas, mas como sugerido por outros estudos (CAMPERO et al., 2003; HAYES
et al., 2003; MICHI et al., 2016), a transmissao foi mais provavelmente por contato com fezes
contaminadas presentes no ambiente ou no trato gastrointestinal de bovinos. Em apoio a esta
hipGtese, a presenca de P. hominis no trato gastrointestinal bovino foi demonstrada por
pesquisadores asiaticos (LI et al., 2020; MAHITTIKORN et al., 2021), mas, até onde sabemos,
ndo foi relatada no Ocidente.

Embora varios parabasalideos tenham sido descritos parasitando o trato genital de
bovinos, como é o caso de espécies dos géneros Pentatrichomonas, Tetratrichomonas,
Pseudotrichomonas, Simplicimonas (HAYES et al., 2003; HUBYCHILTON et al., 2009;
FREY et al., 2017), o potencial patogénico dessas espécies no trato reprodutivo de bovinos
ainda ndo é totalmente elucidado.

Tendo em vista o nimero limitado de animais examinados, os achados do presente
estudo devem ser considerados preliminares e recomenda-se que futuros estudos sobre este
tema ampliem a gama de amostras testadas para incluir o trato urogenital de vacas, fezes de
gado presentes no ambiente de criacdo e fezes coletadas do trato gastrointestinal de bovinos e
outros animais presentes em fazendas (por exemplo, cdes e gatos) que sdo hospedeiros
conhecidos de P. hominis e que podem contribuir para a circulagdo do protozoario no ambiente
de producéo.

3.7 Conclusao

A biologia molecular tem possibilitado a obtengdo de informacdes precisas sobre a
presenca de microrganismos, em especial protozoarios cuja identificagdo morfoldgica pode ser
confusa e de baixa sensibilidade. A velocidade com que esse conhecimento vem sendo
disseminado evidencia um potencial para modificar gradativamente a compreensdo e 0s
conceitos atuais sobre os mecanismos de infeccdo e patogenia, além de ajudar a esclarecer a
origem desses protozoarios.
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4. CAPITULO Il: COMPARACAO DE DUAS TECNICAS DE COLETA DE MUCO
VAGINAL PARA DIAGNOSTICO DE TRICOMONOSE BOVINA

4.1 Resumo

Atualmente, a maioria dos manuais ou guias de procedimentos de coleta de materiais biologicos
disponiveis online para auxiliar o Médico Veterinario na coleta de material a campo recomenda
0 uso de swab vaginal para obtencdo de muco vaginal. Desde a década de 1980 diversos estudos
compararam a utilizacdo de escova ginecoldgica e swab, principalmente com mulheres, esses
estudos em sua maioria concluiram que a utilizacdo da escova ginecologica melhorou a
qualidade de esfregacos vaginais e por consequéncia o diagnostico foi realizado de forma mais
eficiente e precoce. O objetivo do presente estudo foi comparar duas técnicas de coleta de muco
vaginal em fémeas bovinas para o diagndstico da Tricomonose bovina. Trinta fémeas da raca
Nelore em idade reprodutiva foram selecionadas de forma aleatoria e tiveram a regido genital
previamente higienizada com papel toalha. A coleta do muco vaginal foi realizada de duas
formas: empregando-se swab estéril descartavel com auxilio de vaginoscopio tubular (Técnica
1) ou escova ginecologica estéril descartavel (Técnica 2). Para cada animal amostrado foram
coletadas duas amostras de muco vaginal, uma para cada técnica. O muco vaginal foi avaliado
quanto a quantidade de material e a viscosidade, foi conservado em meio de cultivo Lactopep,
as amostras foram mantidas a temperatura ambiente até a chegada ao laboratorio (£6 horas apds
a coleta), foram avaliadas e colocadas em cultivo. Amostras de sangue foram coletadas para
realizacdo de diagnostico sorologico de leptospirose, diarreia viral bovina, rinotraqueite
infecciosa bovina e Neosporose. Para analise estatistica foi utilizado o Teste de Wilcoxon para
amostras pareadas com nivel de significancia de 5%. Conclui-se que o0 uso da Técnica 2 para
coleta de muco vaginal se provou melhor, uma vez que pelo uso de escova ginecoldgica foi
possivel coletar maior quantidade de muco vaginal e ainda, identificar protozoarios flagelados
em 20% das amostras coletadas.

Palavras-chave: Diagnostico reprodutivo; Muco cervicovaginal; Tricomoniase genital bovina.
4.2 Abstract

Currently, most manuals or guides for the collection of biological materials available online to
assist the Veterinarian in collecting material in the field recommend the use of a vaginal swab
to obtain vaginal mucus. Since the 1980s, several studies have compared the use of
gynecological brush and swab, mainly with women, these studies mostly concluded that the use
of gynecological brush improved the quality of vaginal smears and, consequently, the diagnosis
was performed more efficiently and precocious.The aim of the present study was to compare
two techniques of vaginal mucus collection in bovine females for the diagnosis of bovine
trichomoniasis. Thirty Nellore females of reproductive age were randomly selected and had
their genital region previously cleaned with a paper towel. Vaginal mucus collection was
performed in two ways: using a sterile disposable swab with the aid of a tubular vaginoscope
(technique 1) or a sterile disposable gynecological brush (technique 2). For each sampled
animal, two samples of vaginal mucus were collected, one with each technique. VVaginal mucus
was evaluated for the amount of material and viscosity and subsequently preserved in Lactopep
culture medium for transport to the laboratory. The samples were kept at room temperature until
arrival at the laboratory (6 hours after collection). Upon arrival at the laboratory, the samples
were evaluated and placed in culture. For statistical analysis, the Wilcoxon test was used for
paired samples with a significance level of 5%. It is concluded that the use of technique 2 for
collection of vaginal mucus proved to be better, since by using a gynecological brush it was
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possible to collect a greater amount of vaginal mucus and also identify flagellated protozoa in
20% of the samples collected.

Keywords: Reproductive diagnosis; Cervicovaginal mucus; Bovine genital trichomoniasis.
4.3 Introducéo

O correto diagnoéstico da tricomonose genital bovina, assim como de outras doencas
sexualmente transmissiveis em bovinos s6 é possivel por um conjunto de a¢des padronizadas
com o objetivo de garantir seguranca, confiabilidade e qualidade dos resultados das analises.
Apesar deste artigo tratar especificamente sobre a coleta de muco vaginal, € imprescindivel que
0 Médico Veterinario esteja apto a coletar qualquer tipo de material bioldgico de forma
adequada. O conhecimento sobre a patogenia da doenca suspeita € muito importante para
orientar quais materiais serdo obtidos (DEL FAVA et al., 2021). Nesse contexto, a coleta do
muco vaginal de fémeas bovinas € o material de eleicdo na pesquisa de agentes sexualmente
transmissiveis, uma vez que esses agentes tém a capacidade de se adaptar ao ambiente vaginal.

A cultura é o método mais comumente utilizado para a identificacdo dos tricomonideos.
Apesar de ser considerada uma técnica simples, tem como limitacdo a baixa sensibilidade e
especificidade além de requerer tempo. O diagnéstico por cultivo pode ser laborioso em
especial quando as amostras a serem analisadas estiverem muito contaminadas ou ainda,
quando a quantidade de parasitos da amostra for pequena. Por conta dessas limitacGes a escolha
da técnica de coleta de muco cervicovaginal é fator primordial para garantir quantidade e
qualidade de material para diagndstico.

Atualmente, a maioria dos manuais ou guias de procedimentos de coleta de materiais
bioldgicos disponiveis online para auxiliar o Médico Veterinario na coleta de material a campo
recomenda o uso de swab vaginal para obtencdo de muco vaginal. Desde a década de 1980
diversos estudos compararam a utilizacdo de escova ginecoldgica e swab, principalmente com
mulheres, esses estudos em sua maioria concluiram que a utilizacdo da escova ginecoldgica
melhorou a qualidade de esfregacos vaginais e por consequéncia o diagnastico foi realizado de
forma mais eficiente e precoce, uma vez que a utilizacdo da escova ginecoldgica permite que
mais células epiteliais sejam coletadas (DOTTERS et al., 1988; HARRISON et al., 1993;
ALTERMATT et al., 1997).

Com base na bem-sucedida experiéncia humana com o uso da escova ginecoldgica, 0
presente capitulo descreveu a utilizacdo da técnica de coleta com escova ginecoldgica na rotina
de coleta de material biolégico em bovinos, em especial do muco vaginal. Diante desse
panorama esse capitulo tem o objetivo de descrever e comparar a utilizacdo da escova
ginecoldgico versus o swab na coleta de muco vaginal de fémeas bovinas para o diagnéstico da
Tricomonose, assim como descrever o perfil sanitario de uma fazenda comercial de gado de
corte.

4.4 Metodologia

O presente experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/IZ/UFRRJ) sob
0 processo n° 0130-10-2021 (Anexo ).

441  Animais e amostras

Todos os animais utilizados no experimento pertenciam a mesma propriedade, eram
mantidos em regime extensivo de producdo, criados em pasto de Urochloa (Brachiaria)
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decumbens com &gua e sal mineral a vontade. Foram utilizadas 30 fémeas bovinas de corte, da
raca Nelore em idade reprodutiva, e coletadas 60 amostras pareadas de muco vaginal. Foram
excluidos do experimento todos 0s animais que tivessem sido submetidos a tratamento com
antibioticos nos 15 dias que antecederam as coletas de amostras.

4.4.2 Coleta de muco vaginal

Todos os animais tiveram a regido genital previamente higienizada com papel toalha. A
coleta do muco vaginal foi realizada com auxilio de vaginoscépio tubular, dessa forma o swab
estéril descartavel (Técnica 1) e a escova ginecoldgica estéril descartavel (Técnica 2) foram
acopladas a pipeta de inseminacao e introduzida no fundo do saco vaginal da fémea. Ao atingir
o fundo do saco vaginal, foram realizados movimentos circulares a fim de se coletar maior
quantidade de material. Para cada animal, foram coletadas duas amostras de muco vaginal, uma
com cada técnica. Os primeiros 15 animais tiveram as amostras coletadas primeiro pela Técnica
1 em seguida pela Técnica 2, os ultimos 15 animais tiveram as amostras coletadas primeiro pela
Técnica 2 e seguida pela Técnica 1. O muco vaginal foi conservado em meio de cultivo
Lactopep para transporte até o laboratdrio (LOPES et al., 1996). As amostras foram mantidas a
temperatura ambiente até a chegada ao laboratorio (6 horas apos a coleta).

4.4.3  Avaliacdo do muco vaginal

O material coletado foi avaliado em relacdo a quantidade e a viscosidade. Por se tratar de
uma analise qualitativa, as avaliaces foram realizadas pelo uso de escore de cruzes e sempre
por um mesmo técnico, sendo uma cruz (+) pouca ou nenhuma quantidade de material biolégico
ou muco vaginal com baixa viscosidade; duas cruzes (++) quantidade média de material
biolégico e muco vaginal com viscosidade maior e trés cruzes (+++) grande quantidade de
material coletado ou presenca de marcada viscosidade apresentando grande aderéncia a escova
e/ou swab.

4.4.4  Deteccdo de Pentatrichomonas hominis pela microscopia ética

As amostras de muco vaginal foram avaliadas em microscopia 6tica, em objetiva de 10,
para deteccdo de trofozoitos mdveis assim que chegaram ao laborat6rio. O material coletado
foi centrifugado a 400xg por 10 minutos e uma amostra do pellet foi utilizada para avaliagdo
microscopica.

445  Coleta de sangue para sorologia

Amostras de sangue foram colhidas por puncdo da veia jugular/coccigea/mamaria em
tubos de coleta a vacuo sem coagulante, capacidade 10 ml (BD Vacutainer®). Apés a coleta, 0
sangue foi mantido inclinado em temperatura ambiente até a completa coagulagdo e retracdo do
coagulo. Apds esse procedimento, 0 mesmo foi mantido sob refrigeragcdo com auxilio de gelo
seco até a chegada ao laboratorio. Ao chegar ao laboratério, o mesmo foi centrifugado a 3.000
rpm, por um periodo de 10 minutos (para uma centrifuga com 18 cm de raio). Aliquotas de 1,5
ml de soro foram separadas em frascos criogénicos tipo eppendorf de 2 ml e armazenadas a -
20°C até 0 momento das analises. As aliquotas foram congeladas em recipientes isotérmicos
contendo gelo seco para conservacdo, e enviadas ao Instituto Bioldgico de Sdo Paulo para
diagnostico sorologico de leptospirose, diarreia viral bovina, rinotraqueite infecciosa bovina e
Neosporose. Exames de brucelose e tuberculose ja tinham sido realizados na propriedade
conforme calendario sanitario ja instituido.
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4.4.6 Andlise estatistica

Os dados referentes a avaliacdo qualitativa do muco vaginal foram analisados pelo teste
de Wilcoxon para amostras pareadas com nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o teste de
McNemar com nivel de significancia de 5% para avaliar se existe diferenca significativa entre
as técnicas utilizadas na coleta de muco vaginal em relacdo a avaliagdo microscopica.

4.5 Resultados

Os resultados encontrados no presente estudo referentes a analise qualitativa do material
bioldgico estdo apresentados na Tabela 2. Foi observada diferenca estatistica entre as técnicas
de coleta em relacdo a quantidade de material bioldgico recuperado. A quantidade de material
coletado na Técnica 2 (escova ginecoldgica) foi maior (p < 0.0003) do que a obtida na Técnica
1 (swab).
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Tabela 2: Analise individual da quantidade de material biolégico coletado em cada amostra em
funcdo da técnica utilizada para coleta (Swab citoldgico versus Escova ginecologica).

Quantidade
Amostras Swab citoldgico? Escova ginecoldgica®
1 + ++
2 + ++
3 + +
4 + ++
5 + ++
6 + ++
7 ++ +
8 + +
9 + +++
10 + +++
11 + +
12 ++ ++
13 + ++
14 + +++
15 + +
16 + +
17 ++ ++
18 + ++
19 + +
20 + +
21 + +
22 + ++
23 + ++
24 + ++
25 + ++
26 +++ +++
27 + ++
28 + ++
29 + +++
30 ++ +++
Valor de p <0.0003

®letras minGsculas diferentes na mesma linha indicam que a analise ¢ diferente entre si (p<0,05). *Os dados estdo
apresentados em forma de escore (+; ++ ou +++).

Os resultados referentes a viscosidade do material em funcédo da técnica de coleta estdo
apresentados na Tabela 3. N&o foi observada diferenca estatistica entre as técnicas.
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Tabela 3: Analise individual da viscosidade do material bioldgico coletado em cada amostra
em funcéo da técnica utilizada para coleta (Swab citoldgico versus Escova ginecoldgica).

Viscosidade
Amostras Swab citologico? Escova ginecoldgica?
1 + +
2 + +
3 + +
4 + ++
5 ++ +++
6 + +
7 ++ ++
8 + +
9 ++ ++
10 ++ ++
11 + +
12 + +
13 + +
14 + +
15 ++ +
16 + +
17 ++ +
18 + +
19 + +
20 + +
21 + ++
22 + ++
23 + +
24 + ++
25 + ++
26 ++ ++
27 + ++
28 + +
29 + ++
30 + +++
Valor de p 0,15

3letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que a analise ndo € diferente entre si (p>0,05).
*QOs dados estdo apresentados em forma de escore (+; ++ ou +++).

Nenhuma amostra coletada (0/30) pela Técnica 1 (swab citologico) apresentou estruturas
moveis durante a analise. Nas amostras coletadas com a Técnica 2 (escova ginecoldgica), foi
possivel observar estruturas modveis em 6 das 30 amostras coletadas (20%), sendo
estatisticamente diferente (p = 0.03) em relacéo a Técnica 1.

4.6 Discussao

O sucesso e confiabilidade das analises laboratoriais dependem da eficacia na obtencédo
das amostras coletadas, independente se apds a coleta elas serdo submetidas a citologia, cultura

35



e/ou avaliagdo histopatolégica. O uso da escova ginecoldgica para avaliagdes citoldgicas ja esta
bem consolidado e amplamente discutido em literatura. Diversos autores, desde a década de 80,
ja apontavam que a coleta de células endometriais se fazendo uso da escova ginecoldgica para
avaliacdo da presenca de neutrdfilos dentro do epitélio uterino melhora o desempenho
diagnostico (BROOK, 1985; LEBLANC et al.,, 2007; KOZDROWSKI et al., 2015), em
especial, devido a quantidade de material coletado.

Cocchia et al. (2012) realizaram um estudo em éguas com histérico de infertilidade
crénica e compararam os resultados de citologia endometrial com escova ginecologica, swab
uterino e lavado uterino de baixo volume. Os resultados revelaram que as laminas com maior
celularidade foram as obtidas pela técnica da escova ginecoldgica. Em bovinos, Kasimanickam
et al. (2005) enfatizaram que a citologia endometrial por meio da escova ginecoldgica também
pode ser utilizada, mostrando-se superior a técnica de lavado uterino de baixo volume, em
relacdo a praticidade, integridade celular e deteccdo de polimorfonucleares (PMNSs), em
especial os neutréfilos, que constituem a primeira linha de defesa do organismo contra agentes
invasores.

Em estudos realizados em mulheres, também foi possivel constatar que a escova
ginecoldgica foi capaz de coletar maior quantidade de material (50mg- swab vs 1560mg-
escova) o que possibilitou realizar mais analises com uma unica coleta, e ndo se fez necessario
0 retorno da paciente (MITRA et al., 2017).

A obtencdo de maior quantidade de muco vaginal é particularmente importante no
diagndstico de tricomoniase genital bovina, uma vez que esses protozoarios apresentam
motilidade e podem estar em baixa concentracéo, o que dificulta sua visualizacéo e diagnostico.

A identificacdo microscopica do parasito deve ser realizada assim que as amostras
chegarem ao laboratério, mesmo diante da baixa sensibilidade, uma vez que essa primeira
constatacdo da presenca de organismos moveis serd base para avaliagcdes posteriores durante o
cultivo. Embora essa primeira analise tenha baixa sensibilidade ela é um parametro para dar
sequéncia ao cultivo.

O cultivo é uma das formas diagndsticas que pode ser utilizada para se obter maior
sensibilidade. Assim como outras técnicas, ele apresenta limitacfes ou desvantagens uma vez
gue nem sempre 0S protozoarios se adaptam adequadamente ao meio de cultivo. A
contaminacdo das amostras muitas vezes pode comprometer a viabilidade celular, ou mesmo a
concentracdo baixa na amostra pode gerar animais falso negativos.

A contaminacdo das amostras por materiais bioldgicos compromete também analises
moleculares como pode ser observado no estudo de Clothier et al., (2019), que observaram que
a presenca de urina nas amostras pode afetar o limiar de detec¢do do organismo em anélises
moleculares.

O diagnostico de doencas que acometem a reproducdo animal é multifatorial e nem
sempre simples. Muitas vezes ndo conseguimos chegar ao diagndstico final por diversos fatores,
entre eles fatores ambientais e de manejo. A avaliacdo dos parametros sanitarios, reprodutivos,
nutricionais fazem parte do processo até que o diagndstico definitivo seja encontrado. Apesar
de multifatorial o denominador comum da melhoria no diagndstico de doencas infecciosas
passa invariavelmente pela necessidade de um maior nimero de informacgdes mais precisas e
rapidas, baseadas em evidéncias cientificas e possibilitam o emprego da melhor técnica para
determinada suspeita, para que o técnico possa realizar as coletas e envio de material de forma
adequada, maximizando a possibilidade de diagnéstico corretamente.
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4.7 Conclusao

A coleta de muco vaginal pela técnica de escova ginecoldgica permite coletar mais
quantidade de material bioldgico e se mostrou mais eficiente no diagnostico direto de
Pentatrichomonas hominis.

5. CONCLUSOES GERAIS

Pentatrichomonas hominis pode ser encontrado parasitando a regido prepucial de touros da
raca Nelore.

A coleta de muco vaginal pela técnica de escova ginecoldgica permite coletar mais material
bioldgico e se mostrou mais eficiente no diagnostico direto de Pentatrichomonas hominis.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista 0 nimero limitado de animais e regides examinadas, os achados do presente
estudo, apesar de inéditos no Brasil, podem n&o evidenciar a real situacdo em relagdo a presenca
do protozoéario em rebanhos brasileiros. Dessa forma recomenda-se que futuros estudos incluam
temas como por exemplo: (a) ampliacdo da gama de amostras testadas para incluir o trato
urogenital de vacas, fezes de gado presentes no ambiente de criacdo e fezes coletadas do trato
gastrointestinal de bovinos e de outros animais presentes em fazendas (por exemplo, cées e
gatos) que sdo hospedeiros conhecidos de P. hominis e que podem contribuir para a circulacédo
do protozoario no ambiente de producdo; (b) estudos que visem o diagnéstico de
Tritrichomonas foetus passem a incluir a identificacdo de Pentatrichomonas hominis como
possivel diagnostico diferencial; (c) estudos que visem a identificacdo de parabasalideos
associem técnicas de cultivo e anélises moleculares para diagnostico mais assertivo.
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INSTITUTO DE ZOOTECNIA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA-IZ/UFRRJ

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Identificacdo de Pentatrichomonas hominis em zebuinos naturalmente infectados.” —
processo n° 0130-10-2021 — coordenada pela Prof2. Dr2. Vera Lucia Teixeira de Jesus e equipe; que envolve a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagcdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto
de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/IZ/UFRRJ) na L reunido de 20/10/2021.

Finalidade da Proposta: pesquisa

Vigéncia da Proposta: outubro de 2023

Area: Ciéncias Agrarias; Patologia Animal; Reproducio Animal
Origem: Fazenda Reunidas Ingaiba

Espécie: Bos taurus indicus

Quantidade: 30 machos e 120 fémeas

“Resumo: Parabasalideos sdo protozoarios flagelados anaerébico que parasitam/colonizam principalmente o intestino grosso e
trato geniturinario de varios mamiferos, incluindo gatos, cées, primatas ndo humanos e humanos. A ampla gama de hospedeiros
deste organismo é alarmante e sugere um potencial agente causador de doenga zoonética. No entanto, o conhecimento em biologia
aprofundada desses protistas ainda é limitado. A maioria dos relatos envolvendo essa espécie de parabasalideo estéo relacionadas
com quadros diarreicos e sintomas intestinais em humanos e animais. O projeto se trata do primeiro relato de Pentatrichomonas
hominis parasitando trato reprodutivo de bovinos. Dessa forma o projeto tem como objetivo, identifica-lo corretamente além de
correlacionar a sua presenca a desordens reprodutivas e comorbidades. Para tanto sera coletado material (muco vaginal e lavado
prepucial) o mesmo sera colocado em cultivo e posteriormente avaliado através de técnicas de biologia molecular. Amostras de
sangue serdo coletadas para realizar diagnostico diferencial de outras doengas que afetam a reprodugéo e um questionario sera
aplicado. O projeto visa investigar possiveis influencias desse parasitismo (inédito) para a satde dos animais.”

Seropédica, 21 de outubro de 2021

M\fwuﬂoh(ﬂiwm

Prof. Dr. Rodrigo Vasconcelos de Oliveira
Coordenador da CEUA/IZ/UFRRJ

BR 465, Km 7/ Campus da UFRRJ - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23.890-000, ceua.iz.ufrj@gmail.com
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Abstract

The parabasalid Pentatrichomonas hominis is generally considered to represent a symbiotic component of the
gastrointestinal microbiota in a wide variety of vertebrate hosts including humans. Nevertheless, a limited number
of studies have raised the possibility that it may act as a pathogen of humans, dogs, and pigs and that some human
infections may have a zoonotic origin. Data from North America revealed an association between P. hominis and
the bovine urogenital tract, principally in bulls and rarely in cows. The importance of this observation is linked to
possible interference in the accurate diagnosis of the economically important venereal pathogen Tritrichomonas
foetus. The current study employed culture-based and molecular methods to examine the preputial cavities of four
breeding bulls, raised in open pasture in southeastern Brazil, for the presence of trichomonads. Motile protozoa
were isolated from three of the bulls and were definitively identified as P. hominis based on nucleotide sequencing
of polymerase chain reaction (PCR) amplicons derived from the ribosomal RNA operon (ITS1-5.8S rDNA-ITS2) of the
parasite. The potential implications of these findings for bovine and human health are discussed.

Keywords: Nelore bulls, Trichomonads, Pentatrichomonas hominis, PCR.

Resumo

O parabasalideo Pentatrichomonas hominis é geralmente considerado um componente simbidtico da microbiota
gastrointestinal em uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados, incluindo os humanos. No entanto, um
numero limitado de estudos levantou a possibilidade de que possa atuar como patdgeno de humanos, cdes e suinos,
e que algumas infecgGes humanas possam ter origem zoondtica. Dados da América do Norte revelaram uma
associagdo entre P. hominis e o trato urogenital bovino, principalmente, em touros e raramente em vacas. A
importancia dessa observagdo esta ligada a uma possivel interferéncia no diagnostico preciso do patégeno venéreo
de importancia econdmica Tritrichomonas foetus. O presente estudo empregou métodos baseados em cultura em
combinagdo com técnicas moleculares, para examinar as cavidades prepuciais de quatro touros, criados em
pastagem aberta no sudeste do Brasil, quanto a presenca de tricomonas. Protozoarios moveis foram isolados de
trés dos touros e foram definitivamente identificados como P. hominis com base no sequenciamento de
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nucleotideos de amplicons geradas pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), empregando a regido RNA
ribossémico (ITS1-5.8S rDNA-ITS2) do parasita como alvo. Os potenciais implicagdes desses achados para a saude
bovina e humana s3o discutidas.
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Pentatrichomonas hominis is a flagellated, anaerobic, unicellular, non-mitochondrial protozoan
belonging to the Trichomonadidae family. It is distinguished morphologically by the presence of five
anterior flagella and a single recurrent flagellum. The parasite demonstrates extensive host plasticity,
having been reported as an inhabitant of the gastrointestinal tract of numerous species of vertebrate
including humans, cats, cattle, dogs, goats, nonhuman primates, swine, owls and even reptiles, wherein
it was generally considered to represent a commensal component of the gut microbiota (Li et al.,
20144, 2018, 2020; Santos et al., 2015; Mahittikorn et al., 2021). However, a limited number of studies
and case reports have suggested a potential role for P. hominis as the causative agent of
gastrointestinal disease in humans (Meloni et al., 2011) and naturally infected animals (Kim et al., 2010;
Liet al., 2014b, 2020). In addition, experimental infection of pigs with P. hominis resulted in histological
lesions associated with changes in the epithelial layer, including congestion, intestinal mucosa
desquamation, severely increased numbers of inflammatory cells, vessel rupture and decreased
intestinal villus length (Li et al., 2014a). In contrast, natural P. hominis infections in puppies presenting
liquid diarrhea, weight loss, and weakness were resolved via treatment with the antiparasitic agent
fenbendazole, but diarrhea persisted and the animals died, indicating that P. hominis was not the
etiological agent of the observed gastrointestinal disturbance (Gookin et al., 2005).

An association between human gastrointestinal cancers and a significantly elevated prevalence of P.
hominis in fecal samples in China was reported by researchers (Zhang et al., 2019), who employed a
species-specific PCR assay to examine DNA isolated from feces, with no attempt made to culture the
protozoa. The level of detection in cancer patients was 45%, in comparison to a level of 9% in the
control population of non-cancer patients. The authors considered it probable that tumor-induced
changes in the gut microflora created conditions that were favorable to colonization of the
gastrointestinal tract of cancer patients with P. hominis, but no experimental data were provided to
support this hypothesis. Moreover, they found no evidence for a pathological function for P. hominis
in either cancer induction or progression.

In addition to gastrointestinal illness, the possible involvement of P. hominis in a single case of human
pulmonary trichomoniasis, a rare condition normally associated with the oral parasite Trichomonas
tenax, was reported in Thailand. Pentatrichomonas was detected by PCR in pleural exudates and was
isolated from fecal samples, albeit no evidence of the protozoa was found in the oral cavity. Nucleotide
sequencing revealed 100% sequence similarity between the amplicons generated from the pleural
exudate and cultured protozoa from feces. The authors interpreted their findings as evidence for the
ability of P. hominis to colonize body sites other than the gastrointestinal tract (Jongwutiwes et al.,
2000).

Taken as a whole, the evidence to support a role for P. hominis as a pathogen could be viewed as
controversial (Maritz et al., 2014). In contrast, there exists robust evidence demonstrating the ability
of P. hominis to colonize the preputial cavity of bulls in North America (Hayes et al., 2003; Walker et
al., 2003; Dufernez et al., 2007). In addition to confirming the ability of the protozoan to inhabit non-
gastrointestinal body sites, the presence of P. hominis in the bovine urogenital tract, represents a
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problem for the accurate diagnosis of Tritrichomonas foetus, an economically important venereal
trichomonad parasite of cattle that causes reproductive issues, including spontaneous abortion,
pyometra and infertility (Bailey et al., 2021). In a subsequent study (Corbeil et al., 2008), the isolation
of two non-T. foetus trichomonads, (identified as P. hominis based on the results of PCR and
immunofluorescence assays) was recorded from the vaginas of breeding cows in the United States of
America (USA). The same study identified the presence of P. hominis in the urogenital tract of breeding
(non-virgin) bulls, and the authors raised the possibility that P. hominis may be sexually transmitted in
a manner similar to T. foetus.

To our knowledge, no studies have been published relating the identification or isolation of P. hominis
from the urogenital system of cattle in South America. However, colonization of the genitalia and
smegma by other, non-T. foetus, trichomonads was reported as an infrequent phenomenon in virgin
bulls reared in Argentina (Campero et al., 2003; Cobo et al., 2003). In addition, the isolation of a non-
T. foetus trichomonad in cattle that grouped phylogenetically with the trichomonads identified in the
study of Walker et al. (2003) was reported, but not discussed in detail, by Brazilian researchers (Kleina
et al.,, 2004). The current work was conducted as part of a larger study examining the health
status/presence of infectious agents, including trichomonads, in beef cattle reared in southeastern
Brazil and it reports the isolation by culture and the subsequent molecular characterization of P.
hominis from the preputial cavity of non-virgin Nelore bulls.

All procedures involving animals were conducted in strict accordance with the recommendations
approved by the Ethics Commission for Research Employing Animals (CEUA/UFRRJ; Protocol n2 0130-
10-2021). A total of four samples of preputial lavage were collected from individual Nelore bulls (with
ages between 3.5 to 10 years old; mean age 6.3 years), raised in the municipality of Mangaratiba, Rio
de Janeiro State, Brazil. The property raises beef cattle exclusively of the Nelore breed, that are farmed
extensively in open pasture with mineral salts and water provided ad libitum. At the time of sampling
in 2019, the property had a population of 909 female cattle, of which 588 were of reproductive age,
and a population of eight bulls. Reproductive management was conducted through artificial
insemination; however, all animals were raised in the same pasture and as such, the bulls had access
to the females for natural service. All animals were certified free of brucellosis and tuberculosis and
the vaccination schedule included vaccines against brucellosis, foot-and-mouth disease, rabies and
clostridial diseases. In addition, all animals received routine anthelmintic treatment.

Samples were collected after cleaning the preputial region with a moist paper towel and cutting the
longest and dirtiest hairs. A disposable plastic pipette coupled to a syringe with 50 mL of sterile
phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) was introduced into the preputial orifice, which was closed
with one hand, and with the other hand, the region was massaged so that the PBS was distributed over
the entire preputial mucosa. Following the massage, a 50 mL sterile Falcon® tube was placed at a level
below the orifice and the wash was collected by gravity. Washes were stored at ambient temperature
(252C + 39C) following collection and during transport to the laboratory (within 6 hours of collection).

Individual washes were centrifuged at 400 x g, for 10 min at room temperature (22°C) and the
supernatant was carefully removed by aspiration to leave the pellet in approximately 1 mL of PBS.
Pellets were resuspended by gently tapping the base of the tube on the benchtop and the entire
material was transferred to a cell culture flask containing 6 mL of pre-warmed (37°C) Hank’s™ balanced
salts solution (Vitrocell- Embriolife, Brazil) supplemented with 10% inactivated fetal bovine serum and
streptomycin at a final concentration of 200 pg/mL, with incubation at 37°C and daily microscopic
examination over seven days, commencing 24 hours post collection. Cultures identified as containing
motile protozoa, via light microscopy with a 10x objective, were passaged (first subculture) using a
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volume of 200 pL as inoculum for a new flask containing 3 mL of pre-warmed culture solution as
specified above, with incubation at 37°C and subculture performed every 72 h. Cultures showing
morphologies and movement characteristic of parabasalids were subcultured over 6 passages. Aliquots
(1 mL) of the third and fourth subcultures containing approximately 1 x 10¢ trophozoites (enumerated
microscopically), were collected and stored frozen (-20°C) in screw-capped microcentrifuge tubes (1.5
mL capacity) for molecular characterization.

Molecular analyses followed standardized protocols (Santos et al., 2015). Briefly, samples were
defrosted, the trophozoites were sedimented by centrifugation (16,000 x g) and the cell pellets were
washed once with 1mL of PBS (pH 7.2). Thereafter, washed cells were resuspended in 100 pL of
Instagene™ matrix (BIORAD) with incubation at 56°C for 30 min followed by boiling for 10 min and
centrifugation (16,000 x g for 5 min) to sediment the cell debris and the chelex resin present in the
Instagene™ matrix. A total of 60 uL of each supernatant was transferred to 1.5 ml screw-capped
microcentrifuge tubes with storage at -20 °C.

DNA extracted from the cultures suspected to contain trichomonads were examined using three
distinct PCR assays. The first assay employed the primer pair “TFR1/TFR2”, and the cycling conditions
reported by Felleisen (1997), in order to amplify a fragment of the ribosomal rRNA operon containing
the gene encoding 5.8S ribosomal RNA and the internal transcribed spacer regions (ITS 1 and 2) of all
known trichomonads. The second assay, also targeting the rRNA operon, was used to provide specific
identification of T. foetus and employed the primer pair “TFR3/TFR4” and the cycling conditions
reported by Felleisen et al. (1998). The third assay utilized the primer pair “Th3/Th5” and the cycling
conditions described by Crucitti et al. (2004), being used for the specific detection of a fragment of the
gene encoding the small (18S) subunit of ribosomal RNA of P. hominis. The positive control used in the
first and second assays was DNA extracted from the T. foetus strain K (originally isolated from the
urogenital tract of a bull, by H. Guida, Embrapa, Seropédica, Brazil). In addition, DNA extracted from a
Brazilian P. hominis isolate recovered from a cat (Santos et al., 2015) was employed as a positive control
in the first and third assays. Aliquots (5 L) of each amplification reaction were analyzed by agarose gel
electrophoresis, using 2% gels prepared in Tris-Acetic acid-EDTA (TAE) buffer. Gels were stained with
ethidium bromide and visualized under ultraviolet light. The sizes of the amplification products were
estimated via comparison to the positive control samples and a DNA molecular weight marker
(GeneRuler, 100 bp DNA Ladder).

Post amplification analysis of amplicons was performed in two stages. Initial analysis employed a PCR-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) technique (Santos et al., 2015) to examine the
amplicons of 339 bp generated using the “Th3/Th5” assay. Amplicons generated from the P. hominis
positive control DNA and from the test samples were digested with 1 unit of the restriction enzymes
Haelll (Promega) and Hinfl (Invitrogen) in individual reactions, with incubation at 37°C for 2 h. Digestion
products were separated by electrophoresis on 8% polyacrylamide gels stained with ethidium bromide,
visualized, and photo documented. Banding patterns were compared between samples and via
comparison to a DNA molecular weight marker (GeneRuler, 50 bp DNA Ladder). The resulting images
were analyzed using the free software Gel-Analyzer available at GelAnalyzer.com (2022), to accurately
determine the size of individual restriction fragments.

Nucleotide sequencing of amplicons generated from the test samples using the “TFR1/TFR2” assay was
performed as follows. Aliquots (10 pL) of PCR products were treated with 2 pL of ExoSap-IT (GE
Healthcare) according to the manufacturer’s protocol and sequenced in both directions using the
amplification primers and the BigDye Ready Reaction mix V3.1 (ABI Corp). Reaction products were
analyzed using a model 3500 Automated Genetic Analyzer (ABI Corp). Sequence alighments were
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performed using the Sequencer™ software (Version 5.6, Genecodes Corporation, USA). All sequences
were entered into the BLAST search algorithm and the NCBI nucleotide database (www.ncbi.
nim.nih.gov) to determine genetic identity. A representative sequence obtained in this research was
deposited in and compared with those available in the GenBank database.

The nucleotide sequence ON311004, derived from the bovine sample T1, together with 18 reference
sequences representing the ITS1-5.8S rRNA-ITS2 loci of different parabasalids (including Histomonas
meleagridis as an outgroup) were manually edited using the Sequencer™ software. A phylogenetic
analysis was conducted using the MEGA version11 software (Tamura et al., 2021). The evolutionary
history was inferred by constructing a phylogenetic tree, tested with 1000 bootstrap replicates, using
the maximum likelihood method and Kimura 2-parameter model (Kimura, 1980).

Cultures containing motile protozoa were established from three of the four preputial cavity washes.
The positive cultures were denominated T1, T2 and T3. All cultures were maintained over six serial
passages at which point cell viability was observed to decline. DNA was extracted from cells harvested
from the third and fourth passages of each individual culture and examined by PCR. All samples
produced amplicons in the assays employing the primers “TFR1/TFR2” and “Th3/Th5” but were
universally negative in the assay using the primers “TFR3/TRF4”. The amplicons produced were of the
same size as the bands generated by the P. hominis positive control DNA. These data were interpreted
as suggestive of the presence of P. hominis in the cultures. Confirmation of colonization of the preputial
cavity by P. hominis was obtained by two means. Firstly, amplicons of 339 bp (including the positive
control) produced in the “Th3/Th5” assay were digested with the restriction enzymes resulting in the
generation of fragments of 245 base pairs (bp) and 94 bp with the Hae Ill enzyme, and the production
of three bands of 155 bp, 126 bp, and 53 bp with the Hinf | enzyme. The banding patterns observed for
the T1-T3 samples were identical to those observed for the positive control amplicon. Secondly,
amplicons (338 bp) derived from the test samples using the “TFR1/TFR2” assay were sequenced. High
quality electropherograms were observed for all samples, indicating the presence of a single source of
DNA and the sequences obtained for the three cultures were shown to be identical. The region internal
to the primer binding sites (295 bp) of the sequence determined for the sample T1 was deposited in
the GenBank database with the accession number (ON311004). The novel sequence showed 100%
similarity (295/295 nucleotides) to sequences deposited as originating from P. hominis detected in
human pleural exudate in Thailand (GenBank Accession number; AF156964) and canine fecal samples
in France (KC623939) and the USA (AY758392).

A level of 99.7% sequence similarity (294/295 bp) was recorded with the sequence MK770862
(deposited by Spanish researchers) derived from a bovine isolate of P. hominis (ATCC 30098), recovered
from cattle in the USA. Lower levels of similarity (99.3% to 98.9%) were recorded with the sequences
MN173995 (293/295 bp) and MN173978 (292/295 nucleotides) detected in human feces collected
from Chinese patients with gastrointestinal cancer. Details of the specific nucleotide differences
observed between the sequences are provided in Table 1. Based upon the molecular analyses it was
concluded that the trichomonads cultured from the preputial cavity of the bulls were P. hominis.
Phylogenetic analysis based on the Maximum Likelihood method and using the Kimura 2-parameter
evolutionary model demonstrated that the Brazilian bull-associated trichomonad sequence ON311004
clustered in the same branch as sequences derived from canine, bovine, and human isolates of P.
hominis (Figure 1). The topology of the ML tree (Figure 1), in relation to the other species of
parabasalids, was consistent with those described in previous phylogenetic studies using the ITS1-5.8S
rRNA-ITS2 loci (Li et al., 2014a) or the small subunit (18S) ribosomal RNA (Mabhittikorn et al., 2021).
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The finding of P. hominis colonizing the urogenital tract of non-virgin bulls in Brazil enhances the
observations previously reported by North American researchers (Hayes et al., 2003; Walker et al.,
2003; Dufernez et al., 2007; Corbeil et al., 2008), extending the geographical range of this phenomenon
to the South American continent and adds weight to the hypothesis that this trichomonad is able to
persist out with of its preferred body site. The practical implications of this finding are linked to the
possible distortion of the diagnosis (based solely on culture) of T. foetus,

Table 1. Nucleotide variance between the ITS1-5.8S rRNA-ITS2 loci of the eight P. hominis sequences used for phylogenetic analysis.

GenBank Accession Number

ON311004 MK770862 MN173995 MN173978 HM853983

AF156964°
AY758392:
KC623939:

17/Te

27/T® Gap

29/Te

99/Te

165/Te A

251/Av G

2Sequences with 100% nucleotide similarity (295/295 nt) to the sequence ON311004 derived from bovine isolate T1; "Nucleotide position with
reference to ON311004/base identified at that position
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MN173995 P. hominis human
MN173978 P. hominis human
MK770862 P_.hominis bovine USA
HM853987 P. hominis human
81 | JNOO7004 T. vaginalis ATCC PRA-98
¥| AY349186 T.vaginalis strain CNCD 14
AY245129 T. gallinarum strain GPO
. PP HQ150003 T. buttreyi strain SENT1
a7 [ AY886840 T. brumpti isolate THR3

43- MK411591 Tetratrichomonas sp. genotype | ovine

43

ON311004 P_hominis bovine Brazil
KC623939 P_hominis canine A
AY758392 P. hominis canine
98 [ AF156964 P. hominis human
} B

C

AF339736 T. foetus bovine USA
100 ' AY485677 T. foetus strain K bovine Brazil

|' KF993693 T. gallinae isolate OM112
100 ' KF164607 T. tenax isolate tricho3

KJ863554.1 Histomonas meleagridis isolate YZ15

—

0.10

Figure 1. Phylogenetic tree of P. hominis isolates and reference parabasalid sequences of ITS1-5.8S rRNA-ITS2 loci from GenBank
(375 positions in the final dataset). The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method and Kimura 2-
parameter model. The tree with the highest log likelihood (-2547.98) is shown. The percentage of trees in which the associated taxa
clustered together is shown next to the branches. Initial tree(s) for the heuristic search were obtained automatically by applying
Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using the Maximum Composite Likelihood (MCL)
approach, and then selecting the topology with superior log likelihood value. The tree is drawn to scale, with branch lengths
measured in the number of substitutions per site. Scale bars represent 0.10 nucleotide substitution per site. This analysis involved
19 nucleotide sequences. Evolutionary analyses were conducted in MEGA11. A = Sequences with 100% nucleotide similarity with the
novel Brazilian sequence ON311004; B = Sequences with 99.7% or 99.3% nucleotide similarity with the sequence ON311004; C =
Sequence with 98.9% % nucleotide similarity with the sequence ON311004

and it is considered important that veterinarians and other bovine health professionals in Brazil be
made aware of this association. Clearly, misdiagnosis based on morphology could be resolved using
the PCR assay based on the “TFR3/TRF4” primers (Felleisen et al., 1998) to confirm the presence of T.
foetus. Nonetheless, we recommend that the “Th3/Th5” assay should be routinely incorporated into
molecular testing protocols based on the fact that the identification of P. hominis can be readily and
cost effectively executed using the PCR-RFLP protocol employed herein (Santos et al., 2015). An
additional justification for conducting complimentary molecular testing for P. hominis are the findings
that co-infections with T. foetus and P. hominis can occur in the feline gastrointestinal tract (Santos et
al., 2015), and that dual infections with Tetratrichomonas buttreyi and P. hominis were observed in 15
(1.6%) of bovine fecal samples from four farms in China, including three dairy farms and one beef farm
(Li et al., 2020). Evidently, the existence of the same phenomenon in material cultured from the
urogenital tract would be overlooked in the absence of specific testing for this trichomonad.

Although a matter of debate, the extensive host plasticity of P. hominis has been proposed as evidence
for it to be considered as a zoonotic pathogen (Maritz et al, 2014; Mahittikorn et al., 2021). Thus, health
professionals and farm workers having contact with the bovine urogenital tract, semen and even urine
should be advised as to the potential for infection with P. hominis and the need to adopt appropriate
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biosafety procedures. The route(s) by which the protozoa became established in the preputial cavity
was not determined, but as suggested by other workers (Campero et al., 2003; Hayes et al., 2003; Michi
et al., 2016) transmission was most likely via contact with contaminated feces present in either the
environment or in the gastrointestinal tract of cattle (including other males) which may have been
mounted by the bulls. In support of this hypothesis, the presence of P. hominis in the bovine
gastrointestinal tract has been demonstrated in Asia (Li et al., 2020; Mahittikorn et al., 2021), but to
our knowledge has not been reported in the Western hemisphere.

In light of the limited number of animals examined, the findings of the current study should be
considered preliminary and it is recommended that future studies on this topic should extend the range
of samples tested to include the urogenital tract of cows, cattle feces present in the rearing
environment and feces collected from the gastrointestinal tracts of cattle and other animals present
on farms (e.g. cats and dogs) that are known hosts for P. hominis and that may contribute to the
circulation of the protozoa within the production environment.
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