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RESUMO

CARREIRO, Caroline Cunha, Parabasalideos em leitdes em uma criacao de suinos localizada
na microrregido de Itaguai, RJ, Seropédica; UFRRJ, 2014. 68p (Dissertacdo, Medicina
Veterinaria).

Tricomonose ¢ uma infec¢do causada por diferentes espécies de flagelados do filo Parabasalia.
Esses parasitos acometem o trato gastrintestinal de diferentes espécies animais, inclusive o
homem. Em suinos, esses flagelados sdo descritos no trato intestinal, € podem esta associados a
quadro de diarreia; na cavidade nasal, esta associado a rinite atrofica, além de outros distirbios
respiratorios. As enterites descritas na suinocultura, ndo respondem a antibioticoterapia
convencional e sdo responsaveis por grandes perdas economicas, sobretudo quando acometem os
leitdes, ndo so pela alta mortalidade, como também pela diminui¢do do ganho de peso e pelo alto
custo para seu controle. A metodologia proposta neste trabalho foi avaliar a frequéncia destes
parabasalideos no plantel de suinos, que tiveram episodios frequente de diarréia em leitdes,
localizado na microrregido de Itaguai/RJ. Para tal, foram coletadas 106 amostras de fezes
diretamente da ampola retal, as quais foram cultivadas nos meios de cultura Hank’s, Caldo
Peptonado, Diamond, 199, Coquetel, CHD e CH; e analisadas por microscopia optica, € o0s
protozoarios isolados foram identificados por biologia molecular. No exame microscopico foi
possivel constatar que 75 amostras positivas para a presenca do protozoario flagelado (70,75%).
Os meios de cultura Coquetel, CHD e CH tiveram menor crescimento bacteriano ¢ maior
concentracdo de protozodrio, portanto sdo mais indicados para o isolamento dessas espécies.
Trinta e cinco amostras positivas sob microscopia Optica tiveram o seu DNA extraido e foram
amplificadas por PCR, sendo 85,71% (30 amostras) referentes a Tricomonadideos e
Tritricomonadideos. Utilizando-se primers espécie-especifico 10 amostras (33,33%) foram
positivas para a espécie Pentatrichomonas hominis. Este é o primeiro isolamento de P. hominis
em suinos no Brasil. O sequenciamento das demais espécies isoladas precisa ser realizado para se
conhecer a diversidade de parabasalideos em suinos, mediante a alta frequéncia de parabasalideos
isoladas e correlacionar os mesmos com distirbios digestivos, para que estes sejam incluidos
como diagndstico diferencial de diarreia em suinos.

Palavras chave: Tricomonose; Pentatrichomonas hominis; suinocultura; diarréia.



ABSTRAT

CARREIRO, Caroline Cunha, Parabasalids in piglets in a swine breeding located at Itaguai’s
microregion, RJ, Seropédica; UFRRJ, 2014. 68p. (Dissertation, Veterinary Medicine).

Trichomoniasis is an infection caused by different flagellates’ species of to Parabasalia phylum.
These parasites affect the gastrointestinal tract of several animal species, including man. In pigs,
these flagellates are described in the intestinal tract, and may be related to diarrhea; in the nasal
cavity, is associated with atrophic rhinitis and other respiratory disorders. Enteritis described in
pigs farming, do not respond to conventional antibiotic therapy and are responsible for great
economic loss, especially when affect the piglets not only by high mortality, but also by
decreased weight gain and high cost control. The methodology proposed in this work was to
evaluate the frequency of Parabasalidea in piglets located in the microregion of Itaguai / RJ, that
have had frequent diarrhea episodes. To this end, 106 stool samples collected directly from the
rectum, which were grown in several culture media like: Hank's, Caldo Peptonado, Diamond,
199, Cocktail, CHD and CH; and analyzed by optical microscopy, and protozoa isolates were
characterized by molecular biology. On microscopic examination it was found that 75 samples
were positive for the presence of the flagellate protozoan (70.75%). Media Cocktail, CHD and
CH culture had lower bacterial growth and greater concentration of protozoan therefore are more
suitable for the isolation of the studied species. Thirty-five positive samples under light
microscopy had their DNA extracted and were amplified by PCR, resulting in 85.71% (30
samples) positive for trichomonads. Using species-specific primers 10 samples (33.33%) were
positive for Pentatrichomonas hominis species. This is the first isolation of P. hominis in pigs
from Brazil. Sequencing of the isolated species must be performed to know the diversity of
Parabasalidea in pigs, correlating the high frequency of isolation with the presence of digestive
disorders, and thus these protozoa could be considered as diarrhea differential diagnosis in pigs.

Key words: Trichomoniasis, Pentatrichomonas homini, swine breeding, diarrhea.
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1 INTRODUCAO

A Tricomonose ou tricomoniase ¢ causada por protozodrios pertencentes ao filo
Parabasalia, encontrados parasitando o trato digestivo e geniturinario de diferentes espécies
animais, inclusive humanos. Anteriormente esses parabasalideos ndo eram considerados
responsaveis por infec¢des emergentes por apresentar-se envolvidos ndo s6 em regides
especificas de infec¢do, como também hospedeiro-especifico. No entanto, tem sido observada a
presenca de um mesmo protozoario com uma grande diversidade de hospedeiros, sendo atribuido
a diferentes distirbios clinicos, o que indica que esses organismos sdo oportunistas e se
multiplicam em condigdes favoraveis. Atualmente as infecgdes por esses microorganismos estao
cada vez mais reconhecidas como comuns, sobretudo no trato digestivo (MARITZ et al., 2014).

Contudo, os parabasalideos estdo influenciando na satide humana e animal tanto por
causar patologias de forma direta, quanto indireta, através de disbiose intestinal, gerando
inflamacgao local, facilitando infecg¢ao por outros patégenos (MARITZ et al., 2014). Além disso, a
patologia pode ser intensificada quando ocorre o sinergismo desses protozoarios com outras
espécies de parasitas. Exemplos foram demonstrados em infecgdes experimentais quando um
gato teve seu quadro clinico agravado ao ser coinfectado com Cryptosporidium sp e
Tritrichomonas foetus (GOOKIN et al., 2001). Bem como o parasitismo associado entre
Pentatrichomonas hominis e Escherichia coli agravaram o episddio de diarreia, sendo capaz de
levar o leitdo a morte (LLLW et al., 2014).

Em suinos, esses parasitos sdo descritos no trato intestinal, podendo levar a quadros de
diarreias (quando ocorre invasdo da mucosa intestinal), € na cavidade nasal, sendo associados a
rinite atrofica e 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¢ao do ganho de peso e pelo alto custo para seu controle.
Portanto, o objetivo no trabalho foi investigar a frequéncia desses protozoarios em animais com
disenterias.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia economica das disenterias na suinocultura

O agronegbcio tem grande importdncia para a economia nacional, pois ¢ um dos
responsaveis pelo desenvolvimento econdmico e social de muitos municipios brasileiros, gerando
emprego no campo, na industria, no comércio e nos servicos (RODRIGUES et al., 2009). A
agropecuaria brasileira participou em 2010 com 5,8% do Produto Interno Bruto (PIB) do Pais,
movimentou cerca de R$ 180,831 bilhdes, representando um crescimento de 6,5% sobre o
volume registrado em 2009. Esse crescimento s6 ndo se perpetuou em 2011 em fungdo da crise
econdmica das mais importantes economias mundiais, sobretudo da Unido européia,
apresentando uma queda de 0,6% comparados a 2010 (IBGE, 2010, 2011).

Dentre as diferentes cadeias produtivas integrantes do sistema agroindustrial brasileiro, a
de suinos vem se destacando, com 40 mil suinocultores e 600 mil empregos gerados, reflexo do
crescimento global da produgdo de suinos. Os ultimos dados da Organizagdo das Nacdes Unidas
para a Alimentacao e a Agricultura (FAO) em 2007, relata que a carne suina ¢ a mais produzida
no mundo, com uma participag¢do de 40,41% da producdo total de carnes, em 2007, seguida pela
producao de carne de aves (30,37%) e a de bovino (21,66%).

O Brasil ¢ o quarto maior produtor de carne suina e o quarto maior exportador mundial,
segundo o relatorio da Associagdo Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de Carne
Suina, 2012/2013 (ABIPECS), com um rebanho de 39.306.718 cabecas (IBGE, 2011). A
producao nacional em 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 15,0 Kg per capita
por ano, em 2012. Nesse mesmo ano exportou-se 581 mil toneladas para 60 paises, gerando 1,49
bilhdes de dolares em receita cambial. Esses nimeros poderiam ser maiores se nao fossem os
entraves da exportacdao devido a problemas diversos, entre eles os de origem sanitaria (Doenga de
Aujezky, Encefalopatia Espongiforme Bovina, Gripe avidria e Febre aftosa) levando a imposigao
de barreiras comerciais as exportagdes de carne suina (RODRIGUES et al., 2009).

A alta taxa de mortalidade dos leitdes ¢ quase que exclusiva pela ocorréncia de diarreia
apods a primeira semana de vida, as quais persistem por cerca de quatro a oito dias, mesmo com o
uso de antidiarreicos convencionais. Sua etiologia ¢ complexa, com um ou mais agentes
infecciosos (bactéria, virus e protozoario) estdo presentes em varias combinagdes. Estes
microrganismos exacerbam seu efeito patogénico quando os leitdes sdo criados na presenca de
fatores de risco, geralmente ligados ao manejo € ao meio-ambiente. Sua importancia econdmica
se deve nao so pelo indice de mortalidade dos leitdes, mas também pelas consequéncias negativas
sobre o desenvolvimento, decréscimo na taxa de ganho de peso e conversdo alimentar, e
excessivos gastos com medicamentos para seu controle (MORES et al., 1991).

2.2 Complexo gastrenterites
Diarreia € a principal manifestacao clinica das infecgdes entéricas, que representam um
problema importante na suinocultura tecnificada, devido as grandes perdas econdmicas, em



fung@o dos gastos com antibidticos, aumento da mortalidade, necessidade de manejo, cuidados
com os animais doentes e conversao alimentar inadequada (HOLLAND, 1990).

Nesse distarbio ha perda de solutos e agua, que leva a deplegdo de eletrolitos,
desequilibrio acido-basico e desidratacdo, que pode ser fatal se ndo tratada adequadamente. A
fun¢do principal do intestino delgado (ID) ¢ absor¢do de nutrientes e, para isso, a mucosa
intestinal possui estruturas que aumentam a superficie total de absor¢do tornando esse processo
mais eficaz. O intestino grosso (IG), principalmente, o cdlon espiral, tem a fun¢do de diminuir a
perda fecal de eletrolitos e agua (KIERSZENBAUM, 2004). O aumento da quantidade de agua
presente nas fezes pode ocorrer quando ha lesdo ou aumento da passagem de fluidos no ID ou
reducdo na capacidade do colon de absorver solutos e fluidos provenientes do ID (VAN BEERS-
SCHREURS et al., 1998). Os mecanismos fisiopatologicos estdo associado as caracteristicas
particulares de cada patdgeno.

Em rebanhos afetados, a taxa de mortalidade pode ser até¢ cinco vezes maior, podendo
chegar a 8%, e os leitdes levam em média 2,3 dias a mais para atingir 25 Kg de peso. Sua
etiologia ¢ complexa, onde um ou mais agentes infecciosos (bactérias, virus ou protozodrios)
estdo presentes em varias combinacdes. Porém, estes micro-organismos exacerbam seu efeito
patogénico quando os leitdes sdo criados na presenca de fatores de risco, geralmente ligados ao
manejo € meio-ambiente, uma vez que os agentes infecciosos estdo presentes, tanto em rebanhos
com problemas, como em rebanhos sem problemas. (MORES; AMARAL, 2001).

Calderaro et al. (2001) por exemplo, atribuiram como principais agentes causadores de
diarreia Escherichia coli e Cystoisospora suis ( = Isospora suis), ao observar em fezes diarreicas,
a frequéncia de: 40,2% de E. coli, 31,6% de C. suis, 10,6% de Rotavirus e 1,2% de Clostridium
perfringens, no entanto 32,8% dos leitdes que tiveram diarreia ndo foram diagnosticados para
nenhum dos agentes investigados (além desses Salmonella sp. e Yersinia sp. também foram
pesquisados). Zlotowski et al. (2008) fizeram uma correlagdo da idade dos leitdes com os
principais agentes causadores de diarreia (Quadro 1), e discriminam como gastroenterites
transmissiveis (TGE), os agentes ndo determinados. No entanto, o conhecimento da patogenia das
diarreias em suinos e os patdgenos responsaveis ¢ uma importante ferramenta para o diagnostico
da doenca. Desta forma, tratamento e medidas de controle podem ser tomados, para minimizar as
perdas financeiras.

Quadro 1; Principais agentes etiologicos responsaveis pela prevaléncia das diarreias por idade
(Maternidade a Terminacdo), adaptado de ZLOTOWSKI et al., 2008.

Idade (dias) Patogeno
Maternidade 05 ESCher!Chla COII,_TGE, Clostridium sp., diarreia nutricional
(Rotavirus, Cystoisospora)
Maternidade 6.1 Cystmsoqurg, Rotavirus, E. coli, (Strongyloides,
Cryptosporidium)
Creche 21-60 E. coli, Rotavirus, Cryptosporidium, PCV2 (Coronavirus)
Recria 60-100 Brachyspira, Lawsonia, E. coli, Salmonella, PCV2
Terminagio 100-Abate | Brachyspira, Lawsonia, Salmonella, PCV2

Legenda: () = pouca importancia ou pouco prevalente na idade, PCV2= circovirus suino tipo 2, TGE= gastrenterite
transmissivel




2.3 Parabasalideos

Tricomonoses sdo causadas por protozoarios flagelados que pertencem ao filo Parabasalia.
Estudos ultraestruturais e filogenéticos realizados a nivel molecular permitiram uma nova
organizagdo 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 importadncia em saude publica,
agrupados dentro das ordens Trichomonadida e Tritrichomonadida, respectivamente. Dados
apresentados no Quadro 2.

Quadro 2; Organizacdo taxonOmica para os principais parabasalideos de importancia em saude
publica, exemplificando os principais géneros (Cepicka et al., 2010).

Filo Parabasalia

Classe 1 Trichomonadea
Ordem1 Trichomonadida
Familia 1Trichomonadidae
Geénero Trichomonas, Pentatrichomonas, Tetratrichomonas
Classe 2 Tritrichomonadea
Ordem 1Tritrichomonadida
Familia 1Tritrichomonadidae
Geénero Tritrichomonas,
Familia 2 Dientamoebidae

Género Dientamoeba

Estes protozoarios sdo eucariontes, unicelulares e reproduzem-se por divisdo bindria,
através de mitose do tipo fechada com fuso extranuclear. Sdo caracterizados pela presenca de até
seis flagelos, um aparato parabasal - Complexo de Golgi com filamentos parabasais associados
(HONIGBERG, 1990) e do complexo pelta-axostilo, que ¢ formado por um sistema de
microtubulos (BENCHIMOL et al., 1993). Entretanto, a principal caracteristica desses
parabasalideos ¢ a presenc¢a de hidrogenossomos, local de formag¢ao de moléculas de hidrogénio,
de fundamental importancia, uma vez que esses flagelados ndo tém mitocondrias nem
peroxissomos (LINDMARK; MULLER, 1973). As principais estruturas e organelas celulares
estdo representadas na figura 1.



Fonte: MIFLEJ, 2010.
Figura 1. Esquema geral das familias Tritrichomonadidae e Trichomonadidea, representadas por
Tritrichomonas foetus (a) e Trichomonas vaginalis (b), respectivamente, destacando as principais organelas
e estruturas celulares. AF, flagelos anteriores; RF, flagelo recorrente; UM, membrana ondulante; P, pelta;
Ax, axostilo; C, costa; H, hidrogenossomos; V, vactiolos; G, complexo de Golgi; N, nucleo; Nu, nucleolo;
ER, reticulo endoplasmatico; S, filamento sigmoide; BB, corpusculos basais; PF, filamento parabasal.

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



Esses protozodrios sdo parasitos extracelulares e durante as fases inicias de cultivo sdo
piriformes, com locomogdo 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, formagdo de pseudocisto, transformacdo morfoldgica do protozodrio em uma
forma compacta, sem motilidade, sem uma parede de cisto verdadeiro. Benchimol (2004) em seu
estudo com culturas puras de Tritrichomonas foetus revelou que a formagdo de pseudocisto pode
ser rapida, efetuada por determinados regimes de refrigeracdo e aquecimento € que OS
pseudocistos podem reverter para a sua forma trofozoita sobre reaquecimento.

2.4 Morfologia
2.4.1 Membrana plasmatica

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

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

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

2.4.2 Citoesqueleto

Estes parabasalideos apresentam um citoesqueleto bem desenvolvido, formado
principalmente pelo complexo pelta-axoéstilo, a costa (exceto nos flagelados que ndo possuem a
membrana ondulante), os filamentos parabasais, o0s corpusculos basais e numerosos
microfilamentos, que tém suas funcdes desconhecidas (BENCHIMOL et al., 2000).

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

O sistema pelta-axostilar encontra-se associado com outras estruturas celulares como o
reticulo endoplasmatico, granulos de glicogénio, hidrogenossomos e o nucleo. O reticulo
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endoplasmatico rugoso deve fornecer Ca** aos microtubulos do axostilo como em outros sistemas
celulares. Os hidrogenossomos provavelmente fornecem adenosina trifosfato (ATP), semelhante
ao que ocorre com microtubulos e mitocondrias (BENCHIMOL et al., 2000).

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

Os filamentos parabasais estdo presentes em todos os parabasalideos e sdao encontrados
proximos ao complexo de Golgi. A associacao destes filamentos com o complexo de Golgi forma
o aparelho parabasal (HONIGBERG; BRUGEROLLE, 1990). BENCHIMOL et al. (2001)
sugeriram que esses filamentos tém um papel funcional na migra¢do do Golgi, junto com os
corpusculos basais e os flagelos, durante a mitose.

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

Os flagelos, tanto os anteriores como o recorrente, t€m origem nos corpusculos basais,
localizados na regido anterior da célula (HONIGBERG et al., 1971). O flagelo recorrente se
mantém ao longo da superficie da célula, formando a membrana ondulante. Através de
videomicroscopia, Monteiro-Leal et al. (1996) demonstraram que todos os flagelos participam do
movimento da célula, e que a batida dos flagelos anteriores ¢ um tipo ciliar, exibindo tracos
eficazes e de recuperacdo, 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 proprio eixo e produza uma
rotacao.

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

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

2.4.3 Vacuolos e lisossomos

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

Os lisossomos sdo organelas envoltas por membrana Unica e estdo presentes como
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grandes compartimentos citoplasmaticos. Apesar de ndo existir uma regido preferencial para a
ocorréncia da endocitose, os lisossomos e fagolisossomos encontram-se localizados
predominantemente na regido posterior da célula. Ja os vactolos movimentam-se € sao
encontrados principalmente na regido perinuclear, embora se possa encontra-los em todo o
citoplasma (AFFONSO et al., 1997).

2.4.4 Hidrogenossomos

O hidrogenossomo ¢ uma organela esférica ou levemente alongada, envolvida no
metabolismo de energia, tipico de eucariotos de vida anaerdbica ou que vivem em ambiente com
baixa tensdo de oxigénio e que carecem de mitocondrias. Esta presente em varias espécies de
parabasalideos e outros protistas como ciliados de vida livre, ciliados presentes no rimen e em
alguns fungos (BENCHIMOL; ENGELKE, 2003).

Os hidrogenossomos apresentam-se em grande numero no citoplasma celular e
geralmente associados a granulos de glicogénio e a estruturas do citoesqueleto, como o axostilo e
a costa. Possuem dupla membrana e uma vesicula periférica, que ¢ independente da dupla
membrana e da matriz, formando um compartimento distinto. A associagcao dos hidrogenossomos
com o reticulo endoplasmatico foi descrita, e poderia ser um indicio de fornecimento de lipidios
para o crescimento dos hidrogenossomos (BENCHIMOL et al.,1996; 2000; 2008). A proximidade
dos hidrogenossomos com outras estruturas celulares deve estar relacionada ao fornecimento de
ATP, tal como ocorre com a associagdo ja descrita entre mitoconrias e microtibulos em células de
eucariotos superiores (HEGGENESS et al., 1978).

Em condigdes anaerobicas, o hidrogenossomo produz didxido de carbono (CO,),
hidrogénio molecular (H;) e acetato pela oxidacdo do piruvato. Este processo ¢ acompanhado
pela producdo de ATP (MULLER, 1993; BENCHIMOL; ENGELKE, 2003).

2.4.5 Reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico desses parabasalideos ¢ normalmente visualizado ao redor do
nucleo formando a membrana externa do envoltdério nuclear. Mas também pode ser encontrada
proxima aos hidrogenossomos e ao axdstilo (BENCHIMOL et al., 2000). Os ribossomos podem
ser visualizados aderidos a membrana do reticulo endoplasmadtico, formando o reticulo
endoplasmatico rugoso, ou livres no citoplasma (BENCHIMOL et al., 2001). Evidéncias tém
demonstrado a participac¢ao do reticulo endoplasmatico em processos de autofagia e sequestro de
calcio (DE SOUZA; BENCHIMOL, 1988).

2.4.6 Complexo de Golgi

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

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

2.4.7 Nucleo

Quando ndo estdo em processo de divisdo, esses protozoarios apresentam um uUnico
nucleo localizado preferencialmente na regido anterior da célula. O envoltdrio nuclear ¢ formado
por duas membranas (BENCHIMOL et al., 1982). A matriz nuclear possui filamentos
organizados diferentes dos filamentos presentes em outros organismos, onde a regido abaixo do
envoltorio nuclear apresenta uma malha mais frouxa que a regido central. O envoltorio nuclear se
apresenta como em eucariotos superiores. A por¢ao mais externa estd em continuagdo com o
reticulo enquanto a membrana interna se encontra voltada para a matriz nuclear. Inumeros
complexos de poros tipicos estao distribuidos ao longo do envoltério (BENCHIMOL et al., 1982;
BENCHIMOL, 2004).

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

2.5 Patologia

Algumas espécies de Parabasalideos tém sido isoladas a partir de amostras ambientais e
podem representar espécies de vida livre. No entanto, a maioria das espécies formam intera¢des
simbioticas ou parasitarias com varios hospedeiros animais. Habitam a cavidade oral, digestoria e
urogenital de hospedeiros invertebrados e vertebrados. Alguns desses flagelados sdo patogénicos
tanto para os animais quanto para humanos.

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

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

Embora sejam considerados portadores assintomaticos, os homens podem apresentar
infec¢dao urogenital periddica, com uretrite purulenta e até prostatite, infertilidade e uretrite nao-
gonococica (LOPEZ et al., 2000). Existem fortes indicios de que o alto teor de zinco (Zn™)
encontrado no fluido espermadtico iniba a proliferacdo do parasito, criando um ambiente hostil
(KHAW; PANOSIAN, 1995). Este parece ser um dos fatores responsaveis pela curta duracao da
infec¢do nos homens.

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

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

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

Inicialmente se acreditava que estas quatro espécies encontradas em humanos eram
especificas dessas determinadas regides. Porém, varios relatos clinicos tém demonstrado que
estas espécies podem ser encontradas em locais atipicos. Por exemplo, P. hominis foi encontrada
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em areas além do trato gastrintestinal, sendo descrito em abscessos hepaticos (JACOBSEN et al.,
1987; HONIGBERG; BRUGEROLLE, 1990) e em amostras vaginais (CRUCITTI et al., 2004).
Um caso fatal de derrame pleural exsudativo em uma mulher com lupus eritematoso sist€émico,
que albergava P. hominis, tanto no trato intestinal quanto na pleura, (JONGWUTIWES et al.,
2000). Em 2013, P. hominis foi isolada de um homem de 68 anos que apresentava febre, diarreia
mucosa, tenesmo e artralgia; sua presenca foi atribuida a artrite reumatica (COMPAORE et al.,
2013). Trichomonas tenax foi identificado por microscopia e métodos moleculares em extensdes
do trato respiratorio superior ¢ inferior (LETERRIER et al., 2012). Assim como, T. vaginalis ¢ P.
hominis JONGWUTIWES et al., 2000; DUBOUCHER et al., 2003; CARTER; WHITHAUS,
2008) também foram isoladas no trato respiratorio. Esses achados sugerem que estas espécies sao
capazes de se adaptar e proliferar fora de seus locais usuais do corpo.

Dentre as espécies de Parabasalideos de importancia veterinaria, Tritrichomonas foetus
(RIEDMULLER, 1928) ¢ a mais conhecida por causar a tricomonose genital bovina, que provoca
graves prejuizos financeiros e economicos nos EUA, Canada e América do Sul, bem como em
outras regides do mundo onde o controle sanitirio ¢ deficiente ou o sistema de producgdo ¢
extensivo, com a pratica de monta natural (ALSTAD et al., 1984; BONDURANT, 1985).

Em bovinos, T. foetus ¢ sexualmente transmissivel, sendo caracterizado por infec¢do
cronica do trato genital com inflamagdo e falhas reprodutivas. Parasita inicialmente a vagina,
causando vaginite, e entdo migra para o utero e ovidutos. A infeccdo procede lentamente, sem
interferir na fertilizagdo ou no desenvolvimento fetal, mas a evolucdo pode afetar o feto em
desenvolvimento, o que resulta em abortamento e esterilidade (RODNING et al., 2008). O touro
¢ portador assintomatico e nao exibindo claramente a infec¢do, nem adquiri naturalmente
imunidade contra a mesma (ANDERSON et al., 1994), e assim passa a infectar varias vacas.
Com a idade, ha aumento da profundidade das criptas prepuciais, o que favorece as condigdes de
anaerobiose, por isso os touros mais velhos tém maiores riscos de adquirirem a doenca e mantém-
se como portadores permanentes (SINGH et al., 1999). Os prejuizos econdomicos ocorrem em
consequéncia de uma baixa taxa de natalidade e do aumento do intervalo entre partos, que
resultam na redu¢@o da produgao de leite e carne, e no aumento dos gastos com medicamentos.

Essa espécie, T. foetus, ja foi isolada em outros hospedeiros, como suinos, equinos ¢
cervideos (SKIRROW, BONDURANT, 1988), ¢ mais recentemente foi isolado de caes com
diarreia (GOOKIN et al., 2005) e em gatos com colite e piometra (YAEGER, GOOKIN, 2005;
DAHLGREN et al., 2007). Desde entao, T. foetus vem recebendo destaque na clinica de animais
de companhia como agente causador da tricomoniase entérica felina (LEVY et al., 2003).
Clinicamente, a infec¢do manifesta-se como doenca do intestino grosso com sinais que variam de
assintomaticos a diarreia cronica intratavel, que pode ser continua, ou pode apresentar picos em
um determinado curso de tempo (GOOKIN et al., 2001; FOSTER et al., 2004; HALE et al.,
2009). Muitas vezes ha um aumento da frequéncia de defecacdo, que estd associado com a
flatuléncia e tenesmo, podendo ocorrer irritagdo anal grave e incontinéncia fecal. Tricomoniase
felina ¢ geralmente predominante nas populagdes jovens, densamente alojados. Em gatos
experimentalmente infectados, T. foetus ¢ restrito ao ileo, ceco e cdlon. Gookin et al. (2001)
observaram um aumento da seriedade da diarreia, assim como uma maior eliminacdo dos
trofozoitas nas fezes, quando os gatos estavam com coinfecgao com Cryptosporidium spp.

Tritrichomonas foetus e Tritrichomonas suis sdo espécies muito semelhantes
fisiologicamente e compartilham muitos antigenos comuns, o que vem causando discussao
quanto a identificacdo especifica entre as espécies, sendo consideradas a mesma espécie, por
muitos (FELLEISEN, 1998; LUN et al., 2005; HAMPL et al., 2006). Todavia, a nomenclatura
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causa enorme discussdo entre os pesquisadores. De acordo com as regras Internacionais de
Nomenclatura Zoologica, e apoiado por muitos pesquisadores (HIBLER et al., 1960;
FELLEISEN, 1998; TACHEZY et al., 2002; LUN et al., 2005) T. suis foi o primeiro a ser
descrito ¢ por isso tem prioridade sobre T. foetus. Baseado nas diferengas genéticas e do
hospedeiro foi proposto por Doi et al. (2013), que T. suis fosse dividido em dois genétipos
“felino” e “bovino”, sendo que este infecta ambos hospedeiros: bovinos e suinos, causando
quadro de diarreia em suinos.

2.5.1 Tricomonose suina

Em 1938, foi evidenciado por Hegner e Alicata, que suinos jovens com historico de
disenteria, apresentavam sinais visiveis de problemas respiratorios como espirros, epistaxe,
dispneia, tosse, além de deformagdo da maxila. Esse quadro, mais tarde foi relatado com
evolugdo agressiva, onde os animais apresentavam bronquite, pneumonia, encefalite, hemoptise
uni ou bilateral, com indice de mortalidade entre 20% a 30% (SWITZER, 1951; SPLINDER et
al., 1953; RUTTER, 1985), com comprovagdo do parasitismo por T. suis em 80 a 90% dos suinos
que morreram com a doenga. Contudo, a presenca de T. suis na cavidade nasal de suinos permitiu
a associacdo dessa espécie a Rinite Atrofica (HEGNER, ALICATA, 1938; SWITZER, 1951;
SPLINDER et al., 1953; FITZGERALD et al., 1954; PINK, YAROSEVICK, 1957).

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

Tritrichomonas suis foi identificado em suinos que apresentavam enterite necrdtica e
relatado recentemente como agente etiologico invasor da lamina prépria da mucosa entérica, com
grande multiplicacdo dentro das criptas intestinais, fatores estes que seriam responsaveis pelos
sinais clinicos de diarreia (KITANO et al., 1991; DIMOCK, 1992; MOSTEGL et al., 2011).
Kitano et al. (1991) descreveram que nas infecgdes por T. SUiS ocorre o espessamento da mucosa
do ceco e do célon, com epitélio coberto por numerosos noédulos de coloragdo esbranquicada e
tumefagdo dos linfondos mesentéricos. Microscopicamente, observaram que ocorre degeneragao,
descamacdo e necrose epitelial, hiperplasia das criptas e necrose da submucosa. Contudo,
estabeleceram a relagdo desse parasito no intestino de suinos jovens com a manifestacdo de
diarreia seguida de morte do hospedeiro.

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

Experimentalmente foi demonstrado que T. Suis proveniente de suinos pode infectar o
sistema genital de bovinos fémeas, e produzir um quadro classico de tricomoniase. Touros podem
transmitir venereamente T. Suis, e também podem se recuperar espontanecamente. Em
contrapartida, T. foetus pode ser encontrado no ceco de suinos inoculados por via intranasal
(FITZGERALD et al., 1958a; 1958b). Foram também evidenciadas infec¢des por T. suis,
provenientes de suinos, em galinhas infectadas por via oral (SHAW; BUTTREY, 1959) e vaginite
em porcas (KAZANOWSKA et al., 1965). O fato de que T. foetus também possa se estabelecer
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no ceco ¢ na vagina de porcas, sugere que esses protozodrios t€ém baixa especificidade por
hospedeiro, podendo ocorrer ocasionalmente, sob condi¢des naturais infecgdes em hospedeiro e
o6rgdos nao habituais. E associado ao fato de T. foetus e T. suis serem muito semelhantes
morfologicamente e praticamente indistinguiveis genotipicamente (TACHEZY et al., 2002; LUN
et al., 2005), esses experimentos apoiariam a hipotese de que T. foetus e T. suis seriam a mesma
espécie.

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

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

Li, W et al. (2014) ndo so6 relataram a presenga do protozoario, como através de infeccao
experimental conseguiu provar que o agente tem capacidade de se multiplicar no ceco dos leitdes,
causando diarreia e que a principal via de transmissao € feco-oral. Além disso, demonstraram que
o0 parasitismo associado entre P. hominis e Escherichia coli pode intensificar e agravar o episodio
de diarreia, sendo capaz de levar o animal a morte.

2.6 Potencial zoondtico

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

Pelo menos cinco espécies desses flagelados (P. hominis, T. tenax, T. vaginalis, T. foetus e
Trichomonas gallinarum) foram identificados no trato respiratorio humano. Elas 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). De acordo com Duboucher et al. (2005) esses parabasalideos
sao microaerodfilos, logo, ¢ improvavel que iniciam a causa da doenga pulmonar, mas sao
oportunistas que podem causar infecgdes secundarias e agravar os sintomas e prolongando a
doenga. A frequéncia de infecgdes pulmonares por tricomonose pode ser maior do que o relatado
em funcao da dificil diferenciacdo dos flagelados por microscopia Optica, em amostras clinicas.

Historicamente esses parabasalideos ndo eram considerados responsaveis por infec¢des
emergentes por apresentar-se envolvidos ndo so regioes especificas de infec¢do, como também
hospedeiro-especifico. No entanto, a presenca de um mesmo protozoario com uma grande
diversidade de hospedeiros, atribuido a diferentes distarbios clinicos indicam que esses
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organismos sdo oportunistas e se multiplicam em condi¢des favoraveis. Infecgdes do trato
digestivo por parabasalideos também estdo cada vez mais reconhecido como comuns (MARITZ
et al., 2014).

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

2.7 Diagnostico

A tricomonose (genital ou digestiva) ndo tem sinais clinicos patognomonicos, portanto o
diagnodstico conclusivo deve ser laboratorial (PELLEGRIN, 1997). Que 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 etioldgicos. Para reduzir os efeitos de baixa
sensibilidade desses métodos de diagnostico, tém sido desenvolvido métodos moleculares para
identificagdo direta de agentes causadores de enfermidades infecciosas. Entre estas técnicas,
destaca-se a hibridizagdo utilizando-se sondas moleculares e a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), que possibilitam um diagnostico preciso e seguro (MORGAN; THOMPSON, 1998;
NICKEL et al., 2002).

2.7.1 Microscopia direta e cultivo

A identificacdo microscopica estd baseada na morfologia e motilidade caracteristica do
parasito (CAMPERO et al., 2003). Para o exame direto, a amostra recém colhida ¢ montada em
lamina de microscopia e observada em objetiva de 40. Trata-se de um método menos sensivel
que o cultivo, pois a quantidade de parasita é relativamente baixa quando comparada a cultura o
que pode induzir a resultados falso negativos, portanto a cultura ¢ o principal método de
isolamento e identificagdo dos microrganismos (SOUSA et al., 1991).

Para a detecg@o do protozoario, o material coletado deve ser inoculado e transportado em
meio de transporte e enriquecimento Diamond modificado, enriquecido com 10% de soro fetal
bovino e mescla de antibidticos (penicilina, estreptomicina e anfotericina B). Esse meio deve ser
transportado a temperatura ambiente, protegido da luz e o mais rapido possivel ao laboratorio,
pois o diagnodstico dependente da viabilidade do microrganismo. Entdo sdo incubados a 37°C por
7 a 10 dias, com observagdo diaria do crescimento em microscopia de contraste de fase. A
presenca de protozoarios moveis, de morfologia piriforme confere positividade ao material, a
presenca de flagelos anteriores e um flagelo posterior devem ser confirmados pela coloragao
(APPEL et al. 1993).

O diagnoéstico por cultivo pode apresentar dificuldades quando as amostras a serem
analisadas estiverem contaminadas, quando a quantidade de parasitos da amostra for pequena ou
pela presenga de parasitos invidveis, resultando em falsos negativos.

2.7.2 Métodos Moleculares: PCR e Hibridizagao in situ
A biologia molecular tem tornado possivel o emprego de técnicas de diagnodstico por meio
de sondas moleculares e a amplificacio especifica de fragmentos de DNA por PCR,
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incrementando a rapidez, a especificidade e a sensibilidade do diagnostico laboratorial
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A reagao de PCR ¢ uma técnica de amplificagdo enzimatica de sequéncias especificas de
DNA. Para a amplificagdo, requere-se um conhecimento prévio da sequéncia alvo ou, pelo
menos, parte dela, pois dois oligonucleotideos (primers) sdo utilizados para definir de forma
especifica o fragmento a ser amplificado, em uma reacdo com repetitivos ciclos de temperatura
previamente definidos, na presenca de bases nitrogenadas e da enzima Taq DNA polimerase. A
regido do DNA gendmico a ser amplificada ¢ definida pelos oligonucleotideos sintéticos
(primers), que funcionam como os iniciadores da reagdo de polimerizagdo, se anelando
especificamente as suas sequéncias. Entre as vantagens da técnica de PCR sobre outros métodos
convencionais destacam-se a rapidez, a simplicidade da técnica, as elevadas taxas de
especificidade e sensibilidade, permitindo a detec¢do de uma inica molécula de DNA na amostra.
Pois consegue-se a replicagdo de milhdes de copias de um fragmento alvo, baseando-se na
capacidade de duplicagdo do acido nucléico (SILVA-PEREIRA, 2003; CAMPERO et al., 2003).

A reagao de PCR oferece ainda, como vantagem, a rapidez na execugao e a possibilidade
da automagdao do método. Este método pode ser utilizado com eficacia para o diagnoéstico
complementar a cultura do protozoario ou até mesmo como diagnostico primario e unico da
infeccdo (RILEY et al., 1995). Além disso, com o advento da PCR em tempo real, PCR
convencional com um mecanismo de detec¢ao e quantificagdao por fluorescéncia, os processos de
amplificacdo, deteccdo ¢ quantificacdo de DNA passaram a ser realizados em uma tUnica etapa,
agilizando a obtencdo de resultados e diminuindo o risco de contaminagdo da amostra, sendo
portanto ainda mais sensivel € preciso.

A hibridizagdo in situ ¢ uma técnica baseada na detecgdo de pequenos segmentos de DNA
ou RNA a partir de "sondas" especificas. As sondas sdo sequéncias de nucleotideos
complementares desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do DNA ou RNA que se deseja
identificar. Para a visualizagdo da reagdo entre as moléculas de DNA ou RNA em estudo e as
sondas, estas podem ser associadas a moléculas radioativas, fluorescentes ou biotiniladas
(semelhante a técnica de imuno-histoquimica). A hibridizacdo pode ser aplicada em material
rotineiramente fixado em formol e em parafina, em alguns casos pode-se até utilizar material
obtido de necropsias (MCNICOL; FARQUHARSON, 1997).

Esta técnica ¢ menos sensivel que a reacdo da polimerase em cadeia (PCR), pois além da
identificagdo do DNA/RNA desejado, as tecnologias de amplificagdo sdo capazes de,
simultaneamente, identificar um patogeno e fornecer réplicas da seqliéncia alvo (SILVA-
PEREIRA, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execucao

Os animais utilizados no presente estudo pertencem a suinocultura da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no municipio de Seropédica, Microrregiao
de Itaguai - RJ (22°46°43.7°’S 43°39°54.7°W). Submetida a CEUA/IV/UFRRIJ; N°096/2014
(Anexo E).

3.2 Animais

Neste estudo foram utilizados 106 leitdes desmamados com frequentes episodios de
diarreia, dentre eles 58 leitdes da fase de creche, entre 28 e 50 dias de idade, e 48 leitdoes da fase
de engorda, entre 60 ¢ 100 dias de idade, com um total de 52 fémeas e 54 machos. Todos os
animais eram mesti¢os das ragas Large White, Pietrain, Landrace e Duroc, criados em regime de
semiconfinamento.

3.3 Manejo dos animais

Os animais ao serem desmamados com 28 dias de idade, aproximadamente, foram
transferidos para creches suspensas, com piso ripado de polipropileno (também conhecido como
fazenddo), em lotes de trés animais por baia. A higienizacdo ¢ feita a seco com vassoura duas
vezes ao dia e limpeza imida duas vezes por semana. A alimentacdo na creche ¢ fornecida a
vontade em cochos semiautomaticos, com racao a base de milho e soja, com trés composicdes
diferentes de acordo com a idade, com livre acesso a agua limpa e de qualidade. As matrizes sao
vermifugadas 15 dias antes do parto, evitando infeccdo 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 animais permanecem na creche até
completar 60 dias de idade, quando atingem aproximadamente 25 kg, em seguida sdo
encaminhados as baias coletivas com cerca de 10 animais por baia, a alimentacdo passa a ser
fornecida duas vezes ao dia, com limpeza diaria do recinto. Além da higienizagdo e desinfeccao ¢
realizado ainda o vazio sanitario.

3.4 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 e
com coloragdo escura, que nao respondem a antibioticoterapia convencional. Durante os quadros
de disenteria o animal apresentava tenesmo, prostragdo, com tendéncia a se isolar dos outros
animais, magreza e perda de apetite (Figura 2).
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Figura 2; Fotografias (A-F) que ilustram os sinais clinicos dos leitdes do rebanho da suinocultura
da UFRRJ, Campus Seropédica, RJ. Animais com disenteria (A), prostracdo (A, B, C e D),
desidratacdo, magreza (D) e tenesmo (E e F).

3.5 Coleta material
Foram coletadas amostras fecais de todos os leitdes com até 100 dias, (amostragem

17



populacional), totalizando 106 animais, estes foram contidos individualmente em estacdo. As
fezes foram coletadas apds estimulo das ampolas retais (dactiloestimulagdo), apos a evacuacao,
recolhidas com as maos cal¢adas com luvas cirlrgicas, sem que estas entrem em contato com o
piso. As fezes dos mais jovens foram coletadas com auxilio de tubo plastico estéril (equipo
utilizado para hidratacdo parenteral), que foi introduzido na ampola retal, sendo entao realizados
movimentos circulares e de friccao (Figura 3).

Figura 3: Fotografias (A-F) que ilustram a coleta de amostras fecais diretamente da ampola retal
(C,D,E e F), apos a dactoestimulagdo anal (A e B) dos leitdes. Suinocultura da UFRRJ, Campus
Seropédica, RJ.
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As amostras de cada animal foram armazenadas individualmente a fresco, em temperatura
ambiente (cerca de 25 a 28 °C) até serem transportadas para o laboratério de Patologia da
Reproducao, localizado no Anexo I do Instituto de Veterinaria da UFRRJ.

3.6 Meios de enriquecimento para o isolamento

Para o isolamento dos protozoarios, os meios de cultura Hanks (HANKS; WALLACE,
1949), Diamond (DIAMOND, 1957), Caldo Peptonado e 199, que ja havia sido utilizado por
Amin et al. (2010) foram previamente preparados assepticamente no setor de meios de cultivo do
laboratorio de Patologia da Reproducdo e mantidos em geladeira com a temperatura de = 5°C.
Esses meios s6 eram retirados da geladeira 30 minutos antes de serem utilizados para a
inoculagdo dos protozoarios. Além desses, trés novos meios foram utilizados: CHD, que consiste
na homogeneiza¢ao dos meios Caldo Peptonado, Hanks e Diamond; CH, composto por Caldo
Peptonado e Hanks; e Coquetel, constituido 199, Caldo Peptonado e Hanks. Composi¢do dos
meios descritos se encontram nos anexos A a G. A todos os meios foram acrescentados os
antibidticos: Penicilina (2.000.000 UI/L), Estreptomicina (1,5 mg/L), Anfotericina (2 mg/L) e
Gentamicina (400 mg/L).

Todo o material utilizado para a preparagdo dos meios, incluindo a vidraria que recebia as
aliquotas dos mesmos, que seriam posteriormente usados para semeadura, foram previamente
esterilizados por autoclavagem a 121°C por 15 minutos e posteriormente mantidos em condigdes
assépticas.

3.7 Diagnéstico e manutencio das amostras (repique)

3.7.1 Exame microscopico direto

No laboratorio, as fezes coletadas foram pesadas, e 10 gramas foram 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 observagdo em objetiva de 10. A
visualizagdo de pelo menos um parasito vivo com os 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 até 10 dias, iniciando-se a
triagem das culturas geralmente apos 24 horas. As culturas onde houve a multiplicagdo dos
protozoarios tiveram uma aliquota de 1 mL transferida para novos frascos (1° repique) contendo
SmL dos meios de manuten¢ao Diamond, Caldo Peptonado, 199, CH, CHD e Coquetel (Figura
4). Aos frascos contendo as culturas foram adicionados 0,5 mL de vaselina liquida esterilizada.
As culturas entdo foram mantidas por repiques para meio novo a cada 48 horas, apos serem
avaliadas em microscopia Optica, em objetiva de 10 para deteccao de trofozoitas moveis. Culturas
negativas foram mantidas por pelo menos 10 dias sem repiques e reavaliadas a cada dois dias. Se
confirmado o resultado negativo ap6s esse periodo, elas eram devidamente descartadas.

3.7.2 Analise morfologica
O exame morfoldgico 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 preparacdo de esfregacos que foram secos ao ar.
ApoOs a secagem as laminas foram fixadas em etanol absoluto por 30 minutos e coradas pelo
método do Panotico rapido® (Primo star iLEDZeiss®). A identificagdo morfologica foi realizada
em microscopia Optica em objetiva de 40 e 100.
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Figura 4; Ilustragdo do processamento das fezes, manejo das amostras e manutencao das culturas
através de repiques.

3.7.3 Biologia molecular através da Reacio em Cadeia da Polimerase — PCR
3.7.3.1 Extracao de DNA total

Para as analises moleculares, cultura de T. foetus (cepa K) e de P. hominis, cepa isolada de
felino em 2014, foram utilizadas como controle positivo das reagdes de PCR. Culturas de
protozoarios dos suinos foram submetidas a processamento para extracdo de DNA. As culturas
em fase logaritmica foram centrifugadas (Microcentrifuga Eppendorf 5417R) a 16.000 g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet utilizado para a extragdo de DNA gendémico. O
DNA foi extraido com auxilio da resina Instagene Matrix® (BioRad) conforme instru¢des do
fabricante.

A concentragdo do DNA extraido ¢ a razdo da absorbancia 260/280 foram determinadas
em espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo Scientific®). As amostras foram mantidas em freezer a
-20°C, até o momento da analise no localizado Laboratorio Multiusuario de Biologia Molecular.
Anexo II do Instituto de Veterinaria da UFRRJ.

3.7.3.2 Oligonucleotideos iniciadores

Para a execugdo da PCR foram utilizados iniciadores (primers) que amplificam as regides
ITS 1 e 2 e gene ribossomal 5.8S, para identificagdo de duas familias: Trichomonadidae e
Tritrichomonadidae, TFR1 (5’-TGC TTC AGT TCA GCG GGT CTT CC-3’) e TFR2 (5’-CGG
TAG GTG AAC CTG CCG TTG G-3) desenvolvidos por Felleissen et al. (1998) cujo produto
final apresenta 372 pares de bases. Além deste, foi utilizado um segundo par de primers espécie-
especifico para T. foetus, TFR3 (5’- CGG GTC TTC CTA TAT GAG ACA GAA CC- 3’) e TFR4
(5’-CCTGCC GTT GGA TCA GTT TCG TTA A-3’) com produto final de 347 pares de bases
(FELLEISEN et al., 1998) e um terceiro par de primers espécie-especifico para P. hominis,
Th3(5'- TGT AAA CGA TGC CGA CAG AG -3") e Th5 (5'-CAA CAC TGA AGC CAA TGC
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GAG C-3") com um produto final de 339 pares de base (CRUCITTI et al., 2004).

3.7.3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase

A PCR foi conduzida com um volume total de reacao de 20 pl usando aproximadamente
20 ng do DNA genémico, 0,2 mM de cada primer, 0,2 mM de cada ANTP, 3,0 mM MgCp ¢ 0,5 U
Taq DNA polymerase (Invitrogen). A reagdo foi realizada em termociclador (TProfessional 96
modelo 070-901) seguindo as condigdes: desnaturagao a 94°C por 30 segundos; anelamento a 66
°C, 30 segundos; extensao a 72°C, 90 segundos, acompanhando 40 ciclos com extensdo final por
15 minutos a 72 °C. Aliquotas das reacdes de amplificacdo foram analisadas por eletroforese em
gel de agarose a 2%. Os géis foram corados em brometo de etidio e a visualizagdo dos acidos
nucleicos foi feita em transiluminador (BIO RAD® HOODII).

3.8 Analises estatistica

Os dados obtidos foram inseridos em planilhas de Excel, para serem analisados pelo teste
qui-quadrado e de Fischer exato quando recomendado, a nivel de 5% de significancia, segundo
Sampaio (2000).
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4 RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 Frequéncia de parabasalideos

No primeiro exame de microscopia Optica, realizado cerca de duas horas ap6s a coleta do
material, em nenhuma das 106 amostras de fezes de suino (diluidas em PBS) com desenterias, foi
possivel a visualizacdo do protozoario 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 a 28 °C), para o protozoario retornar a forma vegetativa e comegar a se
locomover.

Das 106 amostras analisadas foi possivel a visualiza¢do do flagelado em 75 amostras ao
exame de microscopia Optica, ou seja, 70,75% dos animais foram positivos. Nas outras 31
amostras (29,25%), nao houve a visualizacdo do mesmo. Trinta e nove das 75 amostras positivas
corresponderam as fémeas (52%), enquanto 36 aos machos (48%). Do total de amostras onde nao
foi visualizado o protozoario, 58,07% (18 amostras) foram dos machos e 41,93% (13 amostras)
das fémeas. Dentre as fémeas, 75% foram positivas e 25% negativas, enquanto 70,37% dos
machos foram positivos e 29,63% negativos. Contudo, ap6s analise do teste qui-quadrado, foi
possivel verificar que ndo houve diferenga significativa na relacdo da presenca do protozoario nas
fezes com o sexo do animal, (p>0,05). Dados representados na Tabela 1.

Tabela 1; Resultado do exame direto das amostras dos leitdes com disenteria, segundo sexo, para

a presenga de parabasalideos, na suinocultura.
NUMERO DE ANIMAIS
SEXO
Positivos % Negativos % Total %
Macho 36 48 18 58,07 54 50,94
Fémea 39 52 13 41,93 52 49,06
Total 75 70,75 31 29,25 106 100

* Teste Exato de Fisher p=0,4658

Com relacdo a faixa etaria, 58 das 106 amostras fecais, foram referentes a leitdes na fase
de creche (28 e 50 dias de idade), representando 54,71% do total das amostras. As outras 48
amostras foram de leitdes que estavam na fase de engorda, e apresentavam entre 60 e 100 dias de
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idade, aproximadamente 45,26% do total das amostras.

Dentre as 75 amostras dos leitdes positivos, 38 foram de animais da fase de creche
(50,66%) e 37 de animais da fase de engorda (49,34%). Das 31 amostras negativas, 20 foram de
animais da creche (64,51%) e 11 de animais da engorda (35,49%). Dentre as amostras dos leitdes
da creche, 65,52% foram positivos, enquanto 34,48% foram negativos. Nos animais de engorda, a
porcentagem de positivos foi de 77,08% e de negativos foi de 22,92%. Apesar de distinto o
percentual de positividade entre os leitdes da creche e leitdes de engorda, nao houve diferenca
estatistica em relagdo a presenga do protozoario com os leitdes de diferentes categorias. (p=0,05).
Dados representados na Tabela 2.

Tabela 2; Resultado do exame direto das amostras dos leitdes com disenteria, segundo faixa
etaria, para a presenca de Parabasalideos, na suinocultura.

NUMERO DE ANIMAIS
IDADE
Positivos % Negativos % Total %
Creche
38 50,66 20 64,51 58 55
< 50 dias
Engorda
37 49,34 11 35,49 48 45
> 60 dias
Total 75 70,75 31 29,25 106 100

* Teste Exato de Fisher p=0,2069

A alta prevaléncia de Parabasalideos encontrada no estudo, 70,75%, ¢ muito semelhante a
descrita por Caccio et al. (2012) onde 52 dos 74 leitdes examinados encontravam-se positivos,
cerca de 70,27% e a Pakandl em 1994, no qual foram examinadas 842 matrizes, sendo 77%
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 hibridiza¢do 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 por¢do 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 et al. (2011).

A diversidade parasitaria em suinos permanece negligenciada em varios aspectos, apesar
da alta mortalidade de leitdes causada por episodios de diarreia, ndo responsiva a
antibioticoterapia; poucos estudos sobre os possiveis agentes etioldgicos sao relatados, sendo a
grande maioria dos casos atribuida a E. coli e C. suis (= I. suis)(ZLOTOWSKI et al., 2008;
CALDERARO et al., 2001). Diante da alta frequéncia de Parabasalideos relatada e a alta
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correlacdo desses com distirbio digestivos em diferentes espécies, estes devem ser incluidos
como diagnostico diferencial de diarreia ndo s6 em suinos como nas demais hospedeiros.

4.2 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 e 199, CHD, CH e Coquetel) se a concentrac¢do de fezes no
meio ndo fosse alta. E por isso ndo foram analisadas morfologicamente e nem identificadas por
PCR.

Hiber et al. (1960) afirmaram que Tritrichomonas rotunda se desenvolve em meios de
cultivo por pouco tempo se ndo houver extrato cecal no meio, e que Trichomonas buttrey nao
pode nem ser repicado sem este extrato. O que justificaria o fato de algumas culturas s6 se
desenvolverem nos meios usados se a concentragdo de fezes no meio fosse alta. Outra
possibilidade ¢ que nessas culturas poderiam ter outros protozodrios que sdo proximos
filogeneticamente, mas possivelmente ndo pertencem as Ordens Trichomonadida e
Tritrichomonadida, e por isso os meios de cultura ndo permitiram seu desenvolvimento em baixa
concentracao de fezes.

Dos meios usados, Diamond, referéncia para o isolamento desses flagelados (APPEL et
al. 1993), foi o Unico que ndo 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 multiplicacdao era lenta, a cultura nao 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 protozodrios, consumindo os nutrientes ou mesmo mudando caracteristicas
fisico-quimicas que impediram o desenvolvimento dos parabasalideos. Cobo et al. (2003)
também ndo obtiveram sucesso no cultivos de Tetratrichomonas sp. neste mesmo meio.

O Caldo Peptonado permitiu o desenvolvimento dos protozoarios em algumas amostras,
porém ndo foi capaz de manté-las vidveis por muito tempo; as culturas rapidamente saturavam e
em determinado momento ndo foi possivel repica-las, a ndo ser fossem introduzidas em outros
meios (CHD, CH e/ou Coquetel).

No meio 199, usado anteriormente por Amin et al. (2009) no isolamento de
Tetratrichomonas gallinarum e Trichomonas gallinae, algumas cepas ndo foram capazes de se
desenvolver, enquanto a maioria delas se adaptaram e se multiplicaram, o que divergiu da baixa
taxa de crescimento dos trofozoitas relatado por eles. Todavia, a combinagdo dos meios entre si
(CHD, CH e coquetel), foi a melhor maneira de se isolar os flagelados, além do melhor
crescimento, as culturas nestes meios foram capazes de se manter por mais tempo. Contudo,
novas pesquisas quantitativas necessitam ser feitas com um nimero experimental que permita
uma padronizacdo e consequente analise estatistica, com o intuito de se identificar os meios mais
indicados para cada espécie, comparando as taxa de crescimento, mortalidade e tempo de
manutencao nas culturas nos diferentes meios.

Em cultura, os trofozoitas apresentavam movimentacdo 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
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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 sejam inerente a composi¢do fisico-
quimica de cada amostra.

As culturas se desenvolveram bem a temperatura de 34°C, e ficaram ainda melhores
quando colocadas em microaerofilia, através da utilizacdo de vaselina liquida, apresentaram
crescimento maior € com menor contaminagdo bacteriana e fungica quando comparado as
mesmas cepas isoladas em meios de cultura sem a vaselina. Entretanto, todas as culturas
mantiveram contaminag¢do por bactérias, que foram resistentes a varios antibidticos. Nao foi
possivel a axenizagdo de nenhuma cultura analisada. Sempre que se eliminavam as bactérias do
meio, as culturas ndo resistiam. A dependéncia desses parabasalideos por bactérias foi
nitidamente observada, e segundo Cobo et al (2003), a digestao de bactérias ¢ provavelmente a
fonte mais importante de compostos nitrogenados para o seu crescimento. Contudo, € necessario
um grande nimero de bactérias (vivas ou mortas) na cultura, visto que a capacidade biossintética
desses flagelados ¢ muito limitada.

As culturas com maci¢a contaminagdo bacteriana, nao tiveram sua morfologia analisada e
ndo foram identificadas por PCR, em funcdo da grande quantidade de bactérias e da baixa
concentracao de trofozoitos, contudo ha uma necessidade de se investir em mais pesquisas nao so
com meios de cultura que reduzam a contaminagdo, como em novas técnicas de extragdo de DNA
ou métodos de PCR mais sensiveis e precisos como PCR em Tempo Real.

A maioria das cepas resistiram em um mesmo meio, sem repiques, por cerca de 10 dias
enquanto outras resistiram por semanas € até meses.

4.3 Morfologia

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

Todavia, organismos de tamanho variados em uma mesma cultura foram claramente
visiveis (Figura 5 F) possivelmente por estarem em fases distintas do seu metabolismo, sendo
frenquente a observacdo de células em processo mitotico, com dois nucleos (Figura 5 J,L). As
células dos protozodrios apresentaram formato que variava de arredondada (Figura 5 B;C) a
piriformes (Figura 5 D,F), flagelo posterior livre, flagelos anteriores, uma membrana ondulante,
axo6stilo de tamanho variado de uma amostra para outra (Figura 5 A,B,C), um nucleo sempre na
porg¢do anterior da célula e o corpo parabasal visualizado acima do ntcleo (Figura 5 B,F). Além
disso, vactolos foram vistos por todo o citoplasma. As bactérias foram frequentemente
encontradas dentro das vesiculas e proximas a superficie das células da maioria dos protozoarios
examinados (Figura 5 G,M).

O grande nimero de vesiculas foi semelhante aos encontrados em T. foetus
(BENCHIMOL et al., 1986), Tetratrichomonas didelphidis (ANDERSEN; REILLY, 1965),
Pentatrichomonas (JENSEN; HAMMOND, 1964) e Tetratrichomonas sp (COBO et al., 2003).
De acordo com Cobo et al. (2003), estes tipos de vesiculas podem ser vactiolos endociticos, como
resultado de fagocitose de bactérias, assim como outras particulas solidas. Portanto, esses
parabasalideos sdo capazes de realizar atividade fagocitaria, internalizar e posteriormente
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degradar bactérias. Em vivo essa relacdo com bactérias ¢ relatada como fator agravante nos
disturbios intestinais (LI, W et al., 2014).

Figura 5; Morfologia dos parabasalideos (A, B, C, D, E, F, G, H, 1, J, L e M), coradas pelo método
Panotico rapido®, observados por microscopia Optica em objetiva de 100. ax: axoéstilo; cp: corpo
parabasal; fa: flagelo anterior; fp: flagelo posterior; mo: membrana ondulante; n: nucleo; v: vacuolos; vb:
vactolos com bactérias.
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A microscopia Optica ¢ um excelente método para a descricdo da morfologia desses
flagelados, porém, diante da complexibilidade morfoldgica e do grau de semelhanga entre as
espécies, ndo deve ser o unico método de diagnostico, pois ndo fornece parametros suficientes
para se fazer a diferenciagdo das espécies, o que justifica o fato da analise molecular ser
priorizada por muitos autores (HAYES et al., 2003; TACHEZY et al., 2002; LI, W et al 2014; LI,
W-C et al., 2014).

4.4 Analise de DNA

Trinta e cinco amostras de culturas diagnosticadas como positivas para o protozoario
flagelado, por microscopia Optica, apresentaram uma menor contaminagdo bacteriana com maior
concentracao de trofozoitas e foram submetidas a analise molecular. Trinta amostras analisadas
produziram a amplificagdo das regides ITS 1 e 2, e gene ribossomal 5,8S especificos para
identificagdo das familias Trichomonadidae e Tritrichomonadidae, com o produto da
amplificag¢@o apresentando cerca de 379 pb usando os primers TFR1 e TFR2. Portanto, 30 das 35
amostras analisadas, 85,71% pertencem a estas familias (Figuras 6 e 7).
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379 pb

Figura 6; Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR amplificados com iniciadores TFR1
e TFR2. Controle negativo do mix (coluna 1); amostras de suinos TP1-TP15 (coluna 2-16); controle
negativo da extragdo (coluna 17); controle negativo do ambiente (coluna 18); controle positivo de reagao
(coluna 19) correspondente a aproximadamente 379pb.

Quando foi utilizado os primers espécie-especifico para P. hominis 10/30 amostras foram
consideradas positivas (33,33%) com base na amplificacdo de 339 pares de base, Th3 e ThS
(Figura 8). Nao foram observados produtos de amplificagdo utilizando-se os de primers espécie-
especifico para T. foetus, TFR3 e TFR4. No entanto, no controle positivo (DNA equivalente a 100
trofozoitos T. foetus cepa K) foi possivel observar uma forte amplificagdo de uma banda de
aproximadamente 347 pb (Tabela 3).
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Figura 7; Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR amplificados com iniciadores TFR1
e TFR2. Controle negativo do mix (coluna 1); amostras de suinos TP16-TP35 (linha 2-22); vazio (coluna
23, 27,28 e 29); controle negativo da extragdo (linha 24); controle negativo do ambiente (coluna 25); e
controle positivo (coluna 26 e 30) correspondente a aproximadamente 379pb.
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Figura 8; Electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de PCR amplificados com iniciadores Th3 e
ThS. Controle negativo do mix (coluna 1); amostras de suinos TP2-TP4 e TP7-TP14 (coluna 2-14);
controle negativo de extracdo (coluna 18 ¢ 19) e controle positivo (linha 15-17 e 20) correspondente a
aproximadamente 339pb.
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Tabela 3; Resultados das culturas positivas em microscopia Optica, em relagdo aos resultados com analise
genotipica (PCR) para as familias Tritrichomonadidae e Trichomonadidae, e para espécie-especifica
(Pentatrichomonas hominis) de 35 amostras oriundas de leitdes com episdédio de diarréia, de uma
suinocultura localizada no municipio de Seropédica/RJ.

RESULTADOS
AMOSTRA Cultura PCR
Familia P. hominis

TP1 Positivo Positivo Negativo
TP2 Positivo Positivo Positivo
TP3 Positivo Positivo Negativo
TP4 Positivo Positivo Positivo
TP5 Positivo Negativo --
TP6 Positivo Negativo -
TP7 Positivo Positivo Negativo
TPS8 Positivo Positivo Positivo
TP9 Positivo Positivo Negativo
TP10 Positivo Positivo Negativo
TP11 Positivo Positivo Positivo
TP12 Positivo Positivo Positivo
TP13 Positivo Positivo Negativo
TP14 Positivo Positivo Negativo
TP15 Positivo Positivo Negativo
TP16 Positivo Positivo Negativo
TP17 Positivo Positivo Negativo
TP18 Positivo Negativo -
TP19 Positivo Positivo Positivo
TP20 Positivo Positivo Positivo
TP21 Positivo Positivo Negativo
TP22 Positivo Positivo Negativo
TP23 Positivo Positivo Negativo
TP24 Positivo Positivo Negativo
TP25 Positivo Positivo Positivo
TP26 Positivo Positivo Positivo
TP27 Positivo Positivo Negativo
TP28 Positivo Positivo Negativo
TP29 Positivo Positivo Negativo
TP30 Positivo Negativo -
TP31 Positivo Positivo Negativo
TP32 Positivo Negativo -
TP33 Positivo Positivo Positivo
TP34 Positivo Positivo Negativo
TP35 Positivo Positivo Negativo

Total de 100% 85,71% 33.33%

Positivas

Legenda: TP: Codificacdo utilizada no laboratorio para a identificacao das espécies; ---: amostras que nao

foram analisadas por PCR para a espécie P. hominis.

Em fungdo da auséncia de primers espécie-especifico para as demais espécies das familias
Tritrichomonadidae e Tritrichomonadidae ndo foi possivel a determinagdo das outras espécies
presentes. Sendo portanto necessario o sequenciamento de todas as amostras onde ndo houve a
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identifica¢do do protozoario (Dados ilustrados na figura 9). Cinco amostras que se apresentaram
positivas na cultura e que nao pertence as familias Trichomonadidae e Tritrichomonadidae
deverao ser cautelosamente analisadas para futura identificagao do flagelado, pois podem se tratar
de espécies importantes como Dientamoeba fragilis, ja descrita anteriormente em suinos, com
uma alta prevaléncia, 63,16% (CACCIO et al., 2012) e que também ¢ atribuida a disenterias em
humanos e outros animais (LANKESTER et al., 2010; STARK et al., 2010). Ou mesmo ser
referentes a outras espécies nao relatadas anteriormente que também podem estar relacionadas
aos episodios de diarreia, ou simplesmente ser patdgenos oportunistas.

5 amostras
Vi Parabasalideos

35 amostras 10 amostras
analisadas Pentatrichomonas
hominis
75 amostras (+) (PCEL 30 amostras
/ Mic. optica Trichomonadideos
106 AMOSTRAS - Tritrichomonadideos
ANALISADAS 40 amostras ~ 20 amostras
Contaminadas .
™~ Sequenciamento
31 amostras (-)
Mic. optica

Figura 9: Esquematizagdo das 106 amostras de leitdes analisadas e diagnosticadas por microscopia optica
e PCR.

Doi et al. (2013) encontraram uma prevaléncia de parabasalideos de aproximadamente
64,0% (41 das 64 amostras positivas) no exame direto sob microscopia Optica, e afirmaram que
infecg@o por T. foetus é comum em suinos no Japao, ao diagnosticar por analise molecular, que 36
dos 64 suinos (56,3% de positividade), encontravam-se parasitados por T. foetus. Entretanto, no
presente estudo ndo foi identificado T. foetus em nenhuma das amostras analisadas.

Este ¢ o primeiro relato da ocorréncia de P. hominis em leitdes com disenterias no Brasil,
e o segundo no mundo. Foi investigado parabasalideos em um rebanho acometido por diarreia e
isolado P. hominis do trato intestinal de 10 leitdes naturalmente infectados. O primeiro caso foi
descrito na China, (LI, W-C et al., 2014), quando foi isolado P. hominis do contetdo do ceco, de
um Unico leitdo apatico com menos de quatro semanas de idade, que teve episddios de diarreia
aquosa antes de morrer. Esses pesquisadores experimentalmente, reproduziram a infec¢do em
outros leitdes, e estes desenvolveram a patologia; um deles morreu logo ap6s o inicio do quadro
de diarreia. Pentatrichomonas hominis também tem sido relatado em associagdo com diarreia e
distirbios digestivos em humanos e outros mamiferos, incluindo os cdes e gatos. Portanto a
capacidade da espécie de causar perturbagdo gastrintestinal nesses hospedeiros ¢ indicada por
muitos autores (GOOKIN et al., 2001; LEVY et al., 2003; WANG et al., 2006; COMPAORE et
al., 2013; LI, W-C et al., 2014).
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A habilidade desses protozoarios de se desenvolver em uma ampla gama de hospedeiros
causando infec¢des em diferentes tecidos, ¢ legitimado pelo crescente isolamento do protozoario,
em hospedeiros que ndo foram descritos anteriormente, como P. hominis em felinos e suinos, e os
isolamentos em locais atipicos, P. hominis isolado do pulmao e da articulacdo de humanos. Essa
casuistica aumenta a preocupagdo frente aos riscos desses agentes para a saide humana e animal,
sobretudo pelo possivel potencial zoondtico (OKAMOTO et al.,1998; DUBOUCHER et al.,
2005, 2006; ZALONIS et al. 2011; CHAOQUN YAO, 2012; DIMASUAY, RIVERA, 2013;
MARITZ et al., 2014).

Diante da grande populacdo de suinos no Brasil, mais de 39 milhdes, o papel destes como
reservatorios de P. hominis devem ser cautelosamente considerados, ndo so pela existéncia de um
contato proximo com seres humanos, mas também pela notdria dificuldade na destinacdo dos
residuos organicos (fezes) desses animais.
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5 CONCLUSOES

o Conclui-se que parabasalideos sdo frequentes em leitdes com disenterias;

o Parabasalideos devem ser incluidos como diagndstico diferencial de disenterias
nao s6 em suinos como nas demais espécies;

° Os meios CHD, CH e Coquetel foram a melhor maneira de se isolar
parabasalideos, com menor contaminag¢do bacteriana e maior multiplicacao dos trofozoitas;

J A vaselina liquida ¢ um excelente aliado no isolamento desses flagelados;

o O método de Panotico Rapido auxilia na identificagdo desses flagelados, porém
novas técnicas de coloracdo devem ser aprimoradas para permitir a diferenciagdo das espécies;

o A infecg¢do por P. hominis pode ser uma causa comum de tricomonose em leitdes
com desenterias;

o O sequenciamento génico das demais espécies encontradas necessita ser realizado

para determinar as outras espécies envolvidas no parasitismo e possivelmente na ocorréncia de
diarreias, o que possibilitara ndo s6 o desenvolvimento de primers espécie-especifico, como
também a compreensdo da diversidade desses protozoarios em suinos.
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Anexo A: Tabela de composi¢ao do meio de cultura Diamond.

COMPOSICAO CONCENTRACAO mg/L

Acido ascérbico

Cisteina

Extrato de levedura

Fosfato de potassio monobasico
Fosfato de potassio dibasico
Maltose

Peptona de caseina
Soro bovino inativado

Agua destilada q.s.p

120

600

6000

400

400

3000
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Anexo B: Tabela de composi¢ao do meio de cultura Hank’s.

COMPOSICAO CONCENTRACAO mg/L

Bicarbonato de sodio 350
Cloreto de calcio dihidratado 140
Cloreto de potassio 400
Dextrose 1000
Extrato de levedura 100
Fosfato de sodio monobdsico 120
Fosfato dibasico de potassio 60
Hidrolisado de lactoalbumina 5000
Sulfato de magnésio hepta hidratado 200
Vermelho de fenol 24
Soro bovino inativado 0,1L
Agua destilada q.s.p 1L
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Anexo C: Tabela de composi¢do do meio de cultura Caldo Peptonado

COMPOSICAO

CONCENTRACAO mg/L

Cloreto de sodio

Dextrose

Extrato de carne

Fosfato dibasico de sddio 12xhidratado
Peptona bacterioldgica

Vitamina C

Soro bovino inativado

Agua destilada q.s.p

3000
25
3000
2000
10000

500
0,1 L

1L
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ANEXO D: Composi¢ao do meio de cultura 199.

COMPOSICAO CONCF;ZTII}ACAO COMPOSICAO CONCFIJIZTII}ACAO
Acetato de retinol 0,14 L-fenilalanina 25
Acido folico 0,01 L-glutamina 100
Acido nicotinico 0,025 L-histidina. HCL.H,O 21,88
Acido p-aminobenzoico 0,05 L-isoleucina 20
Adenina sulfato 10 L-leucina 60
Bicarbonato de sédio 50 L-lisina. HCL 70
Calciferol 0,1 L-metionina 15
Cloreto de colina 0,5 L-prolina 40
Cloreto de potassio 400 L-serina 25
Cloreto de sodio 6800 L-tirosina 57,7
Colesterol 0,2 L-treonina 30
Deoxiribose 0,5 L-triptofano 10
Fosfato de sodio
monobésico 125 L-valina 20
Fosfato de tocoferol Na 0,01 Menadione 0,01
Glicina 50 Niacinamida 0,025
Glicose 1000 Nitrato de ferro 0,72
Glutationa 0,05 Pantotenato de calcio 0,01
Guanina. HCL 0,3 Piridoxal. HCL 0,025
Hidroxiprolina 10 Piridoxina. HCL 0,025
Hipoxantina 0,3 Riboflavina 0,01
Inositol 0,05 Ribose 0,5
L-acido aspartico 30 Sulfato de magnésio 200
L-acido glutdmico 75 Tiamina. HCI 0,01
L-alanina 25 Timina 0,3
L-arginina. HCL 70 Tween 80 20
L-cisteina. HCL. H20 0,11 Vermelho de fenol 20
L-cistina 26 Xantina Na 0,344
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ANEXO E: Tabela de composi¢ao do meio de cultura Coquetel

COMPOSICAO CONCENTRACAO COMPOSICAO CONCENTRACAO
mg/L mg/L
Acetato de retinol 0,035 L-cistina 6,5
Acido folico 0,0025 L-fenilalanina 6,25
Acido nicotinico 0,00625 L-glutamina 25
Acido p-aminobenzoico 0,0125 L-histidina. HCL.H,O 5,47
Adenina sulfato 2.5 L-isoleucina 5
Bicarbonato de sddio 187,5 L-leucina 15
Calciferol 0,025 L-lisina. HCL 17,5
Cloreto de calcio dihidratado 70 L-metionina 3,75
Cloreto de colina 0,125 L-prolina 10
Cloreto de potassio 300 L-serina 6,25
Cloreto de sodio 2450 L-tirosina 14,425
Colesterol 0,05 L-treonina 7,5
Dextrose 506,25 L-triptofano 2.5
Deoxiribose 0,125 L-valina 5
Extrato de carne 750 Menadione 0,0025
Extrato de levedura 50 Niacinamida 0,00625
Fosfato de sodio monobasico 91,25 Nitrato de ferro 0,18
Fosfato dibasico de potassio 30 Pantotenato de calcio 0,0025
lfgiﬁzatagébaswo de  sodio 500 Peptona bacteriologica 2500
Fosfato de tocoferol Na 0,0025 Piridoxal. HCL 0,00625
Glicina 12,5 Piridoxina. HCL 0,00625
Glicose 250 Riboflavina 0,0025
Glutationa 0,0125 Ribose 0,125
Guanina. HCL 0,075 Sulfato de magnésio 50
Hidrolisado de lactoalbumina 2500 Sulfato de magnésio 7.H,O 100
Hidroxiprolina 2,5 Tiamina. HCI 0,0025
Hipoxantina 0,075 Timina 0,075
Inositol 0,0125 Tween 80 5
L-acido aspartico 7,5 Vermelho de fenol 17
L-4cido glutamico 18,75 Vitamina C 125
L-alanina 6,25 Xantina Na 0,086
L-arginina. HCL 17,5 Soro bovino inativado 0,1L
L-cisteina. HCL. H,O 0,0275 Agua destilada q.s.p 1L
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ANEXO F: Tabela de composi¢ao do meio CHD

COMPOSICAO CONCENTRACAO mg/ mL
Bicarbonato de sodio 175
Cisteina 150
Cloreto de calcio 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 sodio monobdsico 60
Fosfato dibasico de potéassio 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
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ANEXO G: Tabela de composicao do meio de cultura CH

COMPOSICAO CONCENTRACAO mg/mL

Bicarbonato de sodio 175
Cloreto de célcio dihidratado 70
Cloreto de potassio 200
Cloreto de sodio 1500
Dextrose 512,5
Extrato de carne 1500
Extrato de levedura 50
Fosfato de so6dio monobdsico 60
Fosfato dibasico de potassio 30
Fosfato dibasico de sodio 12xhidratado 1000
Hidrolisado de lactoalbumina 2500
Peptona bacteriologica 5000
Sulfato de magnésio hepta hidratado 100
Vermelho de fenol 12
Vitamina C 250
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Anexo H; Declaracdo de submissdao CEUA/IV/UFRRI.
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