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RESUMO

Da COSTA, Nelson Oscaranha Gonsales. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO COM
ENFOQUE: NOS PARABASALIDEOS EM MATRIZES SUINAS DE GRANJA NA
MICRORREGIAO DO VALE DO PARAIBA FLUMINENSE, RJ. 2019. 45p. Dissertacio
(Medicina Veterinaria, Patologia Animal) - Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,2019.

Esta pesquisa foi realizada no Laboratorio de Suinocultura do Instituto Federal Rio de Janeiro
(IFRJ), Campus Nilo Pecanha, na microrregido do vale do Paraiba, mesorregido sul
Fluminense, RJ , para monitoramento de Parabasalideos, parasitos encontrados em matrizes
suinas, responsaveis por disenteria e rinite atrofica, apesar da énfase na tecnologia e no
manejo sanitario do rebanho estudado. O objetivo deste trabalho foi determinar e diagnosticar
a presenga de Parabasalideos nas fezes de suinos com e sem sintomatologia gastroentérica
e/ou respiratoria, cuja principal via de transmissao seria a feco-oral. A metodologia proposta
foi avaliar a presenca deste agente etioldgico nas matrizes do plantel de suinos confinadas no
UFRI. Para tal, foram coletadas fezes da ampola retal, de 70 fémeas mantidas a temperatura
ambiente (+30°C) que, ao chegarem no Laboratorio de Patologia de Reprodugdo da UFRRJ,
foram homogeneizadas em solucdo fisiologica tamponada (PBS) na propor¢ao (1:10) de 5,0
gramas de fezes para 50ml de PBS, mantidas em estufa bacterioldgica, a + 37°C, durante 24h,
a fim de identificar o protozoario. O diagnostico com base na morfologia foi feito com base
na observacao de montagem a fresco ou através de esfregacos corados em Panodptico Rapido
com auxilio de um microscopio 6tico binocular e com objetivas de 10 e 40X. As amostras
positivas foram mantidas em cultura para preservacao do protozoario. Quanto ao resultado do
exame a fresco das fezes foi de 48/70 amostras positivas para Parabasalideos, correspondendo
a 68,57% das fémeas em reproducao, principal quadro clinico relatado foi disenteria em 31/48
(64,58%) em porcas, p<0,05, e ndo foi relatado nenhum caso de rinite atrofica. Quanto ao
resultado parasitologico 72.7% das matrizes foram positivas para pelo menos um parasito, e
houve caso de co-infecgdo em 75% dos animais infectados. Nas matrizes, coccidios foi mais
frequente (60.87%), seguido de Parabasalidea (52.17%), Strongyloidea (47.8%) and
Balantidium (26.08%). Concluiu-se que os Parabasalideos sdo presentes no rebanho e que
desempenham um papel relevante na infeccdo dos animais em confinamento com ou sem o
diagnostico de desinteria.

Palavras chave: parabasalideos, fezes, porcas, disenteria.
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ABSTRACT

DA COSTA, Nelson Oscaranha Gonsales. PARASITOLOGICAL DIAGNOSIS WITH AN
APPROACH: IN PARABASALIDES IN SWINE OF FARM IN THE SOUTHERN
FLUMINENSE PARAIBA VALLEY, RJ. 2019. 45p. Dissertation (Veterinary Medicine,
Animal Pathology), Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2019.

This research was carried out in the Swine Laboratory of the Federal Institute of Rio de
Janeiro (IFRJ), Nilo Pecanha Campus, in the Paraiba valley microregion, southern
Fluminense mesoregion, for the monitoring of Parabasalids, parasites found in swine matrices
responsible for dysentery and atrophic rhinitis, despite the emphasis on technology and
sanitary management of the herd studied. The objective of this work was to determine and
diagnose the presence of Parabasalideos in swine feces with and without gastrointestinal and /
or respiratory symptoms, whose main route of transmission would be oral fecal. The proposed
methodology was to evaluate the presence of this etiological agent in the pigs of the pigs
confined in the UFRJ. For this, feces were collected from the rectal ampulla of 70 females
kept at room temperature (= 300C), which were homogenized in buffered physiological
solution (PBS) at the ratio (1:10) at the Laboratory of Reproductive Pathology of the UFRRJ,
, from 5.0 grams of faeces to 50 ml of PBS, kept in a bacteriological oven at = 37 ° C for 24
hours in order to identify the protozoan. The diagnosis based on the morphology was made
based on the observation of fresh assembly or through swabs stained in Quick Panoptico with
the aid of a binocular optical microscope and with 10 and 40X objective. Positive samples
were maintained in culture for preservation of the protozoan. As far as the results of the fresh
fecal examination were, 48/70 samples positive for Parabasalids, corresponding to 68.57% of
the breeding females, the main clinical picture reported was dysentery in 31/48 (64.58%) in
sows, p <0.05, and no cases of atrophic rhinitis were reported. Regarding the parasitological
result, 72.7% of the matrices were positive for at least one parasite, and there was case of co-
infection in 75% of the infected animals. In the matrices, coccidiosis was more frequent
(60.87%), followed by Parabasalidea (52.17%), Strongyloidea (47.8%) and Balantidium
(26.08%). It was concluded that Parabasalideos are present in the herd and that they play a
relevant role in the infection of animals in confinement with or without the diagnosis of
dysentery.

Key words: parabasalids, feces, sows, dysentery.



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

Anexo 8

LISTA DE ANEXOS

Declaracao de aprovagdo CEUA 2614120717....ccocveecvvevveeiieireenee
Declaracao de aprovagdo da CEUA/IV/UFRRJ - 006/2014 ............

Composi¢ao do meio de cultura Diamond..........cccceeeveeviiiiienirenenne.
Composi¢ao do meio de cultura Hank’s..........cccoovveiiiiniiniiinieniene,
Composi¢ao do meio de cultura Caldo Peptonado...........ccccvveueeneene
Composicao do Meio CHD.........c.ooouiieeiiieceeeeeeee e
Composicao do Meio de Cultura CH.........ccceovvvveriiiiniiicieeeeee e,

CARREIRO, C. C.; COELHO, C. D.; JORGE, J. L. B. P; DA
COSTA, N. O. G.; DO VALLE PAIVA, R.; TEIXEIRA FILHO, W.
L.; DE JESUS, V. L. T. Parasitos intestinais em suinos confinados

em uma criacdo no municipio de Pinheiral, RJ. Brazilian Journal of
Veterinary Medicine, v. 38(supl. 2), p. 117-122, 2016 .........cue.........

Pa
gs.
25

27

29
30
31
32

34



LISTAS DE ABREVIACOES

ABIPECS- Associacao Brasieira da Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina
DNA- Acido desoxirribonucleico

FAO- Organizagao das Nac¢des Unidas para a Alimentacao e Agricultura
g- grama

HIV- Virus da imunodeficiéncia humana

HPV- Papilomavirus humano

kg- Kilograma

mg- Miligrama

OMS- Organizacao mundial de saude

PBS- Solugdo fisioldgica fosfatada tamponada

PCR- Reagao em cadeia de polimerase

PIB- Produto Interno Bruto

UFRRJ- Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

pL- Microlitro



SUMARIO

pg
1 INTRODUGCAQ ... ececeeeenenenenesesesesesesesesesesesssesssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssses 1
2 REVISAQ DE LITERATURA......coiuincnssinsissssssnssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 2
2.1.Importancia Economica da Suinocultura.........c.ccccveeccnsencsssencsssencsssescsssnsssssnsssssssssasssssss 2
2.2 Parabasalideons.......c.ccuiieruieseiisninseissnicsinsssicsssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssnss 2
2.2.1 Parabasalideos em SUINOS........ccueevveeeiuiiiseinsneisseinsniiseisssesssnisssnsssssssessssssssssssssssssssssnsssnns 4
2.3 Métodos de DIANOSTICO......ueeueereecsaensseecsrensnecsannsnscssesssnssssesssnssssssssassssssssassssasssnssssssassssans 6
2.3.1 Microscopia direta € CUltiVO.....ccoceeeccscssericssssnniecssssnnecsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
2.3.2 Métodos MOIECUIATES........ueeveiinuiiireinininiiniisiiinissnissssnsssessssissssssssssssssssssssssssssssssssssssessssess 8
2.3.3 Diagnostico Diferencial.........ceeiceiicivrinssninsseninssnncnsssicssnncssnncssssssssssssssssssssssesssssssssssnns 9
3 MATERIAL E METODOS....c.uccuueiumnesmmnscsmsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 10
3.1 Local de execucao .10
3.2 ADUINAIS.ccciuiiiniiiniissniisnissnnissensssesssessssssssessssssssessssssssssssassssssssassssssssasssssssssssssssssassssesssassssses 10
3.3 Sinais clinicos .11
3.4 Coleta das FeZeS......cuuueieneeecsnrccsnenisnnessneesssnecssssecsssnsessssesssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssases 11
3.5 Processamento das AIMOSIIAS.......ccceeeciseeecssneesssneesssnessssnecsssnessssssssssesssssnsssssssessssssssssassssssssse 11
3.6 Diagnostico parasitolOZICO........ccovveevuriieisiuieseissuressenssuiesssisssnssssnssseesssssssnessssssssssessssssesssssseses 11
3.7 Diagnostico de Parabasalideos.........ccceveiesceicsseicsssnicssanscsssnssssssssssanssssassssssssssssssssssssssssns 12
3.8 MeEi0S de CUIIVO..cccueeiiiiuerernriisneicsntecssneecsanecssstessstessssessssssessssesssssesssssessssssssssssssssssssssssns 12
3.9 Exame microSCOPICO diret0......ccouererrercssnicssanicssanesssanssssanssssassssssssssasssssassssssssssssssssssssnans 12
3.10 Analise MOIfOlOZICA......ccuuieiueiiseiesiiieinsiisiniistiisetssatssssnssssessstessssssssssssssssssssssssssesssssssssns 13
3.11 Analise eStatiStiCa....ccueerveiiseiiinisiiiseicstisstiiseissetcstisssesssesssseesssssssnsssssssssssssssssssssssssnssnes 13
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ.....ccuiuinnincnsssnsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 14
4.1 Resultados ParasitolOZICOS.......ccervurersrercsssercsssnicssnicssnscssasisssssssssssesssssssssssssssssssssssssassss 14
4.2 Frequéncia de Parabasalideos.........cccevueecirurcsssnncssnrcssnncssanesssasssssssssssssssssssssssssssssssasssses 15
4.3 CULIVO I1 VITFO.cuueunneeeneeinneinneineicnvenreinnenneisssesssssssesssissssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssans 15
T B S\ (0] 3 1) (17 TN 16
4.5 Associacao de Parabasalideos X DiSenteria......c.ccoeiicercseniccscsnsicssssnnsccsssnnssccssssssscssssnsens 19
5 CONCLUSOES..cuiminincsscissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS w21
2 N1 | 20 26



1 INTRODUCAO

A suinocultura ¢ uma atividade altamente intensiva e com isso tornam-se cada
vez maiores os desafios sanitarios enfrentados nos sistemas de producdo. Para obter
uma maior lucratividade na atividade, ¢ de grande importancia a adoc¢ao de boas praticas
de producao para a realizagdo de monitorias nutricionais, reprodutivas e sanitarias, pois
com a globalizacdo da atividade faz com que o Brasil, também, enfrente desafios
sanitarios presentes na suinocultura mundial.

Em suinos, Tritrichomonas foetus (syn. T. suis) ¢ descrito no trato intestinal,
podendo levar a quadros de disenterias, quando ocorre invasao da mucosa intestinal, e
na cavidade nasal, sendo associados, ndo so a rinite atroéfica como a outros distirbios
respiratorios, dentre eles bronquite e pneumonia. As enterites descritas na suinocultura,
ndo respondem a antibioticoterapia convencional e sdo responsaveis por grandes perdas
econdmicas, sobretudo quando acometem os leitdes, ndo s6 pela alta mortalidade, como
também pela diminui¢do do ganho de peso e pelo alto custo para seu controle.

Recentemente vem sendo atribuido em suinos um quadro patogénico intestinal,
associado a espécies de Parabasalideos, onde em determinadas situagdoes deixar de ser
considerado como mero comensal da mucosa intestinal, mas um possivel agente
etioldgico patogénico facultativo com a capacidade de invasdo da mucosa intestinal.

A justificativa deste trabalho vem de encontro a necessidade de minimizar as
perdas econdmicas no mercado, suscitando a introdu¢do da pesquisa de espécies de
Parabasalideos baseada em diagnostico de rotina na suinocultura, pois a hipotese versa
sobre este agente etiologico em enfermidades que interfere na esfera produtiva da
espécie estudada.

Este estudo tem como objetivo diagnosticar disturbios intestinais em porcas com
o parasitismo natural de Parabasalideos, nas fezes das matrizes suinas com base na
analise morfologica. Espera-se que este trabalho possa contribuir e incentivar novas
pesquisas, a fim de tornar as doengas nos suinos menos intensas e mais esclarecidas

com o inthito de previnir maiores prejuizos na criagdo de suinos.



REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia Econémica da Suinocultura

O Brasil é o quarto maior produtor de carne suina do mundo e o quarto maior
exportador mundial, segundo o relatorio da Associagdo Brasileira da Industria
Exportadora de Carne Suina, 2012/2013(ABIECS), com base em um rebanho de 41,1
milhdes de cabecas em 2017 (IBGE, 2018). A produg¢do nacional de 2012 chegou a 3,49
mil toneladas, crescendo mais de 2,65% comparado a 2011. O consumo aumentou de
13,4 kg, em 2010, para valores superiores a 15 kg per capta por ano em 2012. Neste
mesmo ano exportou-se 581 mil toneladas para 60 paises, gerando 1,49 bilhdes de
dolares de receita cambial. Esses nimeros poderiam ser maiores se ndo fossem os
entraves da exportacdo devido a problemas diversos entre eles o de origem sanitaria
(Doenca de Aujesky, Encefalopatia Espongiforme Bovina, Gripe Aviaria e febre
Aftosa) levando a imposi¢ao de barreiras comerciais as exportagdes de carne suina

brasileira (RODRIGUES at al., 2019).

2.2 Parabasalideos

O Filo Parabasalia representa um grupo relativamente grande de flagelados, com
450 espécies descritas (ADL et al., 2007). Algumas destas sdo responsaveis por causar a
tricomonose em diversas espécies animais (MOODLEY et al., 2002; LUN et al., 2005;
RODNING et al., 2008; MELONI et al., 2011). Recentemente, estudos ultraestruturais e
filogenéticos realizados em nivel molecular permitiram definir uma nova organizacao
taxondmica para este filo. De acordo com seis principais linhagens, os parabasalideos
foram organizados nas seguintes classes: Hypotrichomonadea, Cristamonadea,
Trichonymphea, Spirotrichonymphea, Trichomonadea e Tritrichomonadea (CEPICKA
et al., 2010). Nas duas ultimas classes estdo os protozoarios de maior importancia em
saude publica, agrupados dentro das ordens Trichomonadida e Tritrichomonadida,
respectivamente

Parabasalideos sdo protozoarios encontrados em diversas espécies vertebradas e
invertebradas, com quatro espécies, classicamente, identificadas como protozoarios de
humanos: Dientamoeba fragilis, Pentatrichomonas hominis, Trichomonas vaginalis, e
Trichomonas tenax. As duas ultimas espécies sdo consideradas especificas para
humanos, em contrataste com D. fragilis e P. hominis que ja foram isoladas de animais

de companhia e de producao, demonstrando a variedade de hospedeiros e o potencial



zoondtico das mesmas espécies. Diversos estudos tém destacado a dimensao zoonotica
dos tricomonadideos. Espécies, tipicamente, conhecidas por infectar aves e animais
domésticos foram identificadas clinicamente em amostras de origem humana (MARITZ
et al., 2014).

Historicamente, os trichomonadideos e os tritrichomonadideos ndo sao
considerados como infeccoes humanas emergentes, devido a ocorréncia de
especificidade local e ao hospedeiro. No entanto, a presenga desses agentes etiologicos
associados a uma vasta série de disturbios clinicos pode indicar que os mesmos
apresentam uma forma oportunista e, além de se multiplicar quando as condigdes do
meio forem favoraveis. Como exemplo, esses protozoarios podem ser encontrados em
coinfecgdes respiratorias como fibrose cistica e a Sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SARS) em humanos (DUBOUCHER et al., 2006*). Pentatrichomonas hominis
foi identificado nas fezes e efusdo pleural de uma mulher com lupus eritematoso que
veio a 6bito JONGWUTIWES et al., 2000). Pelo menos trés espécies de Parbasalideos,
incluindo aqui P. hominis, Tritrichomonas foetus, € Trichomonas gallinarum foram
identificados no trato respiratério humano e como agentes etioldogicos causadores de
tricomoniase pulmonar por Mantini et al. (2009).

A capacidade de resisténcia desses parasitos ao ambiente foi estudada em
diversas condi¢des. De fato, a tendéncia desses protozoarios em se adaptarem a mucosa
de uma variedade de tecidos pode ser a chave para a sua variedade de hospedeiros ¢ a
capacidade de desenvolver infecgdes 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 transmissdo de
uma espécie para outra. Como exemplo, tem-se 7. foetus, onde essa espécie tem sido
transmitida, sexualmente, pode representar uma recente transferéncia do trato digestivo
para o trato urogenital, com a capacidade de desenvolver no intestino de diferentes
espécies de vertebrados, entre esses suinos, gatos e caes (MARITZ et al., 2014).

Tritrichomonas Foetus, também, foi identificado em um caso de peritonite em
um homem de meia-idade que vivia em uma fazenda, onde criava suinos e cavalos.
Diversos protozodrios foram encontrados no liquido peritoneal e identificados por
biologia molecular como 7. foetus. O paciente veio a 0bito e na autopsia foi observado
peritonite com exsudado intra-abdominal com abscessos perigastricos e peripancreaticos

(ZALONIS et al., 2011).



Pentatrichomonas hominis, uma espécie conhecida por ser um protozoario
gastrintestinal, supostamente comensal em humanos (HONINBERG, 1990), foi
identificado em dois casos de diarreia. O primeiro relato em adulto e outro em uma
crianca, onde foram descartados quaisquer outros possiveis agentes etiologicos
(MELONI et al., 2011). 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
diagnostico de tricomoniase por PCR o mesmo indicou a presenca dessa espécie na
mucosa vaginal ao invés de Trichomonas vaginalis (CRUCITTI et al., 2004). Casos de
diarreia, envolvendo P. hominis sdo cada vez mais frequentes em animais de companhia,
como caes e gatos (GOOKIN et al.,, 2007, TOLBERT et al., 2012) ou mesmo em
animais de produ¢do como em suinos e bovinos (HAYES et al., 2003; LI et al., 2014).

As infec¢des em porcas por protozoarios da ordem Trichomonadida sdo comuns
em Medicina Veterinaria. Em suinos, foi descrito que uma variedade de
tricomonadidios habita o trato intestinal dessa espécie (RIVERA et al. 2008). Desse
modo, Tritrichomonas suis (LUN et al., 2005), similar a 7. Foetus (PARSONSON et

al.1976), tem sido a encontrada com maior frequencia.

2.2.1 Parabasalideos em suinos

As parasitoses, um dos mais antigos problemas de saude presentes em todas as
fases da exploracdo suinicola, representam um dos fatores limitantes das cria¢des, sendo
ainda pouco conhecidas e mais associadas as criacoes extensivas (PINTO et al., 2007).
Produzem efeitos deletérios que influencia na capacidade produtiva, retardando a
producdo, afetando a conversdo alimentar e causando perda de peso (HOFF et al.,
2005).

Esses protozodrios sdo parasitos extracelulares e durante as fases inicias de
cultivo sdo piriformes, com locomocdo rapida e direcional. Quando se altera as
caracteristicas fisico-quimicas do meio, algumas espécies sdo capazes de ativar seu
mecanismo de defesa (resisténcia), saem da forma vegetativa (trofozoita) e assumem o
formato arredondado, com os flagelos internalizados, com formagdao de pseudocisto,
transformagdo morfolégica do protozoario em uma forma compacta, sem motilidade,
sem uma parede de cisto verdadeiro definida (BENCHIMOL, 2004).

Em 1938, foi evidenciado por Hegner e Alicata, que suinos jovens com
histérico de disenteria, apresentavam sinais visiveis de problemas respiratérios como

espirros, epistaxe, dispneia, tosse, além de deformacao da maxila. Esse quadro clinico,



mais tarde foi relatado com evolugdo agressiva, onde os animais ativeram bronquite,
pneumonia, encefalite, hemoptise uni ou bilateral, com indice de mortalidade entre 20%
a 30% (RUTTER, 1985), com comprovacao do parasitismo por 7. suis em 80 a 90% dos
suinos que morreram com a doenca. Contudo, a presenca de 7. suis na cavidade nasal de
suinos permitiu relacionar esssa espécie ao complexo Rinite Atrofica (HEGNER,
ALICATA, 1938; PINK, YAROSEVICK, 1957).

No trato intestinal de suinos, o parasitismo por parabasalideos foi relatado em
1960, quando Hibler et al. descreveram a presenca de trés espécies distintas: 7. suis, que
anteriormente ja havia sido descrito na cavidade nasal; Tetratrichomonas buttreyi, que &
encontrado no ramen e ceco de bovinos, e apesar de ter sido associado a diarreia em
novilhas por Castella et al. (1997), que ¢ considerado ndo patogé€nico para bovinos
(COBO et al., 2004), e Tritrichomonas rotunda, que ndo ¢ distinguivel de 7. suis por
microscopia Optica. Além de ndo existir uma sequéncia de genes da espécie disponivel,
tornando duvidosa a existéncia definitiva dessa espécie (RIVERA et al., 2008).

Tritrichomas suis foi identificado em suinos que apresentavam enterite necrotica
e relatado recentemente como agente etiologico invasor da lamina propria da mucosa
entérica, com grande multiplicagdo dentro das criptas intestinais, fatores esses que
seriam responsaveis pelos sinais clinicos de diarreia (MOSTEGL et al., 2011).

Kitano et al. (1991) descreveram que nas infecgdes por 7. suis ocorre O
espessamento da mucosa do ceco e do coélon, com epitélio coberto por numerosos
nodulos de coloragdo esbranquicada e tumefagdo dos linfonodos mesentéricos.
Microscopicamente, 0s mesmos autores observaram que ocorre degeneracao,
descamacgdo e necrose epitelial, hiperplasia das criptas e necrose da submucosa.
Contudo, estabeleceram a relacdo desse parasito no intestino de suinos jovens com a
manifestacdo de diarreia seguida de morte do hospedeiro vertebrado. Dentre os
parabasalideos descritos em suinos, 7. suis tem sido o mais frequente e em virtude de
sua semelhanga com 7. foetus ¢ o mais conhecido e estudado (GUERRERO, 1977).

Em suinos, 7. foetus (TACHEZY et al., 2002) ¢ considerado um comensal
principalmente, presente no colon e, ocasionalmente, no intestino delgado (LUN et al.,
2005). Outros Parabasalideos descritos em porcos sdo 7. rotunda (HIBLER et al., 1960)
e T. buttreyi (RIVERA et al., 2008). No caso, de 7. rotunda ndo existe mais literatura, e
nao ha sequéncias genéticas dessa espécie disponiveis. Essa espécie ndo € distinguivel a
microscopia Optica de 7. Foetus e, portanto, nao pode ser considerada como uma

espécie independente. Tetratrichomonas Buttreyi, também, foi detectado no rimen e no



ceco de bovinos e tem demonstrado estar associado a diarreia em novilhas (CASTELLA
et al., 1997).

Com referéncia a patogenicidade e a prevaléncia de Parabasalideos intestinais,
em suinos, devem ser investigadas; nao sdo detectados apenas em amostras fecais, mas
foram, diretamente, visualizados no tecido intestinal. Especialmente, a multiplicacdao
dentro da lumina da cripta para grandes numeros € a invasdo na mucosa da lamina
propria sdo consideradas como desencadeando mudancas no tecido e resultando em
sinais clinicos e had uma associacdo com outros agentes enteropatogénicos, incluindo
aqui Escherichia coli. Portanto, T. foetus nao pode mais ser considerado como mero
comensal do intestino em suinos, mas sim, como um possivel agente patogénico

facultativo com a capacidade de invasdo da mucosa (MOSTEGL et al., 2011).

2.2.2 A presenca do flagelado e o rebanho suino no Brasil

O crescimento do rebanho de suinos no Brasil tem-se mantido, praticamente
constante, enquanto o nimero de matrizes suinas decresceu nos ultimos dez anos, ainda
que, com baixos indices de produtividade e concentrado em pequenas e médias
propriedades com sistemas de criagdo e manejo diversificados (PINTO et al. 2007).

Segundo Scheid (2008), nos ultimos anos a suinocultura no Brasil, tem obtido
ainda mais importancia, principalmente, no mercado internacional, por algumas
vantagens comparativas que tornam a atividade competitiva no cendrio externo. Com
um sistema produtivo baseado na integragdo vertical, demanda pelas agroindustrias, e
com disponibilidade de insumos bdasicos para a producgdo, principalmente, de graos
essenciais como soja e milho, e investimentos em tecnologia, a producdo de suinos, no

Brasil, apresenta custos inferiores aos principais competidores mundiais.

2.3 Métodos de Diagnostico

A tricomonose genital ou digestiva ndo tem sinais clinicos patognomonicos,
portanto o diagndstico conclusivo deve ser laboratorial (PELLEGRIN, 1997). Esse pode
ser realizado principalmente através de dois métodos: o método direto e o indireto ou
cultivo (SOUSA et al., 1991). Estes sdo considerados convencionais para o diagnostico
da tricomonose, que embora especificos, sdo de baixa sensibilidade, requerem muito
tempo de execugdo e técnicos bem treinados para identificacdo desses agentes

etiologicos. Para reduzir os efeitos de baixa sensibilidade desses métodos de



diagnostico, t€ém sido desenvolvidos métodos moleculares para identificacdo direta de
agentes causadores de enfermidades infecciosas. Entre estas técnicas, destaca-se a
hibridizacdo utilizando-se sondas moleculares e a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que possibilitam um diagnoéstico preciso e seguro (MORGAN; THOMPSON,
1998; NICKEL et al., 2002).

2.3.1 Microscopia direta e cultivo

A identificagdo microscOpica estd baseada na morfologia e motilidade
caracteristica do parasito (CAMPERO et al., 2003). Para o exame direto, a amostra
recém colhida ¢ montada em ldmina de microscopia e observada em objetiva de 40
vezes. Este parasito ndo pode ser detectado em analises fecais de rotina, como
centrifugacdo e flutuagdo, e os trofozoitas nao sobrevivem a refrigeragdo (GUNN-
MOORE et al., 2007; DOS SANTOS et al., 2015).

No entanto, este método ¢ menos sensivel que o cultivo, pois a quantidade de
parasita ¢ relativamente baixa quando comparada a cultura o que pode induzir a
resultados falso negativos, portanto a cultura ¢ o principal método de isolamento e
identificacdo dos microrganismos (SOUSA et al., 1991), mas que deve ser usado com
apoio da biologia molecular para garantir um diagndstico mais preciso, visto a
semelhanca morfologica entre as espécies e a possibilidade de infeccdo de diferentes
protozodrios em diferentes hospedeiro.

Existe uma grama de meios de culturas destinado ao isolamento desses
protozoarios, um das problematicas do cultivo envolve a adaptacdo do parasita ao meio,
Amin et al. (2010) relataram por exemplo que 7. vaginalis e T. galinarum apresentam
diferencas no padrao de cultivo quando foram utilizados diferentes meios, € que ha
diferencas no padrao de isolamento, quando sao comparadas diferentes cepas da mesma
espécie mas poucos estudos sobre o isolamento desses organismos foram realizados.

Para a deteccdo do protozodrio em amostras geniturindrias, o material coletado
deve ser inoculado e transportado em meio de transporte e enriquecimento Diamond
(DIAMOND, 1957) modificado, enriquecido com 10% de soro fetal bovino e mescla de
antibidticos (penicilina, estreptomicina e anfotericina B). J& as amostras fecais, podem
ser transportadas a fresco ou em PBS. No entanto, todas as amostras procedentes de
casos clinicos devem ser transportadas a temperatura ambiente, protegido da luz e o

mais rdpido possivel ao laboratdrio, pois o diagnostico dependente da viabilidade do



microrganismo. Entdo estas sdo incubadas a 37°C por 7 a 10 dias, com observagao
diaria do crescimento em microscopia de contraste de fase. A presenca de protozoarios
moéveis, de morfologia piriforme confere positividade ao material, a presenca de
flagelos anteriores e um flagelo posterior devem ser confirmados pelos métodos de
coloracdo (APPEL et al., 1993).

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

analises moleculares ferramentas indispensaveis.

2.3.2 Métodos moleculares

Com os recentes avangos na area de biologia molecular estd sendo possivel
reduzir os efeitos de baixa sensibilidade dos métodos de diagnosticos convencionais,
através do desenvolvimento de métodos cada vez mais eficiente para identificagdo
direta de agentes causadores desta enfermidade. Alguns autores afirmam que estes
métodos podem ser utilizados com eficacia para o diagndstico complementar a cultura
ou até mesmo como diagnostico primario e Unico de infeccao (RILEY et al., 1995). No
entanto, alguns trabalhos demonstraram que as técnicas de PCR ndo podem substituir
por definitivo a cultura, e que uma técnica nao exclui a outra (GOOKIN et al., 2002;
2004). Estudos baseados na comparagao entre o cultivo e a as técnicas moleculares sdo
escassos e apresentam resultados controversos, que dependem do material bioldgico na
qual ¢ feita a extracdo do DNA. Por exemplo, Cobo et al. (2007) assinalaram taxas de
positividade bem semelhantes entre as técnicas, 67,8% na cultura e 65,9% na PCR, sua
amostra clinica para a extracdo de DNA foi o lavado prepucial, teoricamente menos
contaminado que as amostras fecais descritas por Gookin et al. (2002) cujas diferengas

entre positividade das técnicas foram significativas, 55% na cultura e 39% na PCR.



2.3.3 Diagnostico Diferencial

As parasitoses sdo uns dos mais antigos problemas de saude suinicola, e estad
presente em todas as fases de exploragcdo produzindo efeitos deletérios influentes na
capacidade produtiva dos rebanhos. Dentre os parasitos descritos, os mais comuns sao
Ascaris  suum, Trichuris suis, Strongyloides ransomi, Balantioides coli (syn..
Balantidium coli) (BARBOSA et al., 2018) e Cryptosporidium spp. (AGUIAR, 2009).
Os animais mais acometidos sdo os suinos jovens de seis semanas a seis meses, nos
quais a agdo parasitaria ¢ mais evidente e danosa. Causando importantes perdas
econdmicas, tanto pelo aumento na taxa de mortalidade dos leitdes, como pela redugdo
do ganho de peso, conversdo alimentar inadequada e gastos com medicamentos. Os
animais adultos também sdo acometidos, mas geralmente sdo portadores e apresentam a
forma subclinica, fato que favorece a disseminagdo dos parasitas, ao contaminar o
ambiente, agua e alimento (TOMA et al., 2003).

Os disturbios gastrointestinais sao frequentemente observados em suinos em
diferentes faixas etarias. Sendo responsaveis por importantes perdas econdmicas, ndao s
pela taxa de mortalidade dos leitdes, como pela reducao do ganho de peso e gastos com
medicamentos. Além disso, em matrizes esta associado a reducdo da fertilidade e
repeticoes irregulares de cio.

Apesar do grande desenvolvimento da suinocultura intensiva, pouco se sabe
acerca da ocorréncia e frequéncia de parasitos intestinais nesta populagdo animal,
sobretudo no sudeste do pais. Os estudos existentes no pais sdo insuficientes para
estabelecer um melhor controle e prevencao das infecgdes, ja que hd muitas diferencas

no manejo e nas instalagdes de cada regido.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execucao

O presente trabalho foi realizado segundo os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA) e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFRRJ sob o numero de

protocolo n° CEUA/IV/UFRRJ 2614120717 ( Anexo 1).

3.2 Animais

Os animais utilizados no presente estudo pertencem ao Laboratorio de
Suinocultura do Instituto Federal do Rio de Janeiro (IFRJ), localizada no municipio de
Pinheiral, situado no sul do estado do Rio de Janeiro, no Vale do Paraiba Fluminense.
Localiza-se a uma latitude 22°30'46" sul e a uma longitude 44°00'02" oeste.

Foram avaliadas ao longo dos anos desde 2008 a 20017, matrizes em
reproducdo, da linhagem Ultra-light, contabilizando em torno de 70 fémeas, dos quais,
25 fémeas se encontram no Laboratério de Suinocultura do IFRJ. Os animais foram
criados no sistema de confinamento, e se reproduzem através de monta natural, onde as
fémeas sao levadas até o macho. Todos os parametros reprodutivos sdo rigorosamente
monitorados e registrados no sistema Agrines Software de controle da suinocultura.

As matrizes sdo vermifugadas 15 dias antes do parto, evitando infec¢do dos
leitdes, e vacinadas contra Clostridium perfringens cepas C e D e cepas de Escherichia
coli (Litterguard) e contra erisipela, leptospirose e parvovirose suina (FarroWsure). Os
leitdes sdo vacinados contra circovirose (PCV tipo 2, CIRCOVAC) e micoplasmose
(SPRINTVAC). Os leitdes do rebanho em questdo apresentavam episodios frequentes
de diarreia, com fezes de consisténcia que variava desde pastosa a aquosa € com
coloragdo escura, que ndo respondem a antibioticoterapia convencional. Durante os
quadros de disenteria o animal apresentava tenesmo, prostracdo, com tendéncia a se
isolar dos outros animais, magreza e perda de apetite. J4 as matrizes apresentavam
histérico de repeticao de cio, natimorto € nascimento de crias fracas.

Para a realizacao deste trabalho, foram coletadas amostras do trato intestinal das

matrizes, para estabelecer a frequéncia de Parabasalideos do plantel.
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3.3 Sinais clinicos

Apesar de todo o manejo sanitario do rebanho em questdo, os leitdes
apresentavam episodios frequentes de diarreia, com fezes de consisténcia que variava
desde pastosa a aquosa € com coloragdo escura, que nao respondem ao tratamento
convencional. Durante os quadros de disenteria o animal apresentava tenesmo,

prostragdo, com tendéncia a se isolar dos outros animais, magreza e perda de apetite

3.4 Coleta das Fezes

Foram coletadas as amostras fecais de todas as matrizes em reprodugdo da
granja, estes foram contidos, individualmente, em estagdo. As fezes dos animais adultos
foram coletadas apo6s estimulo das ampolas retais (dactilo estimulagdo), apos a
evacuagao, recolhidas com as maos calcadas de luvas cirurgicas, sem que estas entrem
em contato com o chdo. A amostra de cada animal foi armazenada individualmente a
fresco, sob temperatura ambiente até ser transportada para o Laboratério de Patologia da

Reprodugdo da UFRRIJ.

3.5 Processamento das amostras

As amostras de cada animal foram identificadas com a numeracdo ou nome
correspondente ao animal e armazenadas individualmente a fresco, em temperatura
ambiente (cerca de 25 a 28 °C) até serem transportadas para o Laboratério de Patologia
da Reprodugdo, localizado no Anexo I do Instituto de Veterinaria da UFRRIJ. No
laboratoério, as fezes coletadas foram codificadas com a inicial da espécie e o numero da
amostra. Apos a codificagdo, parte das amostras foram destinadas ao diagndstico de

parabasalideos.

3.6 Diagnostico parasitolégico

As amostras fecais foram coletadas imediatamente apos defecagdo espontinea
dos animais, acondicionadas em recipientes pldsticos estéreis e transportadas para o
Laboratorio de Patologia da Reproducao. No laboratério, uma parte das amostras fecais
foram adicionadas de salina tamponada (PBS), homogeneizadas e examinadas entre
lamina e laminula & fresco, sob microscopia Optica, no aumento de 10 X, para a
pesquisa de parabasalideos e Balantidium sp. As amostras fecais foi submetida ao
método de centrifugo-flutuagdo em agucar (OSLANIA et al. 2005), para a pesquisa dos

demais parasitos (helmintos e coccidios).



3.7 Diagnostico de Parabasalideos

Cinco gramas de fezes foram homogeneizados em 50 mL de PBS, logo foi
realizado o primeiro exame direto a fresco por microscopia Optica; colocando-se uma
gota do material sobre uma lamina e laminula, para observagdo em objetiva de 10X. A
visualizacdo de pelo menos um parasito vivo com os movimentos abruptos
caracteristicos confere positividade ao material. Ap6s o primeiro exame a fresco, todas
as amostras ja diluidas em PBS, foram mantidas em estufas a 34°C até novos exames de
microscopia Optica, que foram realizados a cada 24 horas, durante sete dias. As

amostras consideradas positivas foram inoculadas em meios de enriquecimento.

3.8 Meios de cultivo
Para o isolamento dos protozoarios, os meios de cultura Hanks (HANKS;

WALLACE, 1949), Diamond (DIAMOND, 1957), Caldo Peptonado e 199, que ja foi
por Amin et al. (2010) foram previamente preparados assepticamente no setor de meios
de cultivo do Laboratério de Patologia da Reproducao e mantidos em geladeira com a
temperatura de £ 5°C. Esses meios so6 foram retirados da geladeira 30 minutos antes de

serem utilizados para a inocula¢do dos protozoarios.

3.9 Exame microscopico direto

No laboratorio, as fezes coletadas foram pesadas, e 5,0 gramas homogeneizados
em 50 ml de PBS; foi feito o primeiro exame por microscopia Optica direta a fresco,
colocando-se uma gota do meio sobre uma lamina e laminula, para observacao em
objetiva de 10X. A visualizagdo de pelo menos um parasito vivo com 0s movimentos
abruptos caracteristicos confere positividade ao material. Em seguida as amostras foram
armazenadas em temperatura ambiente (25 a 28 °C) sendo reexaminadas a cada 24
horas.

As amostras positivas foram inoculadas em meios de cultura seletivos Hank’s
(cultura Mae) e examinadas por at¢ 10 dias, iniciando-se a triagem das culturas
geralmente apds 24 horas. As culturas onde houver a multiplicagdo dos protozoarios,
uma aliquota de 1 mL transferida para novos frascos contendo 5,0 mL dos meios de
manuten¢do Diamond, Caldo Peptonado, 199. As culturas entdo foram mantidas por
repiques para meio novo a cada 48 horas, apds serem avaliadas em microscopia optica,

em objetiva de 10X para detecgdo de trofozoitas méveis. As culturas negativas foram



mantidas por pelo menos 10 dias sem repiques e reavaliadas a cada dois dias. Se

confirmado o resultado negativo apos esse periodo, elas foram devidamente descartadas.

3.10 Analise morfolégica

O exame morfolégico foi realizado com 1 mL de cultura positiva centrifugada a
3000 g, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet homogeneizado, onde
foi retirado uma aliquota de 10 pL e colocada em lamina para a preparagdo de
esfregacos secos ao ar. Apds a secagem as laminas serdo fixadas em etanol absoluto por
30 minutos e coradas pelo método do Pandtico rapido® (Primo star iLEDZeiss®). A
identificacao morfoldgica foi realizada em microscopia Optica em objetiva de 40 e 100

VECZCES.

3.11 Analise Estatistica

Para wverificar a associagdo entre as variaveis estudadas (isolamento
Parabasalideos e disenterias), foram utilizados os testes do Qui-quadrado (y2) e o Teste
exacto de Fisher, quando recomendado (SAMPAIO, 2002), com resultado significativo
p<0,05.



RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados Parasitologicos

De um total de 70 amostras fecais examinadas, 55 (68,57%) apresentavam-se
positivas para pelo menos um parasito e apenas 15 matrizes (27,3%), encontravam- -se
negativos para todos os agentes pesquisados. A coinfec¢do foi bastante significativa,
onde a maioria dos animais (75%) estavam parasitados por mais de um agente. A
frequéncia encontrada nas fémeas examinadas foi de 60,87% espécies do género
Eimeria; 72,7% de Parabasalideos; 47,8% Strongylida; 26,08% B. coli; 1,8% Ascaris
suum € 4,34% Trichuris suis.

Esse resultado foi semelhante ao relatado por Aguiar em 2009 (75%). Nishi et al.
(2000) fez um estudo semelhante em Minas Gerais e em Sao Paulo, descrevendo taxas
de infec¢des bem menores (38,6 % e 39,7% respectivamente), o que possivelmente esta
relacionado as diferencas de manejo e instalacdes (D’ALENCAR et al.,, 2011). No
entanto, a taxa de positividade relatada nesse presente estudo (72,7%) foi semelhante
aos dados apresentados por Pinto et al. (2007), o qual verificou 70% de positividade.
Outros levantamentos realizados em condigdes de semelhante precariedade descreveram
taxas de infec¢do acima de 90% (AGUIAR 2009, LODDI et al. 2015), e ¢ importante
ressaltar que as diferengas regionais também devem ser levadas em consideragao.

A ocorréncia de Ascaris suum neste rebanho foi de 1,8%, semelhante a valores
encontrado em por outros autores em diferentes regioes (HOFF et al., 2005), no entanto
foi relativamente menor que o descrito em rebanhos de criacdo extensiva (Pinto et al.
2007). No estado de Santa Catarina, Hoff et al. (2005) relataram taxa de infecgdes para
Trichuris suis (0,5%) e para ordem Strongylida (21,5%), semelhantes a descrita nesse
estudo, de 1,8% e 23,63% respectivamente. Como consequéncia destes parasitismos, 0s
animais infectados podem apresentar diarreia, ma absor¢cdo dos nutrientes e
desidratacdo, acarretando em atraso no desenvolvimento, podendo causar morte
principalmente quando coparasitados (MONTEIRO, 2014).

A taxa de infeccdo por B. coli (18,18%) descrita neste estudo foi semelhante
aquela descrita por Nishi et al. (2000), em Sao Paulo (18,7%), e foram bem menores
quando comparadas aos dados de Pinto et al. (2007) e Brito et al. (2012), onde relataram

uma ocorréncia igual a 46% e 78% respectivamente.



4.2 Frequéncia de Parabasalideos

No primeiro exame de microscopia optica, realizado cerca de duas horas apds a
coleta do material, em nenhuma das 70 amostras de matrizes (diluidas em PBS), foi
possivel a visualizagdo do protozodrio na forma trofozoita, ou seja, com movimento
progressivo e caracteristico de Parabasalideos. Foi necessario um tempo minimo de 48
horas de repouso, em temperatura ambiente (25 + 3°C), para o protozodrio retornar a
forma vegetativa e comecar a se locomover. Das 70 amostras analisadas foi possivel a
visualizacdo do flagelado em 48 amostras ao exame de microscopia Optica, ou seja,
68,57% das matrizes foram positivas. Nas outras 22 amostras (31,42%), nao houve a
visualizagdo do mesmo.

A alta prevaléncia de Parabasalideos encontrada no estudo, 68,57%, ¢ muito
semelhante a descrita por Caccio et al. (2012) onde 52 de 74 leitdes examinados
encontravam-se positivos, cerca de 70,27% e a Pakandl em 1994, no qual foram
examinadas 842 matrizes, sendo 77,0% positivas. Mostegl et al. (2011) relataram uma
prevaléncia relativamente menor, aproximadamente 52,1%, o que pode ser justificado
pelas diferentes técnicas empregadas, Caccio et al. (2012) e Pakandl (1994) analisaram
amostras fecais, assim como no presente estudo, enquanto que Mostegl et al. (2011)
empregaram a técnica de hibridizacdo cromogénica in situ, que utiliza fragmentos de
tecido epitelial para a detec¢do do parasita; essa técnica s6 ¢ capaz de identificar os
protozoarios que penetram no epitélio.

Além disso, em animais com baixa carga parasitaria poderia ter sido coletado
uma porcao do epitélio intestinal na qual ndo ha o parasitismo, ndo sendo representativo
para todo o trato intestinal, o que possibilitou a menor prevaléncia relatada por Mostegl

etal 2011).

4.3 Cultivo in vitro

Todas as amostras de fezes positivas em que houve a visualizacdo do flagelado
se mantiveram positivas em meio de cultura Hanks (cultura mae). Porém algumas cepas
isoladas nesse primeiro meio de cultura ndo resistiram a limpeza do meio, ou seja, ndo
foi possivel repica-las para meios novos (limpos). Essas culturas ndo se adaptaram a
nenhum dos meios usados (Hanks, Caldo Peptonado, Diamond, CHD, CH) se a
concentracdo de fezes no meio ndo fosse alta. E por isso ndo foram analisadas

morfologicamente e nem identificadas por PCR.



Dos meios usados, Diamond, referéncia para o isolamento de 7. foetus
(DIAMOND, 1957), foi o tnico que nao permitiu o desenvolvimento do protozoario em
nenhuma das amostras avaliadas; as culturas ficaram contaminadas com bactérias e
dificilmente foi possivel visualizar os trofozoitas, e quando visualizados, sua
multiplicagdo era lenta, a cultura ndo foi capaz de se manter, ¢ em menos de 48 horas
ndo havia mais motilidade do protozoario. Certamente, algumas espécies de bactérias
favorecidas pelo meio de cultura, ao se desenvolverem prejudicaram os protozoarios,
consumindo os nutrientes ou mesmo mudando caracteristicas fisico-quimicas que
impediram o desenvolvimento dos parabasalideos.

Em cultura, os trofozoitas apresentavam movimentagdo progressiva e irregular,
caracteristica desses parasitas. Apresentando-se como uma estrutura ovoide ou
piriforme, sendo a maioria deles de formato arredondado. A multiplicagdo celular variou
entre cepas, enquanto algumas se multiplicavam rapidamente, necessitando de repiques
a cada 48 horas, outras foram muito lentas, sendo necessario aguardar mais de 72 horas
para haver sucesso no repique. Considera-se que essas diferencas, quando ao
desenvolvimento sejam relativas ao metabolismo energético, que varia de espécie para
espécie, e também seja inerente a composi¢ao fisico-quimica de cada amostra.

As culturas se desenvolveram bem a temperatura de 34+3°C, e ficaram ainda
melhores quando colocadas em microaerofilia, através da utilizagdo de vaselina liquida,
apresentaram crescimento maior € com menor contamina¢do bacteriana e fungica
quando comparado as mesmas cepas isoladas em meios de cultura sem a vaselina.
Entretanto, todas as culturas mantiveram contaminagdo por bactérias, que foram
resistentes a varios antibidticos. Nao foi possivel a axeniza¢do de nenhuma cultura

analisada. Sempre que se eliminavam as bactérias do meio, as culturas ndo resistiam.

4.4 Morfologia

O método de coloragdo priorizado por esse estudo, Pandtico rapido®, para a
identificacdo morfologica por microscopia Optica, ndo permitiu a visualizagdo de
estruturas importantes para a identificacdo de género e espécie, como o nimero exato de
flagelos, o niimero de ondas da membrana ondulante e o formato do axostilo.
Adicionalmente, a presenca e as caracteristicas das varias organelas tais como os
hidrogenossomas, também nao foram observados. Todavia, organismos de tamanho

variados em uma mesma cultura foram claramente visiveis, possivelmente por estarem



em fases distintas do seu metabolismo, sendo frequente a observacdo de células em

processo mitético, com dois niicleos.
As células dos protozoarios apresentaram formato que variava de arredondada a
piriformes (Figura 1), flagelo posterior livre, flagelos anteriores, uma membrana

ondulante, ax6stilo de tamanho variado, um nticleo sempre na porcao anterior da célula.

Figura 1. Morfologia dos Parabasalideos coradas pelo
método  Panotico rdpido®, observados por
microscopia optica em objetiva de 100 (ax: axdstilo;
fa: flagelo anterior; fp: flagelo posterior; n: nucleo).



Além disso, vactiolos foram vistos por todo o citoplasma. As bactérias foram
frequentemente encontradas dentro das vesiculas e proximas a superficie das células da

maioria dos protozodrios examinados (Figura 2).

Figura 2. Morfologia dos Parabasalideos, coradas pelo método
Panotico rapido®, observados por microscopia Optica em
objetiva de 100 (n: ntcleo e v: vacuolos).

O grande nimero de vesiculas foi semelhante aos encontrados em 7. foetus
(BENCHIMOL et al., 1986. De acordo com Cobo et al. (2003), estes tipos de vesiculas
podem ser vacuolos endociticos, como resultado de fagocitose de bactérias, assim como
outras particulas soélidas. Portanto, esses parabasalideos sdo capazes de realizar

atividade fagocitaria, internalizar e posteriormente degradar bactérias. Em vivo essa



relagdo com bactérias ¢ relatada como fator agravante nos distarbios intestinais (LI, W
etal., 2014).

A microscopia Optica ¢ um excelente método para a descricdo da morfologia
desses flagelados, porém, diante da complexidade morfologica e do grau de semelhanga
entre as espécies, ndo deve ser o Unico método de diagndstico, pois ndo fornece
parametros suficientes para se fazer a diferenciacdo das espécies, o que justifica o fato
da andlise molecular ser priorizada por muitos autores (HAYES et al., 2003; TACHEZY
etal., 2002; LI, W et al 2014; LI, W-C et al., 2014).

4.5 Associacao de Parabasalideos x Disenteria

A principal manifestacdo clinica dos Parabasalideos nos suinos nesta granja, foi
de disenteria, em 31/48 (64,6%) positivas e 17/48 (35,4%) negativos, sendo infec¢do
significante no plantel (p<0,05), mesmo relatado por Mostegl et al. (2011), mas com
presenga de outras parasitoses, demonstrando evidéncias da necessidade de um controle
parasitologico eficaz.

Levando em consideracdo que os suinos sdo hospedeiros de agentes parasitarios
que causam infecgdes importantes no homem, como por exemplo: Balantidioides coli,
parabasalideos e coccidios (Cryptosporidium spp. e Sarcocystis spp.), esta espécie
animal pode ser considerada um importante disseminador dessas parasitoses, ndo so
para suinocultores de forma direta, mas também para a populacdo de uma forma geral,
uma vez que no Brasil ndo hd uma correta destinagcdo dos residuos organicos (fezes)

desses animais.



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados aqui apresentados se pode concluir que:

1 - Os Parabasalideos sdao incidentes no rebanho e desempenham papel
relevante, na disenteria observada no rebanho estudado;

2 - Apesar de ndo se conseguir um meio permanente de cultura in vitro para o
referido Parabasalideos se pode afirmar que no método de isolamento microaer6filo em
relacdo ao meio anaerobio estudado, eles desenvolveram melhor, e as caracteristicas
morfoldgicas foram evidenciadas pelo Pandptico Rapido.

3 - Independente dos flagelados estudados ndo se pode relevar a presenca de
outros enteropatdgenos constituidos por Ascaris suum, Trichuris suis, Balantidium coli

e espécies do género Eimeria.
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7 ANEXOS

Anexo 1 Protocolo Comissdo de Etica-PRPPG/UFRRJ

UFRRJ Comissdo de Eticano C%'E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria | /5 A
CERTIFICADO

Certficamos que a proposia intitulada 'A'l'ALI.P.ﬁJ‘iﬂ DE METOOOS DE DIAGNOSTICO LASDRATORIAIS DE PARABASALIDEDS
OPORTUNISTAS EM AMOSTRAS FECAIS DE ANIMAIS DOMESTICOS °, protocodada sob o CEUA n? 2614130717 jo recadd), sob a
responsabilidade de Vera Lucka T. de jeses ¢ squipe; Cancline Cunfra Camedo; Daniele dos Santos juiano; Melson Oscarania
Gonsakes Costa; jorge Levs Eaoto Pensia - que envolve 8 producio, manutencio ejou utilizacko de animass pertencentes ao il
Chordats, subfiln Vertetwrata excebs o hoemem |, o fins de pesquisa centfica ou ensing - estd de acomo com os preceitos da Lel
11.794 de B de cutubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 1% de julho de 2009, ke coms com as nommas editadas pelo Conselho
Maconal de Controke da Expesimentacéo Animal (COMCEA], e fod aprovada pela Comisséo de Ebica no Uso de Animais da instituto
de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de [anein | CELMLFRR] | na reunido die 0771272017,

‘e certify that the proposal "ENALUATION OF LABORATORY DAAGROSTIC METHOOS OF OFFORTUNIST PARABASALIDEDS IN FECAL
SAMPLES OF DOMESTEC ANIMALS®, utiizing 50 Dogs {males and females), 50 Bovines {males and females), 50 Caprines (males and
femalkes), 50 Owines imales and females], 50 Swines (males and females), protoood ramiser CEUS 2614120717 o o, under e
responsifulity of Vera Lucla T. de Jesus snd deamy,; Caroling Cuns Carredro; Daniele dos Santos [ufiano; Nelson Oscavanhs
Gonsales Costa; jorge Lins Baroto Pensira - which involves the producticn, maintenance andior use of animak belonging to the
pfrylum Chordata, subphylum Vertebrata (except Fuman beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.754 of October B, 2008, Decree 6899 of |uly 15, 2009, as well as with the rules sxoed by the Mational Councl for
Control of Animal Experimentation (CONCEA|, and was approsed by the Ethic Committes on Animal Use of the Veterinany Institube
of Rurad Federal Uraversity of Rio de janeiro |CEUASLFRR]) in the meeting of 12/0772017.

; da Proposta: Pesquisa [Académica)
Wigincis da Proposta: de 133017 & 082018 Area: Reproducio E &valischo Animal

Origemn:  Animals de proprietidnos
Espdcie:  Cles sexo:  Machos e Fémeas idade: 10 a 3850 dias W 50
Peso;

Linfagern:  Diversas ragas 100 a 50000 g

Origem: Animaks de proprietanos

Espérie: Bowincs sexn:  Machos ¢ Pémeas idade: 2 a 130 meses H: %0
Linfagesn:  mesbigos. Peso: 3521000 kg

Origemn:  Animais de progristinos

Espdcie: Caprinos seNn  Machos e Fémeas idade: 2 a 120 meses N %0
Linfagern:  mestigos Peso: 302 150 kg

Crigem:  Animais de proprietinos

Espdcie: Dvnos sexn: Machos e Fémeas idade: 2 2120 meses 4 50
Linfagen:  mesticos Pesn: 30 a 150 kg

Origem: Animais de proprietnos

Espérie: Sulnics sexn: Machos ¢ Pimeas idade: 10 & 3650 diss N 50
Linfagesn:  mesbigos. Peso: 152300 kg

Local do-experimentn: Laboratorio de patokega da Reprodugio

Sempédica, 16 de abnl de 2018

bR B ) CEmgan o LPAR] - Dermpicies - Fio oe jerare - CEF- 20860000 - i 12 57) J602-3041
Spalric de sdercimenis: 39 8 B ce i e 1T el ceaivire B
Cilia W 2614029717



Anexo 1 Protocolo Comissdo de Etica-PRPPG/UFRRIJ- Continuagdo

UFRRJ Comissdo de Etica no Cl"uE

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria [J /%A

Seropédica, 13 de julho de 2017
CEUA N 2614120717

COMPROVANTE DE SUBMISSAD DE PROPOSTA A COMISSAD DE ETICA MO USD DE ANIMAIS

= H 708344, 107-44

AVALIACAD DE METODOS DE DIAGNOSTICO LABDRATORLAS DE PARABASALIDEODS OPDRTUMISTAS

Titula do PrOJRte b deThas FECAIS DE ANIMAIS DOMESTICOS

Responsdvel: Wera Lucla T. de jesus

e Caroline Cunha Carreira, Danlele dos Santas Jullano, Nelson Oscaranha Gorsales Costa, Jorge Luls
Equipe: Bargto Pereira

Telefone: [21) 991225418 e-mall: Jesus@ufmbr

A Comisso de Etlca no Uso de Animals da Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rlo de Janeiro,
avaliard os documentos seguindo calendario de reunibes vigentes. Todo o processo poderd ser acompanhadao no
sistema (httpeffrl ufrr.briccuad) por mele da sua senha de acessao.

Prof. Dr. Fablo Barbour Scott Prof. Or. jonimar Pereira Palva
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animals Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animals
Institute de Veteninaria da Unlversidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de

Janeino Janelra



Anexo 2. Declarac¢do de aprovacdo da CEUA/IV/UFRRJ - 006/2014

cf.'iE 3L 2 il
Comissao de Efica
Nno Uso de Animais
U A INSTITUTO DE VETERINARIA - UFRRJ

Seropédica 24 de junho de 2014

DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo de niimero 006/2014
intitulado  “IDENTIFICACAO DE TRICHOMONADIDEOS EM ANIMAIS DOMESTICOS:
DIAGNOSTICO, FREQUENCIA, ANALISE MORFOLOGICA E MOLECULAR.” encaminhado pelo
Professor (a) do Departamento de Parasitologia Animal, Carlos Wilson Gomes Lopes,
Informamos que foi aprovado em reunido ordindria da CEUA-IV realizada no dia 24 de

junho de 2014, apds avaliacdo do plendrio da referida Comissao.

Fokio B Scot? e

Jonimar Pereira Paiva
Fabio Barbour Scott
Vice-Coordenador CEUA-IV
Coordenador CEUA-IV



Anexo 3. Composicao do meio de cultura Diamond

COMPOSICAO CONCENTRAGAO mg/L
Acido ascorbico 120
Cisteina 600
Extrato de levedura 6000
Fosfato de potassio monobasico 400
Fosfato de potassio dibasico 400
Maltose 3000
Peptona de caseina 120
00
Soro bovino inativado o1t
1L

Agua destilada q.s.p




Anexo 4. Composicao do meio de cultura Hank'’s

COMPOSICAO

CONCENTRACAO mg/L

Bicarbonato de sddio

Cloreto de calcio dihidratado
Cloreto de potassio

Dextrose

Extrato de levedura
Fosfato de sédio monobasico
Fosfato dibasico de potassio

Hidrolisado de lactoalbumina

Sulfato de magnésio hepta hidratado
Vermelho de fenol

Soro bovino inativado

Agua destilada q.s.p

350
140

400

10
00

100
120
60

50
00

200
24
0,1

1L




Anexo 5. Composi¢ao do meio de cultura Caldo Peptonado

COMPOSICAO CONCENTRAGCAO mg/
L
Cloreto de sodio 3000
Dextrose 25
Extrato de carne 3000
Fosfato dibasico de sédio 12xhidratado 2000
Peptona bacterioldgica 10000
Vitamina C 500
0,1L

Soro bovino inativado

Agua destilada q.s.p 1L




Anexo 6. Composi¢cao do meio CHD

COMPOSICAO CONCENTRACAO mg/
mL
Bicarbonato de sodio 175
Cisteina 150
Cloreto de célcio dihidratado 70
Cloreto de potassio 200
Cloreto de sodio 750
Dextrose 506,
25
Extrato de carne 750
Extrato de levedura 1550
Fosfato de potassio monobasico 100
Fosfato de s6dio monobdsico 60
Fosfato dibasico de potéssio 130
Fosfato dibasico de sddio 12xhidratado 500
Hidrolisado de lactoalbumina 2500
Maltose 750
Peptona bacteriologica 2500
Peptona de caseina 3000
Sulfato de magnésio hepta hidratado 100
Vermelho de fenol 12
Vitamina C 155
Soro bovino inativado 0,1L

Agua destilada q.s.p 1L




Anexo 7. Tabela de composi¢ao do meio de cultura CH.

COMPOSICAO CONCENTRACAO mg/mL
Bicarbonato de s6dio 175
Cloreto de calcio dihidratado 70
Cloreto de potassio 200
Cloreto de sodio 150
0
Dextrose 512
.5
Extrato de carne 150
0
Extrato de levedura 50
Fosfato de s6dio monobasico 60
Fosfato dibésico de potéssio 30
Fosfato dibasico de s6dio 12xhidratado 100
0
Hidrolisado de lactoalbumina 250
0
Peptona bacterioldgica 500
0
Sulfato de magnésio hepta hidratado 100
Vermelho de fenol 12

Vitamina C 250




Anexo 8. CARREIRO, C. C.; COELHO, C. D.; JORGE, J. L. B. P.; COSTA, N. O. G;
DO VALLE PAIVA, R.; TEIXEIRA FILHO, W. L.; DE JESUS, V. L. T.
Parasitos intestinais em suinos confinados em uma criacdo no municipio de
Pinheiral, RJ. Brazilian Journal of Veterinary Medicine, v. 38(Supl. 2), p.
117-122, 2016.

Parasitos intestinais em suinos confinados em uma criacio
no municipio de Pinheiral, BJ*

Caroline C. Caryeire', Claide Domdngwss Coelho®, Torgs Luis B. Pereira Jorz="
Melzon Oscaranha Gonsales Costa®, Rafael do Valle Paiva®, Walkter Ledra Teixveira
Filho#, Adrians Garcia da Posa” = Vera Licia T. de= Tesus®

AEBSTEACT. Carreiro C.C., Coslho C.0, Jorge JLBP. Costa MUOUE, Paiva LY.,
Teixeira Filho WL, Rosa AG. & de Jemus VLT [hhslm.:lpmulhﬂmpu.g:m—
ﬁnﬂm:mﬂ:ﬂnmhmﬂhlyuf?nhrm] H]] Parasitos nbectinais =
mnnrﬁzzudusmmmipummmndpn de Pinhe=iral- B]. Revistz Brasilsi-
ra de Mdadicing 1 iradria, 38(Gupl 2117122 2016, Programa de Pas-Graduacia
e Madicing Veberindria, Instituto de Veterindria, BE 465 Km 7, Comeus Seropé-
dica, B] Z3857-870, Brasil E-mail: carolinecarrero@®yahoocombr

Gastrointestinal disorders are frequently obserred in pizs in different age
eroups. It is responsible for important econcmic losses, not only the mor-
tality rate of pigl=tzs, as the reduction of weight zain and medical expenses.
Morecver, in sows it is associated with reduoced ferfility and irregular repe-
titioms of heat. Despite the great development of intensive piz farming, little
iz kmown about the scourrence of endoparasites in thiz species. Considering
that enteritic cause serious economnic locses, the objectve of this shudy was
to ide=nfify the main parasites in stool confined sows and piglets. Fiflyr-fve
f=cal samples {25 sows and 37 piglets) were subjected to the examimation
of fresh and centrifuzal technique - fuctoation in sugar, and observation
by optical microscopy. The resulks chowed that 72.7% of the animals were
positive for at leact one parasite, being guite siznificant co-nfecton, where
75% of infected animals had more than one agent. In matrices, coccidia pre-
sembed more freguent (60.67% ). followed by Parabasalidea (52.17% ). Stron-
evloidea (47.8% ) and Balambidinm (26.05% ). Coccidia are also more common
in pigl=tz [25% ). followred by Stronmpyloidea (15.75% ), Balantidiue {17.4%)
and parabasalideo {.37% ). Thus, we can conchade that despite the zreat
dl:-'l.'\d.opmt of imtensive pig farming, the intestinal parasites are a major
obstacle in the production, with the need for more effective programs of
prevention and control.

EEY WiORD4S. Figs, endoparacis, helminths, coocldia, parabacalids,
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