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RESUMO

DOS SANTOS, Caroline Spitz. Parabasalideos de animais domeésticos: morfologia,
diagnostico e algumas consideracdes epidemioldgicas. 2016. 182p. Tese (Ciéncias
Veterinarias, Sanidade Animal), Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O estudo sobre parabasalideos em animais de companhia vem ganhando cada vez mais
atencdo por sua associacdo a quadros de diarreia. O flagelado Pentatrichomonas hominis foi
relatado em associa¢do com gatos domésticos desde o inicio do século 20. Por ser um parasito
eurixénico, ja foi descrito em diversos hospedeiros, incluindo os seres humanos, caes,
bovinos, ratos e uma variedade de animais selvagens. Assim também outra espécie de
parabasalideo com grande importancia na pecuéria, Tritrichomonas foetus j& foi descrito em
gatos, suinos, e em humanos também. Tais observacbes levantam ddvidas sobre o potencial
zoonotico de ambas as espécies e sua inespecificidade hospedeira. Este estudo teve por
objetivos diagnosticar espécies de parabasalideos encontrados em gatos utilizando de analise
morfolégica e molecular. Para tanto, este estudo foi dividido em duas partes para avaliar duas
populagdes felinas distintas. Na primeira parte, 41 animais de um gatil de experimentacéo
foram avaliados. Vinte e seis por cento dos animais (11) foram positivos para P. hominis,
tanto no exame a fresco quanto na cultura. O DNA foi extraido das amostras em cultura e 0s
genes de rRNA foram amplificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando
iniciadores universais (TFR1 e 2) e outros dois espécies especificos para T. foetus (TFR3 e 4)
e P. hominis (TH3 e 5). A anélise morfologica dos trofozoitos revelou a presenca de cinco
flagelos anteriores, ndcleo redondo e axdéstilo afunilando de maneira uniforme, caracteristico
de P. hominis. Os resultados da morfologia foram confirmados pelo estudo molecular. O
sequenciamento dos isolados revelou 100% de similaridade de sequéncia com P. hominis
isolado de gato e de cdo depositados no Genbank. Este € o primeiro estudo realizado no Brasil
sobre a presenca de parabasalideos em gatos utilizando dados morfol6gicos e moleculares e o
unico na literatura onde somente P. hominis foi isolado. Na segunda parte deste estudo, 77
amostras de fezes de gatos provenientes do atendimento clinico do HVPA-UFRRJ foram
examinadas. Somente quatro amostras apresentaram positivas. A andlise morfologica
demonstrou protozoarios predominantemente piriformes com tres flagelos anteriores, ndcleo
alongado e axdstilo terminando bruscamente em filete caracteristico de T. foetus. Na

microscopia eletronica de varredura e de transmisséo, foram visualizados caracteres de
Xviii



identificagdo semelhantes aos descritos na literatura para T. foetus. A analise molecular,
confirmou o diagnéstico morfoldgico nas quatro amostras, e no sequenciamento apresentaram
99,7-100% de similaridade com sequencias de T. foetus depositadas no Genbank. Apesar da
analise morfoldgica ter reconhecido somente T. foetus nas quatro amostras, trés delas foram
positivas também para P. hominis na analise molecular utilizada como diagnostico diferencial
utilizando iniciadores espécie-especifica (TH3 e TH5). O estudo molecular foi utilizado como
ferramenta confirmatdria da presenca de somente uma especie presente nas fezes avaliadas.
Isso demonstra que ndo sé T. foetus foi identificado pelo presente estudo, como também a
coinfeccdo por P. hominis em felinos. Estas informagdes s6 foram confirmadas quando se
utilizou as técnicas de diagndstico em conjunto como anélise morfoldgica simples e biologia

molecular.

Palavras-chave: Pentatrichomonas hominis, Tritrichomonas foetus, diagndéstico, fezes, gatos.
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ABSTRACT
DOS SANTOS, Caroline Spitz. Parabasalids of domestic animals: morphology, diagnosis
and some epidemiological considerations. 2016. 182p. Thesis (Veterinary Science, Animal
Health), Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2016.

The study on parabasalids in companion animals is gaining more attention for its
association with diarrhea. The flagellate Pentatrichomonas hominis has been reported in
association with domestic cats since the early 20th century. As a eurixenic parasite has been
described in several hosts, including humans, dogs, bovines, rats, and a variety of wild
animals. Another parabasalid with great importance in livestock, Tritrichomonas foetus has
been also described in cats, pigs, and humans. These observations raise questions about the
zoonotic potential of both species and their host specificity. This study aimed to diagnose
parabasalid species found in cats using morphological and molecular analysis. Therefore, this
study was divided into two parts to assess two different cat populations. In the first part, 41
animals in a trial cattery were evaluated. Twenty-six percent of the animals (11) were positive
for P. hominis, at both techniques as fresh examination and culture. The DNA was extracted
from the samples in culture and rRNA genes were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) using universal primers (TFR1 and 2) and other two specific species for T. foetus
(TFR3 and 4) and P. hominis (TH3 and 5). Morphological analysis of trophozoites revealed
the presence of five previous plagues core round and axostyle tapering uniform, characteristic
way of P. hominis. The results of morphology were confirmed by molecular study. The
sequencing of the isolates revealed a sequence with 100% similarity to P. hominis isolated
from cats and dogs deposited in Genbank. This is the first study in Brazil with pointed out the
presence of Parabasalids in cats by using morphological and molecular data and it is the one
in the literature where P. hominis was isolated. In the second part of this study, 77 samples of
feces from cats from the clinical care of HVPA-UFRRJ were examined. Only four of 77
samples tested were positive. Morphological analysis showed predominantly pear-shaped
protozoa with three previous scourges, elongated nucleus and axdstilo abruptly ending in
characteristic fillet in T. fetus. In scanning electron microscopy and transmission, were
visualized the identifying characters were similar to those previously reported for T. foetus.
Molecular analysis confirmed the morphological diagnosis in the organism from four samples

showed a sequence with 99.7 to 100% of similarity. It was deposited in Genbank as T. foetus.
XX



Despite the morphological analysis have recognized only T. foetus in the four samples
examined, three of them were also positive for P. hominis in molecular analysis used as a
differential diagnosis using species-specific primers (TH3 and TH5). The molecular analysis
was used as a confirmatory tool for the presence of only one species present in evaluated
feces. This demonstrated that not only T. foetus was identified in this study, but a co-infection
by P. hominis cats could be considered. This indication was only confirmed as a diagnostic
techniques when the morphological analysis and molecular biology were used to confirm both

species.

Keywords: Pentatrichomonas hominis, Tritrichomonas foetus, diagnosis, feces, cats.
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1 INTRODUCAO

Membros do filo Parabasalia sdo protozoérios flagelados e amitocondriais, possuem
uma organela caracterizada por um corpo parabasal, trés a cinco flagelos anteriores, uma
membrana ondulante, a qual forma um flagelo posterior, e axdstilo (Honingberg 1973).

Embora varios membros deste Filo possuam baixa patogenicidade, muitos considerados
apenas como habitantes comensais no intestino, cavidades, nasal e oral; algumas espécies
podem ser responsaveis por doencas de importancia médica e veterinaria. Trichomonas
vaginalis (Donné, 1836), por exemplo, é responsavel pela doenca sexualmente transmissivel
de origem ndo viral mais importante que acomete a espécie humana. Tritrichomonas foetus
(Riedmdller, 1928) Wenrich & Emmerson 1933 é considerada a espécie de maior importancia
em Medicina Veterinéria por causar abortamento em bovinos, gerando com isso, grandes
perdas para a pecuaria. Também tem sido implicado como agente causador da diarreia de
intestino grosso em gatos domesticados. Outra espécie patogénica, Trichomonas gallinae
(Rivolta, 1878), afeta aves de diferentes ordens e pode causar doenga severa ou mesmo fatal
as aves acometidas (LAWSON et. al, 2011).

Tradicionalmente, espécies desses protozoarios foram identificados e diferenciados,
com base em caracteristicas morfoldgicas, como numero de flagelos anteriores nos géneros
Tritrichomonas, Tetratrichomonas ou Trichomonas, e Pentatrichomonas, onde a procedéncia
determina a espécie hospedeira, sendo considerado a priori especifico daquele hospedeiro.
Entretanto, com o uso da biologia molecular é cada vez maior os questionamentos a respeito
da real especificidade apresentada por algumas espécies de parabasalideos, como por
exemplo: Pentatrichomonas hominis que ja foi diagnosticado ndo s6 em diversos mamiferos,
mas também em aves e répteis. Outro exemplo, T. foetus, que foi primeiramente
diagnosticado em bovinos e hoje também tem sido assinalado no intestino de gatos. Desta
forma as ferramentas moleculares aliadas a morfofisiologia permitem uma correta
identificacdo das mais variadas espécies de parabasalideos. No Brasil, poucos estudos foram
conduzidos com o proposito de diagnosticar corretamente as espécies que podem parasitar
animais domésticos. Como h& muito a ser pesquisado sobre as espécies das familias
Trichomonadidae (Chalmers & Pekkola, 1918) sensu Hampl, Vrli'k, Cepicka, Pecka, Kulda
& Tachezy, 2006) e Tritrichomonadidae (Honigberg, 1963) Hampl, Vrli'k, Cepicka, Pecka,
Kulda&Tachezy, 2006) que podem ser identificadas em animais domésticos e na espécie

humana.



O presente estudo tem como objetivo identificar as espécies de parabasalideos presentes

nas fezes de gatos com com base na anélise morfoldgica e molecular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 0OS PARABASALIDEOS

2.1.1 Um breve historico

O Filo Parabasalia (Honingberg 1973) é formado por organismos flagelados
amitocondriais anaerdbicos, sendo que uma grande parte das espécies vivem
endobioticamente como organismos comensais no intestino de varios hospedeiros animais, e
em raras exce¢des como espécies de vida livre (CEPICKA et al., 2010). Representantes
reconhecidamente patogénicos de importancia médica e veterinaria incluem as espécies T.
vaginalis, T. foetus e Histomonas. meleagridis (Smith, 1895) (HAMPL et al., 2004).

Parabasalideos (Parabasalia) representam um grupo relativamente grande de
flagelados, com 450 espécies descritas (ADL et al., 2007) as quais tem como caracteristicas a
presenca de hidrogenossomos (mitocéndrias modificadas), um arranjo mastigonte atipico
(definido de cinetossomos e seus apéndices, um corpusculo parabasal (complexo de Golgi
ligado a fibras estriadas). A divisdo nuclear ocorre por pleuromitose fechada com fuso
extranuclear. Com algumas excecfes parabasalideos ndo formam cistos (BRUGEROLLE,
1973; FARMER, 1993; DOLAN et al., 2004; HAMPL et al., 2007),

Atualmente, o Filo Parabasalia é dividido em cinco classes (Hypotrichomonadea,
Cristamonadea, Trichoniphea, Spirotrichonyphea, Trichomonadea e Tritrichomonadea)
(HAMPL et al., 2006; CEPICKA et al., 2010). As principais espécies de parabasalideos de
importancia meédica e veterinaria encontram-se nas classes Trichomonadea (KIRBY, 1947
sensu MARGULLIS, 1974) e Tritrichomonadea (CEPICKA et al., 2010).

A classe Trichomonadea é constituida por duas ordens, Honigbergiellida e
Trichomonadida. A ordem Trichomonadida é formada por uma unica familia, a
Trichomonadidae (Chalmers & Pekkola, 1918 sensu HampL, Vrlik, Cepicka, Pecka, Kulda &
Tachezy, 2006), que abriga oito géneros, Trichomonas (Donné, 1836), Tetratrichomonas
(Parisi, 1910), Pentatrichomonas (Mesnil, 1914), Pseudotrypanosoma (Grassi, 1917),
Trichomitopsis (Kofoid & Swezy, 1919), Cochlosoma (Kotlan, 1923), Pentatrichomonoides
(Kirby, 1931), Trichomonoides (Brugerolle & Bordereau, 2004). Dentre 0s representantes
desta familia encontram-se 0s patégenos, T. vaginalis, parasito do trato urogenital de
humanos, T. gallinae, parasito da cavidade bucal e do ceco de aves, (HAMPL et al., 2006).



A classe Tritrichomonadea, no entanto, abriga a ordem Tritrichomonadida constituida
por quatro familias, Simplicimonadidae  (Cepicka, Hampl, Kulda, 2010)
Monocercomonadidae (Kirby, 1944), Dientamoebidae (Grassé, 1953) e Tritrichomonadidae
(Honigberg, 1963 sensu Hampl, Vrlik, Cepicka, Pecka, Kulda & Tachezy, 2006), que é
constituida por um unico género denominado Tritrichomonas que, por sua vez, possui como
representante principal, a espécie T. foetus, parasito do trato urogenital de bovinos, trato

intestinal de felinos, cavidade nasal e intestino de suinos (CEPICKA et al., 2010).

2.1.2 Classificagdo

2.1.2.1 Trichomonadidae (Chalmers & Pekkola, 1918 sensu HampL, Vrlik, Cepicka, Pecka,
Kulda & Tachezy, 2006)

Essa familia possui sete géneros, sendo Trichomonas (Donné, 1836) género tipo. A
familia também possui diversas espécies de importancia médica e veterinaria. Em humanos,
T. vaginalis é responsavel por doenca sexualmente transmissivel, ndo viral, e de maior
importancia no mundo, causando diversos distarbios reprodutivos como vaginite, salpingite, e
uma das causas de cancer do colo do Utero (ZANG et al., 1995). Além disso, a possibilidade
do protozoério poder carrear o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) ja foram assinaladas
por Sorvillo et al. (2001) e Benchimol et al. (2002).

Trichomonas gallinae é outra espécie patogénica conhecida por parasitar o trato
digestorio de aves de varias ordens, causando lesfes caseosas na orofaringe que impedem o
animal de se alimentar e a morte ocorre principalmente por inanigdo (LAWSON et al., 2011).
Tanto T. vaginalis quanto T. gallinae sdo considerados espécie-especifico, parasitando uma
espécie de hospedeiro. Outro membro desta familia, Pentatrichomonas hominis, que foi
inicialmente descrito em humanos, habitando o intestino e considerado comensal
(WENRICH, 1931, KIRBY 1947), porém foi diagnosticado em diversos casos de infeccdo em
humanos e também em outras espécies animais (MARITZ et al., 2014).

A classificacdo atual foi baseada em diversos estudos filogenéticos a nivel

morfologico e molecular e proposta por Cepicka et al. (2010).



Dominio: Eucariota Corliss, 1994.
Reino: Protozoa Goldfuss, 1818.
Filo: Parabasalia (Honingberg 1973)
Classe: Trichomonadea (Kirby, 1947) Margulis, 1974
Ordem: Trichomonadida (Kirby, 1947)
Familia: Trichomonadidae (Chalmers & Pekkola, 1918) sensu Hampl, Vrlik,
Cepicka, Pecka, Kulda & Tachezy, 2006
Género: Trichomonas (Donné, 1836).
Espécie- tipo: Trichomonas vaginalis (Donné, 1836)
Espécie: Trichomonas gallinae (Rivolta, 1878)

Género: Tetratrichomonas (Parisi, 1910)

Espécie: Tetratrichomonas gallinarum (Martin & Robertson,
1911)
Género: Pentatrichomonas (Mesnil, 1914)

Espécie: Pentatrichomonas hominis (Davaine, 1866) sensu
Wenrich, 1931

2.1.2.2 Tritrichomonadidae (Honigberg, 1963) Hampl, Vrlik, Cepicka, Pecka, Kulda &
Tachezy, 2006

A familia Tritrichomonadidae possui um Unico género Tritrichomonas (Kofoid 1920).
Tritrichomonas foetus é a espécie mais estudada dentro do género. Este protozoario parasita o
trato urogenital de bovinos e & semelhanca de T. vaginalis é transmitido sexualmente. O
macho ndo apresenta sinais da infecgdo, entretanto as fémeas apresentam vaginite, salpingite e
abortamento, o qual ocasiona grandes perdas financeiras na pecuaria. Recentemente, T. foetus
foi diagnosticado em gatos e considerado como causador da diarreia de intestino grosso,
demonstrando assim a plasticidade do parasito (LEVY et al., 2003)

A classificacdo atual também foi descrita por Cepicka et al. (2010).



Dominio: Eucariota Corliss, 1994.
Reino: Protozoa (Goldfuss, 1818.)
Filo: Parabasalia
Classe Tritrichomonadea (Cepicka, Hampl & Kulda,, 2010)
Ordem: Tritrichomonadida (Cepicka, Hampl & Kulda, 2010)
Familia: Tritrichomonadidae (Honigberg, 1963) Hampl, Vrli'’k, Cepicka,
Pecka, Kulda & Tachezy, 2006
Género: Tritrichomonas (Kofoid, 1920)
Espécie-tipo: Tritrichomonas foetus (Riedmdiller, 1928) Wenrich &
Emmerson, 1933

2.1.3. Morfologia

2.1.3.1. Trichomonadidae

Os tricomonadideos sdo organismos que se caracterizam pela presenca de cinco a seis
flagelos, de um aparato parabasal - Complexo de Golgi com filamentos parabasais associados
(HONIGBERG; BRUGEROLLE, 1990) e do complexo pelta-axdstilo, que é formado por um
sistema de microtubulos (BENCHIMOL et al., 1993). S&o organismos amitocondriais, parte
do metabolismo energético provém de organelas chamadas hidrogenossomos (LINDMARK;
MULLER, 1973), ndo apresentam peroxissomos e possuem ribossomos 70S (CHAMPNEY et
al., 1992).

A costa percorre 0 sentido antero-posterior da regido dorsal do parasito, estando sempre
associada a membrana ondulante e ao flagelo recorrente, por meio de filamentos
(BENCHIMOL et al., 1993). Sua origem se da entre os corpusculos basais #2 e #3
(HONIGBERG et al., 1971). O fato de haver filamentos que se projetam da costa,
principalmente na regido voltada para membrana ondulante, reforgou a idéia de que a costa
funcione como uma estrutura de ancoramento para o flagelo posterior (BENCHIMOL et al.,
1993). Existem duas classificacdes distintas de costa, denominadas tipos A e B, dada por
diferengas no padrdo periddico de sua estrutura e no formato da regido onde ela se origina.
Os membros da familia Trichomonadidae possuem o padrdo de costa do tipo B apresenta
estriacbes semelhantes a espinha de peixe, com periodicidade de aproximadamente 42 nm
(HONIGBERG et al., 1971). E caracterizado morfologicamente por apresentarem de quatro a
cinco flagelos anteriores, membrana ondulante que forma o flagelo posterior, um axostilo
(Figura 1).



Figura 1. Esquema geral de microscopia eletronica de Trichomonas vaginalis;
AF: anterior flagela, UM: undulating membrane, RF: recurrent flagellum
(BENCHIMOL, 2004) (A); fotomicrografia de trofozoita de Trichomonas
vaginalis (B) (CDC, 2015).

Tradicionalmente, os membros desta familia tém sido identificados e diferenciados com
base nas caracteristicas morfologicas e especificidade hospedeira (WENRICH, 1944;
JENSEN; HAMMOND, 1964).

2.1.3.2. Tritrichomonadidae

Estes parasitos sdo eucariontes, unicelulares e reproduzem-se por divisdo binéria.
Quando cultivados em meio axénico apresentam formato fusiforme, medindo em torno de 16
por 6 um no eixo maior (KIRBY 1951; MATTOS et al., 1997). A familia possui apenas um
género Tritrichomonas, cuja espécie mais estudada, T. foetus (CEPICKA et al., 2010).

A morfologia desses protozoarios caracteriza-se por terem apenas um nucleo (Figura
1A) localizado na porcdo anterior do corpo, 4 flagelos, sendo 3 anteriores de tamanho
aproximadamente iguais e outro recorrente que possue uma parte ligada a membrana

plasmatica percorrendo todo o corpo celular formando a membrana ondulante em forma de
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trilho, com trés a cinco ondulages. O complexo pelta-axostilar de tritricomonadideos é uma
estrutura axial, formada por microtibulos, com funcdo de sustentacdo e participacdo na
cariocinese, sendo composta pela pelta e pelo axdéstilo (Figura 2). Este se apresenta como
uma folha de microtubulos, arranjados lado a lado, percorrendo o eixo longitudinal da célula,
desde a sua porg¢do anterior até o extremo posterior da célula, onde termina como uma forma
afilada (HONIGBERG et al., 1971; BENCHIMOL, 2004).

A B

Figura 2. Esquema geral de microscopia eletronica de Tritrichomonas foetus (A) N:
nacleo, Nu: nucléolo, FR: flagelo recurrente, P: pelta, MO: membrana ondulante, A:
axotilo, L: lisossoma, V: vesicula, RE: reticulo endoplasmatico, G: Golgi, CB: corpo
parabasal (BENCHIMOL, 2004); fotomicrografia de trofozoito de T. foetus (B) N:
nucleo, A: axostilo (RIBEIRO et al., 2000).

A pelta se encontra numa posicdo mais anterior e contigua ao axostilo, sustentando as
paredes do canal periflagelar formando uma espécie de “colarinho” na regido de emergéncia
dos flagelos. Outra estrutura do citoesqueleto, a costa, possui padrdo de estriacdo do tipo A
(presente em T. foetus) que sdo bandas paralelas, alternando bandas eletrondensas (com cerca
de 37 nm de largura) com bandas mais claras (com largura de 49 nm) (HONIGBERG et al.,
1971; BENCHIMOL, 2004).



Os representantes desta familia possuem como principais caracteristicas morfoldgicas
de diferenciacdo com outros parabasalideos, os corpusculos supracinetossomal e a costa do
tipo A que os diferencia dos representantes da familia Trichomonadidae (BRUGEROLE,
1975; BENCHIMOL, 2004).

2.1.4 Biologia

2.1.4.1 Transmissao feco-oral

A maioria das espécies de parabasalideos é simbionte e comumente habitam o trato
gastrintestinal de diversos hospedeiros vertebrados (COBO et al., 2003), com excecdo das
espécies que habitam o trato reprodutivo ou, ainda, as consideradas de vida livre (FARMER,
1993, CEPICKA et al., 2010). Nesse contexto, a via de transmissdo feco-oral ganha destaque
na perpetuacdo do ciclo de vida de espécies patogénicas e comensais de parabasalideos
(GOOKIN et al., 2004).

A forma de transmissdo € do tipo direto e acontece quando da ingestdo de agua e
alimentos, agua e solo contaminado com as fezes contendo 0s protozoarios. Apos a ingestao
0 protozoario coloniza partes do trato digestorio, como intestino grosso (YAEGER et al.,
2005), podendo ou ndo causar patogenia. Na maioria das vezes, sdo espécies comensais que
ajudam na digestdo da celulose, outras se aderem as células do intestino gerando efeitos
citotoxicos (MIDLEJ et al., 2009) o que leva diarreia com descamacao do epitélio intestinal e
caracterizada como inflamacéo do tipo linfoplasmocitaria (YAEGER; GOOKIN, 2005).

O isolamento de P. hominis em répteis e aves demonstra um possivel modo de
adaptacdo do parasito a cléssica via feco-oral, onde estes animais poderiam ter se infectado
através do solo contaminado com o agente ou em uma rota alternativa, se alimentando de um
animal contaminado através de carnivorismo. Outra possibilidade esta relacionada ao padrao
alimentar, quando a mae precisa alimentar seus filhotes por forrageamento. A comida poderia
ser uma das possiveis fontes de contaminagdo com P. hominis, ou mesmo com outras espécies
de parabasalideos (DIMASUAY; RIVERA, 2013).

Os parabasalideos séo tipicamente descritos como células que apresentam as formas
de trofozoito, que é forma movel, e o pseudocisto. A formacdo de pseudocistos se refere a
transformacdo da forma de trofozoita, que possui flagelos e € mével, em uma estrutura
compacta, sem motilidade e sem a formagdo de uma parede cistica verdadeira
(BRUGEROLLE, 1973; FARMER, 1993)..



O pseudocisto é descrito em espécies patogénicas como T. foetus (PEREIRA NEVES
et al., 2010), T. muris e outras espécies que residem no trato gastrintestinal (WANTLAND,
1956; HONINBERG, 1963; LIPMAN et al., 1999), e provavelmente se formam em resposta
ao estresse ambiental (HALE et al., 2009). Por ndo haver a formacao de um cisto verdadeiro,
estes protozodrios sdo considerados de baixa resisténcia fora do hospedeiro e, para que a
transmissdo ocorra, deve haver contato mais proximo entre individuos contaminados e néo
contaminados (GOOKIN et al., 2004), outros ainda consideravam como formas degenerativas
(WENRICH, 1939). Entretanto, estudos recentes indicaram que pseudocistos também
ocorrem de forma natural dentro do hospedeiro (PEREIRA-NEVES et al., 2010) e sua
infectividade nas fezes foi descrita em roedores e galinhas por Lipman et al. (1999) e
Friedhoff et al. (1991).

O pseudocisto € uma estrutura importante no ciclo de transmissdo feco-oral do
protozoario porque o processo de transformacdo da forma de trofozoita em pseudocisto é um
processo reversivel (GRANGER et al., 2000) e que, mesmo nesta fase o protozoério é capaz
de se dividir e manter as estruturas internas com morfologia normal; portanto, também ¢é
considerada como uma forma infectante para o hospedeiro (PEREIRA-NEVES et al., 2003).

A capacidade de resisténcia desses parasitos ao ambiente foi estudada em diversas
condigdes. Hale et al. (2009) observaram que T. foetus isolado de gatos pode sobreviver nas
fezes por sete dias em temperatura ambiente. Desta forma, as fezes contaminadas sdo
consideradas como fonte de infeccdo para outros da mesma espécie e assim, mantém o ciclo
de transmissdo feco-oral. Cepas de T. foetus de origem felina também resistem por 24 h
qguando expostos a urina, agua contaminada e racdo umida de gato (ROSYPAL et al., 2012).
Em estudo conduzido por Van Der Saag et al. (2011) demostraram que a viabilidade dos

trofozoitas na racdo umida perdura por até cinco dias.

2.1.4.2 Transmissao sexual

Duas sdo as espécies do filo Parabasalia que reconhecidamente possuem transmissdo
por via sexual, T. vaginalis que acomete humanos e T. foetus responsavel pela tricomonose
bovina. A doenca causada por T. foetus foi originalmente observada por Kunstler (1888),
mais tarde, Mazzanti (1900) observou flagelados no trato reprodutivo de vacas estéries. O
nome T. foetus foi dado por Riedmuller em 1928 ao avaliar fetos bovinos abortados contendo

esse agente etiolégico. Wenrich e Emmerson (1933) transferiram a espécie para um novo
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género estabelecido, Tritrichomonas, o qual permanece até a presente data (BONDURANT;
HONIGBERG, 1994).

A infeccdo por T. foetus resulta em doenca venérea em bovinos. Os protozoarios sao
encontrados no trato reprodutivo das fémeas e na cavidade prepucial dos machos
(BONDURANT, 1997; FELLEISEN, 1999). No macho, os efeitos da doenca séo limitados a
transmissao assintomatica, enquanto que os efeitos clinicos negativos da infeccdo ocorrem na
fémea (RAE; CREWS, 2006).

Nos machos, os parasitos localizam-se na mucosa do pénis, cavidade prepucial e, em
alguns casos, na abertura do canal uretral. Uma grande concentracdo de protozoarios pode ser
observada na mucosa peniana e em areas adjacentes a essa; 0S quais ndo sdo invasivos, mas
situam-se sobre a superficie mucosa, nas secre¢bes e na luz glandular (HAMOND;
BARTLETT, 1943). O macho adquire o protozoario através da monta natural com fémeas
portadoras. Na medida em que ficam mais velhos, a infeccdo torna-se cronica, possivelmente
devido ao aprofundamento das criptas epiteliais do pénis e prepucio que contribuiria com um
meio de microaerofilia, adequado para permanéncia da infeccdo cronica. De uma maneira
geral, machos ndo exibem sinais clinicos de infeccdo por T. foetus e podem ser transmissores
da infeccdo por toda vida (RAE; CREWS, 2006). Raros sdo 0s casos em que se pode
observar balanite e acrobustite (BONDURANT, 1997).

A fémea bovina infecta-se com T. foetus através da monta com um touro portador ou
através da inseminacdo artificial, quando se utiliza sémen contaminado com fluido seminal de
touros positivos. O agente etiolégico em questdo coloniza o interior do trato reprodutivo
entre uma a duas semanas (RAE; CREWS, 2006). Apds a transmisséo, 0 parasito se encontra no
epitélio vaginal ao qual se adere e inicia seu processo infeccioso. Com decorréncia desse fato,
surge a vaginite e, subsequentemente, esses flagelados migram para o Gtero e possivelmente
para o oviduto, ficando assim confinados as células epiteliais do endométrio e da placenta,
qguando a vaca esta prenhe. No decorrer da gestacéo, se a vaca estiver contaminada, o parasito
pode comprometer o desenvolvimento fetal e crescer nas membranas fetais, produzindo
placentite, que causa a morte prematura do embrido ou feto pela acdo direta do agente
etiologico ou pelos efeitos da reacdo inflamatoria local (ANDERSON et al., 1996;
BONDURANT, 1997; FELLEISEN, 1999). O abortamento por T. foetus normalmente ocorre
entre o primeiro e 0 quarto més de gestacdo, excepcionalmente pode ocorrer apos o quinto ou
sexto més. Apds o aborto, ocorre um periodo gradual de recuperacdo uterina que varia de
dois a seis meses apds a expulsdo do parasito, 0 que ocorre espontaneamente. Se 0 corpo

luteo ou o feto macerado permanecer no Utero, a fémea pode desenvolver piometra, a qual
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pode causar esterilidade permanente (BONDURANT, 1985). A infecgéo por T. foetus possui
carater autolimitante, portanto a eliminagdo do parasito e recuperacdo do trato reprodutivo da
fémea pode variar de 13 a 28 semanas (SKIRROW; BONDURANT, 1990). Contudo, a
exposicdo a T. foetus ndo induz a uma imunidade duradoura e o animal pode vir adquirir uma
nova infecgdo (CLARK et al., 1983).

Tritrichomonas foetus de origem felina, apesar de ser descrito parasitando os intestinos
de gatos domeésticos também ja foi identificado em um Unico caso onde uma fémea felina
apresentava piometra. O exame do contetdo uterino identificou centenas de protozoarios que
foram posteriormente confirmados através de analise genética como T. foetus (DAHLGREN
et al., 2007). Esse foi o primeiro e Unico relato do envolvimento desse protozoario com o
sistema reprodutor nessa espécie de mamifero. Um levantamento clinico sobre o possivel
envolvimento de T. foetus com infeccbes do trato reprodutivo em gatas ndo encontrou
evidéncias de infecgdo pelo protozodrio em 15 fémeas avaliadas e que eram positivas para
tricomonose intestinal. O que leva a supor que o caso relatado possivelmente esta ligado ao

aspecto oportunista do parasito (GRAY et al., 2010).

2.1.5 Importancia econémica e de Saude Publica

A infeccdo por parabasalideos possui uma grande importancia econdémica quando se
avalia-se as espécies ligadas a humanos (T. vaginalis) e animais (T. foetus).

A tricomoniase humana, cujo agente etioldégico é T. vaginalis, atualmente é
considerada a doenga, ndo viral, sexualmente transmissivel mais comum do mundo. Segundo
estimativas da Organizacdo Mundial da Saude, em 2008 a doenca apresentou até 276 milhdes
de novos casos (WHO, 2012). Um dos fatores preocupantes € que a tricomoniase pode
aumentar a susceptibilidade ou transmissibilidade do Virus da Imunodeficiencia humana
(HIV) (LAGA et al., 1994, BENCHIMOL et al., 2002). Os custos com diagnostico e
tratamento podem chegar a 645 ddlares americanos por mulher tratada (LAZENBY et al.,
2014).

J4, a tricomonose bovina é considerada como uma doenca cosmopolita de grande
importancia em paises que possuem um grande rebanho bovino. As perdas econdmicas,
devido aos problemas reprodutivos e as dificuldades envolvendo a erradiacdo da doenca nos
rebanhos, é um dos principais aspectos que torna a doenga preocupante, principalmente onde
a pecudria ndo possui manejo sanitario eficiente ou o sistema de produgdo é de carater

extensivo, onde a monta natural é a principal pratica para reproducdo no rebanho
12



(HONIGBERG, 1978; ALSTAD et al., 1984; BONDURANT, 1997). As perdas econbmicas
podem ser relacionadas aos custos com tratamento, eutandsia e reposicdo de animais
infectados e, o mais importante, queda na producdo de bezerros pela demora no
estabelecimento da prenhez (ANDERSON et al., 1996; BONDURANT, 1997; FELLEISEN,
1999).

Enfatizando, o até aqui discutido, parabasalideos sdo protozoarios encontrados em
diversas espécies vertebradas e invertebradas, com quatro espécies classicamente
identificadas como protozoarios de humanos: Dientamoeba fragilis, P. hominis, T. vaginalis,
e Trichomonas tenax. As duas ultimas espécies sdo consideradas especificas de humanos, em
contrataste D. fragilis e P. hominis que ja foram isoladas de animais de companhia e de
producdo, demonstrando a variedade de hospedeiros e o potencial zoono6tico das mesmas
espécies. Diversos estudos tém destacado a dimensdo zoondética dos tricomonadideos.
Espécies tipicamente conhecidas por infectar aves e animais domésticos foram identificadas
clinicamente em amostras de humanos (MARITZ et al., 2014).

Historicamente, trichomonadideos e tritrichomonadideos ndo s&o considerados como
infeccdes humanas emergentes devido a ocorréncia de especificidade local e ao hospedeiro.
No entanto, a presenca de agentes etioldgicos associados a uma vasta série de distarbios
clinicos indica que os mesmos podem apresentar uma forma oportunista e além de se
multiplicar quando as condi¢cfes do meio forem favoraveis. Como exemplo, esses
protozoarios podem ser encontrados como agentes co-infectantes em infec¢bes respiratérias
como fibrose cistica e a Sindrome do desconforto respiratério agudo (SARS) de humanos
(DUBOUCHER et al., 2006a). Tritrichomonas foetus foi identificado em lavado bronco-
alveolar em paciente, portador HIV, com quadro de pneumonia por Pneumocystis
(DUBOUCHER et al., 2006b). Pentatrichomonas hominis foi identificado nas fezes e efusao
pleural de uma mulher com IlUpus eritematoso que veio a Obito (JONGWUTIWES et al.,
2000). Pelo menos trés espécies de parbasalideos, incluindo aqui P. hominis, T. foetus, e T.
gallinarum foram identificados no trato respiratorio humano e como agentes causadores de
tricomoniase pulmonar (JONGWUTIWES et al.,, 2000; KUTISOVA et al., 2005;
DUBOUCHER et al., 2006b; MANTINI et al., 2009).

De fato, a capacidade desses protozoarios em se adaptar a mucosa de uma variedade
de tecidos pode ser a chave para a sua variedade de hospedeiros e a capacidade de
desenvolver infeccoes 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
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exemplo tem-se T. foetus, esta espécie transmitida sexualmente pode representar uma recente
transferencia do trato digestivo para o trato urogenital, com a capacidade desse agente
etioldgico de desenvolver no intestino em diferentes espécies como em suinos, gatos e cédes
(MARITZ et al., 2014). Tritrichomonas foetus também foi identificado em um caso de
peritonite em um homen de meia-idade que vivia em uma fazenda, onde criava suinos e
cavalos. Diversos protozoarios foram encontrados no liquido peritonial e identificados por
biologia molecular como T. foetus. O paciente veio a 6bito e na autopsia foi observado
peritonite com exsudato intrabdominal com abcessos 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 diarréia, um em adulto e outro em uma crianca, onde foram descartados
quaisquer outros agentes etiolégicos (MELONI et al., 2011). Em outro caso, P. hominis foi
identificado em um paciente com artrite que apresentava diarréia, apos tratamento com
adalimubad, este um inibidor de TNF-a (COMPAORE et al., 2013). Até onde se sabe P.
hominis é encontrado no trato digestorio, porém amostras de swab vaginal de mulheres com
quadro de vaginite e submetidas ao diagnostico de tricomoniase por PCR indicou a presenca
desta espécie na mucosa vaginal ao invés de T. vaginalis (CRUCITTI et al., 2004).

Casos de diarreia envolvendo P. hominis séo cada vez mais frequentes em animais de
companhia como cées e gatos (GOOKIN et al., 2007; TOLBERT et al., 2012) ou mesmo em
animais de producdo como em suinos e bovinos (HAYES et al., 2003; LI et al., 2014).

Considerando estes recentes achados, parabasalideos deveriam ser cuidadosamente
monitorados como uma questdo de saude publica em humanos e em animais domésticos
relacionados do ponto de vista do potencial de transmissdo zoondtica e da mal estudada
patogenicidade, em contraste com a prévia imagem de considera-los supostamente como
comensais. Seja influenciando a satide humana, atravées de quadros clinicos ou patologicos, ou
indiretamente, através da disbiose da microbiota de mucosa e inflamacdo local, facilitando

assim a transmissdo desses patogenos (FASTRING et al., 2014).
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3 PARTE 1. IDENTIFICACAO FENOTIPICA E GENOTIPICA DE ISOLADOS DE
Pentatrichomonas hominis (DAVAINE, 1866) WENRICH, 1931 DE INFECCOES
NATURAIS EM GATOS (Felis catus L.)

3.1 REVISAO DE LITERATURA

Pentatrichomonas hominis por muito tempo foi considerado membro do género
Trichomonas, tendo como sinonimia Trichomonas hominis (syn. Trichomonas enteris). Foi
através de estudos morfologicos que se chegou a inclusdo de T. hominis no género
Pentatrichomonas. (WENRICH, 1931). A classificacdo atual da espécie segue dados

filogenéticos baseados em marcadores moleculares e foi revisada por Cepicka et al. (2010).

3.1.1 Morfofisiologia

Pentatrichomonas hominis possui formato fusiforme ou arredondado tipico dos
trichomonadideos. A morfometria varia entre os estudos, entre 6-13,5um de comprimento
(WENRICH, 1944; WENRICH, 1947), 8-15um x 5-8um (KESSEL, 1928) quando observado
a microscopia optica ou na microscopia eletrénica apresenta 5-10um x 4-8um. O nucleo é de
formato oval e esta localizado na porgéo anterior do corpo celular (LI et al., 2014).

O parasito normalmente varia de 5-6 flagelos no total, de 4 a 5 flagelos anteriores de
tamanho desigual e 1 flagelo recurrente (WENRICH, 1944). Na microscopia eletronica de
transmissdo (TEM), os flagelos anteriores apresentam arranjo 4 +1, ou seja, quatro flagelos
agrupados e provenientes de 4 corpusculos parabasais e um flagelo independente que se
origina a parte dos outros. O flagelo independente e os quatro flagelos sdo separados pela
pelta (LI et al., 2014). A pelta é uma estrutura microtubular que da sustentacdo ao canal
flagelar (BENCHIMOL, 2004). Wenrich (1944) ja havia descrito esse arranjo utilizando

apenas a microscopia optica, e descreveu claramente a presenca dos cinco flagelos, sendo
15



quatro provenientes de um blefaroblasto, enquanto outro se originava de um segundo
blefaroplasto menor, onde era visivel a separacgdo entre eles.

O numero variavel de flagelos anteriores foi objeto de questionamento ao descrever P.
hominis com numero variavel de trés a cinco flagelos anteriores (FLICK, 1954). O que
inicialmente confundiu o diagnostico desta espécie quando encontrada em outros hospedeiros,
surgindo assim descricdo de novas espécies, quando na verdade se tratava de uma Unica
presente no intestino humano (DA CUNHA; MUNIZ, 1922; HEGNER, 1925; GOOKIN et
al., 2001). Os estudos morfolégicos de P. hominis sempre relataram que, a maioria dos
trofozoitos, pelo menos 80%, tinham 5 flagelos anteriores (WENRICH, 1931; 1947). Essa
variacdo no nimero de flagelos pode ocorrer devido a falhas de observacdo na microscopia
Optica, tipo de coloracdo empregada e até mesmo ao tempo de cultivo e tipos de bactérias que
crescem associadas no meio de cultura (FLICK, 1954).

Outra estrutura presente nos trichomonadideos € a membrana ondulante, que em P.
hominis percorre todo comprimento celular exibindo de 3 a 5 ondulagdes e é sustentada por
uma estrutura do citoesqueleto chamada de costa. A costa em P. hominis é do tipo B
(CEPICKA et al., 2010) e est4 localizado logo abaixo da membrana ondulante. E mais espessa
do que um flagelo e mais grossa na sua regiao média a partir da qual se afunila em direcéo a
outra extremidade (WENRICH, 1944). O flagelo recurrente, esta incorporado na margem
livre da membrana ondulante e se projeta ao longo do corpo e termina como um flagelo
posterior livre (KAMARUDDIN et al., 2014; LI et al., 2014).

O axostilo € uma das estruturas que fazem parte do citoesqueleto dos parabasalideos e
forma o chamado complexo pelta-axdstilo que da sustentacéo ao corpo celular. Essa estrutura
percorre todo 0 comprimento do corpo celular, sendo a parte anterior mais ampla formando o
capitulum. Apo6s o nicleo, estrutura do axostilo parece reduzir de largura até seu segmento
terminal, onde se projeta a partir da extremidade posterior da célula como uma ponta fina ou
semelhante a uma cauda (WENRICH, 1944; BENCHIMOL, 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Desenho esquematico de Pentatrichomonas hominis isolados de varios
hospedeiros. A-C: Humano; D: Macaco Rhesus; E: Gato; F: Céo; G: Rato
(WENRICH, 1944).

3.1.2 Genotipagem

A utilizagdo da biologia molecular na identificacdo de espécies de trichomonadideos e
tritrichomonadideos foi implementada pela primeira vez por Felleisen (1997) ao desenvolver
marcadores moleculares, chamados de TFR1 e TFR2, que amplificavam sequencias
conservadas do gene 5.8S rRNA e as regi0es interespacgadoras internas (ITS1 e ITS2). As
regides ITS1 e ITS2 sdo conhecidas por serem menos conservadas entre espécies e assim mais
adequadas para caracterizacdo filogenética de organismos estreitamente relacionados como
espécies diferentes do mesmo género (HILLIS; DIXON, 1991).

O estudo realizado por Felleisen (1997) foi importante porque forneceu dados
moleculares de diversas espécies de trichomonadideos e foi o primeiro estudo a apresentar a
analise de sequéncia do RNA ribossomal (rRNA) de P. hominis. Segundo ele, as
similaridades das sequéncias da regido ITS1 e do gene ribossomal 5.8S desse parasito

indicaram um grau relativamente alto de conservacdo, quando comparado a outras de outros
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trichomonadideos, apresentando apenas 74% de identidade quando comparada as sequéncias
do mesmo segmento do género Tritrichomonas e 80% quando comparada as sequéncias do
género Trichomonas. Baseado nas similaridades observadas do gene 5.8S ribossomal e da
regido ITS1, P. hominis estd mais proximo ao género Trichomonas do que ao género
Tritrichomonas.

O desenvolvimento dos iniciadores TFR1 e TFR2 feita por Felleisen (1997) deu
origem a diversos estudos moleculares para desenvolvimento de técnicas que permitissem o
diagnostico de trichomonadideos em nivel de espécie. Uma dessas técnicas € conhecida como
Polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo ou a sigla em inglés RFLP
(Restriction fragmente lengh polymorfism). O objetivo da técnica é diferenciar espécies
através do corte de um fragmento de DNA amplificado com enzimas de restricdo que cortam
0 DNA em regids especificas e geram um padrdo de bandas com tamanhos diferentes entre as
espécies. A técnica pode permitir a diferenciacdo de espécies, sem muitas vezes, ser
necessario a utilizacdo do sequenciamento que pode ndo estar disponivel em muitos
laboratérios (HAYES et al., 2003). O RFLP foi empregado para diferenciacdo de
trichomonadideos recuperados de lavado prepucial de touros e que ndo tinham morfologia
caracteristica de T. foetus. Utilizando o RFLP com a enzima HpyCH4IV foi possivel
diferenciar P. hominis, de outras espécies. De T. foetus produziu-se dois fragmentos com 220
e 151 bp (pares de base), de P. hominis se produziu trés fragmentos com 161, 135, 42 bp
(HAYES et al., 2003)

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

Outros genes também foram aplicados no estudo de P. hominis. Genes, como 0s que
codificam proteinas como Fator de elongamento la, conhecido pela sigla EF-la
(REINMANN et al., 2012)). O tamanho dos fragmentos gerados € de aproximadamente 782

bp e apresentaram alto grau de similaridade com cepas de origem humana (LI et al., 2014).
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Outro método recentemente descrito para diagnosticar P. hominis e T. foetus
diretamente de cortes de tecido fixado em formol e incluido em parafina é hibridacéo in situ
fluorescente (FISH) utilizando probes especificas para uma parte do rRNA 18S. Com esta
técnica, a correlacdo da presenca do protozoario com lesdes do tecido pode ser facilmente
avaliada. No entanto, a auto-fluorescéncia de células sanguineas, que possuem 0 mesmo
tamanho dos protozoarios ¢ a principal desvantagem da técnica FISH (GOOKIN et al., 2010).
Sendo assim, outra técnica, a hibridizacdon in situ Cromogenica(CISH) foi desenvolvida
porque ela ndo exibe esta desvantagem e foi demonstrado ser um método confiavel para a
deteccdo e diferenciacdo de tricomonadideos (MOSTEGL et al., 2010), utilizando marcadores
moleculares especificos para T. foetus e P. hominis (MOSTEGL et al., 2012).

Independente do método ou marcadores utilizados para identificacdo de P. hominis, o
grau de similariedade varia de 99,4 - 100%, quando comparadas as cepas de origem humana
(LEVY et al., 2003; GOOKIN et al., 2005; LI et al., 2014). As variadas espécies, onde P.
hominis ja foi identificado e o alto grau de similariedade (98,5-100%) entre amostras de
diferentes hospedeiros incluindo humanos, bovinos, suinos, caes e gatos indica, possivelmente
gue sejam a mesma espécie (KIM et al., 2010; GRELLET 2013). Esses achados corroboram
a hipétese de que a mesma espécie de P. hominis poderia ser capaz de colonizar o trato
digestivo de diversos hospedeiros mamiferos e até mesmo de outras classes como aves e
répteis (MELONI et al., 2011; DIMASUAY; RIVERA, 2013).

3.1.3 Aspectos biologicos

Pentatrichomonas hominis apresenta motilidade rapida quando em meios liquidos,
porém com caracteristicas irregulares e de trajetoria erratica. Esse tipo de motilidade é
conhecido como axial, ou seja, movimento de rotacdo no proprio eixo, caracteristicas comuns
aos trichomonadideos (WENRICH, 1944).

O citoplasma € altamente plastico tornando possivel varias mudancas de forma,
especialmente quando em contato com superficies sélidas. Sob certas condi¢cdes pode
recolher os flagelos para dentro do citoplasma tomando um formato arredondado semelhante
a um cisto, porém sem formar uma parede cistica verdadeira, chamada de pseudocisto
(WENRICH, 1944; LI et al., 2014). O pseudocisto tambem apresenta divisao, um tipo de
mitose diferente da que é feita pelos trofozoitos (PEREIRA-NEVES et al., 2009).
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A multiplicacéo e do tipo assexuado por divisdo binaria, mas também sdo observadas
formas de multiplicacdo multipla (Figura 4) (DA CUNHA; MUNIZ, 1922; WENRICH et al.,
1944).

Figura 4. Desenho esquemético de Pentatrichomonas hominis isolado de
humanos, exibindo forma de divisdo maltipla (WENRICH, 1944).

A forma de transmissdo de P. hominis ocorre por via feco-oral. Tanto os trofozoitos
guanto os pseudocistos sdo formas infectantes que, podem contaminar a agua, solo e plantas e
se tornarem fontes de infeccdo tanto para humanos quanto para animais (KESSEL, 1928;
DIMASUYA,; RIVERA, 2010).

3.1.4 Patogenicidade

A literatura envolvendo o diagnostico de P. hominis em gatos e seu grau de
patogenicidade é limitada a alguns estudos relatando sua associacdo com sinais clinicos de
diarreia (KESSEL, 1928; ROMATOWSKI, 2000).

A primeira descri¢do de P. hominis em gatos foi feito no Brasil por Da Cunha e Muniz
(1922), o animal apresentava diarreia crénica e veio a Obito. O contetdo fecal continha
grande quantidade de protozoarios, identificados como do género Trichomonas, e numerosos
leucdcitos, tendo alguns desses, protozoarios fagocitados em seu interior, contudo 0 exame

histopatoldgico ndo indicou nenhuma anormalidade.
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Mais tarde, outro estudo (KESSEL, 1928) demonstrou que filhotes de gatos
naturalmente infectados por P. hominis tinham diarreia ou disenteria, vindo a 6bito em poucos
dias. Na necropsia apresentavam célon com consideravel adelgagcamento da parede. Ao
exame histopatoldgico observou areas com inflamacéo catarral, hipersecrecdo pela membrana
mucoide, necrose e ulceragdo da camada superficial do epitélio. Pentatrichomonas hominis
foi encontrado na camada necrotica do tecido e também entre as células da mucosa intestinal.

Hegner e Eskridge (1935) ao infectar gatos com cepas de origem felina e humana néo
encontraram sinais clinicos de diarreia ou qualquer outro indicativo de infeccdo, contudo, 0s
animais apresentavam o protozoario nas fezes, questionando a patogenicidade entre as cepas
encontradas. Porém, esse estudo foi o primeiro a relatar a transmissdo de P. hominis entre
gatos, infectados e ndo infectados, quando esses felinos eram colocados no mesmo ambiente.
Da mesma maneira Guilford & Strombeck (1996) questionaram a patogenicidade de P.
hominis em gatos, e mencionaram que na maioria das vezes, essas infec¢Oes estejam
associadas a um crescimento exacerbado do agente etioldgico gerando infeccbes oportunistas.

Diversos autores (GOOKIN et al., 1999; ROMATOWSKI, 2000; GOOKIN et al.,
2001) diagnosticaram uma outra espécie de parabasalideo diferente de P. hominis pois neste
haviam apenas trés flagelos anteriores ao inves de cinco. Por isso alguns estudos classificaram
erroneamente o agente etiolégico como P. hominis. Com aumento do nimero de casos de
diarreia os estudos passaram a se concentrar em diagnosticar o protozoario, e com auxilio da
biologia molecular chegou-se ao diagndstico de T. foetus, agente etiologico esse responsavel
pela infeccdo e ndo P. hominis como se imaginava (LEVY et al., 2003). Com isso, estudos
sobre frequéncia e patogenicidade com P. hominis em gatos foram cada vez mais escassos.

Um estudo histopatologico utilizando marcadores de DNA para T. foetus e P. hominis,
técnica conhecida como Hibridizagdo cromogénica in situ (CISH), demonstrou que P. hominis
foi diagnosticado em pequeno nimero e apenas dentro do Iimen das criptas intestinais,
enquanto que T. foetus foi encontrado no limen em pequeno ndmero, porém quando em
grande numero, observou-se que 0s protozoarios foram encontrados invadindo a lamina
propria. Os achados neste estudo indicaram que diferencas na localizagdo tecidual desses
organismos €, o numero desses puderam influenciar nos diversos graus de lesbes colonicas
observadas (MOSTEGL et al., 2012).

Apesar das divergéncias sobre a real patogenia de P. hominis, em outras espécies
animais, o diagnostico deste protozoario esteve sempre associado ao quadro clinico de
diarreia acentuada. Em suinos infectados experimentalmente com P. hominis, as lesdes

histologicas estavam associadas a alteragdes na camada epitelial, incluindo aqui congestao,
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descamacdo da mucosa intestinal e aumento acentuado de células inflamatérias. Outros
achados foram angiorrexis e diminuicdo do comprimento das vilosidades intestinais (LI et al.,
2014). Pentatrichomonas hominis, também foi diagnosticado em filhotes de cdes com 0s
sinais clinicos de diarreia liquida, perda de peso e fraqueza. Apesar de receberem tratamento
com fenbendazole para eliminar esse agente etioldgico, a diarreia persistiu e, 0s animais
vieram a 6bito (GOOKIN et al., 2005).

3.1.5 Diagnéstico Diferencial

Gatos podem ser acometidos por duas espécies de parabasalideos tanto por P. hominis
quanto por T. foetus. Apesar de ser considerado comensal, P. hominis ja foi descrito em gatos
com diarreia (ROMATOWSKI, 1999). Tritrichomonas foetus foi reconhecido como o agente
etiologico da diarréia de intestino grosso de felinos (LEVY et al., 2003) com relatos de casos
em todo os continentes (CEPLECHA et al., 2013)

O diagnéstico diferencial entre estas espécies € dificil de ser feito com base apenas em
suas caracteristicas de motilidade e forma. Em meio liquido, as caracteristicas de motilidade
de P. hominis e T. foetus sdo muito semelhantes, isso porque a motilidade é do mesmo tipo
para todas as espécies de trichomonadideos e tritrichomonadideos. Contudo, avaliar o tipo de
motilidade é suficiente para diferenciacdo destes protozoarios de outro flagelado muito
comum nas fezes de gatos, as espécies do género Giardia. Quando comecaram a surgir 0s
primeiros casos de diarreia imaginava-se tratar-se de giardiase, pois faltava conhecimento
sobre T. foetus infectando gatos e, os dois organismos possuiam flagelos do mesmo tamanho.
Entretanto, passou-se a observar que espécies do género Giardia apresentava motilidade que
se assemelhava a uma folha caindo, enquanto T. foetus e P. hominis possuem movimento
axial e erratico (GOOKIN et al., 2004). Desta forma, com o exame a fresco ndo é possivel
visualizar as estruturas que diferenciam entre as espécies.

Os meios de cultivo seletivos, também seriam outra forma de diagndstico diferencial.
Porém, o cultivo em meios especificos, como o mais popular deles, que foi desenvolvido por
Diamond (1957) ndo tem possibilitado a diferenciacdo entre as espécies de parabasalideos,
mais impedem o crescimento de outros flagelados, como os do género Giardia como
exemplo.

Recentemente, foi desenvolvido um sistema comercial de cultivo para o diagnostico
especifico de T. foetus, chamado de InPouch TF medium (Bio-MedDiagnostics, White City,

Oregon, EUA). Esse foi considerado por muito tempo o “padrdo ouro” para o diagnostico da
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infeccdo por T. foetus em gatos (GOOKIN et al., 2003; QUEEN, 2012). O fato de estar
disponivel comercialmente, ser relativamente barato e facil de usar o tornou famoso entre os
clinicos veterinarios. O meio destina-se a ser altamente especifico para T. foetus isso porque
P. hominis e Giardia intestinalis, que sdo morfologicamente semelhantes, ndo sobrevivem por
mais do que 24 horas (GOOKIN et al., 2003). Entretanto, Ceplecha et al. (2013) cultivaram
com sucesso uma cepa de P. hominis proveniente da inoculagéo de fezes de gato no InPouch
TF medium. Atraveés de analise molecular somente P. hominis foi diagnosticado nesse cultivo,
confirmando assim, que P. hominis pode também sobreviver nesse método de cultivo e que
estudos que somente utilizam essa metodologia para o diagnostico da trichomonose em gatos
seria temerario por estar diagnosticando errado, além de submeter desnecessariamente 0s
animais ao tratamento com uma droga potencialmente neurotdxica como ronidazole.

A andlise morfologica utilizada como ferramenta de diagnéstico, presuntivamente
identificou erroneamente P. hominis como o agente etiol6gico da diarreia felina (GOOKING
et al., 2001). Apesar de serem bastante semelhantes, P. hominis e T. foetus possuem
caracteristicas morfolégicas que podem diferencia-los. A primeira caracteristica marcante de
diferenciacdo entre esses dois flagelados seria o numero de flagelos anteriores.
Tritrichomonas foetus tem invariavelmente trés flagelos anteriores (BENCHIMOL, 2004);
enquanto que P. hominis apresenta cinco flagelos anteriores (WENRICH, 1947; FLICK,
1954; Li et al., 2010,) (Figuras 5 A e B).

A FA ' B

AX\

Figura 5. Trofozoitos: FA (flagelos) e AX (axdstico). Pentatrichomonas hominis
exibindo cinco flagelos anteriores (A) e Tritrichomonas foetus com trés flagelos
anteriores (B) (SANCHES; BOERO, 2013).

Outra caracteristica marcante de diferenciacdo morfoldgica seria o formato da parte

protusa do axostilo, que em P. hominis se afina gradativamente (WENRICH, 1944) e em T.
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foetus a protusdo do axostilo é mais espessa logo na emergéncia para fora do citoplasma e se
afunila bruscamente (WENRICH; EMMERSON, 1931).

O emprego de técnicas moleculares para o diagnostico de espécies de parabasalideos
em animais domesticos comecgou quando Felleisen (1997) publicou um estudo utilizando um
par de iniciadores capazes de amplificar rRNA de diversos membros da familia
Trichomonadidae. Porém, a diferenciacdo de espécies s6 era realizada através do
sequenciamento. Um ano mais tarde, foi publicado um novo par de iniciadores capazes de
amplificar espécies do género Tritrichomonas, mais especificamente a T. foetus, sendo
utilizado para diagndsticos de trichomonose bovina de amostras de lavado e cultura, onde foi
muito especifico para a espécie (FELLEISEN et al., 1998). Esses iniciadores comecaram a
ser utilizados também no diagnoéstico de T. foetus em gatos com sinais clinicos de diarreia
onde se observava protozoarios semelhantes a T. foetus encontrados nas fezes (GOOKIN et
al.,, 2002; LEVY et al, 2003). Entretanto, se ndo houvesse amplificagdo o animal era
considerado negativo para tricomonose, mesmo sendo positivo no exame a fresco. Foi a
partir do desenvolvimento de marcadores moleculares para o gene 18S rRNA de P. hominis
por Crucitti et al. (2004) é que se passou a utilizar o mesmo para diagndstico e diferenciacéo
entre T. foetus e P. hominis em gatos com diarreia quando se utilizaram amostras de fezes e

ndo mais s6 o cultivo dos trofozoitos (GOOKIN et al., 2007).

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

Para este estudo um total de 41 amostras de fezes de gatos foi avaliado. Todas eram
procedentes do LQEPV, DPA, Anexo 1 do IV da UFRRJ, Campus Seropédica, RJ. Este
estudo foi conduzido apds ter sido aprovado em 24 de junho de 2014 pelo Comité de Etica no
uso de Animais (CEUA/IV/UFRRJ # 006/2014).

3.2.2 Coleta de Amostras de Fezes

Amostras de fezes gatos, foram coletadas diretamente da caixa de areia. Estas amostras
foram acondicionadas em potes plasticos proprios para coleta, identificadas e encaminhadas
ao LPR, Anexo 1 do IV, UFRRJ. Parte destas amostras foram colocadas em tubos com fundo

conico de 15-50 ml e diluidas em meio de Hank’s (Anexo 2), e aproximadamente 0,2 g de
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fezes foram colocadas em caldo peptonado ou meio de Diamond (Anexo 2) e incubados em
estufa bacterioldgica a 35°C por até 10 dias. Todas as amostras e fezes foram colacadas em
meio de cultura. Duzentos miligramas de fezes foram colocadas em tubos tipo eppendorf de

tampa rosca e armazenadas em freezer a -20°C para analise molecular posterior.

3.2.3 Diagnéstico Morfolégico

3.2.3.1 Esfregaco umido

A presenca de protozoarios nas fezes de cada animal foi avaliada logo apos a coleta
por meio de exame direto, onde se colocava 10 pl da amostra diluida em meio de Hank’s
com 10 pl de eosina amarela 2% em uma lamina e, a seguir, realizava-se a leitura em
microscopio binocular (Primo Star Zeiss®, RFA) com objetiva de 100X. As amostras foram
consideradas positivas quando constatada a presenca de protozoarios com formato e

motilidade semelhantes aos dos trichomonadideos.

3.2.3.2 Esfregaco de Cultura

Parte das amostras de fezes foram inoculadas em tubos contendo meio de Diamond
(1957) ou caldo peptonado e incubadas a 35°C. A avaliagcdo do crescimento em cada uma foi
realizada a cada 24 horas, através de exame direto de uma gota do meio de cultura em lamina
e observadas em microscopia Optica. Repiques da cultura para um meio novo foram
realizados a cada 72 horas. As amostras eram consideradas negativas nas culturas ap6s 10 dias

de incubacao.

3.2.3.3 Anadlise morfologica

3.2.3.3.1 Esfregacos Umidos

As amostras de cultura foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos. ApoOs a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi fixado com glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato (pH 7,2) e deixado em repouso a temperatura ambiente. Apo6s um periodo de
duas horas, cada amostra foi novamente centrifugada, o sobrenadante descartado e o

sedimento ressuspendido com solugédo tampéo de fosfato e armazenado em geladeira. Foram
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preparados esfregacos imidos ao se colocar 10 pl de cada amostra em uma lamina e cinco pl
de eosina amarelada 2% , recobrindo esta com uma laminula de tamanho 24 x 24 mm e selada
com verniz vitral ou esmalte transparente. As amostras foram observadas em microscopia

Optica com objetiva de 1000X.

3.2.3.3.2 Esfregaco Corado

As amostras de cultura na quantidade de 3 ml foram centrifugadas a 400 x g por 10
minutos. Apo6s a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o respectivo sedimento foi
ressuspendido em 100 pl de caldo peptonado novo e homogeneizado. Dez microlitros da
suspensdo dos protozoarios foram colocados em laminas limpas e o esfregaco delgado
realizado com movimentos circulares com uma alca de platina e deixado secar ao ar. Os
esfregacos foram fixados em metanol por um minuto e corados pelo método da hematoxilina
férrica, segundo Heidenhain (BARRET, 1932).

3.2.4 Fotomicrografias, mensuracéo e desenhos dos trofozoitos

Todas as anélises morfoldgicas foram realizadas em microscopia Optica (microscopio
triocular Zeiss, RFA). As fotomicrografias foram feitas com auxilio de camera digital
AxioCamERc 5s acoplada ao referido microscépio. A analise morfométrica dos trofozoitos
foram feitas utilizando programa AxionVision Release 4.8.2 (2010). Os desenhos foram
editados com auxilio de dois programas CoreDRAW® (Corel Draw Graphics Suite, Version
11.0, Corel Corporation, Canada), especificamente Corel DRAW e Corel PHOTO-PAINT.

3.2.5 Diagnastico e identificagcdo molecular
As amostras de cultura foram encaminhadas para processamento e analise molecular
no Laboratério Multiusuario de Biologia Molecular (LMBiomol), DPA, Anexo 1 do IV,

UFRRJ.

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

sobrenadante foi transferida para um novo tubo e estocada a -20°C.
3.2.5.2 Iniciadores (primers)

Para o diagnodstico molecular dos parabasalideos foram utilizados iniciadores que
amplificam as regides interespacadoras ITS 1 e 2 e gene ribossomal 5,8S, universais TFR1 e
TFR2 para a triagem de espécies das familias Trichomonadidae e Tritrichomonadidae. Para
identificagdo espécie especifica de 7. foetus foram utilizados TFR3 e TFR4 (Felleissen et al.,
1998) cujo produto final apresenta 347 pares de bases. Além deste, outro par de primers que
amplificam parcialmente o gene 18S de P. hominis, Th3 ¢ ThS (CRUCITTI et al., 2004) foi

utilizado para diagnostico diferencial (Quadro 1).
3.2.5.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi conduzida com um volume total de reacao de 20 pl usando aproximadamente
20 ng DNA gendmico, 0,2 mM de cada iniciador, 0,2mM de cada ANTP, 3,0 mM MgCl, e 0,5
U Taq DNA polymerase (Invitrogen, EUA). A reagdo foi realizada em termociclador
(TProfessional 96 modelo 070-901 Biometra, EUA). Como controle positivo das reacdes
utilizou-se os iniciadores TFR3 e 4 ¢ DNA de T. foetus cepa K isolada por Dr. H. Guida,
(Embrapa, Rio de Janeiro, Brasil) do trato urogenital de um touro e ja previamente

identificado (GENBANK AY485677.1 — www.ncbi.nlm.nih.gov).

Quadro 1. Sequéncia dos iniciadores (primers) utilizados para a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) dos parabasalideos isolados de gatos.

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

372 b
TFR2 5°-CGG TAG GTGAACCTGCCGTTG G-3°) P
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TFR3 5’- CGG GTCTTC CTATAT GAG ACA GAACC-3¥

347 pb
TFR4 5’- CCTGCC GTT GGA TCA GTT TCG TTA A-3’
TH3 5'-TGT AAA CGA TGC CGA CAG AG -3' 339 pb
TH5 5'- CAA CAC TGA AGC CAA TGC GAG C-3'

As condigdes foram otimizadas para cada par de primers. Para os iniciadores TFR1/
TFR2 e TFR3/TFR4 utilizou-se as seguintes condigdes: desnaturagdo inicial a 94°C por 5
minutos, a 94°C por 30 segundos; aneclamento a 66,5°C por 15 segundos; extensdo a 72°C por
15 segundos, acompanhando 33 ciclos com extensdo final a 72°C por 5 minutos. Para os
inciadores Th3 e Th5, as condi¢des utilizadas foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 5
minutos, a 95°C por 20 segundos; anelamento a 64 °C por 20 segundos; extensdo a 72°C por
30 segundos, acompanhando 40 ciclos com extensao final a 72°C por 5 minutos. Aliquotas de
cada uma das reagdes de amplificagdo foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a
2,0%. Para confirmar a presenca dos produtos de peso molecular esperado, os géis foram
corados em brometo de etideo e a visualizagdo dos acidos nucléicos foi feita em

transiluminador (BIO RAD® HOODII, EUA).

3.2.5.4 Polimorfismo no comprimento em fragmentos de restricdo (RFLP)

Apos a confirmagdo da amplificagdo do fragmento do tamanho esperada foi realizada
a técnica de PCR-RFLP. Primeiro foi feita uma analise de digestdo in silico empregando o
programa NEBcutter (New England Biolabs, EUA) utilizando-se sequéncias previamente
depositadas no Genbank de P. hominis. Apos anélise pelo programa, foram escolhidas duas
enzimas que produziriam dois tipos de cortes diferentes, Hae Ill, gerando dois fragmentos e
Hinf | que, geraria trés padrbes de corte. Os produtos de PCR gerados com os iniciadores
TH3 e 4, especificos para P. hominis (339 pares de bases), foram digeridos utilizando 10
unidades de enzimas de restricdo Haelll (Promega, EUA) e Hinfl (Invitrogen, EUA) a 37°C
por 2 horas. Os produtos da digestdo foram separados por eletroforese em géis de
poliacrilamida a 8% e corados com brometo de etidio, visualizados e fotodocumentados. Os
fragmentos gerados foram analisados com o auxilio do programa Quantity-One (BioRad,
EUA) para determinar o tamanho dos fragmentos, em pares de bases, gerados pelos cortes

com as enzimas e, estes foram comparados com os padrfes gerados nas analises em silico.
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3.2.5.5 Sequenciamento dos Produtos da PCR

O sequenciamento do gene 18S rDNA de P. hominis e das regides ITS1 e 2, gene 5.8S
de T. foetus amplificados foi feito da seguinte forma: 10ul dos produtos da PCR foram
tratados com ExoSap-IT (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do fabricante e
sequenciados em ambas dire¢des empregando os iniciadores de amplificagao pelo uso de Big
Dye Ready Reaction mix (ABI Corp, EUA). Os produtos das reacdes foram analizados
através do Analisador genético automatizado (ABI Corp). O alinhamento das sequéncias foi
feito usando o programa Sequencer (Version 5.1, Genecodes Corporation, EUA). Todas as
sequéncias foram inseridas no algoritmo de busca BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) e no
banco de dados de nucleotideos do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar a
identidade genética. Todas as sequéncias obtidas nesta pesquisa foram depositadas e

comparadas com as disponiveis no “GenBank”.

3.3.4 Analise estatistica
Para analise estatistica foi utilizado os testes Exato de Fisher e Qui-quadrado com

auxilio do programa Epi Info® verséo 4.2. (www.cdc.gov).

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Pentatrichomonas hominis

3.4.1.1 Visualizagéo dos trofozoitos

De um total de 41 amostras, 11 (26 %) foram consideradas positivas para a presenca
de trichomonadideos com base na analise microscopica das fezes pelo exame a fresco e
cultura. Os trofozoitos observados eram de formato piriforme, com movimentos rapidos, e
motilidade caracteristica de trichomonadideos, ou seja, progressiva, erratica e com movimento
rotacionado (axial), 0 mesmo tipo de movimento descrito previamente por Diamond (1957. O
acompanhamento dos protozoarios nas fezes foi feito pelo periodo de um més e depois eram
descartadas. Foi possivel visualizar os trofozoitos por duas semanas ou mais. Resultados
semelhantes foram descritos para cepas de P. hominis isoladas de cdes, onde 0s organismos
geralmente sobreviviam nas fezes por um perido de até sete dias, com alguns organismos

sobrevivendo por mais de trés semanas (LI et al., 2014).
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Todas as amostras positivas no exame a fresco foram também positivas em cultura,
apenas uma das amostras foi positiva somente ap6s o cultivo. No cultivo em meio liquido, 0s
trofozoitos apresentavam, em sua grande parte, formato oval. Mesmo contendo alguns
antibioticos no meio de cultura, ndo foi possivel eliminar a contaminagéo bacteriana presente.

A multiplicacdo observada na grande maioria das amostras foi de divisdo binaria,
iniciada pela parte anterior do corpo (Figura 6), mas também foram observadas formas de
divisdo maultipla com trofozoitos apresentando formato globoso contendo mais de trés nucleos
(Figura 7A) e outros em processo de separacdo (citocinese) (Figura 7 B, C e D). O tipo de
multiplicacdo normalmente apresentado pelos parabasalideos é do tipo binéria, onde um
individuo da origem a dois (BENCHIMOL, 2004). Formas de divisdo multipla foram
raramente descritas na literatura. Da Cunha e Muniz (1922) foram os primeiros a relatarem a
presenca de P. hominis em gatos descrevendo sua morfologia e a presenca de formas de
protozoario em divisdo multipla, observados em alguns cultivos. Mais tarde, estudo
conduzido por Wenrich (1944) quando comparou cepas de P. hominis de diversos hospedeiros
apresentou em desenho esquematico um trofozoito em divisdo multipla, semelhante ao
encontrado no presente estudo (Figura 7 B). A divisdo multipla parece ocorrer também
quando o protozoario estd na forma de pseudocisto. Quando as condi¢fes ambientais
permanecem desfavoraveis, os pseudocistos realizam sucessivas divisdes mitoticas sem a
ocorréncia da citocinese, formando assim células multinucleadas. Quando estas células sdo
colocadas em condicOes favoraveis, seus flagelos sdo externalizados e, conforme o observado
para outros tricomonadideos, cada individuo piriforme possue forca propulsora suficiente para
se individualizar e se desprender por completo do organismo multinucleado (PEREIRA-
NEVES et al., 2003).
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Figura 6. Trofozoitos de Pentatrichomonas hominis em processo de divisdo binéria,
apresentando dois nucleos (NU), dois grupos distintos de flagelos anteriores (FA) (A, B e D).
Hematoxilina Férrica. Obj. 100X.
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Figura 7. Trofozoitos de Pentatrichomas hominis em divisdo multipla. (A) Forma globosa
apresentando trés ndcleos (NU) (setas); (B) Trofozoitos em processo de citocinese (setas);
(C e D) Citocinese de quatro trofozoitos, apresentando grupos de flagelos anteriores
externalizados (FA) (setas). Hematoxilina Férrica. Obj. 100X.

Formas multiflageladas e multinucleadas também foram visualizadas. Alguns com mais
de oito nacleos e com movimento ndo mais progressivo, e sim rotacionado (Figura 8). N&o
foram encontradas formas de pseudocisto nas culturas avaliadas. Segundo Honigberg e
Brugerolle (1990), as formas multinucleadas e multiflageladas de trichomonadideos
representariam uma forma degenerativa dos protozoarios. Entretanto, h& evidéncias
indicando que os organismos multinucleados possam representar uma forma naturalmente
presente no ciclo bioldgico dos tricomonadideos. As descri¢fes de formas multinucleadas de
P. hominis sdo controversas. Kirby (1946) afirmou que estes organismos seriam estagios de
desenvolvimento que precederiam a formacdo de flagelados mononucleados. Contudo, a
ocorréncia de formas multinucleadas e multiflageladas podem estar relacionadas ao tempo em

meio de cultivo, pois quanto maior o tempo, maior o numero deste tipo de formacéo.
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Figura 8. Forma multinucleada e multiflagelada de Pentrichomonas hominis
isolado de gato. (NU) nucleos, (FA) flagelos. Eosina (2%). Obj. 100X.

O ion ferro é importante para o ciclo celular e esta presente nos meios utilizados para o
cultivo de parabasalideos. Seu metabolismo com respectiva deplecdo no meio pode interferir
no ciclo celular. Estudo realizado por Melo-Braga et al. (2003) demonstrou que a deple¢édo de
ferro no meio de cultura e sua posterior reposicdo ocasionou 0 aumento das formas
multinucleadas e multiflageladas no meio de cultura. Esses autores sugeriram que alguns
destes protozoarios tiveram comprometimento irreversivel da divisdo celular, especificamente
da citocinese, portanto nao se separavam.

A observacdo das fezes ou da cultura contendo trofozoitos ndo permitiu a
diferenciacdo entre as duas espécies que podem ser encontradas nas fezes dos gatos, P.
hominis e T. foetus. A baixa sensibilidade do exame a fresco e de cultura ja foi relatada em
gatos por Romatowski, (1996) e Gookin et al. (1999), por poder haver mais de uma espécie de
parabasalideo infectando o mesmo hospedeiro, sendo assim nao € possivel distinguir P.
hominis de T. foetus com base apenas no exame a fresco ou de cultura.

Por muito tempo, a cultura foi o método padrao “ouro” para diagndstico de T. foetus
em bovinos, porém outros parabasalideos de origem fecal foram diagnosticados no sistema

reprodutor, tornando o método questiondvel em relacdo a sua especificidade, podendo
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confundir o diagndstico da tricomonose bovina (DUFERNEZ et al., 2007). O mesmo foi
observado para o diagndstico da tricomonose felina. Com o aumento do nimero de casos em
gatos com diarreia por T. foetus, foi desenvolvido um método de cultura comercial (In
Pouches™) que segundo Gookin et al. (2001) era especifico para a espécie. Contudo, foi
possivel cultivar P. hominis utilizando o mesmo método (CEPLECHA et al., 2013). Em
estudo conduzidos com bovinos, T. foetus foi identificado baseado apenas na morfologia e
motilidade dos trofozoitos. Isto resultou em um diagnostico inicial da infeccdo por T. foetus,
embora os touros fossem virgens, onde mais tarde demostrou-se tratar de outras espécies de
parabasalideos (CORBEIL et al., 2008), demonstrando a inespecificidade dos métodos de
cultura para diagnostico a nivel de espécie tornando necessario a utilizagdo de outros métodos
para diagnostico correto.

Apesar da baixa especificidade, o exame a fresco e a cultura sdo excelentes métodos
de triagem para avaliar se um animal é positivo ou ndo. Em um estudo conduzido em cées
por Tolbert et al. (2012), 38 amostras fecais de animais com diarreia foram analisadas, onde
88% deles foram positivos para parabasalideos no exame a fresco das amostras de fezes.
Quando as amostras foram submetidas ao exame molecular, apenas 52% (20 amostras) destas
foram positivas para parabasalideos (P. hominis e ou T. foetus ). Os mesmos autores ndo
encontraram justificativa para o teste ter dado falso-negativo; contudo, esses resultados
indicaram que exames mais simples podem e devem ser utilizados para o diagndstico de

tricomonose em gatos, mesmo sem ser especifico.
3.4.2 ldentificagéo fenotipica dos trofozoitos

3.4.2.1 Morfologia
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Os parabasalideos em cultura xénicas foram visiveis na microscopia Optica em
preparacdes ndo coradas, coradas com eosina ou em coradas pela hematoxilina férrica, mas a
visualizacdo e a enumeracdo de flagelos foram realcadas nas preparacfes de esfregaco umido
corado pela eosina. Por ser uma preparacao Umida, foi possivel com leves toques na laminula

mudar a posi¢do do trofozoito e assim fazer melhor observagdo e contagem correta dos

flagelos.
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Os trofozoitos de P. hominis isolados tiveram formato que variou de piriforme a

arrendondado; em alguns era possivel visualizar a presenca de vacuoliza¢fes no citoplasma
(Figura 9 A-D).

Figura 9. Formas variadas de Pentatrichomonas hominis isolados de gatos. A e B:
formato arredondado apresentando vesiculas (V) de endocitose (setas) (A:
hematoxilina férrica; B: preparacdo Umida com eosina); C e D: formato piriforme
(hematoxilina férrica) ndcleo (NU), membrana ondulante (MO), flagelo posterior
(FP), flagelos anteriores (FA). Obj. 100X.

Semelhante aos achados neste estudo, LI et al. (2014) descreveram que P. hominis foi
claramente visivel em preparacbes ndo coradas ou coradas com corantes derivados de

Romanowsky (Giemsa, Wright-Giemsa). Os protozoarios apresentavam formato variando de
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fusiforme a piriforme com um longo axostilo. Porém, os mesmos autores relataram a
dificuldade de enumeracéo dos flagelos.

A semelhanca do presente estudo, P. hominis isolado de suinos também apresentou
formas com capacidade endocitica semelhante a outras espécies de parabasalideos, contendo

diversas vesiculas em seu citoplasma (LI et al., 2014).

Segundo Benchimol et al. (1990), essas vesiculas possuem tamanhos distintos e
compdem o sistema endocitico da célula. Podem ser observadas, em sua grande parte,
constituindo o processo inicial da endocitose e, por este motivo, localizam-se logo abaixo da
superficie celular ou, mais profundamente, no citoplasma da célula (AFFONSO et al., 1997).
Estudos mostraram que T. foetus é capaz de ingerir macromoléculas, como BSA e o corante
fluorescente Luciferyellow, particulas de poliestireno (BENCHIMOL et al., 1990; AFFONSO
et al., 1997), bactérias (BENCHIMOL; DE SOUZA, 1985) e fragmentos de espermatozoides
(BENCHIMOL et al., 2008). A capacidade endocitica também foi descrita para outras
espécies de parabasalideos como Tetratrichomonas didelphis, e T. vaginalis (BENCHIMOL
etal., 1990; TASCA etal., 2001).

O tamanho dos trofozoitos de P. hominis (n =100), excluindo a parte protusa do
axostilo, foi de 10,7 (7-15) um de comprimento e 8,2 (6-13) um de largura. Cinco flagelos
anteriores de tamanhos desiguais foram observados na grande maioria das amostras, sendo um

quase sempre orientado em direcédo ventral (Figura 10).
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Figura 10. A: Trofozoito de Pentatrichomonas hominis em formato tipico apresentando cinco
flagelos anteriores (FA), Eosina 2%; B: Trofozoito com apenas quatro flagelos anteriores
(Hematoxilina Ferrica); C: Flagelo posterior (FP) de P. hominis (seta). Eosina 2%. Obj. 100X.

Os flagelos tiveram comprimento maior ou igual ao comprimento do corpo.
Trofozoitos com quatro flagelos foram observados, porém em menor numero. A membrana
ondulante foi claramente visivel, e apresentava de 3 a 4 ondulacdes que se extendia por todo o
corpo terminando em uma porc¢do livre (flagelo posterior). O comprimento do flagelo
posterior foi de 8,7 um.

No presente estudo, a analise morfolégica relativamente simples forneceu dados
suficientes para a diferenciacdo entre P. hominis e T. foetus. Caracteristicas especificas como:
numero de flagelos, tamanho e formato do axostilo demonstraram ser uteis no propdésito de
diferenciacéo.

A enumeracdo de flagelos é a base de diferenciacdo entre essas duas espécies

encontradas em gatos domésticos (P. hominis e T. foetus). No entanto, a validade desta
abordagem tem sido questionada, uma vez que P. hominis pode apresentar nimero variavel
(3-5) dos flagelos anteriores (LEVINE, 1973; DUFERNEZ et al., 2007). Kirby (1943)
definiu cinco flagelos anteriores como uma caracteristica estavel e definitiva para P. hominis.
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Contudo, no estudo conduzido por Flick (1954), 80% dos trofozoitos de P. hominis
provenientes de amostras de fezes humanas e de primatas apresentaram cinco flagelos
anteriores, 15% quatro flagelos e 5% trés flagelos anteriores. Esta variacdo foi atribuida a
fatores incluindo idade da cultura e a presenca de bactérias especificas que poderiam
ocasionar a perda do flagelo cuja emergéncia se da separadamente.

A maioria dos isolados examinados apresentaram cinco flagelos anteriores,
concordando com estudos morfologicos anteriores que utilizaram cepas de P. hominis de
varios hospedeiros (WENRICH, 1944; WENRICH 1947). Desta forma o nimero de flagelos
anteriores poderia ser utilizado como uma das caracteristicas para a diferenciacdo entre P.
hominis e T. foetus em gatos com sinais clinicos de diarréia ou de disenteria. Porém, outras
caracteristicas também devem ser utilizadas para diferenciacdo como, por exemplo, o formato
do axostilo que diferentemente de T. foetus se afunila de forma gradual e ndo bruscamente
como se observa em P. hominis.

Os dados morfologicos fornecidos pelo presente estudo estdo de acordo com 0s
descritos para morfologia de P. hominis na literatura (WENRICH, 1944; KIRBY 1945),
porém nas descricdes anteriores os dados morfométricos estdo quase sempre ausentes ou

incompletos (Tabela 1).

Tabela 1. Morfologia comparativa de trofozoitas de Pentatrichomonas hominis isolados de

gatos e humanos.

Autores Wenrich Kirby Da Cunha & Kessel Persetsuegge

(1944) (1945) Muniz (1922) (1928) (n=100)
Hospedeiro Humanos Humanos Gato Gato Gato

Meédia e limites (um)
Estrutura
fusiforme iriforme a arredondado

Formato do [piriforme irif P lobul fusiforme/
corpo farredondado piritorme globuloso piriforme
Comprimento do 8,3 10,7
corpo (6 -13,5) 8-20 5 8-15 (5,0-7,0)
Largura do 8,2
corpo i 3-14 6 58 (3,0-6,0)
Eg;:zgto do redondo/oval - eliptico - redondo
Comprimento do i i i i 3,51
nucleo (3.0-5,0)
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Largurado 3,3
nucleo (3,0-5,0)

Formato do

Corpo parabasal i elipsoide - - redondo

Comprimento do

Corpo Parabasal i Pequeno i i 14
Largura do i i i i 11
Corpo Parabasal '
Ne de_FIageIos Maioria 5 (4 - Maioria 5 (4) 4 4 5
anteriores 3)
Tamanho

igual ou maior igual ou maior igual ou maior -
Ndmero 1 que 0 que o queo 135

comprimento do comprimento do comprimento do

corpo corpo corpo
Numero 2 - - - - 13,5
Numero 3 - - - - 13,3
Numero 4 - - - - 13,0
Numero 5 - - - - 13,0

. 8,7

Flagelo posterior - 5 - 2-4 (2,05,0)
Protuséo do 4,1
Axostilo i i i i (3,0-5,0)
NuUmero de ondas
da Membrana 3-5 - - - 3-5
Ondulante

No presente estudo, um dos cinco flagelos anterior foi muitas vezes, visualizado
voltado para a porcdo ventral do trofozoita. Wenrich (1944) e Kirby (1945) também
observaram esta mesma caracteristica e atribuiram-na a presenca de dois blefaroplastos: um
maior, que da origem ao grupo de quatro flagelos; e outro menor, que origina um unico
flagelo ventral. Este blefaroplasto menor poderia degenerar permitindo a observagdo de
apenas quatro flagelos no trofozoito. As divergéncias entre os resultados do presente estudo e
outro anterior (KIRBY, 1945) sobre o tamanho do corpo foram, provavelmente, um reflexo
das diferencas metodologicas associadas a meios de cultura/condicdes, fixadores e as técnicas
de coloragéo utilizadas.

Estruturas do citoesqueleto também puderam ser observadas em alguns trofozoitas

corados tanto pela hematoxilina férrica quanto pela eosina (Figura 11).
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Figura 11. Pentatrichomonas hominis: A - Trofozoito apresentando nucleo redondo (NU),
membrana ondulante (MO), e o pelta (PE) na porg¢éo anterior do corpo por onde emergem oS
flagelos; B - Estruturas do citoesqueleto, costa delgado (CO), pelta (PE), visualizacdo do
corpo parabasal (CP) (setas); C - trofozoito com costa visivel (seta); D - trofozoito
apresentando as trés estruturas que compdem o citoesqueleto, Costa (CO), Pelta (PE),
Axostilo (AX). A e C: Hematoxilina Férrica; B e D eosina. Obj. 100X.

A costa apresentou-se delgada, com diametro similar ao de um flagelo, e se extendeu
por todo o corpo seguindo o comprimento da membrana ondulante.

O axostilo € relativamente estreito e a medida que percorre o corpo celular se atenua
gradualmente até o seu término visto como uma projec¢do para fora do citoplasma medindo 4,2
pum de comprimento do corpo celular. O pelta é delgado, pequeno e pouco discernivel. O
nacle
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do com tamanho médio de 3,5 (2,7-5,2) por 3,3 (3,0 -5,0) um. O corpo parabasal é redondo e

situado préximo ao nucleo. Essas estruturas apresentaram o mesmo tipo de forma descrita por
outros autores (KIRBY, 1945; WENRICH, 1944).

A maioria dos estudos recentes que relatam a presenca de parabasalideos em gatos

domésticos tém mostrado uma tendéncia ao diagndstico molecular com dados morfolégicos

limitados ou ausentes (GOOKIN et al., 2007; CEPICKA et al., 2010; MOSTEGL et al., 2012;
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CEPLECHA et al., 2013). No entanto, a producdo de dados morfoldgicos abrangente é
necessaria para assegurar um diagnostico confiavel em laboratérios clinicos, que muitas vezes
ndo tém acesso a tecnologias moleculares especializadas, ou mesmo a fotografias ou desenhos
dos parasitos que muitas vezes foram produzidos na década de 40. Sendo assim, um desenho
esquematico foi produzido contendo todas as estruturas basicas de identificacdo de P. hominis
que foram observadas nas amostras analisadas com o objetivo de ajudar na identificacéo de P.

hominis e diferenciacdo de T. foetus (Figura 12).

Figura 12. Desenho esquematico trofozoito de Pentatrichomonas hominis
isolado de gatos domésticos Felis catus. Ax — axostilo; Co — costa; Nu — nucleo;
Cp — corpo parabasal; Pe — pelta; MO — Membrana ondulante; FA - flagelos
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anteriores; FP - flagelo posterior; Ve — Vesicula de endocitose. Barra de escala
=5 um. (BERTO, B.P.)

3.3.3 Identificacdo genotipica dos trofozoitos em cultura

3.3.3.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
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es de iniciadores diferentes. Um deles chamado de universal amplifica DNA de qualquer
membro das familias Trichomonadidae e Tririchomonadae (TFR1 e TFR2). Os outros dois
sdo considerados espécie especificos, TFR3 e TFR4 para diagnostico de T. foetus e TH3 e
TH5 para diagnoéstico de P. hominis. Tanto TFR 1 e 2 quanto TFR 3 e 4 sdo especificos par o
gene 5.8s rRNA e as regides interespacadoras internas transcritas ITS-1 e ITS-2 de
trichomonadideos.

Utilizando os iniciadores TFR1 e TRF2, todas as amostras produziram amplicons de

proximadamente 339 bp indicando a presenca de DNA de trichomonadideos (Figura 13).

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio de
produtos de PCR amplificados com par de iniciadores TFR1 e TFR2. Marcador de peso

molecular de 100pb (linha 1), controle negativo (linha 2), amostras de cultura de
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parabasalideos isolados de gatos (linhas 3-12), controle negativo (linha 14), controle
positivo Tritrichomonas foetus cepa K (linha 15).

O tamanho do produto de PCR gerado com os inciadores TFR1 e 2 sozinhos poderiam
diferenciar entre os grupos de parabasalideos mais comumente encontrados em bovinos (T.
foetus, P. hominis, Tetratrichomonas spp.). Entretanto, a diferenca entre o tamanho dos
fragmentos gerados entre trés grupos varia em distancia de apenas 50 bp. Tritrichomonas
foetus produzindo 370 bp, P. hominis com 339bp, e 0 grupo do Tetratrichomonas spp.
apresentando produtos variando de 388-391 bp (HAYES et al., 2003).

Quando se utilizou os iniciadores especificos para DNA de T. foetus (TFR3 e TFR4)
nenhuma das amostras foi amplificada. Entretanto, o controle positivo utilizado (DNA
equivalente a 100 trofozoitas da cepa K de T. foetus) mostrou forte amplificacdo com uma
banda de aproximadamente 347 bp estando em conformidade com os resultados de Felleisen,
et al., (1998). Desta forma DNA de T. foetus ndo foi encontrado em nenhuma das amostras
testadas no presente estudo.

O desenvolvimento do par de iniciadores especifico para T. foetus levou em
consideracdo a utilizacdo de diversas cepas de diferentes espécies de parabasalideos,
incluindo P. hominis, T. vaginalis, T. gallinae e T. tenax e ndo houve a amplificacdo de
nenhum produto demonstrando uma alta sensibilidade dos iniciadores ao DNA de T. foetus.
Contudo esses iniciadores foram capazes de amplificar DNA de outros tritrichomonadideos
como Tritrichomonas suis cuja diferenciacdo de T. foetus, até 0 momento, ndo foi possivel
levando os pesquisadores a crerem que é a mesma espécie (SLAPETA et al., 2012).

A utilizagdo de iniciadores especificos para rRNA de P. hominis (TH3/TH5) resultou
em amplificagdo de todas as amostras de cultura, e como esperado a amostra de T. foetus cepa
K utilizada como controle ndo produziu nenhum amplicon. Todas as amostras foram
diagnosticadas como P. hominis baseado na presenca de produtos com 339 pb (Figura 14).

A amplificacdo somente de P. hominis utilizando os inicadores TH3 e TH5 comprova
0 que foi descrito por outros autores sobre a especificidade do ensaio de PCR. Crucitti et al.,
(2004) desenvolveram um ensaio sobre a sensibilidade e especificidade dos iniciadores
utilizados no presente estudo. O limite absoluto de deteccéo para o par de iniciadores TH3 e
THS5 foi equivalente a um trofozoita de P. hominis em 10 pl de solugdo tampdo. Contudo,
quando o material bioldgico testado foram as fezes puras, o limite de detec¢do absoluto da

PCR foi de 100 trofozoitas em 180 mg de fezes (GOOKING et al., 2007b).
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Diversos microrganismos foram utilizados para o teste de especificidade desse par de
iniciadores dentre eles algumas bactérias, fungos, outros protozoarios como Giardia
intestinalis e espécies correlacionadas de parabasalideos pertencentes a mesma familia (T.
vaginalis, T. gallinae, T. gallinarum) e organismos de classe diferente, como T. foetus e
Dientamoeba fragilis (Classe:  Tritrichomonadea). Nenhuma das amostras dos
microrganismos testados houve amplificacdo de produtos da PCR utilizando esse par de
iniciadores. Somente DNA de P. hominis resultou em amplificacdo, sendo considerado
altamente especifico (CRUCITTI et al., 2004; GOOKING et al., 2007b).

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio de produtos de
PCR amplificados com par de iniciadores TH3 e TH5. Controle negativo (linha 1); amostras
de cultura de isolados de gatos (linhas 2-12); controle negativo (linha 13); Controle da
extragdo (linha 14); Tritrichomonas foetus cepa K (linha 15); Controle positivo

Pentatrichomonas hominis (linha 16); Marcador de peso molecular de 100pb ( linha 17).

A literatura sobre a presenca de somente P. hominis em fezes de gatos esta restrita a um
pequeno numero de casos. Poucos estudos tiveram por objetivo investigar a prevalencia de P.
hominis na populacéo felina. Alguns relatos foram compativeis com os resultados do corrente
estudo, como por exemplo, Mostegl et al. (2012), identificou P. hominis em cortes

histologicos de intestino de gatos, e relatou a auséncia de T. foetus por PCR. Em outro estudo,
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somente P. hominis foi isolado de um gato apresentando diarréia utilizando meio de cultura
comercial até entdo tido como especifico para T. foetus (In Pouch TMTF-Feline®)
(CEPLECHA et al., 2013). Contrariando esses achados, a detec¢do de P. hominis através de
PCR de amostras fecais, constatou que o protozodario estava presente em um ndmero pequeno
de gatos examinados para tricomonose felina e que seu diagnostico esteve sempre
condicionado a presenca de T. foetus (GOOKIN et al., 2007a). Atualmente o estudo mais
consistente sobre a deteccdo desta espécie em pequenos animais esta relacionado a casos de
diarréia em cdes (GRELLET et al., 2013).

3.3.3.2 PCR-RFLP (Reacdo em cadeia da polymerase - Polimorfismo no comprimento dos

fragmentos de restri¢do) e sequenciamento

No presente estudo a utilizacdo da técnica de PCR-RFLP teve como objetivo avaliar se
todas as amostras obtidas em cultura tratavam- se da mesma cepa de P. hominis, ou seja se
todas apresentaram o mesmo perfil de bandas quando submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8%.

Todos os isolados de P. hominis produziram amplicons de 339 bp, esse produto foi
submetido a digestdo com as enzimas de restricdo Haelll resultando em um corte do DNA e
geracdo de duas bandas no gel com tamanho aproximado 251 bp e 99 bp (Figura 15), e na
geracdo de trés bandas de 163bp, 133bp e 62 bp com a enzima Hinf I (Figura 16). Os padrdes
de bandas observadas foram correspondentes ao previsto na digestdo em silica. Sendo assim

todos os isolados foram considerados idénticos.
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Figura 15. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% das amostras amplificadas com
os iniciadores TH3 e 5 e submetidos a digestdo com a enzima de restricdo Hae 111 de
Pentatrichomonas hominis.
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Figura 16. Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% das amostras de
Pentatrichomonas hominis amplificadas com os iniciadores TH3 e 5 e submetidos a
digestdo com a enzima de restrigdo Hinf I.

A técnica de PCR-RFLP também ja foi empregada para diferenciar as espécies de
parabasalideos mais comuns encontrados em lavado prepucial ou muco vaginal de bovinos (T.
foetus, P. hominis, Tetratrichomonas spp.) utilizando como base o par de iniciadores

universal TFR1 e 2 e a enzima de restricdo HpyCH4 IV. Os resultados demonstraram que a
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diferenciacdo foi possivel através da técnica, pois T. foetus, produziu dois fragmentos com
220 bp e 151 bp, P. hominis produziu trés fragmentos com 161 bp, 135 bp e 42 bp e
Tetratrichomonas spp. produz 180-181 bp, 162-168 bp e 43-45 bp fragmentos (HAYES et
al. 2003; CORBEIL et al., 2008).

Por se tratarem da mesma cepa, quatro das 11 amostras foram sequenciadas e cada
presentou 100% de similaridade (297 bases = fragmento amplificado depois da remogéo das
sequéncias de iniciadores), com sequéncias depositadas no GenBank de isolados de P.
hominis provenientes de felino (nimero de acesso KC594038.1) ou canino (numero de acesso
KC953860.1) A sequéncia de um isolado representativo deste estudo foi depositado no
GenBank com o nimero de acesso KF953914.

A analise molecular de P. hominis realizado em outros estudos também encontraram um
alto grau de similaridades entre cepas distintas de P. hominis isolados de varios hospedeiros.
Gookin et al. (2005) ao analisar cepas de P. hominis isoladas de cdes com diarreia encontrou
um alto grau de similaridade de 99,4%-99,8% com sequencias depositadas no Genbank para a
mesma espécie identificada em humano. Em outro estudo, 17 amostras de P. hominis
apresentaram grau de similaridade maior que 98% quando comparado a sequencia depositada
no GenBank correspondente a isolado humano (TOLBERT et al., 2012)

Pentatrichomonas hominis ja foi diagnosticado em uma ampla gama de hospedeiros
incluindo humanos, caes, gatos, bufalo, primatas, roedores (GOOKIN et al., 2005;
KARAMUDDIN et al., 2015), serpentes, cabras, e corujas (DIMASUAY et al., 2013). O
potencial de transmissdo zoondtica de P. hominis foi sugerido desde a década de 40 em um
estudo morfoldgico e experimental de infeccdo em mamiferos (WENRICH, 1947). Estudos
mais recentes utilizando de ferramentas moleculares também aventam essa possibilidade,
visto que todas as cepas encontratadas em uma variedade de hospedeiros possuem 100% de
similaridade (DIMASUAY et al., 2013; KARAMUDDIN et al., 2015). Todas as cepas de P.
hominis isoladas de gatos neste estudo foram genéticamente identicas (100% similaridade),
indicando que os animais estreitamente relacionados ao convivio humanos sdo potenciais
fontes de infecgdo e sendo assim P. hominis deveria ser monitorado como um patégeno em

potencial.
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4. PARTE 2: DIAGNOSTICO DE Tritrichomonas foetus (RIEDMULLER, 1928)
WENRICH & EMMERSON 1933 EM FEZES DE GATOS NATURALMENTE
INFECTADOS: IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DOS
ISOLADOS.

4.1 REVISAO DE LITERATURA

4.1.1 Classificacao

Tritrichomonas foetus foi observado parasitando bovinos desde 1800. A primeira
descricdo na literatura foi realizada em 1888 por Kunstler, na regido da Franga em vacas com
problemas reprodutivos. Em seu estudo ele descreve o protozoario como sendo 0 mesmo do
intestino de suino. Manzzanti em 1900 nomeou-0 Trichomonas uterovaginalis vitulae, porém
0 nome trinomial ndo foi aceito por infringir as regras internacionais de nomenclatura
zooldgica. Foi em 1928 que Riedmiiller publicou a descri¢do do parasito encontrado em fetos
abortados e prop6s o nome T. foetus (MORGAN 1944). Wenrich & Emmerson (1933) ao
estudar diversos isolados do parasito, propuseram a mudanca desse género para
Tritrichomonas, porque os trofozoitos apresentaram como caracteristica-chave a presenca
constante de trés flagelos anteriores, portanto a espécie foi renomeada como Tritrichomonas

foetus.
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No inicio do século XXI, T. foetus foi identificado pela primeira vez em gatos com
diarreia crénica com envolvimento do intestino grosso. As caracteristicas morfoldgicas e 0
uso da biologia molecular comprovaram que se tratava da mesma espécie encontrada no trato

reprodutivo de bovinos e, portanto, considerada como a mesma espécie (LEVY et al., 2003).

4.1.2 Morfofisiologia

Tritrichomonas foetus foi primeiramente descrito em bovinos, parasitando o trato
reprodutivo e causando diversos distdrbios como abortamento, reabsorcédo fetal, associados a
perdas econdmicas na pecuaria.

Tritrichomonas suis € 0 nome dado ao trichomonadideo encontrado na cavidade nasal,
estdmago, e intestino de suinos. A primeira descricdo em suinos foi feita por Gruby e
Delafond (1843), porém o nome de T. suis, foi dado por Davaine (1877). Apesar do fato de T.
foetus e T. suis ter sido originalmente descritos como espécies separadas, habitando locais
especificos em dois diferentes hospedeiros, controvérsias sobre sua relacdo taxondmica
persistem até hoje. Detalhes morfoldgicos de T. suis feitos por Hibler et al. (1960) e de T.
foetus (WENRICH; EMMERSON, 1933) revelaram uma grande similaridade entre estes dois
organismos. Mais recentemente, com o emprego da biologia molecular ndo foi possivel
diferenciar como duas espécies, sugerindo assim, se tratar de uma Unica espécie (SLAPETA
et al., 2012). Apesar de todos os estudos indicarem se tratar de uma Unica espécie, 0 status
taxonémico permanece ainda 0 mesmo. Mais recentemente, foi descoberto que esta mesma
espécie também parasita o intestino grosso de gatos (GOOKING et al., 1999; LEVY et al.,
2003) (Figura 17).
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Figura 17. Desenho esquematico sobre a morfologia de Tritrichomonas foetus e
Tritrichomonas suis. A: T. foetus isolado de bovino por Wenrich e Emmerson
(1933); B: T. foetus isolado bovino por Kirby (1951); T. suis (= T. foetus) isolado
de suino por Hibler (1960).

Tritrichomonas suis é o nome dado ao trichomonadideo encontrado na cavidade nasal,
estdmago, e intestino de suinos. A primeira descricdo em suinos foi feita por Gruby e
Delafond (1843), porém o nome de T. suis, foi dado por Davaine (1877). Apesar do fato de T.
foetus e T. suis ter sido originalmente descritos como espécies separadas, habitando locais
especificos em dois diferentes hospedeiros, controvérsias sobre sua relacdo taxondmica
persistem até hoje. Detalhes morfologicos de T. suis feitos por Hibler et al. (1960) e de T.
foetus (WENRICH; EMMERSON, 1933) revelaram uma grande similaridade entre estes dois
organismos. Mais recentemente, com o emprego da biologia molecular ndo foi possivel
diferenciar como duas espécies, sugerindo assim, se tratar de uma Unica espécie (SLAPETA
et al., 2012). Apesar de todos os estudos indicarem se tratar de uma Unica espécie, o status
taxondmico permanece ainda 0 mesmo. Mais recentemente, foi descoberto que esta mesma
espécie também parasita o intestino grosso de gatos (GOOKING et al., 1999; LEVY et al.,

2003).
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A morfologia descrita por Wenrich e Emmerson (1933) e Kirby 1951, de isolados
bovinos, os trofozoitos apresentaram 10-18um de comprimento e a largura seria de um terco a
2/5 do comprimento do corpo. Apresentam trés flagelos anteriores que usualmente sdo iguais
ou maiores que o corpo celular. O flagelo posterior constitui o filamento marginal da
membrana ondulante e se estende posteriormente como um flagelo livre que possui 0 mesmo
tamanho dos flagelos anteriores. Paralelamente ao filamento marginal do flagelo posterior
estd localizada a costa, uma estrutura do citoesqueleto que se estende ao longo da base da
membrana ondulante até proximo do final do corpo celular. A membrana ondulante pode
apresentar de quatro a cinco ondulagdes. A costa e a membrana ondulante normalmente
formam um curso em espiral ao longo da superficie dorsal do trofozoito, o que provavelmente
preserva a convexidade da parte dorsal do corpo.

O axostilo é uma estrutura cilindrica que se estende do corpo parabasal até o final do
corpo. Na parte mais anterior o axostilo se apresenta como um filamento mais largo, essa
expansdao é chamada de Capitulum do axostilo e logo apds vai se afunilando, porém
permanece espesso até o anel cromatico, no final do ponto de emergéncia. Quando o axostilo
se projeta para fora do corpo se afunila rapidamente até um ponto onde s6 se observa um
filete delgado (KIRBY, 1951) (Figura 18).

Figura 18. Desenho esquematico de Tritrichomonas foetus isolado de bovino,
indicando a parte protusa do axostilo (seta) (KIRBY, 1951).

O axostilo e o pelta, partes do citoesqueleto, em conjunto com a costa e flagelos estéo
envolvidos em fung¢des motoras e de divisdo celular do parasita (RAE; CREWS, 2006).

O corpo parabasal é visualizado como uma estrutura cilindrica, com localizacao sobre
0 nucleo e abaixo da costa. O nucleo possui formato oval, medindo de 3,5 a 5 um de
comprimento e cerca de metade do comprimento em largura. Normalmente esta localizado na
porcdo anterior do corpo e dorsal ao axostilo. O citoplasma pode conter vactolos de

endocitose.
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4.1.3 Genotipagem

Tritrichomonas foetus € um protozoario que originalmente foi descrito em bovinos
causando distarbios reprodutivos e abortamento, também é descrito como um flagelado
comensal na cavidade nasal e ceco de suinos (BONDURANT, 1997). Foi reconhecido como
um agente primario causando diarreia do intestino grosso em gatos a partir do ano 2000
(LEVY etal., 2003).

Estudos de transmissdo cruzada entre bovinos e suinos com T. foetus ou T. suis
demonstraram ndo haver especificidade hospedeira (KERR, 1958; FITZGERALD et al.,
1958). Estes organismos sdo considerados idénticos com base em sua morfologia, anélise
ultraestrutural, e sequéncia genética (HIBLER et al., 1960; FELLEISEN, 1997).

A origem da infeccdo de gatos por T. foetus e qualquer relacdo com a tricomonose
bovina ou suina ndo € esclarecida. Estudos recentes indicaram que T. foetus de origem felina
pode infectar bovinos, porém a doenca resultante da infeccdo é diferente em intensidade
daquela produzida pelo protozoario de origem bovina (STOCKDALE et al., 2007). Ja a
infeccdo cruzada de gatos com cepas de origem bovina resultou em infeccdo intestinal em
alguns gatos, porém de menor intensidade, que seria o esperado para organismos considerados
idénticos morfologicamente (GOOKIN et al., 2001; STOCKDALE et al., 2008). Estes
resultados sugerem algumas diferencas fenotipicas na patologia entre isolados de gatos e
bovinos (STOCKDALE et al., 2007; 2008)

Tritrichomonas foetus representa um intrigante modelo de estudo das interacdes
parasita-hospedeiro. Muitos sdo 0s questionamentos a respeito da origem da espécie em
bovinos e felinos, em particular se sdo parasitas diferentes ou possuem genotipos
relacionados. Por serem capazes de infectar ambas as espécies, historicamente, s&o
conhecidas como sendo a mesma espécie. A adaptacdo dos parasitas a diferentes hospedeiros
ndo € algo novo, no entanto, o tropismo de 6rgaos extremos de cepas isoladas de bovinos
(vagina) e isoladas de felinos (trato gastrintestinal) indica que possuem gendtipos diferentes,
que ao longo de suas respectivas evolucdes preferencialmente adaptaram-se ao seu respectivo
hospedeiro vertebrado e o local de infeccdo (SLAPETA et al., 2010; 2012).

Os primeiros estudos moleculares sobre T. foetus visavam a analise do gene
ribossomal 5.8S e as regibes interespacadoras 1 e 2. Uma combinacdo de iniciadores foi
desenvolvida para identificar essas regides no DNA de membros da familia Trichomonadidae
(TFR1/TFR2) e membros do género Tritrichomonas spp. (TFR3/TFR4). Utilizando esses
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iniciadores para o diagnostico de T. foetus de origem bovina, suina ou felina, todas as cepas
tiveram 100% de similaridade (FELLEISEN, 1997; FELLEISEN et al., 1998; LEVY et al.
2003). Entretanto, mais recentemente, a se comparar as sequéncias de isolados de T. foetus de
felinos e bovinos com os mesmos pares de iniciadores, revelou um polimorfismo em um
unico nucleotideo (T>C) na regido ITS2 de isolados bovinos. A andlise comparativa das
sequencias disponiveis no GenBank confirmaram esse polimorfismo na regido ITS2 entre
todos os isolados bovinos e T. suis (=T. foetus) de suinos disponiveis (SLAPETA et al., 2010).
O polimorfismo na regido ITS2 foi avaliado em outros estudos e foi considerado como
marcador valido para a identificacdo da origem do parasita e identidade genética de T. foetus
(ZALONIS et al., 2011; REINMANN et al., 2012).

A avaliacdo genética para elucidar as diferencas entre T. foetus, isolado de bovinos e
felinos, levou a pesquisa de novos genes. Dez regides genéticas diferentes foram analisadas,
genes que codificam para cisteina proteinases 1, 2 e 4-9 (CP1 e CP2, CP4-CP9) foram
utilizados na investigacdo sobre diferencas no codigo genético de T. foetus isolados de
bovinos e felinos. Esses genes codificam proteinas envolvidas na patogénese da doenca
causada pelo parasito. Outra proteina investigada foi a malato desidrogenase citossélica 1
(MDH1) e a ITS2. As sequencias obtidas dos 10 genes foram comparadas e evidenciaram
que, as cepas de origem felina tiveram 100% de identidade entre elas, e que as cepas de
origem bovina também apresentaram 100% de identidade. Ja, a comparacdo das sequencias
de DNA de T. foetus isolados de gatos e de bovinos tiveram 1,03% de diferenca. Os dois
gendtipos diferiram em 1,19% na sequéncia de nucleotideos de oito cisteino-proteinases (CP)
e em 0,36% na sequéncia de nucleotideos da MDH1. As diferencas entre T. foetus de felinos
e bovinos sugerem que esses genes podem ter papel importante na adaptacdo ao seu
hospedeiro de referéncia ou a localizagdo dentro do hospedeiro. Essas mudancas nos
nucleotideos codificam mudangas num total de 18 aminoacidos. Baseado nestes resultados
em que as mudancas nas cisteino proteinases podem estar diretamente ligadas as diferencas
em patogenicidade encontradas; visto que, esses genes estdo diretamente ligados a interacao
parasito hospedeiro (SLAPETA et al., 2012).

Um novo marcador foi utilizado por Sun et al. (2011), baseado no gene que codifica
para cisteina proteinase 8 (CP8), o qual esta envolvido na interacdo parasito-hospedeiro,
viruléncia, nutricdo e inflamag&o, sendo assim selecionada para elucidar a identidade genética
de T. foetus em bovinos e felinos. Esse estudo indicou dois polimorfismos de um Unico
nucleotideo (SNPs-single nucleotide polymorphism) conservados, que distinguem isolados

felinos de bovinos. Uma das SNPs modifica a sequencia de aminoacidos, substituindo a
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serina do CP8 encontrado em isolados bovinos por uma arginina em isolados felinos.
Contudo a substitui¢cdo ndo ocorre em uma regido funcional conhecida e sua importancia para
a patogenicidade do parasita € desconhecida.

Até 0 momento tém indicado que isolados de T. foetus de felinos e bovinos constituem
grupos geneticamente distintos e uniformes, porém com genétipos muito proximos. As
caracteristicas genéticas observadas podem estar ligadas a origem do hospedeiro dos isolados,
mas sem nenhum efeito associado a origem geogréafica. A relacdo genética muito préxima
entre 0s dois grupos sugere a possibilidade de ambos os gendétipos exibirem propriedades
biolégicas semelhantes, as quais permitiram ao parasita se adaptar a diferentes ambientes
dentro de diferentes hospedeiros.

Apesar das condicdes ambientais extremas encontradas entre o trato urogenital de
bovinos e trato digestorio de felinos, eles possuem uma categoria funcional semelhante de
expressao de genes expressos com nenhuma indicacdo de divergéncia ao nivel molecular. Isto
reforca o fato de que taxonomicamente T. foetus de bovinos e felinos representam dois
gendtipos demonstrando variacdo intraespecifica. Estratégias de adaptacdo especificas
parecem estar relacionadas sobre a regulacdo pos-transcricional influenciada pelo ambiente
dentro dos locais de infeccdo dos hospedeiros. Desta forma, a expressdo de genes de
viruléncia pode diferir de acordo com seu hospedeiro (ADELINE et al., 2014).

4.1.4. Aspectos bioldgicos

Tritrichomonas foetus pode viver em ambientes em anaerobiose ou com pouco
oxigénio sendo considerado aerotolerantes, como trato urogenital de bovinos, trato
gastrintestinal de suinos e felinos (BONDURANT et al., 1997; LEVY et al., 2003;
MOSTEGL et al., 2011). E considerado monogénico e monoaxénico. A reproducio se déa por
divisdo binaria e sua principal forma é a de trofozoito que possui tamanho variando de 10-25
pum de comprimento por 3-15 pum de largura. Quando em cultura, o parasito possui formato
variavel de piriforme a fusiforme ou mesmo oval.

No hospedeiro, T. foetus esta fisicamente associado ao epitélio do trato urogenital ou
gastrintestinal (ERA; CREWS, 2006). O consumo de nutrientes pode ocorrer por difuséo
bem como por fagocitose e pinocitose resultando na formagéo de vacutolos no citoplasma com
diferentes tamanhos. In vitro em culturas acelulares e axénicas, T. foetus utiliza a glicose
presente no meio de cultura como principal fonte de energia. In vivo, onde o suporte de
glicose € quase inexistente nos locais de infeccdo, o parasita usa de precursores na sintese de

poliaminas, como a arginina, para produzir energia necessaria a sua sobrevivéncia no
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hospedeiro (YARLETT, 1988; REIS et al., 1999). Quando em contato com a célula do
hospedeiro, T. foetus pode exibir citotoxidade atraves do contato fisico, resultando na
secrecdo de proteases e glicosidases extracelulares (BONILHA et al., 1995;). Essas enzimas
podem induzir a citélise, ou mesmo, a ruptura das juncdes epiteliais e também o
remodelamento em volta da matriz extracelular (PETROPOLIS et al., 2008). Desta forma, o
monitoramento mecanico-quimico do ambiente extracelular feito pela superficie do parasito
poderia cooptar a capacidade do hospedeiro para constituir um nicho e, portanto, se tornar
capaz de sobreviver em diversos locais anatdmicos (DA SILVA et al., 2011).

A infeccdo em gatos por T. foetus ocorre por transmissao direta, através do contato do
animal com as fezes contaminadas, contendo o parasito. Hale et al. (2009) demonstraram que
T. foetus pode sobreviver nas fezes por até 24h quando em temperatura ambiente, indicando
gue a transmissao seria feita por outras vias mais do que pelo contato direto entre animais. A
viabilidade dos trofozoitos, quando expostos a varios tipos de ambientes, demonstrou que
permanecem viaveis por periodos variados de tempo. O protozoario pode sobreviver na dgua
por 30 minutos e até 180 minutos na urina de gatos. Quando colocado na racdo seca
sobrevive por 30 minutos e quando em racdo Umida pode sobreviver por até 3 horas. Os
resultados deste estudo indicaram que a transmissao de T. foetus ocorre via dgua e comida
contaminada e que a exposi¢do a caixa de areia contaminada com fezes de animais infectados
seria menor (ROSYPAL et al., 2012). Mais recentemente, trofozoitos de T. foetus
sobreviveram por até cinco dias na racdo de gatos. Neste mesmo estudo, moluscos comuns na
Australia foram expostos as fezes de um gato infectado e os mesmo foram capazes de
eliminar em suas fezes trofozoitos de T. foetus vidveis. Numa visdo geral esses moluscos
poderiam contaminar com suas fezes, agua, comida e brinquedos que estivessem no ambiente
(VAN DER SAAG et al., 2011).

A transmissao feco-oral possivelmente conta com outro fator que aumenta as chances
de transmissdo do protozoario, a formacao de pseudocisto. Nos primeiros relatos de infeccao
de gatos por T. foetus suspeita-se que a viabilidade do parasito fora do hospedeiro é
considerada menor (GOOKIN et al., 2003); entretanto, a formagdo de pseudocistos € um
processo natural no ciclo bioldgico para a grande maioria dos parabasalideos, incluindo T.
foetus. A formacdo do pseudocisto consiste na transformacdo dos trofozoitos mdveis em
formas compactas, ndo maéveis e sem a formacao de parede cistica que pode ocorrer de forma
natural como ocorre em touros (PEREIRA-NEVES et al., 2011) ou quando as condigdes
ambientais ndo sdo favoraveis, tais como diminuicdo da disponibilidade de nutrientes,

presenca de drogas como antibidticos e mudangas bruscas de temperatura.
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Atualmente ja se sabe que a formacdo de pseudocisto é um processo reversivel
(GRANGER et al., 2000) e também uma forma de multiplicacdo do protozoéario. Foi
verificado que ocorre o processo de mitose dentro do pseudocisto (PEREIRA-NEVES et al.
2003). Estudo in vitro, demonstrou que pseudocistos de culturas antigas de T. foetus foram
capazes de gerarem células multinucleadas que depois liberavam/separavam-se em trofozoitos
unicos. Essa formacdo do parasito seria benéfica na promocdo da colonizagdo de novos
hospedeiros (PEREIRA-NEVES; BENCHIMOL, 2009). O pseudocisto também possui
propriedades que o fazem aderir mais fortemente as células hospedeiras do que as formas
piriformes (MARIANTE et al., 2004). Todas essas caracteristicas juntas contribuiriam para a

perpetuacdo do ciclo de infecgéo parasita-hospedeiro.

4.1.5 Patogenicidade

Em gatos, quadros de diarreia do intestino grosso pode ser resultado de uma variedade
de causas infecciosas e ndo infecciosas. Recentemente, varios pesquisadores reconheceram
uma associacdo entre diarreia do intestino grosso em felinos e infec¢do por trichomonadideos
(ROMATOWSKI, 1996; 2000; GOOKIN et al., 1999).

Historicamente, a detec¢do de parabasalideos nas fezes de gatos com diarreia possuia
baixa importancia e era atribuida a um supercrescimento da microbiota do intestino que
facilitava a proliferacdo dos protozoarios (DIMSKI, 1989; BARR, 1998). Entretanto, o
aumento no nimero de casos de gatos com diarreia por protozoarios e ndo responsiva a
tratamento fez com que os pesquisadores se atentassem para a possibilidade de T. foetus poder
ser 0 agente etiologico.

Os sinais clinicos da doenca em gatos infectados incluem diarreia com muco, letargia,
anorexia e perda de peso. Sinais adicionais podem incluir diarreia com sangue, tenesmo,
flatuléncia e fezes malcheirosas (GOOKIN et al., 1999)

Gookin et al (2001) conduziram o primeiro estudo experimental sobre a infec¢do de
gatos com T. foetus e sua implicacdo no quadro de diarreia. Através da inoculacdo de T. foetus
em gatos SPF (specific pathogen free), esses autores observaram que os animais se tornaram
positivos com dois a sete dias pos-inoculacdo e que a infecgdo persistia por até 203 dias. A
infecdo por T. foetus induziu diarreia em todos os animais inoculados que variava em
consisténcia de semiformada a pastosa e infrequentemente havia a presenca de sangue. A
inoculacdo do protozoario induziu a infeccdo de ileo e cdlon resultando em diarreia por pelo

menos sete semanas. A infeccdo por T. foetus ficou restrita a superficie epitelial, ao muco
56



cecal e a mucosa do célon. Evidéncias da invasdo de mucosa ndo foram observadas. Com
base nessas observagdes, foi sugerido pelos autores que a microflora colonica possui papel
importante na patogénese da diarreia associada a T. foetus, porgque o organismo pode persistir
em gatos com e sem diarreia pode tornar-se exacerbada, sem um aparente aumento no nimero
de organismos presentes no trato intestinal.

Em outro estudo, o exame histopatoldgico do intestino de gatos naturalmente
infectados por T. foetus revelou alteracGes patoldgicas no célon, como dilatacdo leve a
moderada da lamina prépria com infiltrado plasmocitario e linfocitario. Um ndmero
moderado de neutrofilos e eosindfilos, também foram observados. Hipertrofia das células
epiteliais das criptas, hiperplasia e aumento da atividade mitdtica, perda de células
caliciformes, microabscessos nas criptas, e atenuacdo do epitélio superficial coldnico.
Tritrichomonas foetus foi mais consistentemente observado em estreita proximidade com a
superficie da mucosa do cdlon (83%) e menos frequentemente no Iimen das criptas colnicas.
Apenas um animal apresentava os protozoarios infiltrados na lamina propria das criptas. Este
achado foi associado mudancas severas e difusas nas criptas do célon, que apresentava
ulceragbes multifocais, inflamacdo piogranulomatosa supurativa com inimeros protozoarios
na camada submucosa e subserosa do célon (YAEGER; GOOKIN, 2005). Em outro estudo,
achados histopatolégicos de gatos com diarreia e positivos para T. foetus, o parasito foi
encontrado no lumen das criptas e poucas lesdes foram encontradas sugerindo que outras
causas podem ser responsaveis pelos sinais clinicos de diarreia. Em outros dois casos grandes
quantidades do protozoario foram encontrados no Iimen e invadindo a lamina prépria da
mucosa (MOSTEGL et al., 2012).

A interacdo entre T. foetus e o epitélio intestinal desempenha um papel chave no inicio
e na génese da diarreia. Essa interacdo se da de forma ativa, através de processo metabolico
ativo que ndo necessariamente é dependente de um rearranjo no citoesqueleto do parasita.
Estes achados sugerem que a aderéncia de protozoarios em grandes quantidades pode estar
relacionada a citopatogenicidade observada em casos de diarreia mais graves (TOLBERT et
al., 2012).

Apesar destes achados, a compreenséo dos fatores que mediam a patogenicidade de T.
foetus em gatos € limitada. Os mecanismos identificados até o presente estdo relacionados a
mudancas na flora bacteriana intestinal do hospedeiro, fatores de aderéncia do protozoario e a
producdo de citotoxinas e enzimas (KENNET; HOOK, 2002). Atualmente ja se sabe que a
tricomonose intestinal € uma infeccdo cronica em gatos sintomaticos que sao afligidos por

diarreia (GOOKIN et al., 2001). Apesar de periodos de remissao clinica da diarreia, muitos
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animais permanecem infectados por toda a vida tornando-se portadores, muitas vezes

assintomaticos e infectando outros animais (FOSTER et al., 2004).

4.1.6 Métodos de diagnostico

Os métodos laboratoriais utilizados para o diagndstico da tricomonose felina incluem
técnicas antigas e novas, derivadas e adaptadas das utilizadas no diagnostico de tricomonose
bovina. A utilizacdo de cada uma delas ira depender do custo/beneficio, aliado ao grau de
sensibilidade e especificidade desejado.

O exame a fresco é o teste mais facil e rapido empregado na rotina laboratorial para o
diagnostico de tricomonose. Visa a deteccdo de trofozoitos moveis nas fezes frescas diluidas
em solucéo salina ou tampdo fosfatado (PBS- phosphate buffer solution). Normalmente, uma
gota é colocada sobre uma lamina de vidro e examinada em microscopia Optica a procura de
organismos com formato e motilidade caracteristica de trichomonadideos, cujo movimento é
progressivo, erratico e rotacionado em seu proprio eixo. Devido ao diagnostico ser
dependente da visualizacdo de organismos vivos, as amostras de fezes devem ser frescas,
preferencialmente diarreicas e processadas rapidamente. Organismos mortos devido a
refrigeracdo da amostra ou falhas no processamento, muitas vezes resultam na ocorréncia de
resultados falsos negativos (GOOKIN et al., 2003). A desvantagem da técnica é sua baixa
sensibilidade devido a dependéncia de um nimero grande de protozodrios nas amostras fecais.
Em um estudo, animais cronicamente infectados com T. foetus, revelou que somente 2%
(4/192) das amostras de fezes foram positivas no exame a fresco. Além disso, a especificidade
do método é um ponto problematico, pois ndo é possivel distinguir outros protozoarios que
podem estar presentes e se assemelharem a T. foetus, como € o caso de P. hominis. (GOOKIN
et al., 2001; HALE et al., 2009).

Seguindo a mesma rotina empregada no diagnostico da tricomonose bovina, a cultura
¢ 0 segundo passo para avaliar amostras de fezes de gatos que podem ou ndo conter
trofozoitos de parabasalideos. A cultura permite a multiplicacdo dos protozoarios até o ponto
em que se possa observa-los no microscopio. Possui um grau de sensibilidade maior do que o
exame a fresco.

O meio de cultura mais frequentemente utilizado na rotina dos laboratérios foi
desenvolvido por Diamond (1957) e é chamado pelo mesmo nome. A praticidade dos
métodos de cultivo para diagnosticar T. foetus foi potencializado nos dltimos tempos com a

disponibilidade comercial de um sistema de cultura em formato de bolsa que poderia servir
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como meio de transporte e crescimento (InPouch TF Biomed Diagnostics Inc). O sistema foi
desenvolvido para dar maior praticidade na coleta e transporte de material até o laboratério e
evitar amostras falso-negativas. O método foi primeiramente empregado em amostras de
bovinos (BORCHARDT et al., 1992) e mais tarde, testado para fezes de gatos (GOOKIN et
al., 2003). Segundo os autores as vantagens deste tipo de sistema incluem a disponibilidade
comercial, ndo precisa diluir e nem enviar as fezes. A visualizacdo do conteido dentro da
bolsa selada diretamente no microscépio reduz a exposicao do manipulador aos protozoarios e
outros patdgenos presentes nas fezes. O limite de detecgdo alcancado utilizando este método
foi de 1 até 1000 trofozoitos de T. foetus utilizando 0,1g de fezes de gato. A inoculacédo de P.
hominis e Giardia spp. resultou na n&o sobrevivéncia por mais de 24 horas destes organismos.
Porém, € possivel o cultivo de outras espécies como T. gallinae (COVER et al., 1994).

Os métodos de cultura apresentam uma sensibilidade maior, porém a sua
especificidade é considerada baixa porque varias espécies de parabasalideos podem crescer
nos meios e ndo é possivel fazer a sua identificacdo, mas apesar disso, 0 crescimento dos
protozoarios em meios de cultura permite a confeccdo de esfregacos dos trofozoitos para
identificacdo morfologica (LUN; GHAJADHAR, 1999).

Apesar dos exames a fresco e cultura serem duas técnicas de diagndstico,
relativamente baratas e que podem ser realizadas em qualquer laboratério, o avanco na area de
biologia molecular para o diagnéstico de parasitos vem crescendo. Os métodos de biologia
molecular ja estdo disponiveis para o diagnostico da infeccdo por T. foetus em bovinos e gatos
e tanto sua sensibilidade quanto especificidade é considerada alta (FELLEISEN et al, 1998;
GOOKIN et al., 2002).

O desenvolvimento de iniciadores especificos para deteccdo de rDNA de T. foetus foi
um dos primeiros estudos que deram inicio ao diagndstico de tricomonose através de biologia
molecular (FELLEISEN et al. 1998). O diagnostico de tricomonose felina ganhou maior
impulso apds estudo feito por Gookin et al. (2002) que desenvolveram um teste de PCR
sensivel e especifico para T. foetus diretamente das fezes de gatos. A técnica empregada foi
uma varia¢do da PCR-NESTED desenvolvido em um Gnico tubo (single tube nested PCR),
utilizando quatro pares de iniciadores, os dois primeiros, TFR3 e TFR4, desenvolvidos por
Felleisen et al. (1998) que amplificam um produto com 347 pb e outros dois pares internos
que complementam a reagédo (TFITS-F e TFITS-R) e geram um produto com 208 pb. A PCR
é baseada na amplificagdo de um fragmento da porc¢do conservada do gene ribossomal 5.8S e
nas regides interespacadoras internas (ITS) 1 e 2. Para otimizacdo da técnica além dos

iniciadores especificos, a extracdo de DNA ¢ feita através de kits comerciais especificos para
59



as fezes que visam diminuir os inibidores da PCR. Desta forma, utilizando a PCR-NESTED,
o limite de detecgdo absoluto encontrado foi de um microrganismo, enquanto o limite préatico
foi de 10 trofozoitos em 0,2 g de fezes de felino. A especificidade da técnica foi avaliada
utilizando como controle DNA de P. hominis, Giardia lamblia (= Giardia intestinalis) e DNA
felino. Segundo os autores a técnica pode ser empregada em amostras de fezes que foram
negativas nos exames, a fresco e de cultura, ou quando a identificacdo da espécie
microscopicamente ndo é possivel.

Apesar de ser altamente especifica, a utilizacdo de biologia molecular no diagnéstico
de T. foetus de amostras de fezes ainda esbarra no custo da técnica e mao de obra qualificada
para a sua realizacdo. Além disso, estudos tem demostrado que a técnica de PCR néo
substitui por completo a técnica de cultura. Gookin et al. (2002) demonstraram que uma
técnica ndo exclui a outra. A PCR-Nested sozinha nao foi superior a cultura das fezes feito ao
mesmo tempo da coleta de amostras. A cultura das fezes resultou em 55 % de amostras
positivas, enquanto que a PCR obteve 39% de positividade. O desempenho combinado da
cultura das fezes e da PCR-nested em um Unico tubo foi de 75% de resultados positivos,
consideravelmente maior do que as técnicas sozinhas. A PCR-nested foi capaz de detectar T.
foetus em 20% de amostras que foram negativas na cultura. Em outro estudo, a sensibilidade
entre cultura e PCR para o diagnostico de tricomonose bovina revelou taxas quase iguais entre
as técnicas, 67.8% para a cultura e 65.9% para a PCR (COBO et al., 2007). Gookin et al.
(2004) relataram a ocorréncia de tricomonose em 31% dos gatos avaliados (36/117), dos quais
cinco foram diagnosticados pelo exames a fresco das fezes, nove foram diagnosticados com
base na cultura em meio de Diamond, 20 foram identificados utilizando o sistema In Pouch
TF medium, e 34 das 36 amostras foram positivas através de PCR das fezes.

Embora seja altamente desejavel o emprego de uma Unica técnica que possa
diagnosticar de maneira precisa e rapida um agente etiol6gico, o emprego da biologia
molecular ainda é limitado na rotina de laboratérios para o diagnéstico de tricomonose.
Devido a presenga de uma gama de inibidores de PCR nas fezes o método de extragdo é um
dos pontos chave para a utilizagdo da técnica (STAUFFER et al., 2008). Um estudo recente
revelou que de 17 culturas positivas para T. foetus nas fezes, resultou na extragdo com sucesso
de DNA fecal em apenas 12 amostras. (STOCKDALE et al., 2009). Sendo assim, para
melhorar a sensibilidade do diagndstico mais de uma técnica deve ser empregada (HALE et
al., 2009).
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4.1.7 Diagndéstico Diferencial

Parabasalideos sdo descritos infectando gatos infrequentemente desde 1900 (DA
CUNHA; MUNIZ, 1922; KESSEL, 1928). Ap6s um periodo de quase 50 anos sem relatos, P.
hominis foi diagnosticado como organismo naturalmente presente nas fezes de gatos e
considerado comensal, e por conta disso o0s relatos na literatura frequentemente
diagnosticavam os flagelados em fezes diarreicas de gatos como P. hominis (GOOKIN et al.,
1999; ROMATOSWSKI, 2000). Baseado nestes estudos a parabasalideos em gatos foram por
muito tempo considerado parte da microbiota intestinal somente coexistindo com outras
doencas entéricas. Com 0 aumento da incidéncia de gatos jovens com diarreia do intestino
grosso onde as fezes continham um grande namero de flagelados, pesquisas foram realizadas
com intuito de saber a identidade do protozoario. A principio, os gatos infectados pertenciam
a gatis ou abrigos com uma alta densidade populacional e foram frequentemente
diagnosticados como tendo Giardia spp.; porém, o quadro de diarreia crénica era arresponsiva
ao tratamento com giardicida e foram aparentemente livres de doencas intestinais
concomitantes ou infecgdo. O diagndstico diferencial entre trichomonadideos e trofozoitos de
Giardia spp. pode ser feito com um simples exame a fresco onde os flagelados sé&o
diferenciados com base na motilidade.

Duas espécies de parabasalideos podem ser encontradas em gatos, T. foetus e P.
hominis. A diferenciacdo entre os dois requer um grau mais apurado por parte do clinico por
se assemelharem em muitas caracteristicas como motilidade e tamanho. Sua diferenciacéo
ndo é possivel através do exame a fresco e nem através de meios de cultura porque ambos séo
igualmente capazes de crescer nos meios proprios para parabasalideos (CEPLECHA et al.,
2013). Um dos exames mais simples que podem servir para diferenciagdo entre espécies é
através de esfregacos de cultura ou fezes coradas pelos métodos de Romanowsky, como
Giemsa e Whrite-Giemsa. As principais caracteristicas que diferenciam uma espécie da outra
estdo relacionadas ao nimero de flagelos, trés em T. foetus e cinco em P. hominis (LUN;
GAJADHAR, 1999). Outros caracteres a serem observados sdo o formato do axdstilo que se
afunila gradualmente em P. hominis e em T. foetus esse afunilamento ap0s o anel cromético
se da de forma continua até que se afunila abruptamente formando um pequeno filete
(WENRICH; EMMERSON, 1933; WENRICH, 1944) (Figura 19).
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Figura 19. Desenho esquematico de Tritrichomonas foetus e Pentatrichomonas
hominis demonstrando as diferencas no nimero de flagelos e formato da parte
protusa do axéstilo. A: T. foetus (WENRICH; EMMERSON, 1933). B: P.
hominis (WENRICH, 1944).

Os métodos moleculares deram um grande salto em relacdo ao diagnoéstico diferencial
entre espécies de parabasalideos. Felleisen et al. (1998) foram os primeiros a desenvolver um
par de iniciadores especifico para T. foetus chamados de TFR3 e TFR4 que tem por alvo a
sequéncia do gene ribossomal 5.8S e as regides interespacadoras internas 1 e 2 (ITS1 e 2),
porém o intuito era o diagndstico do protozoario em bovinos. Mais tarde, a deteccdo de DNA
de T. foetus diretamente das fezes foi testado por Gookin et al. (2002), com a utilizacdo da
técnica de PCR-Nested com os iniciadores TFR3 e 4 e outro par de iniciadores internos
denominados ITSF e ITSR, com os iniciadores internos o diagndstico torna-se mais sensivel e
mais especifico. Entretanto a técnica foi utilizada apenas para o diagnéstico de T. foetus, em
alguns casos 0s animais possuiam parabasalideos visiveis na microscopia éptica, mas o
resultado era negativo. Desta forma, era necessario o desenvolvimento de um par de
iniciadores especifico para P. hominis. Atualmente, ja € possivel diferenciar atraves das
técnicas de PCR P. hominis de T. foetus porque ja existem iniciadores especificos para P.
hominis que amplificam parte do gene 18S ribossomal chamados de TH3 e TH5 (CRUCITTI
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et al., 2004). O diagndstico diferencial entre as espécies parasitando felinos foi testado pela
primeira vez por Gookin et al. (2007b) utilizando esses pares de iniciadores. Utilizando ambos
os iniciadores para T. foetus e P. hominis foi possivel diagnosticar amostras de fezes onde

havia a presenca dos dois protozoarios, ou seja, infeccdo mista.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Origem dos animais

Para este estudo, um total de 80 amostras de fezes de gatos foi avaliado. Todas as
amostras foram provenientes do atendimento clinico da Sala de gatos do HVPA, IV, UFRRJ,

localizados no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

4.2.2. Coleta de amostras de fezes

Amostras de fezes dos gatos avaliados foram coletadas por defecacdo natural ou
lavado retal, seguindo a conduta médica veterinaria do atendimento clinico. As fezes
acondicionadas em potes plasticos e identificadas foram encaminhadas ao LPR, para analise.
Parte das fezes foi colocada em tubos com fundo conico de 15-50 ml e diluidas em meio de
Hanks, e parte, aproximadamente 0,2 g, de fezes foi colocada em caldo peptona e incubada
em estufa bacterioldgica a 35°C.

4.2.3 Diagnostico morfologico
4.2.3.1 Exame a fresco

A presenca de protozoarios foi avaliada logo ap0s a coleta por meio de exame direto
colocando-se uma gota da amostra homogeneizada em uma lamina e realizando a leitura em
microscopia optica (Primo Star Zeiss®) aumento de 100X. As amostras foram consideradas
positivas quando constatada a presenca de protozodrios com formato e motilidade
caracteristicas de trichomonadideos. As fezes foram manidas no laboratério por até 15 dias e

depois eram descartadas.

4.2.3.2 Cultura
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Todas as amostras de fezes foram inoculadas em tubos contendo meio de Diamond
(1957) ou caldo peptonado e incubadas a 35°C. A avaliagdo do crescimento foi realizada a
cada 24 horas através de exame direto de uma gota do meio de cultura em lamina e
observadas em microscopia optica para ver se houve crescimento. Repiques da cultura para
meio novo foram realizados a cada 72 horas. As culturas foram descartadas quando
consideradas negativas ap0os 10 dias de incubacéo.

4.2.3.3 Analise Morfologica
4.2.3.3.2 Coloracédo de esfregacos

As amostras de cultura (3 ml) foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos. Apés a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 100 pl de caldo
peptonado novo e homogeneizado. Dez microlitros da suspensdo dos protozoarios foram
colocados em laminas limpas e o esfregaco delgado realizado com movimentos circulares
com uma alca de platina e deixado secar ao ar. Os esfregacos foram fixados ao ar e
desidratados em metanol por um minuto e corados pelo método do Pandtico rdpido segundo
Lun & Gajadhar (1999).

4.2.4 Fotomicrografias, Mensuracao e Desenhos dos trofozoitos

Todas as analises morfoldgicas foram realizadas em microscopio triocular Zeiss
(RFA). Fotomicrografias foram tiradas com camera digital AxioCamERc 5s acoplada ao
microscopio. A analise morfometrica dos trofozoitos foi feita, utilizando programa Axio
Vision Release 4.8.2 (2010). Os desenhos foram elaborados utilizando programa Corel Draw
X6.

4.2.5 Microscopia Eletrénica

As analises de microscopia eletrbnica foram realizadas pelo Centro de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal de Minas Gerais (CEM-UFMG), Pampulha, Belo
Horizonte, MG.

4.2.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
Amostras de cultura em fase logaritmica de crescimento foram centrifugadas (740 x g
/10 minutos) e fixadas com glutaraldeido 2,5% em 0,1M de tampéo fosfato de sédio (pH 7.2)
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por cerca de duas horas em temperatura ambiente. Depois de fixadas, as células foram lavadas
2 vezes em PBS (pH 7,2) e, entdo, colocadas para aderir por cerca de 15 minutos em
laminulas previamente recobertas com poli-L-lisina. Apds este periodo, as laminulas foram
lavadas novamente em PBS para retirar as células que ndo aderiram. Em seguida, os parasitos
foram pds-fixados por 15 minutos no escuro com uma solucdo de tetroxido de 6smio a 1% em
0,1M de tampéo fosfato de sédio (pH 7,2). Posteriormente, as laminulas foram lavadas (3X)
em PBS e, logo em seguida, as células foram desidratadas em uma bateria de concentracdes
crescentes de etanol: 15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100% por duas vezes. As laminulas
ficaram imersas por aproximadamente por 15 minutos em cada uma destas concentragdes de
etanol. Finalmente, as laminulas foram secas pelo método do ponto critico do CO; e
posteriormente foram revestidas por uma fina camada (25nm) de ouro. As amostras foram,
entdo, montadas em suportes metalicos apropriados, e observadas ao microscopio eletrdnico

de varredura Jeol 5800.

4.2.5.2 Microscopia Eletronica de Trasmissdo (TEM)

As células foram coletadas por centrifugacdo e fixadas por cerca de duas horas a
temperatura ambiente com 2.5% de glutaraldeido em 0,1M de tampdo fosfato (pH 7,2).
Depois deste periodo, as células foram lavadas (3X) em PBS (pH 7,2) e pds-fixadas por 30
minutos no escuro em uma solucéo de tetroxido de 6smio a 1%, com 0.8% de ferricianeto de
potassio e 5mM de cloreto de calcio em 0.1M de tampédo cacodilato. Em seguida, as células
foram lavadas por trés vezes em agua destilada e colocadas por duas horas no escuro em uma
solugdo de acetato de uranila a 2% em agua destilada. As células foram entdo, novamente
lavadas (3X) em agua destilada e, em seguida, centrifugadas por 10 minutos a 15.000 x g para
que se obtivesse um sedimento compacto. Este sedimento foi entdo, transferido para uma
placa de Petri contendo acetona 70% e cortado em pequenos fragmentos. A desidratacdo das
células foi feita em concentragdes crescentes de acetona: 70%, 90% e 100% (2X) (15 minutos
em cada concentracao). As celulas foram infiltradas por periodo de 48 horas em resina epoxy
Poly Bed 812 (Epon) (Polysciences, Inc) e polimerizadas em estufa a 60°C por 72 horas. Ap6s
a polimerizagdo, os blocos de Epon foram trimados e fatiados com faca de diamante
(Diatome) no ultramicrétomo (Leica —UCB6). Os cortes ultrafinos de cor prateada (que medem
aproximadamente 70nm) foram coletados em grades de cobre, de 300 mesh e, posteriormente,
contrastados no escuro com 5% de acetato de uranila por 30 minutos e citrato de chumbo por
10 minutos. Finalmente, as grades foram observadas ao microscopio eletrénico de

transmisséo Jeol 1210.
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4.2.6 Diagnostico e identificacdo molecular

As amostras de cultura foram encaminhadas para processamento e analise molecular
no LabMol, DPA, Anexo 1, IV, UFRRJ. As amostras foram processadas conforme descrito

na Parte 1.

43 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Tritrichomonas foetus
4.3.1.1 Visualizagdo dos trofozoitos

Setenta e sete amostras de fezes provenientes do HVPA (UFRRJ) foram encaminhadas
ao LPR para pesquisa de parabasalideos. Destas, apenas quatro amostras (5%) foram positivas
no exame a fresco. Os trofozoitas observados apresentaram formato piriforme, movimentos
rapidos, e motilidade progressiva, erratica e com movimento rotacionado (axial), 0 mesmo
tipo de movimento descrito por Diamond (1957). A frequéncia de animais infectados varia
entre os estudos, os relatos na literatura apresentam valores de 2% (MANCIANTI et al., 2014)
a 31% (GOOKIN et al., 2004).

Todas as amostras positivas no exame a fresco foram positivas tambeém em cultura. No
cultivo em meio de Diamond ou caldo peptona os trofozoitos apresentavam em sua grande
parte formato piriforme, motilidade rapida. Das quatro amostras positivas, apenas trés
sobreviveram ao subcultivo, sendo que estas, apds algumas passagens em meio novo
tornaram-se completamente axénicas, ou seja sem contaminagdo por outros microrganismos.

O tipo de multiplicagdo observado foi de divisdo binaria. Os trofozoitos em diviséo
apresentavam aumento do volume celular, a presenca de dois nucleos, e duplicacdo do
axostilo (Figura 20A). Como parte do processo, os trofozoitos em divisdo apresentavam
formato maior e triangular, chamado de forma de coracdo (BENCHIMOL, 2004), seguido
estruturacdo de duas células-filhas caracterizando a pré-mitose, fase | e I da mitose onde era
observado o inicio da separacdo das células (Figura 20 B e C). As células duplicadas
migravam gradualmente para dire¢cGes opostas e ficavam unidas pela parte final do axdstilo

(Figura 20 D).
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MO

NU

Figura 20. Processo de divisdo binaria por Tritrichomons foetus isolados de
gatos. A: Duplicacdo do nucleo (NU); B: Duplicacdo de outras estruturas como
pelta, axéstilo e membrana ondulante (MO); C: Inicio da citocinese pela parte
anterior do trofozoito; D: Separacdo pela parte posterior, através dos axostilos.
Panotico rapido, Obj. 100X.

O processo de divisdo celular ja foi bem caracterizado por alguns autores. Foi
demonstrado que ndo somente o fuso, mas estruturas microtubulares, como flagelos e axostilo
participam ativamente do processo de mitose (RIBEIRO et al., 2000). Na fase pre-mitotica,
todas as estruturas do citoesqueleto ja estdo duplicadas (sistema pelta-axostilo, corpos
parabasais). O axostilo ndo desaparece durante a mitose e possui papel importante nessa fase,
porque participa das mudancas celulares, contorgdo da parte anterior da célula e cariocinese.
Durante a mitose, os flagelos ja estdo completamente formados e ajudam na citocinese pelos
movimentos de locomocdo (ZUO et al., 1999; RIBEIRO et al., 2000)

Devido a grande atividade mitotica presente nas culturas e ao tempo entre cada
repiqgue (no maximo 72 horas), ndo foram observados pseudocistos. Porém alguns
organismos apresentavam-se com formato arredondado com varios nucleos e aparentemente

em processo de separacao (Figura 21).
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Figura 21. Tritrichomonas foetus apresentando formas multinucleadas. A: Células em
processo de citocinese; B e C: formas arredondadas multinucleadas e multiflageladas; D:

Divisdo binaria. Panotico rapido. Obj. 100X.

As formacgdes multinucleadas observadas no presente estudo poderiam ser
consideradas como sendo pseudocistos voltando a sua forma de trofozoito ou forma de
divisdo multipla que também ocorre em parabasalideos, porém em uma propor¢cdo menor do
gue a divisdo binaria. Esse tipo de divisdo multipla ja vem sendo descrita desde os primeiros
estudos com T. foetus. Kirby (1946) descreveu formas multimastigontes (multiflageladas) que
apresentavam trés ou quatro mastigontes, que poderiam se originar de uma divisdo multipolar.
Pereira-Neves et al. (2003), demonstraram que 55% dos parasitas encontrados no lavado
prepucial de touros eram de pseudocistos, bi ou multinucleados. Os pseudocistos
multinucleados poderiam ser uma estratégia de propagacdo do parasita quando um
pseudocisto multinucleado pode originar varios trofozoitos individuais e colonizar mais
rapidamente o hospedeiro. Durante o processo de brotamento, os pseudocistos externalizam
os flagelos e entdo cada parasito com um nucleo e seu respectivo sistema mastigonte é

gradualmente individualizado e retomando seu formato piriforme (PEREIRA-NEVES et al.,
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2011). Por vérios anos, acreditou-se que o pseudocisto era uma forma degenerativa e
irreversivel dos trichomonadideos. Contudo, estudos tém demonstrado que o pseudocisto é
reversivel e que esta formacdo pode ocorrer de forma natural ou como um mecanismo de
defesa contra condicbes ambientais desfavoraveis (PEREIRA-NEVES et al.,, 2003;
PEREIRA-NEVES; BENCHIMOL, 2009).

4.3.2 ldentificagdo fenotipica dos trofozoitos

4.3.2.1 Morfologia

4.3.2.1.1 Esfregagos Corados

Os trofozoitos de T. foetus apresentavam-se quase sempre com formato piriforme
(Figura 22 A), algumas vezes mais alongado (Figura 22 B), porém em culturas mais antigas,
se tornavam mais arredondados. A membrana ondulante se extendia por todo o corpo do
protozoario e terminava com a porcao livre do flagelo posterior (Figura 22 C). O numero de
flagelos foi constante em todas as quatro amostras positivas, sendo visualizados trés flagelos

anteriores e um posterior. (Figura 22D).
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Figura 22. Formatos dos trofozoitos de Tritrichomonas foetus isolados de gatos. A:
formato piriforme caracteristico. B: aspecto alongado; C: Visualizacdo de
estruturas como axostilo (Ax), membrana ondulante (MO) e flagelo posterior (FP);
D: Trofozoito com trés flagelos anteriores (FA). Panético rapido®. Obj 100X.

O tamanho médio dos trofozoitos de T. foetus isolados de gatos (n =100), excluindo a
parte protusa do axéstilo, foi de 10,4 (8,5-13) um de comprimento e 6,1 (4,2-8,0) um de
largura. Trés flagelos anteriores de tamanhos iguais foram observados, cada um deles
medindo comprimento maior ou igual ao comprimento do corpo. O primeiro flagelo media
14,0 (11-17), o segundo flagelo 14,0 (10,0 — 16,0) um e o terceiro flagelo apresentavam 13,0
(12,0 — 16,0) um de comprimento. O pelta foi visualizado como uma estrutura de formato em
virgula, posicionado na parte anterior do trofozoito, na emergéncia dos flagelos anteriores
(Figura 23 A).

70



MO

CA (6{0)

/ FA

NU

Cp

Figura 23. Fotomicrografia de estruturas celulares presentes em Tritrichomonas
foetus isolados de gatos. A: Presenca nitida do Pelta (PE) em formato de virgula na
parte anterior do corpo do parasito e Capitulum do axdéstilo (CA). B: Trofozoito
com a costa nitidamente visivel logo abaixo a membrana ondulante e
acompanhando toda a sua extensdo. C: trés flagelos anteriores (FA), nlcleo (NU)
de formato oval alongado e corpo parabasal (CP) visivel localizado dorsalmente ao
nacleo. D: formato tipico de axdstilo (AX), flagelo posterior (FP) demarcando o
final da membrana ondulante. Pandtico rapido. Obj. 100X,

Pequenas divergéncias, quanto ao tamanho e formato dos trofozoitos de T. foetus
analisados, ja haviam sido colocadas. A variacdo de tamanho entre os estudos pode estar
relacionada ao meio utilizado, tempo de cultivo ou métodos de fixacdo (KIRBY, 1951;
TAQUEZY et al., 2002).

Kirby (1951), ao analisar amostras de cultura de T. foetus, a semelhanca do presente
estudo, também encontrou como caracteristica basica e constante de diagnostico a presenca de
trés flagelos anteriores de mesmo tamanho. Em diversos estudos com as mais variadas cepas
de T. foetus, os trofozoitos apresentam trés flagelos anteriores, mesmo entre hospedeiros
diferentes, como bovinos, suinos e felinos, 0 que torna isso uma caracteristica diagndstica
(WENRICH; EMMERSON, 1933; HIBLER et al., 1960; LEVY et al., 2003).

No local de emergéncia dos flagelos anteriores foi possivel visualizar o pelta, que € uma
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estrutura que d& sustentagdo ao canal flagelar por onde saem os flagelos. Nas amostras
analisadas a estrutura do pelta apresentava-se com formato de uma virgula. Tachezy et al.
(2002) da mesma forma, descreveram o pelta de T. foetus como uma estrutura pequena, em
formato de virgula localizada na por¢éo anterior do corpo do protozoario.

A membrana ondulante foi claramente visivel, e apresentava de quatro a cinco
ondulacbes que se entendia por todo o corpo terminando em uma porgdo livre (flagelo
posterior). A membrana ondulante de T. foetus pode variar no nimero de ondas que
apresenta, porém € notavel entre outros estudos morfolégicos que ela se estende até o final do
corpo celular onde e dé inicio ao flagelo posterior livre (HIBLER et al., 1960; WALDEN et
al., 2013). Logo abaixo da membrana ondulante est4 localizada a costa, que foi visualizada
com a coloracdo utilizada como um filete delgado se estendendo por todo o corpo
acompanhando a membrana ondulante (Figura 23B). O comprimento do flagelo posterior foi
de 11,0 (6,0-18,0) pum.

O nucleo se posicionava no primeiro terco da parte anterior do corpo e dorsalmente ao
axostilo, as vezes cobrindo parcialmente o Capitulum do axoéstilo. Possui formato variando
de oval a cilindrico, medindo 3,5 (2,0 -7,0) um de comprimento por 2,5 (2,0-6,0) um de
largura. O corpo parabasal foi visivel em alguns espécimes (Figura 23 C). Seu formato é
alongado ou cilindrico, posicionado sobre o nucleo, com tamanho de 2,5 (3,0 — 1,0) um de
comprimento por 1,3 (1,5-1,0) um de largura. Hibler et al. (1960) descreveram o corpo
parabasal como uma estrutura Unica, de formato alongado e localizado sobre o nucleo ou a
direita dele. Ocasionalmente, o formato se assemelhava a letra J. Em outro estudo, o corpo
parabasal foi descrito como sendo unico e de formato alongado (TACHEZY et al., 2002).
Ambos os estudos utilizaram cepas de origem suina, T. suis (syn. T. foetus) e bovina.
Wenrich e Emmerson (1933) descreveram o corpo parabasal como uma estrutura cilindrica
pequena ou claviforme, ligado ao blefaroplasto situado dorsalmente ao nucleo e entre a costa.
Segundo os autores este tipo de corpo parabasal esta diretamente associado com o tipo de
axostilo encontrado em T. foetus, T. muris e T. augusta.

O axostilo apresentou-se claro em toda a sua extensdo, com formato cilindrico, maior
em didmetro no logo no inicio do corpo, na parte conhecida por Capitulum do axostilo e ia se
afunilando até parte protusa (Figura 23 C). A parte protusa do axdéstilo apresentava-se, apos a
sua emergéncia com um diametro maior e afunilava bruscamente em um pequeno filete
(Figura 23 D). Seu comprimento médio foi de 5,0 (2,0 -8,0).

Os resultados de morfologia apresentados foram comparados a outros autores em

estudos realizados que avaliaram cepas de T. foetus em bovinos, suinos e felinos se encontram
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sumarizadas na Tabela 2.

Na maioria das estruturas comparadas ndo houve diferencas entre as cepas. Porém, nas
cepas isoladas de bovinos a relacdo de tamanho foi maior quando comparadas as cepas de
gatos e suino, o que ndo é algo incomum, pois os tempos de cultura, meios utilizados podem
causar este tipo de variacdo (FLICK, 1954).

O tipo de axdstilo visualizado no presente estudo ja havia sido descrito em outros
estudos, porém é uma caracteristica de diagnostico sem uso atualmente. Wenrich e Emmerson
(1933) afirmaram que o tipo de axdstilo de T. foetus € uma caracteristica de diagnostico do
género Tritrichomonas (também estd presente em T. muris e T. augusta). Isto pelo fato do
axostilo deste género ser mais espesso e apresentar um anel cromético no ponto de
emergéncia, que s6 é observado em amostras coradas. Além disso, os autores corroboram a
descricdo feita por Riedmuler (1928) na qual o axdstilo apos a emergéncia se reduz a uma
ponta afiada que pode ser prolongada em um filete delgado, da mesma forma que foi
observada pelo presente estudo. Sendo assim esse formato tipico de axdstilo pode ser
utilizado como caractere de diferenciacdo entre T. foetus e outras espécies de parabasalideos,
como P. hominis que também infectar gatos.

Os resultados encontrados no exame morfolégico revelaram que a espécie de
parabasalideo encontrada nas fezes de gatos atendidos pelo HVPA — UFRRJ trata-se de T.
foetus. Com base no nimero de flagelos, formato e localizacdo do ndcleo e formato de
axostilo, foi possivel fazer a diferenciacdo entre T. foetus e P. hominis. Contrariando esses
resultados, Levy et al. (2003) em seu estudo, afirmaram que Tritrichomonas sp. e
Pentatrichomonas sp. ndo sdo facilmente diferenciados um do outro, através do exame dos
organismos corados por corantes histoldgicos usuais. Pois, os flagelos anteriores séo dificeis
de enumerar e a morfologia do axostilo, que é um importante critério para distinguir T.
foetus de P. hominis requer técnicas de coloragdo especificas e caras como a impregnacao
pela prata, para sua identificagdo correta. Entretanto, a utilizagdo de corantes derivados do
Romanowsky, como Giemsa ou Panoético Rapido, é perfeitamente capaz de corar todas as
estruturas importantes para diagnéstico, como foi indicado no presente estudo e em outros
com o Wenrich e Emmerson (1933) que utilizaram a coloragéo de Giemsa para redescrever

morfologicamente T. foetus de origem bovina.
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Tabela 2. Morfologia comparativa de trofozoitos de Tritrichomonas foetus isolados gatos

domésticos e de varios hospedeiros animais.

Wenrich & :
Autores Emmerson Kirby (1951) H|b|1e9r68t al Wa(lgg?sgt al Presente estudo
(1933)

Hospedeiro Bovino Bovino Suino Gato Gato
Estrutura Média e limites (um)
CFgrrmato do piriforme i al_o.r]lgado/ al_o_r}gado/

po piriforme piriforme
Comprimento 16,2 17,1 11,42 10 10
do corpo (um) (12,6 - 18) (14,8 - 22,8) (8.55-15,42) (5,7-13) (8,0-13,0)
Largura do C{)/r‘:’] arizrfegﬁo 7 3,34 44 6.1
corpo (um) dopcorpo (4,7-10,1) (2,4- 4,67) (3,9-5,5) (4,0-8,0)
Formato do Oval /

. - - - oval
nucleo alongado
Comprimento ) ) 3 ) 3,5
do nucleo (um) (2,35-4) (2,0-7,0)
Largura do ) i 14 i 2,6
nacleo em pym (1,14-2,2) (2,0-6,0)
E(()):m:to do cilindrico/ alongado/ :ﬁ;lgaggo 05 i cilindrico/

P claviforme cilindrico 9 . alongado
parabasal em foma de j
Comprimento
do Corpo 3.36 2,5
Parabasal em Pequeno 3-4 (2.34 -5.12) - (1-3,1)
pum

(o]

N de.FIageIos 3 3 3 3 3
anteriores
Tamanho (um)

. 12,44 14,0
Ndmero 1 - 11-17 (8,61 — 14,86) 15 (11,0-17,0)
Namero 2 - - 12,93 138

(7,42 - 16,49) (10,0-16,0)
Ndmero 3 - - 12,44 134
(8,55 — 16,55) (12,0-16,0)
Flagelo 16,2 16 7,98 12 11,3
posterior (12,6 - 18) (4,63-17,13) (6,0- 18,0)
Protusédo do ) 15-4 0,73 5 54
Axostilo ' (0,57-1,72) (2,0-8,0)
Numero de
ondas da 4-5 ondas 3-5 ondas 3-5 ondas - 4-5 ondas
Membrana
Ondulante

74



No passado, T. foetus em gatos foi erroneamente classificado como P. hominis, isso
porque alguns autores alegavam que P. hominis pode ter nimero variavel de 3 a 5 flagelos
anteriores (ROMATOSKY, 1999; 2000; GOOKIN et al., 1999). Entretanto, sabe-se que T.
foetus possui numero de flagelos constante, sendo trés anteriores e um posterior, com
registros antigos sobre essa constancia (RIEDMULLER, 1928; WENRICH; EMMERSON,
1933; KIRBY, 1951; BENCHIMOL, 2004; PEREIRA-NEVES; BENCHIMOL, 2009). A
confusdo com o numero de flagelos anteriores de P. hominis, ainda é objeto de
questionamento, porém na literatura mais recente a espécie pode apresentar de quatro a cinco
flagelos anteriores como foi demonstrado por varios estudos, incluindo de analise
ultraestrutural (HONINBERG et al., 1968; LI, W-C et al., 2014). Sendo assim, a confusdo no
diagndstico morfoldgico entre as duas espécies que ocorrem em fezes de gatos é algo que ndo
deve ser levado em consideragéo, visto que diversos estudos demonstraram a possibilidade de
diferenciacdo das duas espécies.

Devido a escassez de estudos utilizando a morfologia como método diagndstico foi
desenvolvido um desenho esquematico com todos os caracteres de identificagdo para (Figura
24).
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Figura 24. Desenho esquematico trofozoito de Tritrichomonas foetus isolado de
gatos domésticados Felis catus. Ax — axoéstilo; Co — costa; Nu — nucleo; Cp —
corpo parabasal; Pe — pelta, MO — Membrana ondulante; FA - flagelos
anteriores; FP - flagelo posterior. (BERTO, B.P.)

4.3.3 Microscopia Eletrénica de varredura de Tritrichomonas foetus

Tritrichomonas foetus isolados de gatos e cultivados em meio de Diamond (1957)
foram analisados através da SEM para caracterizar as principais ultraestruturas presentes neste
parasita. Os resultados encontrados corroboraram os dados obtidos na microscopia dptica. Os
trofozoitos apresentaram formato piriforme exibindo morfologia tipica da familia

Tritrichomonadidae, com trés flagelos anteriores, membrana ondulante percorrendo todo o
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corpo do parasita até a porcdo final e um flagelo recurrente continuando além da membrana
ondulante em uma porcao livre.

A analise ultraestrutural de T. foetus permitiu a observacao de algumas estruturas com
maior exatiddo e detalhamento. Os trofozoitos apresentaram membrana ondulante com 3 a 4
ondulacBes, a parte protusa do axdéstilo apresentava sua projecdo mais espessa logo na
emergéncia do corpo e se ia se tornando mais delgada na porcéo final, semelhante a um filete

e de didametro semelhante ao flagelo posterior (Figura 25).

~

AX

Mag | HV = WD |SpotSig HFW —10.0um
10000x/5.0 kV'9.8 mm| 3.0 SE 27.04 um Centro de Microscopia da UFMG

Figura 25. Tritrichomonas foetus isolado de gato. Em destaque, estruturas como
axostilo (AX) (Observar a ponta do axdstilo na seta), membrana ondulante
(MO), flagelo posterior (FP) e um dos flagelos anteriores (FA). MEV.

Foi possivel visualizar que a membrana ondulante se apresentou como uma estrutura
Unica formada pelo flagelo posterior ligado ao corpo por uma fina camada de membrana
plasmatica e a Costa que nao € visualizada na MEV.

O axdstilo é conhecido por ser uma estrutura de sustentacdo do corpo celular. Também
participa de diversos processos ligados a divisdo celular. Mais recentemente, constatou-se
que T. foetus se liga as células hospedeiras atraves da regido posterior onde fica o axostilo. E,
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ao contrario do que se pensava, o trofozoito ndo se torna ameboide quando em contato com a
celula, mas envia digitopddios a célula e mantém seu formato piriforme e seus flagelos
externalizados durante o processo de adesdao (BENCHIMOL et al., 2007).

Trés flagelos anteriores foram visualizados nitidamente pela MEV (Figura 26).
Estudos morfoldgicos ultraestruturais ja haviam descrito T. foetus tendo trés flagelos
anteriores e um flagelo recorrente que corre aderido ao corpo da célula em direcdo a regido
posterior, formando a membrana ondulante (HONIGBERG; BRUGEROLLE, 1990).

WD |SpotSig HFW 10.0pum
SE 33.80 um Centro de Microscopia da UFMG

Figura 26. Trofozoito de Tritrichomonas foetus onde se observam trés
flagelos anteriores (FA) e axoéstilo (AX). MEV.

O canal flagelar por onde passam os flagelos tem sua parede sustentada por uma
estrutura proteica conhecida como pelta (BENCHIMOL, 2004). Em cepas de origem felina
ndo houve diferengas, em termos de morfologia, das cepas de origem bovina analisadas por
outros pesquisadores (PEREIRA-NEVES et al., 2009; MIDLEJ et al.,, 2009). Estudo

conduzido por Frey et al. (2009) demonstrou também a presenca de trés flagelos anteriores na
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SEM, mas o formato dos trofozoitos isolados de gatos foi mais arredondado e encorpado do
que piriforme conforme descrito no presente estudo.

O Pelta foi perfeitamente visivel na MEV com uma estrutura que forma uma parede
para que os flagelos saiam e de certa forma estejam contidos. Na microscopia éptica ele foi
visualizado como uma estrutura pequena em formato de virgula, porém com uma resolugéo

maior foi possivel ver seu formato e o ponto exato por onde emergem os trés flagelos

Mag HV WD SpotSig HFW 10.0um
10000x5.0 kV9.7 mm 3.0 SE 23.66 um Centro de Microscopia da UFMG
anteriores (Figura 27). Além disso, foi possivel observar a rede que conecta o flagelo

posterior ao corpo celular formando assim a membrana ondulante.

Figura 27. Trofozoito de Tritrichomonas foetus apresentando, pelta visivel (PE),
canal flagelar por onde saem os flagelos anteriores (FA). A membrana ondulante
com o flagelo posterior ligado ao corpo do parasito por uma fina camada. MEV.

Os parabasalideos possuem um citoesqueleto pouco conhecido, formado por uma
variedade de estruturas proteicas, muitos dos quais ainda ndo foram caracterizados. As
principais estruturas do citoesqueleto s&o o complexo pelta-axdstilo e a costa. Espécies de
parabasalideos do mesmo género podem ser bastante similares como é o caso de
Tritrichomonas mobilensis e T. foetus. Alguns autores chegaram a sugerir que as duas

79



espécies eram uma s6, como acontece com T. suis e T. foetus (FELLEISEN, 1997; KLEINA
et al.,, 2004). Porém, Midlej et al. (2011) ao comparar cepas de Tritrichomonas mobilensis
um parabasalideo encontrado em primatas ndo humanos, com T. foetus observaram que apesar
de T. mobilensis possuir morfologia bem semelhante a T. foetus a projecdo do axostilo os
diferencia. Os autores observaram que ndo havia a formagdo da ponta fina no final da
projecdo do axdstilo como ocorre em T. foetus.

Os resultados obtidos pelo presente estudo estdo de acordo com outros estudos
envolvendo cepas de origem felina, contudo ndo detalharam o suficiente as caracteristicas
morfolégicas dos isolados obtidos (LEVY et al., 2003; WALDEN et al., 2013). Em outro
estudo, os autores relataram a dificuldade em distinguir a membrana ondulante e o formato
dos trofozoitos foi predominantemente oval (FREY et al., 2009). J4 no presente estudo a

membrana ondulante foi claramente visivel e o formato do parasito piriforme.

4.3.4 Microscopia Eletrénica de transmisséo de Tritrichomonas foetus

Na microscopia eletronica de transmissdo foi possivel visualizar detalhes de estruturas
que ndo poderiam ser vistas na microscopia optica.

Os trofozoitos com formato piriforme apresentavam em seus interiores indmeros
hidrogenossomos e lisossomos. Os hidrogenossomos apresentaram formato arredondado e
membrana dupla, de tamanho variado e conteudo granulado, sendo que a maioria em grande
parte estava associada ao axdéstilo. Esses resultados estdo de acordo com os achados de outros
estudos, que descreveram os hidrogenossomos de T. foetus distribuidos por todo o citoplasma,
mas principalmente concentrado na regido onde o axostilo e costa estdo localizados. Outra
caracteristica apresentada pelos hidrogenossomos de T. foetus é a presenga de vesiculas
periféricas, em forma de um compartimento observado na periferia dos hidrogenossomos
(BENCHIMOL et al., 1996; MIDLEJ et al., 2011), porém essas vesiculas ndo foram
visualizadas pelo presente estudo.

O axostilo foi observado como uma fita delimitada por dois filamentos, um dorsal e
outro ventral com interior contendo diversos granulos, entre eles granulos de glicogénio que

sdo pontos em forma de roseta mais escuros e afunilando na porcao final (Figura 28).
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Figura 28. Tritrichomonas foetus isolado de gatos. Estruturas observadas:
axostilo (AX), hidrogenossomo (H), lisossoma (L). Também é possivel ver
granulos de glicogénio no axéstilo (pontos mais escuros). MET.

Em trichomonadideos o axdstilo ndo parece apresentar qualquer contratilidade e sua
fungdo principal seria a de suporte, enquanto o pelta reforcaria a parede do canal flagelar
(HONIGBERG; BRUGEROLLE, 1990). O axostilo participa do processo de divisdo celular,
proporcionando constricdo do nucleo durante a cariocinese (RIBEIRO et al.,, 2000). A
associacao do hidrogenossoma com o axostilo poderia ser explicado como sendo uma fonte de
ATP para os microttbulos. Por outro lado, observou-se que durante o processo de divisao, 0s
hidrogenossomos sdo distribuidos entre as duas células filha em estreita associagdo com o
axostilo.

Como visualizado na figura acima, a associacao entre axdstilo e estruturas tais como
hidrogenosomos, reticulo endoplasmatico, e particulas de glicogénio ja foram observadas por
outros pesquisadores (BENCHIMOL et al., 2000).

Os parabasalideos ndo possuem mitocondrias, seu metabolismo depende dos
hidrogenossomos e da atividade endocitica da célula. O hidrogenossomos sdo organelas
esféricas, de dupla membrana que contém enzimas que participam no metabolismo do

piruvato formado durante a glicolise e séo o local de formacdo de hidrogénio molecular. Este
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processo € acompanhado pela sintese de ATP e captacio de calcio (MULLER, 1993;
BENCHIMOL, 2004). Sua semelhanca com a mitocondria foi amplamente estudada e
algumas sdo importantes para o metabolismo celular, como a producdo de ATP pela
degradagao do piruvato (MULLER, 1993); mecanismo de sequestro de ions calcio (RIBEIRO
et al., 2000); as enzimas envolvidas na formacdo de centros de ferro-enxofre (CALTRON et
al., 2007); a cardiolipina, um lipideo marcador de membrana mitocondrial interna e de
bactérias (DE ANDRADE ROSA et al., 2006); a NADH-desidrogenase, uma enzima
constituinte da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (CARLTON et al., 2007).

Outra estrutura envolvida no metabolismo de T. foetus é o lisossoma. Da mesma
forma que descrita por outros autores T. foetus isolado de gatos apresentou na MET,
lisossomos quase sempre proximos ao axostilo, com formato arredondado e pequenas

vesiculas em seu interior (Figura 29).

Figura 29. Tritrichomonas foetus demonstrando detalhes ultraestruturais do
axostilo (tronco do axostilo) (AX), Ndcleo de formato oval (NU); Costa (CO),
membrana ondulante (MO) e flagelo posterior; Granulos de glicogénio
préximo ao axdstilo; varios hidrogenossomas de tamanho variado. MET
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Seu papel na atividade endocitica seriam através hidrolases &cidas e neutras
(QUEIROZ et al., 1991). Portanto, a acidificacdo dos lisossomos sugeriria a presenca de uma
bomba de protons nas membranas desta organela, tal como observado em eucariotos
superiores (BENCHIMOL, 2004).

O citoesqueleto de T. foetus é uma estrutura composta pelo complexo pelta-axostilo e
pela Costa. O axdstilo é uma estrutura em formato de fita de microtubulos, orientado
longitudinalmente percorrendo todo o comprimento celular (BENCHIMOL et al., 2000). Em
trichomonadideos o axostilo pode ter duas funcdes: ser uma organela de suporte do corpo, e
também participar no processo de divisdo celular, proporcionando constrigdo do ndcleo
durante cariocinese (RIBEIRO et al., 2001).

Na microscopia eletrénica o axdéstilo é dividido em trés partes, a saber: Capitulum,
Tronco e Segmento terminal. Tanto na microscopia optica, quanto na MET, é possivel ver o
Capitulum, que é a parte anterior do axostilo que possui formato mais largo. J4 o chamado
tronco do axdstilo s6 é visualizado na MET, que é quando posteriormente ao ndcleo, o
axostilo gira sobre si mesmo, formando um tubo (RIBEIRO et al., 2000). A partir deste ponto
0 axostilo parece diminuir progressivamente até que o seu segmento terminal se projete a
partir do posterior celular como uma ponta fina coberta pela membrana celular
(HONIGBERG; BRUGEROLLE, 1990; BENCHIMOL et al., 2000; RIBEIRO et al., 2000).

O tronco do axostilo foi visualizado nas amostras avaliadas como se envolvesse
parcialmente o nucleo, em formato de virgula que depois se tornava reto (Figura 28).
Granulos de glicogénio que sdo observados como pontos mais escuros (formacdo em roseta)
estavam presentes e distribuidas no citoplasma, mas principalmente localizadas ao logo do
axostilo, corroborando os dados descritos por Benchimol (2004). 0s microtubulos do axostilo
sdo sempre encontrados em associagdo com rosetas de glicogénio. Foi estabelecido que a
principal fonte de energia de T. vaginalis € constituida por hidratos de carbono e estas células
apresentam um elevado teor de glicogénio. Reservas de glicogénio enddgenos apoiam a alta
taxa de metabolismo, que ocorre no citosol e hidrogenossomos (HONIGBERG;
BRUGEROLLE, 1990).

O nucleo apresentou-se com formato irregular, porém mais ovalado e localizado entre
0 axostilo e a costa.

O flagelo posterior foi visto sempre associado ao corpo formando a membrana

ondulante (Figura 30).
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Figura 30. Trofozoita de Tritrichomonas foetus. Costa (CO) evidente no
centro, com bandas claras e escuras; flagelo anterior (FA) em corte
longitudinal; membrana ondulante (MO) e flagelo posterior (FP) em corte
transversal; hidrogenossomos (H) associados ao Costa. MET.

Outra estrutura presente no citoesqueleto que foi visualizado foi a Costa, em forma de
fita mais escura apresentando bandas claras e escuras. Dependendo da largura entre essas
bandas temos dois tipos de Costa, 0 tipo A que esta presente em T. foetus e demais membros
do género Tritrichomonas spp. e, 0 tipo B presente na Familia Trichomonadidae
(HONINBERG; BRUGEROLLE, 1990). A costa é uma estrutura do citoesqueleto
encontrada apenas em parabasalideos que possuem membrana ondulante. Presume-se que sua
funcdo seja a de proporcionar um suporte mecanico para a membrana. E uma grande rede de
fibrilas estriadas que tem seu inicio na regido do corpo parabasal do flagelo posterior se
estendendo para a regido posterior da célula, estreitamente associada com a membrana
ondulante. Os hidrogenossomas também estdo associados com a costa, explicando a antiga

nomenclatura para essa organela de granulo paracostal (BENCHIMOL, 2004).
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A classificagéo atual coloca T. foetus como membro da familia Tritrichomonadidae,
cujas caracteristicas de diagnostico sdo: costa do tipo A, grupo de trés flagelos anteriores e
inimeras diferencas moleculares que os distinguem da familia Trichomonadidae (CEPICKA
et al., 2010).

Na MET foi possivel visualizar o grupo dos trés flagelos corroborando os achados na
SEM (Figura 31).

Figura 31. Trofozoito de Tritrichomonas foetus onde se nota a presenca o
grupo de trés flagelos anteriores (FA). Costa (CO) e hidrogenossomos (H).
MET.

Segundo Benchimol (2004) os axonemas dos flagelos parecem ser tipicamente
eucariotos, com um arranjo 9+2 de microtubulos, e tem sua origem nos corpos basais
localizados na regido mais anterior da célula. Eles emergem da célula através do canal
flagelar. Ja o flagelo posterior também emerge da regido anterior, mas a partir de uma
abertura diferente. Ele dobra-se e se projeta para a regido posterior, fazendo contato o corpo

da célula, e formando, assim, a membrana ondulante (Figura 29 e 30).
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A andlise ultraestrutural é utilizada ha muito tempo para se entender melhor as
estruturas de diversos microrganismos e possiveis alvos de drogas. Tem sido bem
estabelecido que, a ultraestrutura da familia Trichomonadidae é especifica do género
(BRUGEROLLE, 1987) e é de pouca ajuda para a diferenciacdo de espécies. Todos 0s
membros do género Tritrichomonas (atualmente Familia Tritrichomonadidae) possuem Costa
do tipo A e seu sistema mastigonte contém um corpo infracinetosomal, corpo
supracinetosomal, e o pente (KULDA et al., 1987). Outro estudo aponta que apenas a
ultraestrutura da membrana ondulante pode servir para diferenciar T. muris de T. augusta de
outros tritrichomonadideos (BRUGEROLLE, 1987). Contudo, outros pesquisadodores
demontraram ser possivel diferenciar T. mobilensis de T. foetus com base apenas na MEV
(MIDLEJ et al., 2011).

A microscopia eletrdnica de transmissdao de T. foetus isolado de felinos veio
corroborar os resultados encontrados na microscopia de varredura acrescentando maiores
detalhes ao que foi visto. De acordo com outros estudos feitos com a mesma espécie, porém
de origem bovina, ndo foram notadas diferencas. Walden et al. (2013) relata que a morfologia
ultraestrutural entre cepas de felino e bovino ndo sdo passiveis de diferenciacdo. O mesmo foi

reportado por Tachezy et al. (2002) ao analisar cepas de T. suis e T. foetus.

4.3.5 ldentificacdo genotipica dos trofozoitos

4.3.5.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento

No presente estudo foram utilizados trés pares de iniciadores diferentes. Um deles
chamado de universal amplifica DNA de qualquer membro das familias Trichomonadidae e
Tririchomonadae (TFR1 e TFR2). Os outros dois sdo considerados espécie especificos, TFR3
e TFR4 para diagndstico de T. foetus e TH3 e TH5 para diagnostico de P. hominis. Tanto TFR
1 e 2 quanto TFR 3 e 4 sdo especificos para o gene 5.8s rRNA e as regides interespacadoras
internas transcritas ITS-1 e ITS-2 de parabasalideos. Ja os iniciadores TH3 e TH5 amplificam

parcialmente a regido do gene ribossomal 18S.

86



Utilizando os iniciadores TFR1 e TRF2, todas as quatro amostras produziram
amplicons de aproximadamente 372 bp indicando a presenca de DNA de trichomonadideos
(Figura 32).

Lo 2 S0 3SR A SR ST -6l 7. 0 80010 (810, 511 1D

SRR R - — 372 bp

Figura 32. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de
etidio de produtos de PCR amplificados com par de iniciadores TFR1 e
TFR2. Controle negativo (linha 1), pocovazio (linha 2); amostras de
Tritrichomonas foetus isolados de felinos (linhas 3-6); controle negativo
(linha 8); Controle da extracdo (linha 9); pogo vazio (linha 10); controle
positivo de T. foetus cepa K (linha 11); marcador de peso molecular 100bp
(linha 12).

Esse par de iniciadores foi desenvolvido por Felleisen (1997), com intuito de
amplificar DNA de membros da Familia Trichomonadidae e Tritrichomonadidae, a analise de
sequéncia comparativa das 5.8S gene rRNA e as regifes intersespacadoras internas (ITS1 e
ITS2) a partir de varios isolados diferentes de cepas de trichomonadideos e
tritrichomonadideos. Por ser um marcador universal seu uso pode identificar diversas
espécies dentro das duas familias, portanto a identidade da espécie s6 poderia ser verificada
através de sequenciamento. Porém as cepas de T. foetus utilizadas demonstraram uma
conservacao interespecies estrita destas sequéncias e sua distingdo das respectivas sequéncias
de outras espécies avaliadas. Esta informacdo de sequéncia foi aplicada a delineacdo dos

iniciadores TFR3 e TFR4 e no desenvolvimento de um sistema de PCR para diagndstico de
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tricomonose bovina. Esse segundo par de iniciadores especifico para o género Tritrichomonas
spp. se tornou muito difundido para o diagndstico de trichomonose bovina. Porém, eles
também sdo capazes de amplificar DNA de T. suis, T. mobilenses e T. foetus, todos como
mesmo tamanho de banda no gel de agarose (347pb) (FELLEISEN et al., 1998).

As quatro amostras de T. foetus isolados de gatos em cultura foram submetidas a PCR
com os iniciadores TFR3 e TFR4 e houve amplificagdo em todas com produto de tamanho

aproximado de 347 bp (Figura 33).

& e o -— 347pb

Figura 33. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio
de produtos de PCR amplificados com par de iniciadores TFR3 e TFR4.
Controle negativo (linha 1); amostras de Tritrichomonas foetus de gatos (linhas
2-5), controle da extracdo (linha 6); controle negativo (linha 7); Controle
positivo de T. foetus cepa K (linha 8); marcador de peso molecular 100bp
(linha 9).

Os produtos da PCR com os iniciadores TFR3 e TFR4 de trés amostras foram
sequenciados e apresentaram entre 99.7-100% de similaridade com outras sequencias
depositadas no Genbank de T. foetus isolados de felino (nimero de acesso JX960422). Esses
resultados sdo corroborados por Frey et al. (2009) que utilizaram dos mesmos métodos:
cultura e PCR da cultura de isolados de T. foetus de origem felina e encontram também 100%
de similaridade como outras sequéncias de isolados felinos no Genbank. Levy et al. (2003)
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também encontaram resultados semelhantes. Os alinhamentos dos produtos de amplificacdo
dos genes 18S, 5.8S e ITS1e ITS2 demonstraram que os isolados felinos possuem sequencias
quase idénticas (99,5-100%) com T. foetus e a comparacdo com P. hominis apresentou um
baixo grau de similaridade de sequéncia (56,6-82,6%) demostrando um alto grau de
separagdo entre as duas espécies.

O par de iniciadores TFR3- TFR4 permite a amplificacdo especifica do gene e 5.8S e
as regides ITS1 e 2 de T. foetus (Felleisen et al., 1998). Sensibilidade da detec¢do por PCR €
semelhante & técnica de cultura e leva menos de 5 h do isolamento de DNA até a anélise dos
resultados (COBO et al.,, 2007). No entanto, o aumento na sensibilidade implica um
incremento nos custos e habilidades técnicas superiores para o correto diagnostico.

Desde a descoberta de T. foetus como agente causador da diarreia do intestino grosso
em gatos, o diagnéstico da trichomonose felina sempre optou pelo diagndstico molecular em
detrimento das técnicas mais simples. Segundo os autores por ndo ser possivel a
diferenciacdo de T. foetus de outros protozoarios com aparéncia e tamanho semelhantes como
Giardia spp. e P. hominis na microscopia optica (GOOKIN et al., 2001; LEVY et al., 2003)
ou pelas condi¢Bes de manejo da amostra, como exposicdo a baixas temperaturas, que podem
levar a um resultado cultura falso-negativo, além do tempo dispensado na cultura e analise
morfolégica (OYHENART et al., 2013). Técnicas de coloracdo podem ajudar na
diferenciacdo de T. foetus de outros protozoarios flagelados, mas tais métodos sdo propensos a
erro do observador (LUN; GAJADHAR 1999).

Atualmente ha uma tendéncia geral de se fazer o diagndstico de tricomonose felina
somente atraves da analise molecular do DNA extraido das fezes. Apesar de ser uma técnica
com uma alta sensibilidade, possui um custo mais alto e pouco acessivel aos clinicos
veterinarios. Estudos conduzidos comparando a sensibilidade entre as trés técnicas de
diagnostico sdo escassos e com resultados variados. Normalmente a sensibilidade do exame a
fresco de trofozoitos nas fezes estd em torno de 14%, cultura 80% e da PCR-nested de
amostras fecais em torno de 94% (GOOKIN et al.,, 2004), porém em outro estudo, a
sensibilidade foi de 100% para exame a fresco e PCR e 84% nas trés técnicas (exame a fresco,
culturae PCR) (BELL et al., 2010).

Apesar das fezes serem amostras biologicas praticas para se fazer diagndstico
molecular de parasitose infeccdes, sua composicéo é altamente complexa. A extracdo de DNA
de alta qualidade de amostras fecais pode variar muito por causa da presenca dos inibidores da
PCR. Esses inibidores sdo coextraidos com o DNA e podem ser polissacarideos complexos,

sais biliares, produtos da degradacdo da hemoglobina compostos polifendlicos, e metais
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pesados. Além disso, o tipo e quantidade de inibidores de PCR presente variam com a
composicdo das fezes, o qual é em grande parte influenciada por espécies, dieta e doencas
concomitantes (OYHENART et al., 2013).

Devido a presenca de uma gama de inibidores de PCR nas fezes 0 método de extracdo
é um dos pontos chave para a utilizagdo da técnica (STAUFFER et al., 2008). Um estudo
recente revelou que de 17 culturas de fezes positivas para T. foetus, resultou na extragdo com
sucesso de DNA fecal em apenas 12 amostras. (STOCKDALE et al., 2009). Em outro estudo,
a identificacdo molecular de parabasalideos de 215 amostras fecais, 34 foram positivas. DNA
extraido destas amostras foi subsequentemente amplificado. Entre aquelas positivas, oito ndo
apresentaram amplificacdo, devido, provavelmente, a presenca de inibidores da PCR em
amostras fecais ou 0 baixo numero de parasitos observados nas culturas (GRELLET et al.,
2013).

O grande problema de se utilizar uma técnica s6 em uma Unica amostra é que pode
levar os clinicos a resultados falso-negativos, para isso seria ideal o emprego de uma rotina
para o diagndstico de trichomonose felina semelhante ao que é feito ha muito tempo em
bovinos, como a realizacdo de mais de uma coleta de material para analise para descartar a
infeccdo (DA SILVA et al., 2011).

Até o presente momento, T. foetus de bovino e de felinos sdo considerados como
sendo a mesma espécie. Alguns estudos encontraram pequenas diferencas no DNA entre as
cepas na regido ITS 2 e no fator de elongamento a 1 (FELLEISEN, 1997; REINMANN et al.,
2012). Relatos mais recentes mostram pequenas diferencas genéticas, mas consistentemente
detectaveis entre isolados de T. foetus de origem bovina e felina sugerindo a presenga de dois
gendtipos de T. foetus adaptados aos seus hospedeiros (SLAPETA et al., 2010; REINMANN
etal., 2012; SUN et al., 2011).

E plausivel que T. foetus esteja passando por uma diversificacdo que pode conduzir a
uma maior especificidade parasita/hospedeiro. No entanto, a especificidade do hospedeiro
ainda ndo esta restrita para qualquer um dos genotipos, assim, ambos se inserem em uma
Unica espécie, T. foetus.

Atraves da utilizacdo de iniciadores especificos para P. hominis (TH3 e TH5), trés das

quatro amostras foram positivas para a espécie (Figura 34).
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Figura 34. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio
de produtos de PCR amplificados com par de iniciadores TH3 e TH5. Controle
negativo (linha 1); amostras de P. hominis de gatos (linhas 2-4), controle da
extracdo (linha 5); controle negativo (linha 7); Controle positivo de
Pentatrichomonas. hominis (linha 8); marcador de peso molecular 100bp (M).

Com resultado positivo também para DNA de P. hominis, as amostras foram
submetidas a PCR-RFLP utilizando as enzimas de restricdo Hae Ill e Hinf I, e os produtos
amplificados com 339 bp, foram submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Haelll
resultando em um corte do DNA e geracdo de duas bandas no gel com tamanho aproximado
251 bp e 99 bp e na geragdo de trés bandas de 163bp, 133bp e 62 bp com a enzima Hinf |
(Figura 35). Os padrdes de bandas observadas foram correspondentes ao previsto na digestdo

em silica. Sendo assim todos os isolados foram considerados idénticos.
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Figura 35. Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% das digestBes dos
produtos de DNA de Pentatrichomonas hominis amplificados com os iniciadores
TH3 e 5 e submetidos a digestdo com a enzima de restricdo Hinf I (linhas 1-3) e
Hae Il (linhas 5-7) marcador de peso molecular de 50pb (M).

Os produtos resultantes da amplificagdo com os iniciadores TH3 e TH5 foram
submetidos ao sequenciamento e apresentaram 100% de similaridade entre eles e quando
comparadas a outra sequéncia de P. hominis depositada no Genbank (KC623939).

Os resultados da analise molecular apresentado demonstraram haver uma coinfecgéo
por T. foetus e P. hominis em trés dos quatro animais positivos. A analise morfoldgica nao
detectou trofozoitos com caracteres que os classificassem como P. hominis. Possivelmente, T.
foetus estava em maior nimero nas fezes e como consequéncia cresceu mais rapidamente em
numero na cultura, se sobressaindo sobre os trofozoitos de P. hominis. Desta forma, somente
T. foetus foi identificado nas amostras. Segundo, Frey et al. (2009) a sobrevivéncia dos
parasitos é extremamente varidvel entre isolados quando se faz sub-culturas em meio de
Diamond, somente alguns isolados foram recuperados como culturas estaveis.

Poucos estudos tém se preocupado em fazer o diagnostico diferencial entre P. hominis
e T. foetus em gatos com diarreia. A coinfeccdo por estas duas espécies ja foi descrita na
literatura, trés gatos foram identificados com ambos os protozoarios. Apesar da morfologia
néo ter sido examinada, os autores afirmaram que a deteccdo de P. hominis nas fezes ndo

contribuiria para o diagndstico errado da infeccdo por T. foetus (GOOKIN et al., 2007).
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Em cdes, P. hominis € considerado patogénico para filhotes, podendo ser até mesmo
fatal e por essa razdo h4 um ndmero maior de estudos preocupados em fazer o diagndstico
diferencial. Entre 19 animais com trichomonose, 2 apresentaram T. foetus e P. hominis nas
fezes, o restante estavam infectados apenas com P. hominis (TOLBERT et al., 2012).

Esses achados sdo importantes do ponto de vista clinico porque cada espécie possui
um tratamento diferente. A infeccdo por T. foetus é tratado, atualmente, com a ronidazole,
uma droga neurotdxica para gatos e potencialmente cancerigena para 0s humanos que a
manipulam (GOOKIN et al., 2006; PAPICH et al., 2013), porém ja existem relatos sobre a
resisténcia do protozoario a este medicamento (GOOKIN et al., 2010). Entretanto, o
tratamento de P. hominis pode variar de uma simples mudanga na dieta (CEPLECHA et al.,
2013) ao uso de drogas como metronidazole (GOOKIN et al., 2005) e que ndo possui efeito
sobre T. foetus isolados de gatos (GOOKIN et al., 2006).
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5.PARTE 3: ALGUNS COMENTARIOS SOBRE A EPIDEMIOLOGIA DA
TRICOMONOSE FELINA

5.1 REVISAO DE LITERATURA
5.1.1 Epidemiologia
5.1.1.1 Especificidade hospedeira

Tritrichomonas foetus e Pentatrichomonas hominis sdo espécies de parabasalideos
intrigantes no que diz respeito a sua baixa especificidade hospedeira e localizagéo variada. A
descricdo de espécies deste grupo foi por muito tempo baseada no local de infeccdo e espécie
hospedeira (TACHEZY et al., 2002).

Até o presente momento, T. foetus foi descrito em trés hospedeiros distintos e em
sitios de infeccdo diferentes e com grau variado de patogenicidade. Originalmente a
descricdo foi feita em bovinos no trato reprodutivo causando o chamado, aborto contagioso
(RIEDMULLER, 1928). Tritrichomonas suis foi descrito no trato digestorio e cavidade nasal
de suinos bem antes de T. foetus, mas, atualmente as duas espécies sdo consideradas como
sendo uma s6, porém habitando hospedeiros e locais diferentes (SLAPETA, et al., 2010).
Contudo as questdes relacionadas a taxonomia permanecem inalteradas e € motivo de grandes
guestionamentos (LUN et al., 2005). Gatos também sdo considerados hospedeiros de T.
foetus quando a partir do ano de 2003, foi reconhecido como agente da diarreia do intestino
grosso (LEVY et al., 2003).

Pentatrichomonas hominis, inicialmente identificado no trato intestinal de humanos,
foi identificado e classificado erroneamente em uma ampla gama de hospedeiros. Em gatos, o
primeiro relato foi feito por Da Cunha & Muniz (1922) que o descreveram como
Trichomonas felis. Kessel (1928) passou a especie para 0 género Pentatrichomonas.
Atualmente, com o avancgo das técnicas de diagnostico morfoldgico e molecular sabe-se que
suinos, gatos, cdes, répteis e aves podem albergar o parasito em seus intestinos e trato
reprodutivo de bovinos podendo ou nédo ser patogénico (CORBEIL et al., 2008; DIMASUAY;
RIVERA, 2013; MARITZ et al., 2014).

5.1.1.2 Distribuicdo geogréfica e frequéncia

Desde a descoberta e comprovacdo da infec¢do de gatos por T. foetus, varios estudos
foram publicados em todo o mundo. HA& praticamente um ou mais relatos da ocorréncia da

trichomonose felina, seja por T. foetus ou P. hominis, em cinco dos seis continentes.
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Contudo, a infeccdo de gatos por P. hominis foi muito menos explorado pelos pesquisadores

como pode ser visto no Quadro 2.

Quadro 2. Relatos da ocorréncia de Tritrichomonas foetus e Pentatrichomonas hominis em

gatos no mundo.

REFERENCIA
CONTINENTES PAIS
Tritrichomonas foetus Pentatrichomonas hominis
Italia Holliday et al. (2009)
Alemanha Kuehner et al. (2011)
Reino Unido  Gunn-Moore et al. (2007)
Espanha Miré et al. (2011)
Franca Profisi et al. (2013)
Europa Noruega Tysnes et al. (2011)
Grécia Xenoulis et al. (2010)
Suica Burgener et al. (2009)
Inglaterra Mardell et al. (2006)
Austria Mostegl et al. (2012) Mostegl et al. (2012)
Holanda Van Doorn et al. (2009)
i Coréia Lim et al. (2010)
Asia
Japéo Doi et al. (2012)
Africa Africa do Sul Kessel 1928
EUA Levy et al. (2003); Romatowskl (1999); Gookin et
Gookin et al. (2004) al. (2007b)
Ameéricas
Chile Lopez et al. (2007)
Brasil Carrasco et al. (2014) Da Cunha e Muniz (1922)
Australia Bissettt et al. (2008)
; Nova .
Oceania Zelandia Kingsburry et al. (2010)

Em algumas regides, apenas relatos de casos estavam disponiveis, enquanto em outras,

estudos maiores foram gerados. Muitos dos dados da pesquisa foram coletados a partir de
gatos com diarreia, exposi¢des de gatos, gatis, ou animais levados as clinicas veterinérias.

Consequentemente, houve uma tendéncia nestes estudos resultando em maior taxa positiva do
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que se as amostras fossem do tipo transversal onde as informacdes seriam coletadas a partir de
donos de animais sob os mais variados cenarios (YAO; KOSTER, 2015).

A frequéncia de gatos infectados por T. foetus varia entre os estudos, os relatos
apresentam valores de 2 (MANCIANTI et al., 2014) a 31% (GOOKIN et al, 2004).
Entretanto, a literatura sobre a frequéncia de P. hominis em gatos é escassa e estd mais restrita
a relatos de casos, em que quase sempre existem associados com infecgdo por T. foetus
também. Conforme estudo conduzido por Gookin et al., (2007a), a frequéncia de gatos
positivos para P. hominis foi de 2,1% (3/140), sendo que 0os mesmos estavam co-infectados
por T. foetus. Em outro estudo, dos 102 gatos avaliados para tricomonose felina, apenas 4
(3,9%) foram positivos, trés infectados com T. foetus e apenas um com P. hominis
(MOSTEGL et al., 2012). A auséncia de estudos sobre P. hominis infectando gatos parte da
premissa de que este parabasalideo seria apenas um microrganismo comensal (LEVY et al.,
2003).

5.1.1.3 Fatores de risco

Diversos fatores de risco para a tricomonose felina, como idade, raga, doencas pré-
existentes, entre outros, foram pesquisados pela maioria dos estudos. A idade dos animais ndo
parece ser um fator de risco para o desenvolvimento da infec¢cdo ou manifestagéo dos sinais
clinicos. Apesar de impresses clinicas sugerirem que a infeccdo € mais frequente em
animais jovens (GOOKIN, et al., 1999), até o momento gatos de qualquer idade podem
adquirir a infeccdo (GOOKIN, et al., 2004). Mir0 et al., (2011) relataram a infeccdo de gatos
com idade de quatro meses a 14 anos. O mesmo foi relatado em outro estudo, onde gatos
infectados possuiam idade variando de trés semanas a sete anos. Cerca de 70 % dos animais
positivos possuiam um ano de idade e a prevaléncia da doenca diminuia com o avanco da
idade (KUEHNER et al., 2011). Semelhantemente, cerca de 67 % dos gatos infectados em
uma colonia de resgate possuiam menos de um ano de idade (HOLLIDAY et al., 2009).
Gunn-Moore et al. (2007) relataram que a maioria dos gatos diagnosticados como positivos
eram significativamente individuos menores de um ano de idade. Aparentemente, gatos mais
velhos podem adquirir a infeccdo e serem assintomaticos e felinos mais jovens podem ser
mais vulneraveis a doenca devido ao seu sistema imune imaturo (GOOKIN 2001).

A raca ndo é considerada um fator de risco para tricomonose felina. Animais de raga e
sem raca definida (SRD) ndo apresentaram nenhuma associagdo com a maior predisposic¢ao a

ter a infecgdo por T. foetus (HOLLIDAY et al., 2009; PARIS et al., 2014). Contrariando 0s
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outros estudos, Gunn-Moore et al. (2007) relataram que gatos de raca foram
significativamente mais provaveis terem a infeccdo do que gatos mesticos.

Um dos fatores avaliados em alguns estudos é a ocorréncia de co-infeccdo de T. foetus
com outros enteropatogenos, principalmente Giardia spp. e Cryptosporidium spp. A
importancia se de avaliar como parametro a presenca de co-infeccdo esta diretamente
relacionada os sinais clinicos apresentados por animais positivos para T. foetus. A presenca
de espécies do género Cryptosporidium foi associada ao aumento das severidades da diarreia
nos animais com tricomonose. Os animais com essa co-infeccdo foram mais propensos a
terem episddios de diarreia aguda auto-limitante na fase cronica, ou seja, sete semanas pos-
infeccdo com T. foetus (GOOKIN et al., 2001). Gookin et al. (2004), ao diagnosticar espécies
do género Giardia em 12% dos animais positivos para T. foetus, ndo observaram que néo
havia correlacdo entre os achados observados. Os resultados destas co-infec¢do indicam a
possibilidade de uma relacdo simbidtica ou patogénica envolvendo alguns enteropatégenos e
T. foetus intensificando o quadro clinico de diarreia. Em estudos mais recentes, T. foetus teve
maior probabilidade de ocorrer em associacdo com outras etiologias, tais como: Coronavirus,
Clostridium perfringens e Giardia spp. em fezes diarreicas de gatos (PARIS et al., 2014).

A consisténcia das fezes € um dos fatores que mais € abordado entre os relatos na
literatura. Cerca 70% dos animais positivos para tricomonose apresentaram diarreia nos
ultimos seis meses. Existindo uma forte associacdo entre a infeccdo por T. foetus e o histérico
de diarreia (GOOKIN et al., 2004). Kuehner et al (2011) em seu estudo identificaram um
nimero pequeno de animais com tricomonose subclinica. A infeccdo por T. foetus foi
fortemente associada com escore anormal das fezes com os animais apresentando quadros de
diarreia. Somente 11 % dos animais positivos tinham fezes formadas e firmes no dia da
coleta. Por outro lado, 40 % dos animais positivos ndo tinham histérico de diarreia nos
ultimos seis meses, possivelmente em gatos assintomaticos, episddios de diarreia podem
facilmente ser desencadeados por estresse do meio, tais como, exposi¢des, shows, alta
densidade de animais, etc. Flutuagdes na microbiota intestinal parece ser necessario para
produzir as manifestacdes clinica da infeccdo por T. foetus. O que seria consistente com o
fato de que os protozoarios sdo dependentes da microbiota bacteriana endégena e de secre¢des
do hospedeiro para aquisicao de nutrientes essenciais.

Alta densidade habitacional de gatos, como comumente € encontrado em gatis e
abrigos, é considerado fator de risco para tricomonose felina. Embora o modo exato de
transmissdo de T. foetus ainda nédo seja inteiramente compreendido, a aglomeragcdo poderia

aumentar risco de infeccdo conduzindo a um aumento do risco de contato feco-oral com o
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protozoario (GOOKIN et al 2004). Embora a densidade possa ser um fator de risco para
tricomonose felina (GOOKIN et al., 1999; 2004; FOSTER et al., 2004), Kuehner et al. (2011)
ndo identificaram essa associacdo nos gatis estudados. A alta densidade associada a animais
assintomaticos € um importante fator na disseminacdo dos protozoarios. Isso pelo fato de que
eles continuariam a eliminar baixos quantidades de organismos em suas fezes, mesmo apds a
resolucdo da diarreia, como foi assinalado por Foster et al. (2004) ao observarem que gatos
infectados continuavam a eliminar trofozoitos por mais de 39 meses. Assim, esses animais
seriam reservatdrios do protozoario e fonte de contaminagéo para outros gatos. Desta forma,
cada gato com ou sem diarreia em uma populagdo fechada, com historico de diarreia deveriam
ser avaliados frequentemente para o risco de infecgdo (BELL et al., 2010). Pensa-se que 0
estresse gerado por superlotacdo de animais em uma colénia pode estar relacionado com o
quadro de diarreia associado a infeccao por T. foetus ou P. hominis (FOSTER et al., 2004) e,
neste caso é provavel que o estresse possa ser uma das causas que favoreca a formacéo de um
processo agudo em gatos (MIRO et al., 2011).

A infeccdo por parabasalideos ndo foi correlacionado com qualquer fator ambiental,
incluindo dieta, fonte de agua, contato direto ou indireto com animais de producdo ou outras
espécies de animais domésticos, como mascotes (pets), proximidade com fazendas, razdo
entre caixas de areia e nimero de gatos (KUEHNER et al., 2011). Apesar desses resultados é
plausivel suspeitar que os trofozoitos sdo transmitidos por via feco-oral a partir de um gato
infectado para um nédo infectado. Ao fazé-lo, os parasitos tém que enfrentar e superar
mudancas bruscas de ambiente para sobreviver: 1) o ambiente que encontram durante o
periodo entre ser eliminado, a partir de um hospedeiro e ser ingerido pelo proximo e 2) o
ambiente gastrico hostil do novo hospedeiro, apos a ingestdo e a passagem até os intestinos
(YAO; KOSTER, 2015).

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Questionario epidemioldgico
Todas as amostras de fezes felinas encaminhadas pelo HVPA/ UFRRJ ao LPR estavam

acompanhadas de um questionario epidemiologico (ANEXO 3). J& as pertencentes ao

LQEPV/UFRRJ, ndo passaram por questionario.
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5.2.2 Analise estatistica
A analise estatistica dos dados foi feita utilizando teste do Xz e Fisher (SAMPAIO,

2002) quando necessario.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.3.1 Pentatrichomonas hominis em gatil de experimentacao

A anélise de amostras fecais do gatil pertencentes ao Laboratério de Quimioterapia
Experimental Veterinaria, anexo 1, IV, UFRRJ, indicou que das 41 amostras encaminhadas,
11 (26,8 %) foram positivas para P. hominis, frequéncia relativamente alta considerando que a
literatura relata a presenca de P. hominis em apenas 1,9 e 2,1 % de uma populagéo felina
estudada (GOOKIN et al., 2007a). A populacdo avaliada foi constituida por 17 machos e 24
fémeas e animais maiores de seis meses em nimero de 39, que apresentavam um quadro de
diarreia.

Os animais sdao mantidos em gatis coletivos separados apenas por sexo, e quando ha
algum experimento sdo separados individualmente por determinado periodo de tempo. Ao
correlacionar o numero de animais positivos e o0 contato com outros gatos o resultado é de
100%, porque os animais sdo alocados em gatis coletivos com 0 mesmo acesso a agua e
comida e uma caixa de areia grande que permita a defecacdo de grande parte deles. A alta
densidade, ou o0 contato muito proximo entre esses animais possivelmente tenha contribuido
para um numero elevado de animais positivos e possivelmente na disseminacdo do
protozodrio para outros animais. Ambientes com alta a densidade de gatos, como comumente
é encontrado em gatis, abrigos ou em casas com numero elevado de animais é considerado
como um dos fatores de risco chave para a tricomonose felina. Sabe-se que a transmissdo do
protozoario € por via oro-fecal, e que uma alta densidade aumentaria o risco de transmissdo
(KUEHNER et al., 2011) assim como foi encontrado pelo presente estudo.

Para o diagnostico foram utilizadas duas técnicas o exame direto das fezes frescas
diluidas em solucdo de Hanks e cultura em meio de Diamond ou caldo peptonado. De
imediato, 10 amostras foram positivas ao exame a fresco, e 11 positivas na cultura, sendo que
uma apresentou-se positiva somente na cultura, totalizando 11 amostras positivas. A avaliagéo

entre os dois metodos demonstrou diferenca significativa (p <0,01). O exame a fresco
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permitiu, neste caso, diagnosticar de imediato, 10 animais que tinham parabasalideos em suas
fezes, sem a necessidade da espera do tempo de cultivo para o diagnostico. Sendo assim,
ambas as técnicas foram importantes para o diagnostico. Embora seja uma técnica simples e
rapida, requer experiéncia do técnico ao analisar as fezes frescas, pois as mesmas podem
conter diversos microrganismos moveis que podem mascarar o diagnostico como Giardia
spp. e com algumas bactérias moveis. Assim, como no presente estudo, Bell et al. (2010)
diagnosticaram no exame a fresco a presenca de parabasalideos em todos os 13 animais
positivos (100%); enquanto que, Tolbert et al. (2012) encontraram parabasalideos pelo exame
a fresco em 88% (33/38) das amostras examinadas. Apesar dos valores encontrados, uma
baixa eficiéncia do exame a fresco no diagndstico de tricomonose, variando de 0 (0/26) a
apenas 2% (4/192) das amostras de fezes foram encontrados por Foster et al. (2004) e Gookin
etal. (2001).

Quando os animais foram avaliados por sexo e idade, ndo houve diferenca
significativa (Tabela 3) para ocorréncia da infeccdo. Animais maiores ou menores de seis
meses apresentam 0 mesmo risco de adquirir o protozodario. Entretanto, ha de se considerar
gue o numero de animais menores de seis meses avaliados pelo presente estudo foi muito
pequeno, apenas dois. Resultados diferentes foram encontrados por Gunn-Moore et al. (2007)
e Bell et al. (2010), onde animais mais jovens, menores que um ano, sdo mais susceptiveis a
infeccdo. Quanto a variavel sexo os resultados sdo semelhantes aos do presente estudo, ndo
h& uma susceptibilidade a infeccdo ligada ao sexo (FOSTER et al. 2004; GUNN-MOORE et
al. 2007).

A frequéncia de diarreia foi avaliada no momento da coleta de acordo com o escore
fecal e através do questionario. Animais positivos apresentando quadro de diarreia nos
ultimos seis meses foram significativamente maiores do que animais positivos sem diarreia
(p= 0,03), sendo assim animais apresentando ou com historico de diarreia possuem maior
risco de albergarem parabasalideos nas fezes (RR= 1,6). Em estudos prévios o historico de
diarreia cronica e arresponsiva a tratamento foi associado com a presenca de T. foetus
(GOOKIN et al.,, 1999). Kuehner et al., (2011), observaram que fezes de consisténcia
anormal no dia da amostragem ou historico de diarreia nos meses anteriores foi altamente
correlacionado a deteccdo de parabasalideos. Gatos positivos com historico de diarreia
crénica possuiam fezes com sangue e muco (STOCKDALE et al., 2009). As fezes dos
animais avaliados ndo apresentava sangue ou muco visivel. Em cées, todos animais positivos
para parabasalideos apresentaram quadro de diarreia, e a espécie mais encontrada foi P.

hominis (TOLBERT et al., 2012). Os casos em que somente P. hominis foi identificado nas
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fezes esteve sempre associado a diarreia nas espécies felina (DA CUNHA; MUNIZ, 1922;
KESSEL, 1928; CEPLECHA et al., 2013), canina (LI, W-C et al., 2014) e suina (LI, W. et al.,
2014). Em cées, um estudo recente demonstrou que P. hominis foi significativamente
associado ao quadro de diarreia (GOOKIN et al., 2005).

A consisténcia das fezes ndo demonstrou significancia quando comparada a animais
positivos e negativos (p = 0,58), mesmo quando qualificadas em escores. Contrariando esses
achados, Gookin et al. (1999) afirmaram que ha uma associacdo entre o diagnostico positivo
de tricomonose com fezes semiformadas, moles e ndo formadas e sem sinais da doenca, mais
do que a fezes liquidas. Em cées a infec¢do por P. hominis foi significativamente associada a
fezes anormais (27% (16/60) vs. 12% (18/155); P = 0.007) (GRELLET et al., 2013).

Através deste estudo foi possivel constatar que o quadro de diarreia em gatos nem
sempre esta associado unicamente a infecc¢do por T. foetus, uma vez que somente P. hominis
foi diagnosticado. Assim como citado anteriormente a alta densidade e o historico de diarreia
sdo os principais fatores de risco para a infeccdo por P. hominis na populacdo estudada
(Tabela 3).
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Tabela 3. Presenca de Pentatrichomonas hominis em gatos do Laborat6rio de Quimica
Experimental de Produtos Veterinarios, IV/UFRRJ

Variaveis Parabasalideo Valor de p RR? IC 95%"° L
Positivos Negativos Risc
0
Quanto ao sexo: ,[F:SCI?
Machos 3(17) 14 (17) b
0,2259 0,8095 0,5657 - 1,1585 Usa
Fémeas 8 (24) 16 (24) ndo
11(41) 30 (41) apro
xima
Quanto & idade: ¢do
<6 02 (02) 0(2) $e |
a
0,0670 Nao significativo or'yc
>6 9 (39) 30 (39) Perc
11 (41) 30 (41) entu
al; @
Quanto a diarreia: Cara
Sim 7 (15) 8 (15) cteri
0,03 1,5865 0,9614 - 2,6183 zada
N4o 4 (26) 22 (26) Bg;t
11 (41) 30 (41) 055,
S ) mal
Quanto a Consisténcias das fezes: form
adas
Consistente 5(18) 13 (18) 0,5894 1,0234 0,7030 - 1,4899 e
liqui
N4o consistente” 6 (23) 17 (23) ﬁﬁi’_
11 (41) 30 (41) Niio
. avali
Quanto ao convivio com outros gatos : ado.
Sim 11 (30) 30 (11)
NA
Néo 0(11) 0 (30)
11 (41) 30 (41)
Quanto ao Diagnostico das fezes:
Exame Direto 10 (11) 30 (40)
<0,000 11,0000 1,6974 - 71,2847
Exame Cultura 1 (30) 10 (01)
11 (41) 30 (41) 5.3.1

Tritrichomonas foetus em gatos atendidos pelo HVPA- UFRRJ

O HVPA da UFFRJ conta com um atendimento especializado para a espécie felina.
Setenta e sete amostras de fezes coletadas para exame parasitologico de rotina foram cedidas
para a pesquisa de parabasalideos nestes animais. As amostras de fezes foram previamente

acompanhadas de um questionério epidemioldgico com todas as informag6es dos pacientes.
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Das 77 amostras, apenas quatro (5,2%) foram positivas para parabasalideos, sendo
dois positivos, no exame a fresco e dois somente apos cultura das fezes, totalizando quatro. A
comparacdo entre as técnicas empregadas apresentou-se altamente significativo (p<0,01).
Ambos os testes foram importantes para o diagnostico, sendo que um néo exclui a utilizacéo
do outro, 0 que muitas vezes é contrario a literatura sobre diagnostico de tricomonose felina.
Ambas as técnicas sdo questionadas quanto a sensibilidade no diagndstico de tricomonose por
Tysnes et al. (2011), que consideraram a técnica de PCR mais sensivel que o exame a fresco e
a cultura. De acordo com os resultados destes autores de 11 animais positivos, 10 s6 foram
identificados através de PCR. Apesar da analise molecular possuir uma maior especificidade,
ao comparamos 0s métodos em relacdo a sua sensibilidade, os relatos da literatura
demonstram que a utilizacdo da técnica sozinha, pode ter sua sensibilidade reduzida em
relacdo a utilizacdo de mais de uma técnica em conjunto. Gookin et al. (2002) demonstraram
que a técnica de PCR com DNA extraido diretamente da fezes sozinha ndo foi superior a
cultura das fezes feito a0 mesmo tempo da coleta de amostras. A cultura das fezes resultou
em 55 % de amostras positivas, enquanto que a PCR obteve 39% de positividade. O
desempenho combinado das duas técnicas foi de 75% de resultados positivos,
consideravelmente maior do que as técnicas sozinhas Em outro estudo, a sensibilidade entre
cultura e PCR para o diagnostico de tricomonose bovina revelou taxas quase iguais entre as
técnicas, 67.8% para a cultura e 65.9% para a PCR (COBO et al., 2007). Sendo assim, a
combinacdo de técnicas de diagnostico para tricomonose deveria ser considerada pelos
clinicos veterinarios ao avaliar possiveis infeccdes por estes protozoarios, além disso, a
realizacdo de mais de uma amostragem para descartar um animal como positivo ou negativo,
como é frequentemente feito em bovinos, onde para se consider um touro negativo para
tricomonose, s&o necessarios trés coletas de material com intervalo de 7-15 dias onde o
resultado seja negativo (PELLEGRIN; LEITE, 2003).

No presente estudo foram avaliados 37 machos e 40 fémeas, a idade media dos
animais foi de 3,5 anos (3 meses a 15 anos). A classificacdo da idade foi feita em animais
menores e maiores de 12 meses. Vinte animais tinham menos que 12 meses e 57 maiores que
um ano. A anélise estatistica ndo revelou diferenca significativa ao avaliar sexo (p=0,33) e
idade (p=0,708) entre animais positivos e negativos. Dos quatro animais positivos, apenas um
era macho e o restante fémeas, quanto a idade um era menor de um ano e o restante maior de
maior ano (Tabela 4). Esses achados contrariam outros estudos que apontam que a
tricomonose felina é quase sempre considerada uma doenca de animais jovens menores de

um ano de idade (GOOKIN et al., 2001; GUNN-MOORE et al., 2007). Profizi et al. (2013)
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em seu estudo observou que 85% dos animais positivos tinham menos de um ano de vida.
Porém, corroborando os achados do presente estudo, Tysnes et al. (2011) ndo encontraram
correlacdo entre idade e positividade a tricomonose felina. Xenoulis et al. (2010) também néo
encontraram diferencas quanto a idade entre gatos infectados, cinco dos seis animais positivos
eram maiores que um ano (média de 3,5 anos). Neste mesmo estudo, 0s autores sugeriram que
a tricomonose felina em gatos mais velhos, é quase sempre assintomatica, 0 que estd de
acordo com os resultados encontrados pelo presente estudo, onde 0s animais em sua maioria
eram maiores que dois anos (média= 3,25 anos) e ndo tinham historico de diarreia (p=0,1569).

O histdrico de diarreia é considerado um dos fatores de risco para um diagndstico
positivo de T. foetus, Tysnes et al. (2011) encontraram uma alta significancia quando
correlacionaram o histdrico de diarreia com o diagnostico de T. foetus (p=0,02) (Tabela 4). E
possivel, que o pequeno numero de animais positivos contribui para a ndo correlacdo com o
historico de diarreia, embora o fato dos animais serem adultos, também deveria ser levado em
considerac¢do, uma vez que podem ser apenas animais portadores e fontes de infeccdo para

outros animais.

Tabela 4. Presenca de Parabasalideos em gatos atendidos no Hospital Veterinario de

Pequenos Animais da UFRRJ.

Variaveis Parabasalideo Valor de p RR? IC 95%"
Positivos Negativos
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Quanto ao sexo: a

Machos 1(37) 36 (37)° Ris
0,337 0,6758 0,3674 -1,2430 co
Fémeas 3 (40) 37 (40) IRf
4(77) 73 (77) o
b 1
Quanto a idade (meses): Us
<12 1(20) 19 (20) an
0,708 0,9863 0,5512 - 1,7650 gsr
>12 3 (57) 54 (57) oxi
4 (77) 73 (77) ma
ca
Quanto a diarreia: 0
Sim 0 (36) 36 (36) %
0,1569 NS ylo
N&o 4 (41) 37 (41) e
4 (77) 73 (77) Per
ce
ntu

Quanto a Consisténcias das fezes: al:

Consistente 4 (42) 38 (42) 0,0827 NS Ca
rac

~ . d teri
Nao consistente 0 (35) 35 (35) 7a
4(77) 73 (77) da
por
Quanto ao convivio com outros gatos : E’as
0S

Sim 4 (57) 57 (16) as,
0,385 NS ma

Nzo 0 (16) 16 (61) :‘

4 (73 73 (77 or

(73) (77) ma
Quanto ao Diagnostico das fezes: Sas
Exame Direto 2(2) 73 (4) lig
<0,002 2,0000 0,7506 -5,3289 uid

Exame Cultura 2 (75) 0 (73) S‘;

4(77) 73 (77)

n&o significativo.

A importancia do diagndstico positivo para tricomonose em animais assintomaticos
esta relacionada & contaminacdo do ambiente com fezes contendo os protozoarios que podem
contaminar outros gatos, principalmente em ambientes onde existe uma alta densidade de
gatos ou mesmo animais de outra espécie que podem vir a adquirir a infeccdo por esse
parasito. Foster et al. (2004) observaram que gatos usualmente continuam a eliminar
trofozoitos de T. foetus por até 39 meses apds a resolugdo da diarreia; desta forma, cada gato,

com ou sem diarreia, em uma populacdo fechada deveria ser avaliado.
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A andlise da consisténcia das fezes versus diagndstico positivo para tricomonose
também ndo demonstrou diferenga significativa entre animais positivos e animais negativos.
Os quatro animais positivos possuiam fezes consistentes no momento da coleta e nédo
possuiam historico de diarreia. Esses resultados destoam dos encontrados por Kuehner et al.
(2011) que encontraram uma alta correlagdo entre fezes com consisténcia liquida/pastosa e
animais positivos para T. foetus (64%); enquanto que, somente 11% dos animais positivos
possuiam fezes consistentes.

O convivio com outros gatos ndo foi significativo, embora todos 0s animais positivos
convivessem com outros gatos. Trés deles pertenciam ao mesmo proprietario que possui um
total 16 gatos em casa. O outro proprietario também convivia com outros 14 gatos.
Possivelmente o numero reduzido de amostras positivas tenha contribuido com resultados
inconsistentes na analise estatistica.

E importante ressaltar que este € o primeiro estudo sobre tricomonose felina no Brasil
e em duas populacbes completamente distintas. Diferente do que é descrito por outros
autores, 0s animais que se apresentaram positivos ndo tiveram nem um tipo de correlagdo com
os fatores de risco que sdo considerados importantes para a infeccdo, como histérico de
diarreia e alta densidade populacional. Além disso, o Unico tratamento efetivo para a
tricomonose causada por T. foetus em gatos, € uma droga neurotdxica para 0s animais e
extremamente cancerigena para humanos (Foster et al., 2004). Muitos gatos infectados
podem ter a diarreia resolvida pelo uso de antibidticos por algumas semanas ou meses
tornando-se assintomaticos, porém ainda infectados e consequentemente eliminando o
parasito no ambiente. O que 0 torna um risco para outros animais que nao sé 0s gatos, mas
cdes e para o0 proprio homem; uma vez que, ja existem relatos da infeccdo por este protozoario
em humanos (DUBOUCHER et al., 2006).

6 CONCLUSOES

6.1 DE Pentatrichomonas hominis
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A analise morfoldgica forneceu dados suficientes para caracterizar a espécie P.
hominis em fezes de gatos.

As andlises moleculares confirmaram a presenca de somente uma cepa de P. hominis
nas amostras estudadas e o sequenciamento apresentou similaridade entre a cepa
estudada com outras sequencias da mesma espécie depositadas no Genbank de

isolados de cdo e gato.

6.2 DE Tritrichomonas fetus

e A analise morfoldgica forneceu dados suficientes para caracterizacdo da espécie,

como: numero constante de trés flagelos anteriores, nlcleo alongado, protrusdo do
axostilo de formato mais espesso anteriormente e afunilando bruscamente em forma
de filete no seu final.

Os resultados obtidos com analise genética dos isolados sé corroboram os resultados
do diagndstico morfoldgico feito neste estudo. Sendo assim sua utilizacdo foi feita
com carater de ferramenta complementar no diagnostico de T. foetus nas amostras

utilizadas.

e A juncdo das trés técnicas permitiu um diagndstico mais especifico de T. foetus

isolados de amostras fecais e ainda a deteccdo de uma coinfec¢do por P. hominis que
so foi identificado através de analise molecular e esteva presente em trés, das quatro
amostras positivas para T. foetus. Nenhum trofozoito de P. hominis foi identificado no

exame morfolégico.

6.3 Epidemiologia da Tricomonose Felina

6.3.1 Fatores associados a infeccéo de gatos por P. hominis

N&o houve correlagdo entre idade e sexo entre animais infectados e ndo infectados.

O quadro de diarreia foi significativamente associado a infecg¢do por P. hominis, com

um risco relativo de 1,5 vezes.
Né&o houve correlagéo entre animais positivos e consisténcia das fezes.
O estreito contato entre os animais foi significante quando relacionado ao nimero de

animais positivos dentro da populacgéo estudada.
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Tanto o exame direto quanto a cultura foram igualmente capazes de detectar

parabasalideos nas fezes.

6.3.2 Fatores associados a infeccdo de gatos por T. foetus

Tanto a idade e o sexo do animal foram fatores associados com o diagnostico de

tricomonose em gatos;

N&o houve correlacdo entre diarreia e consisténcia das fezes entre 0s animais
infectados e ndo infectados.

O convivio com outros gatos ndo foi significativo na andlise estatistica, embora os
animais positivos fossem provenientes de proprietarios com mais de 10 gatos.

O exame a fresco em comparacao a cultura das fezes foi significante, ambos os testes
detectaram o protozoario, porém quando em associacdo permitiram um diagnostico

mais preciso.

7 CONSIDERACOES GERAIS
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Este é o primeiro estudo realizado no Brasil sobre o diagnostico de parabasalideos na
espécie felina. Ficou claro através desta pesquisa que a tricomonose em gatos pode ocorrer
devido a presenca tanto de T. foetus como de P. hominis, ou ambos.

A importancia do correto diagnostico para felinos esta relacionada a conduta
terapéutica a ser adotada para cada espécie de parabasalideo. No tratamento de T. foetus é
utilizado a droga ronidazole, potencialmente toxica para felinos, e cancerigena para humanos.
Ja, na infeccdo por P. hominis, o tratamento a ser conduzido consiste na utilizacdo de
metronidazole que é menos toxico e com mudancas na dieta.

Os métodos diagndsticos visam a procura do protozoario vivo nas fezes através do
exame a fresco e cultura; porém, a especificidade dos métodos é baixa, visto que em ambas as
espécies sdo muito semelhantes. Sendo assim, ha necessidade de um estudo mais detalhado de
sua morfologia. Através do exame simples de esfregacos de fezes ou cultura corados, é
possivel distinguir as formas vegetativas de P. hominis e de T. foetus, levando em
consideracdo o numero de flagelos presentes, e formato do axdstilo de cada espécie.
Infelizmente é cada vez maior o nimero de veterinarios que recorrem somente a biologia
molecular como forma de diagnostico e ndo sabem sequer fazer a leitura de um esfregaco de
sangue ou mesmo um simples exame de fezes. Os métodos para o diagndéstico da tricomose
felina, ndo sdo mais trabalhosos do que um exame bacterioldgico, por exemplo. Porém, ainda
esbarra na falta de conhecimento sobre o parasito, a doenca que ele causa, e em laboratorios
que saibam fazer o diagnostico.

Com o presente estudo, foi possivel diagnosticar gatos infectados por P. hominis
apresentando sinais clinicos de infeccdo intestinal e gatos infectados por T. foetus
assintomaticos. Neste contexto, a presenca de parabasalideos com potencial zoonético em
animais como cées e gatos, estreitamente relacionados a convivéncia com humanos, leva a
guestionamentos sobre a importancia do diagndstico e, terapéutica adequada em animais de
companhia. N&o somente pelo ponto de vista clinico veterinario, mas também, pela
possibilidade de ser um caso de salde publica, principalmente quando associados a pessoas
imunocompetentes, idosos e principalmente criangas que possuem um relacionamento mais
préximo com os animais, € nem sempre tém habitos de higiene adequados, ou até mesmo em
dividir o mesmo espago como jardins, parques, creches e outros, que pode estar contaminado

com as fezes de gatos infectados.
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Anexo 1 Protocolo Comissdo de Etica-PRPPG/UFRRJ

C"\E s Lo e
Comissco de Etica
Nno Uso de Animais

U A INSTITUTQ DE VETERINARIA - UFRRJ

Seropédica 24 de junho de 2014

DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo de nimero 006/2014
intitulado “IDENTIFICACAO DE TRICHOMONADIDEOS EM ANIMAIS DOMESTICOS:
DIAGNOSTICO, FREQUENCIA, ANALISE MORFOLOGICA E MOLECULAR.” encaminhado pelo
Professor (a) do Departamento de Parasitologia Animal, 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 plenario da referida Comissdo.

Fohio B Seck L

S Jonimar Pereira Paiva
Fabio Barbour Scott

Vice-Coordenador CEUA-IV
Coordenador CEUA-IV
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Anexo 2 MEIOS DE CULTURA

2.1 Meio de HANK'S

FORMULA

NaCl

KClI

MgS04

NaH2PO4

K2HPO4

dextrose

CaCl,

Extrato de levedura
Hidrolisado de lactoalbumina
NaHCO3

Vermelho de fenol 1%
Penicilina
Estreptomicina
Fungizon

agua destilada

Soro bovino inativado

2.2 Caldo peptonado

FORMULA
Peptona de caseina
NaCl

NaH2PO4

Extrato de carne

dextrose

1000ml
8g
0,4g
02¢g
0,12¢g
0,06g
lg
0,14g
0,1g
S5g
0,35¢g
2,5 ml
500,000 UI
1,2 ml
0,0025¢
900 ml
100 ml

1000ml
10g

3g
2g

2,5¢
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Acido ascorbico 0,02¢g

Agua destilada 900 ml
Soro bovino inativado 100ml
Penicilina 500,000 UI
Estreptomicina Img

Anexo 3 QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO PARA DIAGNOSTICO DE PARABASALIDEOS EM GATOS

DADOS DE IDENTIFICACAO DO ANIMAL
NOME DO ANIMAL
PROPRIETARIO
ENDERECO

IDADE

SEXO F() FC() M() MC ()
RACA

DADOS SOBRE HABITOS E AMBIENTE ONDE ANIMAL VIVE

MORA EM CASA OU CASA () APT ()
APARTAMENTO?

POSSUI OUTROS GATOS EM CASA?  SIM () NAO ( )
QUANTOS?

LOCAL DE DEFECACAO CAIXADE AREIA () JARDIM ()
NUMERO DE CAIXAS DE AREIA EM CASA

HAVENDO MAIS DE UM GATO EM CASA, ELES DEFECAM NO MESMO LOCAL (MESMA

CAIXA DE AREIA) ? SIM() NAO()

POSSUI ANIMAIS DE OUTRAS ESPECIES EM CASA  SIM () NAO ()

QUAIS E QUANTOS ?

O GATO TEM ACESSO A SIM () NAO ()

RUA?

O ANIMAL TEM CONTATO COM BOVINOS OU SUINOS?  SIM () NAO ()

TIPO DE RACAOSECA () RACAOUMIDA() COMIDA CASEIRA ()
ALIMENTACAO?

FONTE DE AGUA TORNEIRA () MINERAL () VASO SANITARIO/CHUVEIRO( )
FILTRADA () OUTRAS ()

HISTORICO CLINICO
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ANIMAL E TESTADO PARA FIV/FELV SIM () NAO ()

FIV POSITIVO () FELV POSITIVO ()  FIVNEGATIVO()  FELV NEGATIVO ()
ANIMAL APRESENTA ALGUMA DOENCA CRONICA  SIM () NAO ()

EM CASO AFIRMATIVO, QUAL

(15)?
FAZ USO DE ALGUMA
MEDICACAQ?

EM CASO AFIRMATIVO, QUAL (1S)?

E VERMIFUGADO?

1-

SIM () NAO ()

CONSISTENCIA DAS FEZES NO MOMENTO

( ) FEZES COM FORMATO, DURAS E RESSECADAS
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3- () FEZES COM FORMATO E PASTOSAS

i v ¥

4- () FEZES SEM FORMATO E PASTO

SAS

5- () FEZES COM CONSISTENCIA LIQUIDA (DIARREICAS)

PRESENCA DE SANGUE NAS FEZES ? SIM ()

NAO ()

ANIMAL APRESENTOU DIARREIA NOS ULTIMOS 6 MESES ? SIM

() [NAO()

EM CASO AFIRMATIVO, QUAL A CONSISTENCIA (ESCORE ACIMA)

RECEBEU ALGUM TRATAMENTO ? SIM () NAO ()

EM CASO AFIRMATIVO, QUAL MEDICACAO FOI UTILIZADA?

A DIARREIA DESAPARECEU APOS O TRATAMENTO ? SIM ()

NAO ()

O ANIMAL TEVE DIARREIA NOVAMENTE APOS O TRATAMENTO ?

SIM( )

NAO ()

O ANIMAL TEM CONTATO COM ALGUM OUTRO GATO QUE TEVE
DIARREIA NOS ULTIMOS 6 MESES

SIM ()

NAO ()

O GATO FEZ EXAME DE FEZES RECENTEMENTE? SIM ()

NAO ()

QUAL FOI O RESULTADO?
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FEZ USO DE ALGUM ANTIBIOTICO RECENTEMENTE?

SIM ()

NAO ()

QUAL

ANTIBIOTICO?

Anexo 4 DOS SANTQOS, C.S., DE JESUS, V.L.T., MCINTOSH, D.; BERTO, B.P.; LOPES,
C.W.G; Co-infection by Tritrichomonas foetus and Pentatrichomonas hominis in

asymptomatic cats. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 35, n. 12, p. 980-988, 2015.
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Pesg. Vel Braoy 35(12)-980-968, dezershrm 2015

Co-infection by Tritrichomonas foetus and Pentatrichomonas

hominis in asymptomatic cats'

Caroline Spitz dos Santos™, Vera Licia Teixeira de Jesus’, Douglas Mclntosh®,
Bruno Pereira Berto® and Carlos Wilson Gomes Lopes*

ABSTRACT.- Dos Santos S, De jesus VLY, Mcintash D, Berto B.P. & Lopes CW.G. 2015
Co-infection by Tritrichemonas foetus and Pentatrichomonas hominis in asymptoma-
tic cats. Pesguisa Veterindria Brasilefre 25(12):980.988. Curso de Pés-Graduaglo em Cién-
clas Veterindrias, Anexo 1, Instituto de Veteriniria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Campus de Seropédica, ER-465 Km 7, Seropédica, R] 22997-970, 8razil E-mail:

Tritrichomonas foetus, a parasite well known for its signifiance as a venereally trans-
mitted pathogen in cattie, has been identified as a cause of chronic large bowel diarrhea
tn domestic cats in many countries of the world. In 8razil, several studies on the diag-
nosis of bovine trichomoniasis have been performed, but until now, no study was made
regarding feline trichomoniasis Thus, this Is the first study to report the occurrence
of ¥. foctus and Pentotrichomonas hominis in cats using morphological and molecular
anmalysis. Feces from 77 cats were examined, four of which (5.2%) were positive for the
presence of parabasalids. Morphalogical analysis of stained smears revealed piriform
trophozoites showing the three anterior flagella, elongated nuclews and axcstyle ending
abruptly iIn fillet, characteristic of 7. foetws. In scanning and transmission electron mi-
croscopy, identification characters similar to those previously reported for T foetus were
ohserved. The cultures containing trophozoites were submitted for molecular analysis,
which resulted positive for T foetus DNA using specific primers (TFR3 and TFR4), and
all samples were positive and subjected to sequencing tn which they showed 99.7-100%
similarity with another isolate sequencing of 7' foetus (|X960422). Although no tropho-
zoite with conststent morphology of £ haminis has been visualized in the samples, dif-
ferential dlagnosis was performed using specific primers for P. hominis (TH3 and THS)
amplicon. In three of the four samples (3.89%) sequencing revealed 100% similarity
when compared with another sequence of £ hominis deposited in Genbank (KC623535)
Therefore, the present study revealed through the diagnostic techniques employed the
simultaneous Infection by 7. foetus and £ hominis in the foces of cats. However, it was
necessary to use more than one technigue for the diagnosis of the co-infection. These
results demonstrate the importance of 2 correct diagnosis to allow an appropriate treat-
ment by the veterinarian.

INDEX TERMS: Co-infectiom, Tritrichomenas foetu, Fentatrich hoswlels, d e cats.

‘Meczived on May 28, 2015, RESUMO.- [Co-infecgdo por Tritrichomonas foetus e Pen-
cn Novermber §, 2015 tatrichomonas hominis em gatos assintomiticos.] Triert-
‘:g.gamq%d-um:ﬂl.lnﬂw chomancs foetus, um parasito bem conbecido por seu sig-
Mh?%danmmm'c ""'"l (“ml nificado como um agente patogénico ransmitido venerea-
g ments em bovinas, também foi identificado como causa de
'n-;m mchwmmumam diarrela crénica do intestino grosso em gatos domésticos em
mla, UFRRL ERALS Kee 7, Sempdidies, I Z307-970. Bmal: jewss@afrribe  myjtns paises. No Brasil, virlos estudos sobre o diagndsti-

* Departurmento de Peraaticloga Anbmal, IV, UPREL ER-485 Kn 7, Sero-
pédica, §] 25007570 B-nxis pa? 2@yshoo cosk, lopescwpDalrrihe

* Depurtaments de x Anlrzad, Irofteto de Blclogs, UFRR), B0

465 Km 7, Sercpédo, R) 2 7. E-malt bertaurri@ gralicon

©o de tricomonose bovina foram realizados, mas até agor,
ndo hi informagio disponivel em relagio 3 trichomonose
felina. Assim, este € o primeiro estudo a relatar a ocorréncia
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Anexo 5 DOS SANTOS, C.S., BERTO, B. P., LOPES, B. do B., CORDEIRO, M.D., DA
FONSECA, A.H., TEIXEIRA FILHO, W.L, LOPES, C.W.G. Coccidial dispersion across
New World marsupials: Klossiella tejerai Scorza, Torrealba & Dagert, 1957(Apicomplexa:
Adeleorina) from the Brazilian common opossum Didelphis aurita (Wied-Neuwied)

(Mammalia: Didelphimorphia). Systematic Parasitology, v. 89, p. 83-89, 2014.
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Anexo 6. CARRASCO, L.P.S.; dos SANTOS, C.S.; SOUZA, H.J.M.; de JESUS, V.L.T,;
GlZZl1, A.B.R. Tritrichomonas foetus como agente etiologico de diarreia em gatos- relato
de dois casos. Clinica Veterinaria, v. 113, p. 34-41, 2014.
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Tritrichomonas foelus as a causalive agent of diarrhea in cals — report of

two cases

Tritrichomonas foetus como agente causal de diarrea en gatos — relato

de dos casos
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Anexo 7. DOS SANTOS, C.S.; BERTO, B.P.; DE JESUS, V.L.T.; LOPES, C.W.G. Eimeria
leuckarti Flesch, 1883 (Apicomplexa: Eimeriidae) from horse foals in Rio de Janeiro.
Coccidia, v. 2, p. 40-44, 2014.
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Eimeria leuckarti Flesch, 1883 (Apicomplexa: Eimeriidae) from
horse foals in Rio de Janeiro

Caroline Spitz dos Santos | Bruno Pereira Berto | Vera Lucia Teixeira de Jesus |
Carlos Wilson Gomes Lopes
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Abstract Santos CS, Berto BP, Jesus VLT,
Lopes CWG. 2014. Efmeria lenckarti Flesch,
1883 (Apicomplexa: Eimeriidae) from hor-
se foals in Rio de Janeiro [Eimeria leuckarti
Flesch, 1883 (Apicomplexa: Eimeriidae) de
potros no Bio de Janeiro] Coceidia 2, 40-44.
Curso de Pos-Graduvacio em Ciéneias Veteri-
nirias. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. BE-463 km 7, 23897-970 Seropédica,
RI. Birazil. E-mail: carolines-
pitz@yahoo. com br

Eimeria leuckarti Flesch, 1883 is a cosmo-
politan coccidium of equines. It has ooccysts
quite distinct from other coccidia, due to the
larger size, very thick outer wall and consid-
erably longer period of spormlation. The cu-
rent work reports E. lsukarti from horse foals
of a farm in Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil
and makes some notes on the sporulation pro-
cess, apart from the unsporulated cocyst mor-
phology. Ten of the 57 fecal samples of the
horse foals had unsporulated oocysts of E
leukarti, which were recovered by sedimenta-
tion and flotation. Noteworthy in the morpho-
logical study the identification of a enlarged
region in the inner layer of the cocyst wall,
always in the opposite end of the micropyle.
Finally, the cocysts do not sporulated, even
when kept in Petri dishes or in bottles under
aeration. Comments and an asswmption was
introduced in this sense.

Eeywords coccidia, morphology, unsporulated
oocysts, cocyst wall, sporogony., equines.

Resumo Eimeria leuckarti Flesch, 1883 & um
coccidio  cosmopolita de  eqiinos. Tem
oocistos nmito distintos dos outros coccidios,
devido ao maior tamanho, camada externa da
parede do oocisto omito espessa e longo
periodoe periode de esporulacio. O presente

trabalho relata E. leukarti de potros de uma
fazenda em Sercpédica, Rio de Janewo, Brasil
e faz algumas anotagBes sobre o processo de
esporulacdo, além da morfologia do oocisto
esporulado. Dez de 57 amostras fecais de
potros, possuiam oocistos ndo esporulados de
E. lsukarti, os gquais foram recuperados por
sedimentacic e flutwagdo. Destaca-se no
estudo morfologico a observagio de uma
regido dilatada na camada interna da parede
do oocisto, sempre na extremidade oposta da
mucropila.  Finalmente, os oocistos nfo
esporularam. mesmo quando mantidos em
placas de Petd, ou em gamafas sob
arejamento. Comentarios e numa suposicio foi
introduzida neste sentido.

FPalavras-chave coccidia, morfologia, oocistos
esporulados, parede do oocisto, esporogonia,
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Anexo 8 BALTHAZAR, L.M.C.; LOPES, B. do B.; BERTO, B.P.; dos SANTQOS, C.S.;
TEIXEIRA FILHO, W.L.; NEVES, D.M.; LOPES, C.W.G. Coccidiosis in a blue-fronted

Amazon parrot (Amazona aestiva) under quarantine - Case report. Revista Brasileira de
Medicina Veterinaria, v. 34, p. 392-399, 2013.
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COCCIDIOSIS IN A BLUE-FRONTED AMAZON PARROT (dmazona aesiiva)
UNDER QUARANTINE - CASE REPORT*

Lianna Maria de Carvalho Balthazar™, Bruno do Bonrfim Lopes®. Bruno Pereira
Berto®, Caroline Spitz dos Santos®, Walter Leira Teixeira Filho*, Daniel Medeiros
Neves® e Carlos Wilson GomesLopes®

ABSTRACT. Balthazar I M de C_, Lopes B. do B, Berto BF., dos Santos C.5., Tei-
zewra Filhe WL, Neves DM. & Lopes C.W.G. Coccidiosis in a Blue-fronted Ama-
zon parrot (Amazona aesfiva) under gquarantine - Case report. [Coccidiose em um
papagaio verdadeiro (dmazona aestiva) mantido em confinamento - Relato de caso].
Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, 33{4):392-396, 2013. Programa de Pos-
-Gradunagio em Ciéncias Veterindrias, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Raural do Rio de Janeiro, Campus Seropédica, BR. 465 Km7. Seropédica. BT 23807-
970, Brasil E-mail: liannavet{zyahoo. com br

An adult male blue-fromted Amazon parrot (dmazona aestiva), was kept under qua-
rantine i CETASTBAMA Seropédica, B, Brazil Clinical signs consisted of apathy,
anorexia, weight loss, muffled and dull feathers and greenish mmcoid diarmrhea Feces
were observed stuck to the feathers around the cloacae. Qocysts of the both sample
were placed in a 2.5% solution of K Cr, O, to allow them to sporulate. Upon microsco-
pic examination. unsporulated cocysts were observed in the feces of the first sample.
However, cocysts of the second sample, collected three days after the first sample. spo-
rulated and they were recovered for determining the species. The cocysts varied from
oveidal to ellipsoidal with 27.9 x 26 9um in diameters, with a smooth wall consisting
of two layers of 1.4pm thickness. Micropyle and ococyst residomm were absent, but
polar granmles were present. Sporocysts were elongated and ellipsoidal measuring 19.6
% 11.1pm The Steda body presented a kmob-like appearance and was slightly pointed
in the external surface. The substieda body was undefined The sporocyst residunm was
composed of scattered granules and the sporozoites were vermiform with a refractile
body and a nuclens. The characteristics of the ococysts were similar to those described
previcusly as Eimeria amazonae. In addition to the case report of a clinical coccidiosis,
comments on gecgraphic distribution and interspecific infections are presented herein.
EEY WOERDS. Amazona aestiva, coceidiosis, CETAS, quarentine.

RESUMO. Um papagaio verdadeiro (dmazoma BRJ. Como sinais clinicos foram observados apatia,
aestiva), adulto, macho, estava manfido em regime  anorexia, perda de peso, penas, engadas e sem bri-
de quarentena no CETAS/TBAMA em Seropédica,  lho, com diarreia mucoide de coloracdo esverdeada,
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Anexo 9. DOS SANTOS, C.S.; JESUS, V.L.T.; PEREIRA, R.C.G.; GUEDES JR, D.S,;
SANTOS, M.A.AJ.; JACOB, J.C.F. Resposta inflamatdria uterina em éguas inseminadas
com sémen fresco e congelado de jumento. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, v.
35, p. 155-162, 2013
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RESPFOSTA ]:':I"FL‘HLAT('JRIA UTERINA EM EGUAS INSEMINADAS
COM SEMEN FRESCO E CONGELADO DE JUMENTO*

Caroline Spitz dos Santos', Vera Licia Teixeira de Jesus”, Rita de Cassia Gomes Pereiral,
Daniel da Sitva Guedes Tindor®, Marcos Anténio José dos Santos® e Tilio César Ferraz Jacob?

ABSTRACT. dos Santos C.5., de Jesus VL.T. Pereira B de C.G.. Guedes Jonior D
da 5., dos Santos M.AJ. & Jacob JCF. [Uterine inflammatory response in mares
inseminated with fresh and frozen donkey semen]. Resposta inflamatéria uterina em
égnas insemunadas com sémen fresco e congelado de jumento. Revisfa Brasileira de
Medicina Veterindaria. 35¢2):153-162, 2013. Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias Ve-
terindrias. Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. BR.
465 km 07, Seropédica, BJ 23800-000, Brasil. E-mail: carclinespitz/ayahoo com by

This study aimed to characterize the uterine inflammatory response of mares after in-
semination with fresh and frozen donkey semen. Seven mares were inseminated with
fresh (G1) and frozen (G2) semen for two estrons cycles. The uterine inflammatory res-
ponse was evaluated by ultrassonography and uterine cytology performed before (T1),
four howrs (T2) and 24 hours after insemination (T3). The results were analyzed by
ANOVA Ultrassonography in T1 revealed no accummlation of intrawterine flnid, but in
T2 and T3 there were accunmlation of less than 2 em in G1 and G2 (p> 0.03). Statistical
analysis revealed significant differences between T1 in relation to other moments (T2
and T3), demonstrating that after insemination the uterme fluid accumulation observed
for both groups was attributed to the inflammatory response to semen. Uterine eytology
in T1 revealed mean percentage less than 5%, at T2 was higher than 50% (G1 and G2)
and no significant difference (p= 0.03) between groups was observed. In G1 T3, there
was a reduction in the percentage of neutrophils observed for T2 (p <0.001) for both
groups showing that 24 hours after Al started the process of resolution of inflammation
The cbserved uterine inflammation in mares mseminated with fresh and frozen denlkey
semen was similar to those reported for equine semen in the same times of collec-
tion, and reduction of this response was also according to the literature. Therefore, the
donkey’s sperm was able to promote nterine response similar to that described for equi-
ne sperm which was not related to the type of semen used, if fresh or cryopreserved.

EEY WORDS. Endomefrifis, asinine semen, uterine cytology, ultrassonography.

RESUMO. Este estudo objetivou caracterizar a  posta inflamatoria wterina foi avaliada por ultrasso-
resposta inflamatoria uterina de éguas apds a inse-  nografia e citologia uterina, realizadas antes (T1).
minacio com sémen fresco e congelado de jumen-  quatro horas (T2) e 24 horas apos as inseminaces
to. Sete éguas foram inseminadas com sémen fresco  (T3). Os resultados foram analisados por ANOVA.
(G1) e congelado (G2) por dois ciclos estrais. Ares- A ultrassonografia em T1 ndo revelou acinmlos de
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Anexo 10 BOMFIM, B. do B.;dos SANTOS, C.S.; LUZ, H.R.; BERTO, B.P.; LOPES,
C.W.G. Adelina sp. (Apicomplexa: Adeleidae), a pseudoparasite of Thoropa miliaris
Spix (Amphibia: Cycloramphidae) in Southeastern Brazil. Coccidia, v. 1, p. 26-31,
2013.
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Adelina sp. (Apicomplexa: Adeleidae), a pseudoparasite of Thorepa
miliaris Spix (Amphibia: Cvcloramphidae) in Southeastern Brazil

Bruno do Bomfim Lopes | Caroline Spitz dos Santos | Hermes Ribeiro Luz |
Bruno Pereira Berto | Carlos Wilson Gomes Lopes

ALEEpTEd in 1..13.201_
Abstract Lopes B doB. Santos CS, Luz HE
Berto BP, Lopes CWG. 2013, Adelina sp.
(Apicomplexa: Adeleidae), a psendopara-
site of Theropa miliaris Spix (Amphibia:
Cycloramphidae) in Southeastern Brazil.
[Adehna p- (Apicomplexa: Adeleidse), nm
de Thoropa miliaris Spix

{An:phtha Cycloramphidae) no Sudeste do
Brasil] Coceidia 1, 26-31. Departamente de
Biologia Ammal, Institofo de Biclogia, Uni-
versidade Federal Fuwal do Rio de Janeiro.
BR465 km 7, 23897970 Seropédica, BRI,
Brasil. E-mail: bertobp(@ufin. br

The insectiverous habit of some werte-
brates is essential for the life cycle of some
coccidia of mwertebrates becanse they depend
of the feeding habits of vertebrates which
ingest invertebrate hosts to ensure that the
adeleid ococysts will be dispersed. This study
reports adeleid polysporocystic cocysts from
feces of the frog Thoropa miliaris Spix in
Marambaia Island, State of Rio de Janeiro,
Brazil This sporulated cocysts belong to the
genus Adeling, which was parasitizing an
imvertebrate ingested by T. milfaris. The oo-
cysts were ellipsoidal 37.6 > 31.4 pm with a
smooth, bilayered wall Micropyle, oocyst
residomm and polar granule were absent. The
mumber of sporocysts per cocyst varied from
14 to 21. The sporocysts were subspherical
91 = 85 pm Stieda and substieda bodies
absent. Sporocyst residvnm composed of scat-
tered grammles. Sporozoites present sub-
spherical refractile bodies at both ends. This is
the first report of a pseudoparasite in am-
phibians. Comparative morphology of 29
Adelina spp. is presented in tabulated data.

Eeywords psendoparasite, predaction, inver-
tebrate, habit, coccidia, morphology, cocysts,

polysporocystic, Adeleorina.

Resumo O hiabito insetivore de alguns verte-
brados € essencial para alguns coccidios de
invertebrados, pois estes dependem dos hdbi-
tos alimentares de vertebrados ¢que predam
invertebrados para garanfir que serdo disper-
sos. Este estudo relata a presenca de cocistos
polisporocisticos de um adelidec nas feres de
Thoropa miliaris Spix na [ha da Marambaia
Estado do Fio de Janeiro, Brasil. Esta espécie
pertence ao género Adeling, a qual estava
parasitando um mvertebrado ingenido por T
miliaris. Os cocistos foram elipsoidais, 37,6 =
314 pm com parede lisa e dupla Micropila,
residuo e grimulo polar estavam ausentes. O
nimero de esporocistos por ococisto variou de
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Diagnosis of Pentatrichomonas hominis from cats in Brazil

Abstract The parabasalid flagellate, Pentatrichomonas hominis has been reported in association with
domestic cats causing gastrointestinal disturbance since the early 20th century. An additional parabasalid
flagellate that may be misidentified morphologically as P. hominis is Tritrichomonas foetus; which is recognized
as an etiological agent of large bowel diarrhea in cats. The current study provides a detailed morphological
description, in combination with nucleotide sequencing, of P. hominis isolated from domestic cats in Brazil.
One hundred trophozoites from each positive sample were subjected to morphometric analysis which revealed
that trophozoites varied from piriform to rounded in shape, measuring 10.7 by 8.2 um, excluding the axostyle
protrusion. Trophozoites presented five anterior flagella, typical of the species and an undulating membrane
extending along the length of the body and terminating in a free flagellum. The axostyle gradually attenuated
toward its end and protruded from the cell body. Nucleotide sequencing of PCR amplicons generated from the
Brazilain isolates, using species specific primers, revealed 100% nucleotide similarity with sequences deposited
in the GenBank as P. hominis. The current morphological study highlighted some characteristic features that
may serve to ensure reliable identification of P. hominis. Moreover, this study questions the perceived status of
P. hominis, as a commensal given that there was an association of this parasite and diarrhea.

KEY WORDS

Pentatrichomonas hominis

differential diagnosis
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1. Introduction

The parabasalid flagellates are single celled obligate protozoan symbiontes generally encountered in the
digestive or genitourinary tract of humans and animals. where they act as either parasites or commensals . In
addition, it has been reported that these protozoa can migrate to other sites within their target host, can adapt to
new hosts, and that some species are capable of zoonotic transmission * °. To date, two species of parabasalids
have been reported in domestic cats' *2. The first is Pentatrichomonas hominis, which is generally considered to

represent a commensal organism " *

, While the second species, Tritrichomonas foetus, is recognized as the
agent of large bowel diarrhea ?’. Pentatrichomonas hominis, was first identified in the intestinal tract of human
beings and subsequently, in a wide range of hosts, including felines . Interestingly, the first report of this
parasite in cats occurred in Brazil in 1922, however the parasite was incorrectly identified as Trichomonas
felis’. The application of morphological and molecular diagnostics for these parabasalids has demonstrated that
pigs, cats, dogs, reptiles and birds may harbor P. hominis in their intestines and in the reproductive tract of
cattle where it may or may not be pathogenic® ® %. The detection and identification parabasalids like organisms
in feces can be achieved using a variety of methods, with varying degrees of specificity and sensitivity,
including , microscopic examination for motile trophozoites in fresh fecal smears diluted in saline **, specific
culture systems * or by polymerase chain reaction (PCR) for detection of genus and species specific ribosomal
DNA sequences *', The examination and culture of fresh stools has been reported to lack specificity and may
result in the misidentification of T. foetus as P. hominis®* *. In contrast PCR using T.foetus-specific primers *’
was considered to offer the the highest degree of both specificity and sensitivity*®. Accurate differentiation of
these organisms is crucial, since in veterinary practices misdiagnosis would lead to ineffective therapy for T.
foetus using ronidazole, a potentially neurotoxic compound °.

In light of the existing difficulties encountered in obtaining a definitive diagnosis, the current study
provides a detailed description of the morphology of P. hominis isolated from domestic cats in Brazil, and

identified using nucleotide sequencing.

2. Material and methods

2.1 Ethical considerations

All aspects of the study involving animals were processed in strict accordance with the recommendations
approved by the Ethics committee of The Federal Rural University of Rio de Janeiro. (CEUA/IV/UFRRJ;

Process # 006/2014). We declare that the animals were not harmed in any way during the procedure.

2.2.Sample collection and processing

Fecal samples were collected from 41 domestic cats with or without diarrhea, maintained at the Laboratorio de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria at UFRRJ, located in the Municipality of Seropédica,
in the State of Rio de Janeiro, Brazil. Some animal data were collected to evaluate possible risk factors
associated with the infection. They were age, sex, stool format classified as consistent (normal) and not

consistent (pasty, poorly formed, or liquid), history of diarrhea and contact with other cats. Samples were
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collected immediately after defecation or directly from the rectum by the infusion of warm saline and were
immediately transported to the Laboratdrio de Patologias da Reproducdo located at UFRRJ. Thereafter, the feces
were diluted in Hanks solution supplemented with 10% inactivated horse serum, incubated at 28-33°C, and
examined by microscopy at 48 hours intervals. Fecal samples considered as positive upon direct examination
were inoculated into in trypticase yeast extract-maltose medium® supplemented with 10% horse serum, incubated
at 35°C, and sub cultured at 72h intervals.

2.3.0bservation, measurement and illustration of trophozoites

Microscope slides were prepared using smears of culture fixed using 2.5% gluteraldehyde followed by staining
with eosin or Heidenhain's iron hematoxylin. Morphological observations, line drawings, photomicrographs and
measurements were made using a trinocular microscope® coupled to a digital camera®. The morphometric analysis
of trophozoites was done using the computer program®.The drawings were edited with the aid of two programs °.

Size ranges are provided in parentheses following the mean values.

2.4. Molecular analyses

DNA was extracted from approximately 1x10° trophozoites (enumerated microscopically), as follows; Cells in
were harvested by centrifugation (16,000xg for 5 min), in 1.5mL screw-capped micro-centrifuge tubes.
Supernatants were discarded and the cell pellets were washed once with 1mL of phosphate buffered saline (PBS;
pH7.2). Washed cells were resuspended in 100pL of chelex matrix ¢ with incubation at 56°C for 30 minutes,
then boiled for 10 minutes. The tubes were centrifuged (16,000 x g for 5 min), to sediment cell debris together
with the chelex matrix, and 60pL of each supernatant were transferred to new tubes, with storage at -20°C. A
Polymerase chain reaction (PCR) assay design for families Trichomonadidae e Tritrichomonadidaewas
performed as described previously *° using the primers TFR1 and TFR2. In addition, an assay specific for
Tritrichomonas foetus was performed, using the primers TFR3 and TFR4 according to the authors **. Finally,
samples were examined using an assay specific for P. hominis, employing the primers Th3 and Th5°. The K
strain of T. foetus isolated by H. Guida (Embrapa, Rio de Janeiro, Brazil) from the urogenital tract of a bull, was
used as a positive amplification PCR control in the first two assays. PCR products reaction was examined by
electrophoretic separation in 2% agarose gels stained with ethidium bromide to confirm the presence of
amplicons with the predicted molecular weight.

PCR products (339 base pairs), from the P. hominis specific assay were digested using 10 units of the
restriction endonucleases Hae 111 ¢and Hinf I "for 2 h at 37°C. Digestion products were separated using 12%
polyacrylamide gels electrophoresis followed by staining with ethidium bromide. The resulting banding patterns
were compared to those predicted by in silico digestion using the computer program?® of the amplified region
present in the 18S rDNA of a feline isolate of P. hominis*?, GenBank accession number (KC594038.1).

Sequencing of P. hominis 18S rDNA amplicons was performed as follows; 10 ul of PCR products
were treated with Exo-Sap-IT", according to the manufacturer’s protocol and sequenced in both directions, All
sequences were entered into the BLAST search algorithm and the NCBI nucleotide database to determine gene

identity.

2.5.Statistical analyses
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Differences were analyzed by the Fisher’s exact test®.

3. Results

Wet mounts of stools from 41 cats were observed by light microscopy examination and Parabasalid-like
organisms were evident in 11 samples (26.8%) Ten samples were considered positive by fresh examination and
11 as positive by culture. Four of the positive cats were male and seven were females with an average age of 36
months (10-60). Age and sex were not related to infection (p >0,05). Similarly, the consistency of the feces
showed no significant difference when compared to positive and negative animals (p = 0.58), even when

qualified by scores. Diarrhea was the main feature observed among the cats examined (Table 1).

3.1. In vitro cultivation

All microscopy positive samples were also culture positive. The trophozoites observed in the feces
presented progressive and irregular movement characteristic of parabasalids ° presented rounded shapes, and
multiplication by binary (Fig 1 A and B) or multiple division (Fig 1 C and D). Organisms generally survived
well for at least 10 days in feces, reaching up to 3 weeks for some samples. Cultures grew well at 33 °C and
could be continually passaged in peptone broth medium, albeit with the presence of heavy bacterial

contamination that could not be eliminated.

3.2.Morphology

Parabasalids were clearly visible by light microscopy in unstained, and in eosin and iron-hematoxilin
stained preparations, but visualization of and the ability to enumerate flagella was superior in the wet mount
method than in stained preparations.

Trophozoite shape (n = 100) piriform to rounded. Body size, without the axostyle protrusion, 10.69 +
1.7 (6, 97-14, 87) um long and 8.22 + 1, 6 (5.5-12.45) um wide. Five unequal anterior flagella demonstrated
lengths greater than or equal to that of the body, one flagellum frequently observed to be orientated towards the
vent (Fig. 2 A). Trophozoites with four anterior flagella are unusual. Recurrent flagellum extends throughout the
body with three to four long waves (undulating membrane) ending in a free posterior flagellum (Fig 2 B and C).
Costa slender, with diameter similar to the anterior flagellum and extends throughout the body. Capitulum of the
axostyle is relatively narrow and its trunk gradually attenuates toward its terminus and protrudes from the cell
body. Pelta is thin, short and barely discernible. The nucleus and parabasal body are round in shape (Fig 2D). All
measures of trophozoites are in Table 2 and were compared to other morphological studies done about the
species 3" %82 Based on the observed morphological characters a schematic drawing was produced with the

main characteristics that define the species P. hominis (Fig 3)

3.3. DNA analysis
All culture positive samples yielded amplicons of approximately 360 bp using the primers TFR1 and
TRF2, indicating the presence of parabasalid DNA. Conversely, no amplicons were observed using the T. foetus

specific assay. Importantly, the positive control (DNA equivalent to 100 trophozoites of strain K of T. foetus)
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showed strong amplification of a band of 339 bp in accordance with previous results *2. All culture positive
samples were recorded as positive in the PCR assay for P. hominis, based on the presence of a 339 bp product
that when submitted to digestion with Haelll resulted in bands of 245 bp and 94 bp, and in the generation of
three bands of 155 bp, 126 bp and 58 bp following digestion with the enzyme Hinfl. The observed banding
patterns matched those predicted by in silico digestion. Four of the 11 amplicons were sequenced and each
showed 100% nucleotide similarity over 297 bases (=amplicon after removal of the primer sequences), with
sequences deposited in the GenBank as originating from feline (accession number KC594038.1) or canine
(accession number KC953860.1) isolates of P. hominis. The sequence of a representative isolate was deposited
in the GenBank with the accession number KF953914.

4. Discussion

This is the first confirmed report of P. hominis isolation from cats in Brazil, although several strains of
P. hominis have been isolated from a variety of vertebrates in other countries **°. However, in cats few studies
have been carried out, which is surprising given the necessity for differential diagnosis between T. foetus and
P.hominis. In dogs, P. hominis is considered pathogenic and may even be fatal and therefore a greater number of
studies have examined the question of with making differential diagnosis between T. foetus and P. hominis®.

The analysis of fecal samples recorded 27% as positive for P. hominis. This could be considered as a
relatively high frequency considering that the literature describes levels of only 1.9to 2.1% within a the feline
population studied™. Investigations into the frequency of P. hominis in dogs indicate higher rates. In one study,
as many as 15, 8 % of the puppies were positive by culture®.

The animals examined in this study were kept in collective catteries, separated only by sex. However,
when an experiment was under development the animals were held individually. The high density, or very close
contact between these animals possibly contributed to a high number of positive animals as a consequence of
the dissemination of the protozoa among the animals. Environments with high animal density, as commonly
found in catteries, shelters or in houses with large numbers of animals, is considered as one of the key risk
factors for feline trichomoniasis®. In the current work, age and gender were not related to infection by P.

12,21

hominis which was in agreement with previous studies™ “". In addition, age does not appear to be a risk factor

for the development of infection or the manifestation of clinical signs since cats of any age can acquire the
infection *’. Nevertheless, clinical impressions suggest that infection is more common in young animals ** %,

For the diagnosis of trichomonosis, direct examination of fresh feces diluted in Hanks solution and
Diamond culture - medium was used. A total of 10 samples were positive upon examination of fresh feces, and
an additional sample was also positive by culture. Comparison between the two diagnostic methods showed a
significant difference (p <0,01). In two other earlier studies diagnosis rates of 100% (13 /13)" and 88% (33/38) *
were presented for the samples evaluated by fresh examination of the feces.

In the current study, only P. hominis was identified in fecal samples, which matches the findings of a
previous study * wherein feline intestinal tissue sections were examined by chromogenic in situ hybridization,
with the absence of T. foetus being confirmed by PCR. Moreover, our findings correlate with the isolation of
pure cultures of P. hominis from a single cat with diarrhea in the Czech Republic, using a commercial medium

system *. In contrast, other researchers have reported that P. hominis was detectable by PCR in the feces of a
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limited number of the animals examined, but that P. hominis was not detected in any fecal samples that were not
also positive for T. foetus infection®®.

Traditionally, P. hominis is presumed to be a commensal; in contrast, T. foetus is recognized as an
important pathogen of cats with diarrhea®. The number of positive animals exhibiting a history of diarrhea was
significantly higher than positive animals without diarrhea, Through this study it was observed that large bowel
diarrhea in cats is not uniquely associated with infection by T. foetus, since only P. hominis was diagnosed. As
previously mentioned the high density and diarrhea history are the main risk factors for P. hominis infection in
this study. In this sense, reliable diagnosis of parabasalid infections of cats is important to ensure the most
effective clinical treatment.

On the other hand, some authors have suggested the ability of this species to cause gastrointestinal
disturbance in cats based on the presence of parabasalids morphologically consistent with P. hominis in fecal
samples ** ¥ The current study reinforces this assertion, because it reports the first identification of P.
hominis associated with cats with diarrhea in Brazil. It is pertinent to note, that the lack of host specificity of P.
hominis, raises questions concerning the zoonotic potential of this species, particularly in light of reports from
companion animals *"*® %°. P hominis is euryxenic, with reports of this parasite colonizing the gastrointestinal
tract of several mammalian species including dogs, cats, cattle, mice, monkeys and humans *2. More recently,
additional hosts including the Philippine scops-owl Otus megalotis and the eastern racer Coluber constrictor
were reported in the Philippines. These observations may be linked to the dietary habits of these predators and
clearly demonstrate how easily this parabasalid adapts to different hosts °.

A growing number of human cases of trichomoniasis involving P. hominis and T. foetus have emerged
recently. Specifically, P. hominis has been considered as a causative agent of gastrointestinal illness in humans,

%03 and in two cases where it as detected in both stool

with clinical presentation of irritable bowel syndrome
and exudative pleural effusion®. P. hominis is most commonly found in the digestive tract, but samples of
vaginal swabs of women with vaginitis that were subjected to PCR based diagnosis of trichomoniasis indicated
the presence of this species in the vaginal mucosa in the absence of of T. vaginalis®.

Regardless of the certainty of P. hominis pathogenicity or of its zoonotic potential, more studies should
be conducted on this parasite to this investigation. In this sense, diagnostic methods should be available to assist
in the specific identification of these parabasalids. However, current studies, which are primarily academic, on
the identification of parabasalids are usually conducted by molecular methods without presenting morphological
data that would enable a reliable diagnosis in clinical laboratories, which may lack access to molecular
techniques. Taken as a whole, the morphological data provided by this study are in partial agreement with the
findings available from previous studies of P. hominis, which were generally incomplete and lacking in detail
(Table 2). In this context, it is important to emphasize that no detailed description of P. hominis from felines was
available prior to this study. Moreover, in this study, the relatively simple morphological analysis provided
sufficient differentiation between P. hominis and T. foetus based on specific characteristics such as: number of
flagella, the shape and size of the axostyle and the round shape of the nucleous . Subsequently, molecular
methods were employed to demonstrate the presence of parabasalids, the absence of T. foetus and finally the
establishment of pure cultures of P. hominis.

The number of flagella is constant in some parabasalids, including T. foetus, and has emerged as a key

characteristic used for species identification. However in the past, reliance upon this phenomenon has led to the
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publication of a number of dubious descriptions of new genera and species **. Five anterior flagella were
considered as a stable and definitive characteristic feature for P. hominis®. In that work, approximately 80% of
the trophozoites of P. hominis from human and primates had five anterior flagella; 15% had four anterior
flagella; and 5% had three anterior flagella. This variation was attributed to factors including culture age and the
presence of specific bacteria'®. The majority of the isolates examined in the current work showed five anterior
flagella in agreement with previous morphological studies using P.hominis strains from dififferent hosts® ¥'.
Thus, the number of anterior flagella could be used as convenient characteristic for differentiating P. hominis
and T. foetus infection in cats with clinical signs of diarrhea or dysentery. However, other features must also be
used, for example, axostyle formation. In this context, P.hominis is tapered gradually and not abruptly as shown
in T. foetus. The use of this feature, which was readily observable using the staining protocol employed herein,
provided a clear identification of the feline isolates as P. hominis. These characteristic features were also
highlighted by other authors 2, for the morphological identification of trophozoites of Parabasalia.

Morphological data used for identification of P. hominis presented herein agree with the findings of the
study with P. hominis isolates from swine, which presented five flagella with four of the structures having the
same origin while a fifth, independent flagellum originated separately from the others?.

In the present study, trophozoites were observed in the process of binary division, and we also observed
multiple division with protozoa dividing into four new trophozoites, similar to the findings described with P.
hominis isolated from man, monkeys, cats and dogs®.

Using primers specific for regions of the rRNA of P.hominis (TH3 /TH5) all culture positive samples
were PCR positive while the T. foetus control DNA was negative. All samples were diagnosed as P. hominis
based on the presence of products of 339 bp. The specific amplification P. hominis using the primers TH3 and
THS5 confirms the specifity of this method as described by other authors™ *. The absolute limit of detection for
the pair of primers (TH3 /TH5) was reported to be equivalent to a single trophozoite of P. hominis in10 pL of
buffer®. In the current study, PCR-RFLP was conducted to perform a preliminary genotypic evaluate of the
culture positive samples and to identify a sub population of samples for nucleotide sequencing. The potential
zoonotic transmission of P. hominis has been suggested since the 1940s based on the findings of a morphological
and experimental study of infection in mammals®’.More recent studies using molecular tools also contributed to
the debate on this topic. Support for this possible zoonotic role is provided by the observation that all strains
found in a variety of hosts have 100% nucleotide similarity in the regions of the genome examined to date® %,
All P. hominis strains isolated from cats in current study were genetically identical (100% nucleotide similarity),
indicating that the animals which reside in close proximity to and which interact with humans are potential
sources of infection and should therefore be monitored as a source of a potential pathogen.

In conclusion, the current diagnostic study highlighted some characteristic features that may serve to
ensure reliable identification of P. hominis. Such identification will be necessary to improve our knowledge of

this versatile flagellate.
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Table 2.Comparative morphology of Pentatrichomonas hominis trofozoites isolated from cats and humans.

Wenrich Kirby
Authors Da Cunha & Kessel (1928) Present study
(1944) (1945) ]
Muniz (1922)
Hosts Human Human Cat Cat Cat
Structure Average and limits in um
Fusiforme/pi o rounded )
) - Piriform to Fusiform/
Body Shape riform piriform o
globular piriform
/rounded
10,69 (6,87-
Body Lenght 8,3 (6 -13,5) 8-20 7,5 8-15
14,87)
Body Width - 3-14 6 5-8 8,22 (5,5-12,45)
Nucleus Shape  Round / oval - elliptic - round
3,51
Length - - - -
(2,66-5,19)
3,29
Nucleus Width - - - -
(2,61-5,02)
Shape Of
Parabasal - ellipsoid - - round
Body
Length Of - small - - 1,36
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Parabasal

Body
Width Of
Parabasal - - - - 1,07
Body
N° Anterior majority 5 ( o
majority 5 (4) 4 4 5
Flagella 4-3)
Size
Equal to or Equal to or
Equal to or greater
greater than greater than the
Number 1 than the length of - 13,50
the length of length of the
the body
the body body
Number 2 - - - - 13,48
Number 3 - - - - 13,30
Number 4 - - - - 13,00
Number 5 - - - - 13,00
Posterior 8,67
- 5 - 2-4
Flagella (5,25-12,05)
Axostyle 4,15
Protusion (3,42-5,04)
Waves
Membrane 3-5 - - - 3-5
Undulating

Figure Legends

Figure 1. Forms of division of Pentatrichomonas hominis recovered from domestic cats. (A) Trofozoite in
binary division, with two nuclei and two groups of flagella Eosin. (B) Trophozoite in cytokinesis. (C-D) Multiple
division with formation of three / four organisms. Heidenhain's iron hematoxylin. NU= nucleous, AF= anterior

flagela.. Mag. 1000X. Scale bar: 5um.

Figure 2. Pentatrichomonas hominis recovered from domestic cats. (A) Trophozoites present five anterior
flagellum visible, round nucleus and typical axostyle. Eosin. (B) P. hominis showing undulating membrane,
anterior flagella group and pelta. Heidenhain's iron hematoxylin. (C) Trophozoite present anterior flagella group,
undulating membrane and a long posterior flagella . Heidenhain's iron hematoxylin. (D) Trophozoite showing

the visible costa below the undulating membrane and for its entire length, round nucleous, thin pelta, and visible
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axostyle in its entire length. Eosin. NU = nucleous, FA= anterior flagella, AX = axostyle, CO = costa, Pe = pelta,

UM = undulating membrane, PF= posterior flagella. Mag. 1000X. Scale bar: 5um.

Figure 3 Composite line drawing of a representative trophozoite of Pentatrichomonas hominis recovered from

domestic cats. Ax = axostyle, Co = costa, Nu — nucleous, Pb = parabasal body, Pe = pelta, UM = undulating

membrane. Scale bar: 5um.
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