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RESUMO

Abrigando cinco importantes biomas e o maior sistema fluvial do mundo, o Brasil tem a mais rica
biota continental do planeta, o que rendeu o titulo de pais megadiverso. Dentro deste contexto,
encontram-se varias espécies de mamiferos aquaticos, as quais vem sofrendo constantemente com
os efeitos antropogénicos e por vezes desencadeantes de diversos agentes parasitarios. Entretanto,
o0 conhecimento cientifico da fauna parasitaria dos mamiferos aquaticos ainda é bastante limitado.
Desta forma, este trabalho teve por objetivo diagnosticar infec¢Ges ocasionadas por
Cryptosporidium spp., Giardia sp. e endoparasitos em mamiferos aquaticos no Brasil. Para isto
foram realizadas coletas de 553 amostras de conteudo fecal e do trato gastrointestinal de diversas
espécies de cetaceos, sirénios (peixe-boi marinho e amazodnico) e mustelideos (lontra neotropical
e ariranha), nas regides Norte (Amapa, Amazonas, Pard e Rondonia) e Nordeste (Alagoas, Bahia,
Ceard, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte). Entre os animais envolvidos foi
possivel obter amostras de espécimes mantidos em cativeiro e de vida livre, bem como, de espécies
que habitavam os recursos fluviais, costeiros e oceanicos. Para a pesquisa de Cryptosporidium spp.
as amostras fecais foram processadas pela técnica de Kinyoun. Ao que concerne a identificacdo
dos cistos de Giardia sp. e ovos de helmintos, o material coletado foi submetido aos métodos de
flutuacdo (Willis e Faust) e sedimentacdo (Hoffman), assim como a técnica do Flotac. Todas as
amostras foram submetidas ao Teste de Imunofluorescéncia Direta. Entre os resultados obtidos
destaca-se a infeccdo ocasionada pelo trematddeo digenético da familia Opistothrematidae,
espécie Pulmonicola cochleotrema, sendo a frequéncia da infeccdo de aproximadamente 7,95%
(07/88) em peixes-bois marinhos. A presenca de Cryptosporidium spp. foi constatada em cinco
espécies, sendo estas, a Lontra longicaudis (15,28%), Pteronura brasiliensis (41,66%), Sotalia
guianensis (9,67%), Trichechus inunguis (16,03%) e Trichechus manatus (13,79%). No que
concerne a ocorréncia de Giardia sp., este coccidio foi diagnosticado em um maior nimero de
espécies, conforme pode ser constatado em L. longicaudis (9,23%), P. brasiliensis (29,16%),
Kogia breviceps (100%), Kogia sima (25%), S. guianensis (9,67%), T. inunguis (3,81%) e T.
manatus (10,34%). A identificacdo de Cryptosporidium spp. e Giardia sp. acometendo 0s
mamiferos aquaticos, aliado a capacidade dos oocistos e cistos respectivamente destes
protozoarios permanecerem infectantes em condi¢es ambientais por um longo periodo de tempo,
amplia a possibilidade de transmissdo destes agentes para outros organismos aquaticos, terrestres
e populagbes humanas.

Palavras-chave: Parasitologia, protozoarios, conservacao, recursos hidricos, diagnostico.



ABSTRACT

With five significant biomes and the largest river system in the World, Brazil has the richest
continental biota on the planet, which has led to the country being classified as megadiverse. In
Brazil, several species of aquatic mammals have been suffering almost constantly form the
anthropogenic, and sometimes triggering, effects of different parasitic agents. However, our
scientific knowledge of the parasitic fauna of aquatic mammals remains limited. Thus, the aim of
the present study was to diagnose infections caused by Cryptosporidium spp., Giardia sp. and
endoparasites among aquatic mammals in Brazil. To do this, 553 samples were collected from
fecal content and the gastrointestinal tract of several species of cetaceans, sirenians (Antillean and
Amazonian manatees) and mustelids (neotropical and giant otters) in the North (Amapa,
Amazonas, Pard and Rondbnia) and Northeast (Alagoas, Bahia, Ceara, Sergipe, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte) of Brazil. Samples were obtained from animals that were kept
in captivity and others in the wild, including specimens that lived in rivers, coastlines and oceans.
For Cryptosporidium spp., the fecal samples were processed by Kinyoun technique. Concerning
the identification of Giardia sp. cysts and helminth eggs, the material collected was submitted to
flotation (Willis and Faust) and sedimentation (Hoffman) methods, followed by the Flotac
technique. All samples were subjected to the direct immunofluorescence test. In the results
obtained, a notable infection was caused by the digenetic trematode of the Opistothrematidae
family (Pulmonicola cochleotrema), with an infection prevalence of approximately 7.95% (07/88)
among Antillean manatees. The presence of Cryptosporidium spp. was confirmed in five species:
Lontra longicaudis (15.28%); Pteronura brasiliensis (41.66%); Sotalia guianensis (9.67%);
Trichechus inunguis (16.03%) and Trichechus manatus (13.79%). Giardia sp. was diagnosed in
the following species: L. longicaudis (9.23%); P. brasiliensis (29.16%); Kogia breviceps (100%);
Kogia sima (25%); S. guianensis (9.67%); T. inunguis (3.81%) and T. manatus (10.34%). The
identification of Cryptosporidium spp. and Giardia sp. in aquatic mammals, allied to the capacity
of their oocysts and cysts, respectively, to remain infective in the environment for a long period of
time, increases the possibility of the transmission of these agents to other aquatic and land

organisms, as well as the human population.

Keywords: Parasitology; protozoa; conservation; water resources; diagnosis



1. INTRODUCAO

Nos ecossistemas marinhos e de agua doce presentes nos limites territoriais do Brasil sdo
reportadas aproximadamente 59 espécies de mamiferos aquaticos (ROCHA-CAMPOS et al.,
2010; ANDRADE et al., 2011; ROCHA-CAMPOS e GUSMAO-CAMARA, 2011), as quais estdo
submetidos a diversos fatores de origem antropogénica (TORRES et al., 2015). Soma-se a estes,
as transformacdes que os ambientes aquaticos vém sofrendo, estabelecendo com isto, novas
relagdes entre diversas espécies de parasitos e os seus hospedeiros (BONDE et al., 2004;
SICILIANO et al., 2005; VAN BRESSEM et al., 2009; BOSSART, 2011).

O conhecimento acerca da fauna parasitaria que acomete estas espécies de mamiferos
aquaticos ainda é bastante limitado e necessita de contribui¢des adicionais, como forma de obter
entre outros aspectos positivos, informacdes sobre a salde destes animais, aspectos biologicos dos
parasitos identificados, como também as implicacfes destes agentes parasitarios em termos de
salde publica.

Para promover contribui¢cdes neste aspecto, este trabalho foi desenvolvido em diversos
estados do Brasil, possibilitando ao longo do mesmo, a integracéo de pesquisadores e Centros de
Pesquisa. As amostras obtidas ao longo do estudo, possibilitaram uma representacdo abrangente
no aspecto territorial e contemplam informagdes inéditas e relevantes para o conhecimento dos
protozoarios e helmintos nos mamiferos aquaticos estudados.

Na intencdo de aprimorar o diagnostico para os diferentes agentes parasitarios estudados,
foi possivel comparar a utilizacdo de metodologias ja utilizadas tradicionalmente, como também
a avaliacdo de novas tecnicas, como o FLOTAC, até entdo ndo utilizado em estudos envolvendo
0s mamiferos aquaticos.

Considerando este significativo aporte cientifico, com a utilizacdo de novas tecnologias e
a utilizacdo de técnicas apropriadas, foi possivel identificar diversos agentes etiologicos, tanto
helmintos como protozoarios, acometendo espécies de mamiferos aquaticos, ampliando as
informagdes inerentes as novas areas de ocorréncia destes parasitos.

Todo este esforgo para a realizacdo deste trabalho, além do intuito de promover a geracdo
de informacdes cientificas, buscou condicdes para implementar as diretrizes definidas nas
estratégias de conservacao dos mamiferos aquaticos no Brasil, tendo em vista as acdes contidas
nos Planos de A¢do Nacional para a Conservagdo dos Sirénios, Cetaceos e Pinipedes (ROCHA-
CAMPOS et al., 2010; ANDRADE et al., 2011; ROCHA-CAMPOS e GUSMAO-CAMARA,
2011).

Além disto, a ocorréncia dos agentes etioldgicos diagnosticados nos mamiferos aquaticos

permitiu estabelecer uma compreensdo prévia sobre a qualidade dos habitats utilizados pelos
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espécimes avaliados, tendo em vista que estes animais sdo considerados sentinelas ambientais.
Desta forma, os resultados obtidos, representam contribuicdes adicionais aos Planos de Manejo
das Areas de Protecdo Ambiental (APA), da Barra do Rio Mamanguape e Costa dos Corais,
respectivamente nos estados da Paraiba, Pernambuco e Alagoas.

Este fato € de grande relevancia, pois evidenciou uma parcela dos riscos que as populagdes
humanas estdo susceptiveis, sobretudo aquelas que utilizam de forma intrinseca 0s recursos
aquaticos, seja para coleta e/ou pesca de itens alimentares (ostra, mariscos, peixes, caranguejos),
atividades de lazer ou ainda para atividades de uso pessoal (atividades domésticas e de higiene),

tornando-se expostos da mesma maneira que os mamiferos aquaticos, aos riscos de infeccao.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Area maritima e bacias da regido Amazénica do Brasil

A zona costeira e marinha do Brasil estende-se da foz do rio Oiapoque, cabo Orange (4°N),
no estado do Amapa, ao norte, até a foz do Arroio Chui (33°S), Rio Grande do Sul, ao sul,
projetando-se ainda, ao nordeste, para incluir as areas no entorno do Atol das Rocas e dos
arquipélagos de Fernando de Noronha e de S&o Pedro e Sdo Paulo, e ao leste, a ilha de Trindade e
0 arquipéelago de Martim Vaz. Desta forma, o Brasil possui uma das maiores faixas costeiras do
mundo, com cerca de 10.800 Km, ao longo dos 17 estados litoraneos (MORAES, 2007; LODI e
BOROBIA, 2013).

A area maritima jurisdicional brasileira compreende aproximadamente 3,5 milhdes de
Km?. Esta é integrada pelo mar territorial brasileiro, de 12 milhas nauticas de largura (22,2 Km),
as ilhas costeiras e oceénicas e a plataforma continental. Adicionalmente a Organizagdo das
Nacdes Unidas (ONU) aprovou o pleito brasileiro pela incorporacdo de mais 712 mil Km? de
extensdo da plataforma continental para além das 200 milhas nauticas (LODI e BOROBIA, 2013).

As bacias dos rios Amazonas e Tocantins formam a maior parte da Amaz6nia, mas também
incluem as Guianas e parte do Maranhdo, cujos rios drenam para 0 oceano Atlantico. Duas
caracteristicas sdo dominantes na regido, sendo a floresta tropical imida e a imensidao das &guas,
onde o rio Amazonas e 0s seus afluentes formam a maior bacia hidrografica do mundo, totalizando
6.869.000 Km? de area de drenagem se a bacia do rio Tocantins for incluida (CUNHA et al., 2007;
LODI e BOROBIA, 2013).

A amplitude destes recursos hidricos e a sua heterogeneidade ambiental, constituem fatores
de fundamental importancia para a manutencéo da alta biodiversidade (LODI e BOROBIA, 2013).
Mediante a estas condic¢des, em &guas de jurisdi¢do brasileira é constatada a ocorréncia de diversas
espécies de mamiferos aquaticos (BRASIL, 2001; ROCHA-CAMPOS et al., 2010; ROCHA-
CAMPOS e GUSMAO-CAMARA, 2011).

2.2. Mamiferos aquéticos
Sao considerados mamiferos aquaticos os animais que dependem, no todo ou em parte, do
ambiente aquatico para desempenhar atividades inerentes ao seu ciclo vital (JEFFERSON et al.,
1993), sobretudo para a obtencéo dos seus recursos alimentares (LODI e BOROBIA, 2013).
Entre os mamiferos aquaticos é de conhecimento a ocorréncia de 141 espécies viventes e
recentemente extintas (LODI e BOROBIA, 2013), constituindo assim, um grupo faunistico
diversificado, o qual esta representado pela Ordem Cetartiodactyla que insere os cetaceos (baleias,

botos e golfinhos), Sirenia (peixes-bois e dugongos) e Carnivora. Dentro dessa Ultima Ordem, séo
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considerados mamiferos aquaticos os representantes das subordens Pinnipedia (lobos-marinhos,
leGes-marinhos, elefantes-marinhos, focas e morsas) e das familias Mustelidae (lontras e ariranhas)
e Ursidae (urso-polar) (LODI e BOROBIA, 2013).

No Brasil, nos ambientes marinhos e fluviais, j& foram reportadas 48 espécies de cetaceos
(ROCHA-CAMPOS et al., 2010; HRBEK et al., 2014), sete pinipedes (ROCHA-CAMPOS e
GUSMAO-CAMARA, 2011), duas espécies de mustelideos (BRASIL, 2001) e duas de sirénios
(ANDRADE et al., 2011). Considerando as diferentes caracteristicas ecoldgicas destas espécies,
estas podem ser encontradas em ambientes oceénicos, costeiros, estuarinos e de aguas interiores
(PERRIN et al., 2002; REEVES et al., 2002; BASTIDA et al., 2007; ROCHA-CAMPOS et al.,
2010; ROCHA-CAMPOS e GUSMAO-CAMARA, 2011).

2.3 Fatores de risco a conservacao dos mamiferos aquaticos

Historicamente a caca, tanto em escala comercial como de subsisténcia, foi a atividade
humana que mais afetou a abundancia dos mamiferos aquéticos, reduzindo as estimativas
existentes a baixos niveis populacionais, seja no ambito global (CULIK, 2004), como também no
Brasil (ZERBINI et al., 1997; LUNA et al., 2008).

Ao longo do tempo, os impactos da cacga foram reduzidos com a mudanca dos hébitos das
populagbes humanas, embora ndo tenham sido ainda completamente eliminadas (IPCC, 2002;
GRAVENA et al., 2008). Em tempos contemporaneos, novas ameacas configuram-se como
fatores de preocupacOes, tais como as capturas incidentais e intencionais (SICILIANO, 1994;
PIZZORNO et al., 1998; GREIG et al., 2001; MEIRELLES et al., 2009), abate por competi¢cdo
(CULIK, 2004), colisdo com embarcagOes (BORGES et al., 2007a; CONSTANTINE et al., 2015),
poluicdo sonora nos ambientes marinhos e fluviais (FINNERAN et al., 2015), alteragdes climaticas
(ALTER et al., 2015), turismo de observacdo desordenado (UNEP, 2006; PEREIRA et al., 2007)
barragens, represamento (REEVES e LEATHRWOOD, 1994) e perda de habitats (IPCC, 2002;
PARENTE et al., 2004).

Além destes fatores, € importante considerar que os mamiferos aquaticos, em diversas
ocasides, habitam interfaces de ambientes onde ocorre uma interacdo muito significativa com as
populacbes humanas, ja que compartilham os mesmos habitats e, frequentemente, exploram
recursos similares. Em consequéncia disso, sdo susceptiveis as transformacdes e as perturbagdes
de origem antrépica, de tal modo que, atualmente muitas espécies tém sido expostas a compostos
quimicos e elementos-traco introduzidos nos sistemas aquaticos (ROCHA-CAMPOS et al., 2010;
HOYDAL et al., 2015; LIU et al., 2015; TORRES et al., 2015).
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Como consumidores de topo de cadeia trofica e animais de vida longa, estdo sujeitos aos
efeitos de biomagnificacdo, podendo ocasionar dentre outras consequéncias, danos aos sistemas
reprodutivos, imune e endécrino (KUNITO et al., 2004; DORNELES et al., 2008; ANZOLIN et
al., 2012).

Se nado obstante os fatores mencionados, as diversas espécies de mamiferos aquaticos sdo
acometidas por um grande nimero de agentes etioldgicos, seja de natureza viral (RECTOR et al.,
2004; KIRK et al., 2010), bacteriana (VERGARA-PARENTE et al., 2003; LOCKWOOD et al.,
2006) ou de origem parasitaria (CAVALLERO et al., 2011).

2.4 Parasitos em mamiferos aquaticos

Além de sua importancia econémica e sanitaria, 0s parasitos sdo parte integrante da
biosfera (RAGA et al., 2009), onde em virtude da sua diversidade e mecanismos de acdo, estes
infectam muitos organismos livres, influenciando entre outras coisas, a saide do hospedeiro,
tamanho e comportamento de populacdes, dindmica da cadeia alimentar e estrutura de
comunidades (DAILEY, 2001; RAGA et al., 2009).

Neste contexto, as pesquisas envolvendo os parasitos descritos em mamiferos aquaticos
tém aportado importantes contribuicfes a tematica taxonémica, distribuicdo, filogenia, habitos
alimentares, estoques populacionais e aspectos patoldgicos, procurando sempre que possivel,
associar a severidade das infec¢bes a morbidade e mortalidade de individuos e/ou populagdes
(MOSER, 1991; RAGA et al., 1997; DAILEY, 2001; DELPORT et al., 2014).

Contudo, o efeito do parasitismo em mamiferos aquaticos € pouco conhecido, considerando
muitas vezes as dificuldades em obter amostras destes animais (BOSSART, 2001), a compreenséo
limitada das relagGes existentes entre os hospedeiros e a biologia dos parasitos, bem como as
limitacBes encontradas para o desenvolvimento de estudos experimentais (RAGA et al., 1997).
Entretanto, recentemente, muitos agentes parasitarios tém sido descritos em virtude do interesse
crescente por estes organismos e a utilizacdo de novas técnicas de diagnostico (RAGA et al., 2009).

Entre os agentes etioldgicos relatados com maior frequéncia acometendo os mamiferos
aquaticos, destaca-se uma certa diversidade de helmintos gastrointestinais, tanto nematddeos
(DAILEY e PERRIN, 1973; OWEN et al., 2012), como trematdédeos (MORA-PINTO, 2000;
BANDO et al., 2014), cestédeos (HOBERG et al., 1997; BERON-VERA et al., 2001) e
acantocéfalos (ANDRADE et al., 2001).

Os protozoarios tém sido reportados em menor frequéncia, talvez devido a amostras
insuficientes ou porque estes agentes apresentam uma menor prevaléncia do que quando

comparado as infeccdes ocasionadas por helmintos (RAGA et al., 2009). Entretanto, ja foram
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descritas infeccdes ocasionadas por Cystoisospora delphini (RAGA et al., 2009), Toxoplasma
gondii (DUBEY et al., 2003), Eimeria spp. (UPTON et al., 1989), Cryptosporidium spp.
(BORGES et al., 2011), Giardia duodenalis (DELPORT et al., 2014), Sarcocystis sp. (RAGA et
al., 2002).

A susceptibilidade dos mamiferos aquaticos a estes diferentes agentes parasitarios ocorre
tanto com animais de vida livre, expostos as diversas condi¢des de habitats (GIBSON et al., 2011),
como também aos animais mantidos em cativeiro, sobretudo nos locais onde o sistema de
tratamento fisico-quimico e microbiol6gico ndo apresenta a eficiéncia desejada (BORGES et al.,
2007b; BANDO et al., 2014).

A transmissao destes agentes parasitarios, em termos gerais, pode ocorrer de forma direta,
de hospedeiro para hospedeiro, ou de forma indireta, por meio da ingestdo de agua ou alimentos
contaminados (MENDEZ-HERMIDA et al., 2007). Com relagio aos animais mantidos em
cativeiro, 0 contato com pessoas pode representar um importante meio de veiculacdo destes

patdgenos, sobretudo em decorréncia de praticas de higiene inadequadas (BORGES et al., 2007c¢).

2.4.1 Ciclo evolutivo

O ciclo de vida de muitos destes agentes ainda ndo esta bem elucidado, mas segundo alguns
autores, estes muitas vezes devem ser similares aos de animais terrestres (RAGA et al., 2002).
Sabe-se ainda, que grande parte dos parasitos digenéticos possuem ciclos heteroxenos, porém
sugere-se que na familia Notocotylidae, a exemplo das infecgbes ocasionadas pelo género
Ogmogaster em determinadas espécies de baleias, as larvas do tipo cercarias podem nao precisar
de um segundo hospedeiro, encistando diretamente nos crustaceos que servem de presas para 0s
cetaceos (RAGA et al., 2002).

E reconhecido que para o ciclo de alguns helmintos, determinadas espécies de peixes, lulas,
crustaceos e moluscos podem atuar como hospedeiros intermediarios (RAGA et al., 2002), sendo
estes constituintes direto ou indireto dos itens alimentares ingeridos por diversas espécies de
mamiferos aquaticos (BORGES et al., 2008).

A exemplo das infec¢des ocasionadas por algumas espécies de trematddeos acometendo 0s
sirénios, os estagios larvais podem encontrar-se aderido a vegetacdo aquatica ou em crustaceos e
moluscos, também fixados aos bancos de algas-marinhas e fanerégamas. Tendo em vista o
comportamento herbivoro destes animais, por meio da alimentacdo, pode ocorrer a ingestao
acidental das fases larvais dos helmintos (MORA-PINTO, 2000).

Entre os nematddeos, a familia Anisakidae é provavelmente a que apresenta o melhor

potencial para colonizar hospedeiros e muitos ambientes. Os anisaquideos de cetaceos pertencem
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aos géneros Pseudoterranova, Contracaecum e Anisakis. Este Gltimo é encontrado com maior
frequéncia e tem sido reportado em aproximadamente 35 espécies, incluindo golfinhos de rio
(RAGA et al., 2002). O ciclo de vida de Anisakis é simples e um dos poucos bem documentado,
de forma que com a eliminagéo das fezes contendo os ovos, estes apresentam uma larva de vida
livre, a qual é posteriormente ingerida por crustaceos planctonicos. Os peixes e lulas infectam-se
apos a ingestdo destes crustaceos, os quais podem ser consumidos posteriormente por algumas
espécies de mamiferos aquaticos. As larvas evoluem para a fase adulta e permanecem localizadas
no estbmago, onde ocorre a liberacdo dos ovos (RAGA et al., 2002).

Para os ciclos de alguns protozoarios relatados acometendo os mamiferos aquaticos
(DUBEY et al., 2003; HUGHES-HANKS et al., 2005; BORGES et al., 2011), acredita-se que as
fezes dos hospedeiros infectados podem acarretar na contaminagdo dos recursos hidricos (FAYER
et al., 2004) e por meio da ingestdo da agua e alimentos contaminados pode haver a disseminacgéo
da infeccdo dos agentes para um maior numero de hospedeiros (HUGHES-HANKS et al., 2005;
DELPORT etal., 2014).

De acordo com as constatacbes, nos diferentes hospedeiros acometidos por
Cryptosporidium spp., ocorre um ciclo monoxeno (GELLIN e SOAVE, 1992; DONNELLY e
STENTIFORD, 1997; SMITH e ROSE, 1998). Os oocistos sdo excretados nas fezes de um
hospedeiro infectado e a fase enddgena comeca apds estes serem ingeridos por um hospedeiro
susceptivel. Em decorréncia de fatores como a temperatura corporal, enzimas proteoliticas e sais
biliares ocorre o rompimento da parede dos oocistos no intestino delgado, possibilitando a
liberacdo dos esporozoitos (SMITH e ROSE, 1998).

Estes penetram nas microvilosidades da célula epitelial do intestino delgado, formando um
vacuolo parasitéforo, envolvido por membranas de células hospedeiras e do proprio parasito
(SMITH, 1993). Os esporozoitos diferenciam-se em trofozoitos e a multiplicacdo assexuada
chamada de merogonia resulta na formacéo de dois tipos de merontes, o tipo I e tipo Il, que liberam
oito e quatro merozoitos respectivamente. Somente merozoitos de merontes tipo Il iniciam o ciclo
sexuado (gametogonia), onde o0s merozoitos diferenciam-se em microgametécitos ou
macrogametécitos (SMITH e ROSE, 1998).

Cada macrogametocito é fertilizado por um microgameta, onde o produto da fertilizacéo,
0 zigoto, desenvolve-se dentro de um oocisto, sofrendo meiose e originando quatro esporozoitos
(esporogonia). De acordo com Smith e Rose (1998), ocorre a formacéo de dois tipos de oocistos,
sendo um de parede espessa e resistente e outro de parede fina. O primeiro € liberado no Iimen do

intestino e excretado nas fezes, podendo infectar outro animal susceptivel, enquanto que o segundo
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tipo de oocistos, que apresenta a parede fina, pode romper dentro do préprio hospedeiro e causar
a autoinfeccdo (SMITH, 1993; O’'DONOGHUE, 1995; XIAO et al., 2004).

Ao que diz respeito ao ciclo evolutivo de Giardia, o hospedeiro infecta-se ingerindo os
cistos. Apos a ingestdo, estes passam pelo ambiente acido do estdmago e ocorre a formacdo dos
trofozoitos. Cada trofozoito fixa-se na mucosa intestinal e divide-se por divisdo binaria. Alguns
destes trofozoitos desprendem-se da mucosa e iniciam o processo de encistamento na porc¢éo final
do intestino delgado. Posteriormente os cistos formados sdo eliminados junto com as fezes dos
hospedeiros (THOMPSON et al., 1990).

2.4.2 Sinais clinicos e manifestacdes patologicas

A gravidade das lesdes ocasionadas pelos parasitos esta relacionada ao tipo de agente
etiologico envolvido, sua abundéncia, o estado imunolégico do hospedeiro e a ocorréncia de outros
agentes patogénicos associados (SMITH e ROSE, 1998; RAGA et al., 2002). Considerando estes
aspectos, os efeitos descritos em decorréncia a acdo dos parasitos, geralmente apresentam pouco
impacto na saude dos animais acometidos (BOSSART, 2001), por vezes ja considerados
irrelevantes, sem sinais observaveis ou desencadeadores de manifestacdes patoldgicas em
mamiferos aquéaticos (DIERAUF, 1990). Entretanto, em algumas situagdes podem promover
lesGes importantes, comprometendo a saude dos seus hospedeiros e leva-los a morte (RAGA et
al., 2002).

Nas infec¢Oes ocasionadas por helmintos, estes parasitos podem ser encontrados em
diferentes localizacbes do trato respiratorio e gastrointestinal (HOBERG et al., 1997,
CARVALHO et al.,, 2009). Em algumas situacGes os parasitos pulmonares podem provocar
quadros de broncopneumonia e 6bito, conforme ja observado em pinipedes, golfinhos e peixes-
bois marinhos (BECK e FORRESTER, 1988; ONDERKA, 1989; BAKER e MARTIN, 1992).
Nas infeccdes gastrointestinais macicas pode ocorrer a presenca de Ulceras, gastrites e enterites
hemorragicas, associado a quadros de desidratacdo e anemia (DAILEY, 2001).

Ainda em decorréncia a acdo dos nematodeos, alguns agentes podem ocasionar Sérios
danos nas estruturas renais, aparelho geniturinario, placenta e musculos (DAILEY, 2001).

No que concerne as infecgdes ocasionadas por protozoarios, a presenca de
Cryptosporidium spp., tanto em peixes-bois marinhos como em dugongos, com sinais clinicos de
diarreia, anorexia, perda de peso e letargia tem sido reportada (DENG et al., 2000; BORGES et
al., 2009). Adicionalmente, em algumas ocasides foram descritos transtornos entéricos
ocasionados por Giardia sp. em pinipedes (APPELBEE et al., 2010; DELPORT et al., 2014).
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Além destas evidéncias clinicas, determinados parasitos podem interferir
significativamente na dindmica populacional de algumas espécies de mamiferos aquaticos,
influenciando aspectos reprodutivos ou taxas de sobrevivéncia (RAGA et al., 2002). Constatacdes
desta natureza foram retratadas em casos de mastite ocasionada pelo nematodide Crassicauda em
cetaceos, ocasido em que ocorreu 0 comprometimento da glandula mamaria, afetando a quantidade
e qualidade do leite, e posteriormente a sobrevivéncia do filhote (GERACI et al., 1978; RAGA e
BALBUENA, 1993).

Casos de neuropatias ocasionados pela infeccdo por helmintos e protozoarios como
Nasitrema sp. e Toxoplasma gondii tém sido relatados como o fator responsével para o encalhe do
espécime acometido ou em massa (DAILEY e WALKER, 1978; MORIMITSU et al., 1987).

2.4.3 Diagnostico

Grande parte das descri¢des envolvendo os diferentes agentes parasitarios acometendo 0s
mamiferos aquéaticos foram provenientes de informacGes obtidas durante os estudos post-mort,
realizados em carcacas necropsiadas (BECK e FORRESTER, 1988; ALTIERI et al., 2007) e o
conhecimento sobre a identificacdo das formas imaturas dos helmintos ainda ¢é limitado (BANDO
et al., 2014).

No entanto, contribui¢@es significativas vém sendo apresentadas por meio de diferentes
técnicas laboratoriais empregadas, como o exame direto, flutuacdo e sedimentacao, sendo estes
utilizados para identificar ovos de helmintos e cistos ou oocistos de protozoarios (UPTON et al.,
1989; BORGES et al., 2011; BANDO et al., 2014). Com esta mesma finalidade, nos ultimos anos
foi proposto 0 uso do FLOTAC, sendo esta uma nova técnica multivalente para a identificacéo
qualitativa e quantitativa de diferentes agentes parasitarios (CRINGOLI et al., 2010).

Em decorréncia ao tamanho de alguns coccidios, técnicas mais especificas vém sendo
utilizadas, a exemplo das pesquisas envolvendo o diagnéstico de Cryptosporidium sp., as quais
dispde do uso de corantes como Ziehl-Nielsen, Kinyoun, 4°-6’ diamidino-2-phenilindole, DAPI
(BORGES et al., 2009; BORGES et al., 2011), além de métodos imunoldgicos como a reacdo de
imunofluorescéncia direta (BORGES et al., 2011).

Além destas técnicas mencionadas, estudos utilizando as ferramentas de biologia molecular
com o objetivo de obter métodos de diagndsticos mais sensiveis (CAVALLERO et al., 2011),
estdo sendo cada vez mais utilizados e permitindo com isto, a identificacdo de novas espécies, bem

como a definicao de suas implicacdes para a satde publica e animal (DELPORT et al., 2014).
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2.4.4 Implicacdes para a Saude Publica

O aumento das zoonoses encontra-se impulsionado por uma complexa interacdo de fatores
ambientais (aquecimento global, acidificacdo dos oceanos, poluicdo), ecologico (destruicdo de
habitat ou fragmentacdo) e epidemioldgico (aumento da densidade de humanos invadindo e
limitando o espago de populagdes silvestres, movimentos globais de plantas e animais) (VAN
BRESSEM et al., 2009; BOSSART, 2011). Neste contexto, as populacdes humanas estdo
apresentando um grande impacto nos ambientes marinhos e fluviais, interferindo negativamente
nos mamiferos aquéaticos (BEJDER et al., 2006).

Historicamente o impacto zoono6tico entre os mamiferos aquaticos e os seres humanos
estava mais direcionado aos cacgadores, por vezes dispondo de cuidados médicos precarios ou
indigenas que se alimentavam de carne destes animais (BUCK e SCHROEDER, 1990). Em
tempos contemporaneos, o conhecimento sobre a diversidade de patogenos de mamiferos
aquaticos esta se expandindo, sendo evidenciadas as implicagfes dos agentes parasitarios
(BOSSART, 2011; GIBSON et al., 2011).

Com a proibicdo da caca em muitos paises e sendo os mamiferos aquaticos considerados
espécies carismaticas, em diversas localidades vém sendo ampliado o turismo de observagédo
destas espécies, bem como, em diversos parques aquéaticos é possivel nadar ou mergulhar com
golfinhos, lobos-marinhos e peixes-bois marinhos (WALTZEK et al., 2012). Além disso, com o
interesse cientifico e conservacionista nestes animais, tem-se intensificado o numero de
profissionais envolvidos nos centros de pesquisa e reabilitacdo (MOTTA et al., 2005).

Em todas estas ocasifes, tanto o publico em geral como os profissionais envolvidos com
as atividades de pesquisa e manejo dos mamiferos aquaticos encontram-se mais vulneraveis aos
riscos de se infectarem por determinados patdgenos provenientes destes animais, em detrimento
muitas vezes da exposic¢do ocupacional estendida, seja em virtude do contato direto, como também
em decorréncia a manipulacdo de amostras biol6gicas (MOTTA et al., 2005; HUNT et al., 2008).
Algumas zoonoses documentadas foram resultantes de infecgdes adquiridas durante as necropsias
ou processamento dos tecidos infectados (SARGENTE, 1980).

Os agentes sdo comumente oportunistas e aproveitam determinadas situacdes para invadir
0 novo hospedeiro. Esforgos de resgate e reabilitacdo de animais encalhados envolvem geralmente
intensa manipulacéo para alimentacdo e tratamento. Esses animais ja debilitados, em sua maioria,
apresentam doenca crénica ou em desenvolvimento, aumentando assim as chances de transmissao
(BUCK e SCHROEDER, 1990; COWAN et al., 2001).

Entre os agentes parasitarios de implicacdo zoondtica em mamiferos aquaticos tém-se
destacado a ocorréncia do Toxoplasma gondii (COWAN et al., 2001), Giardia sp. (REBOREDO-
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FERNADEZ et al., 2015) e Cryptosporidium spp. (DELPORT et al., 2014). Estes agentes
apresentam uma rapida disseminacdo nos recursos hidricos podendo contaminar diversos
organismos aquaticos utilizados na alimentagdo das popula¢Ges humanas, como mariscos, ostras,
peixes, entre outros (GOMES-COUSO et al., 2006; KOINARI et al., 2013), representando um alto
potencial zoono6tico, sobretudo em virtude das bacias hidrograficas servirem como uma das
principais fontes de alimento e agua para os seres humanos (JESSUP et al., 2004; BOSSART,
2011; GIBSON et al., 2011).

2.5 Mamiferos aquaticos como sentinelas da qualidade dos recursos marinhos e fluviais

O conceito de espécies sentinelas para 0 monitoramento dos ambientes marinhos e fluviais
vem sendo aplicado em diversas regifes e utilizando os mamiferos aquaticos como elementos
indicadores da qualidade ambiental (BONDE et al., 2004; BOSSART, 2011).

Isto é possivel em virtude dos mamiferos aquéaticos apresentarem grande longevidade,
utilizarem ambientes costeiros, oceanicos, marinhos e fluviais, assim como por vezes
compartilham habitats também utilizado por populagdes humanas e estdo sujeitos as perturbacoes
de natureza antropogénica, capazes de influenciar negativamente a distribuicdo e a manutencédo
destas espécies (ROCHA-CAMPOS et al., 2010; ROCHA-CAMPOS e GUSMAO-CAMARA,
2011).

Esta fragilidade as alteracbes confere as diversas espécies de mamiferos aquaticos a
capacidade de cumprir funcgdes de indicadores de comunidades bioldgicas integras, e "sentinelas™
da variabilidade e degradacao dos ecossistemas (AGUIRRE e TABOR, 2004).

Este conceito de espécie sentinela pode ser Gtil para fornecer um alerta rapido sobre a
ocorréncia de determinadas doengas emergentes ou ainda monitorar o curso e propagacdo de
determinados agentes etioldgicos, fornecendo indicativos para a ado¢do de medidas de controle e
prevencdo (BONDE et al., 2004). Alguns autores reportam a aplicacdo do conceito “espécies-
sentinela" a algumas espécies das ordens Carnivora (PARERA, 1996), Cetartiodactyla
(SICILIANO et al., 2005) e Sirenia (BONDE et al., 2004).

Estudos onde os mamiferos aquaticos atuaram como indicadores de contaminagdo aquatica
possibilitaram despertar a atencdo para as infec¢bes ocasionadas por Cryptosporidium spp.,
Giardia sp. e Toxoplasma gondii (DENG et al., 2000; DUBEY et al., 2003; APPELBEE et al.,
2010) acometendo os cetaceos (DUBEY et al., 2003; ALTIERI et al., 2007), sirénios (BORGES
et al., 2009) e pinipedes (DENG et al., 2000). Estes agentes sdo considerados como oportunistas
(XIAO et al., 1998), de distribuicdo cosmopolita (CURRENT, 1983) e com o potencial zoondtico
de transmisséo (FAYER et al., 2004).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Diagnosticar infeccdes ocasionadas por Cryptosporidium spp., Giardia sp. e endoparasitos em
mamiferos aquaticos no Brasil.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a frequéncia da infec¢do por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. envolvendo
as espécies de mamiferos aquaticos de distribuicdo costeira e oceanica;

e Comparar a frequéncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. entre as
espécies de mamiferos aquaticos que utilizam os ambientes marinhos e aquelas que
utilizam os ambientes fluviais;

e Comparar as principais técnicas laboratoriais para o diagndstico de Cryptosporidium
spp., Giardia sp. e parasitas gastrointestinais de mamiferos aquéticos;

e Avaliar a frequéncia do parasitismo por helmintos em mamiferos aquaticos;

e Descrever 0 protocolo terapéutico utilizado no tratamento de Pulmonicola

cochleotrema em peixe-boi marinho (Trichechus manatus manatus).
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4. CAPITULO I

Pulmonicola cochleotrema (Digenea: Opisthotrematidae) in Antillean
manatees (Trichechus manatus manatus) from the Northeastern region

of Brazil

Capitulo estruturado em formato de artigo e submetido para o peridédico Journal of the Marine
Biological Association of the United Kingdom.
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4. Pulmonicola cochleotrema (Digenea: Opisthotrematidae) in Antillean manatees
(Trichechus manatus manatus) from the Northeastern region of Brazil

Abstract

Currently, little is known about the helminth fauna in sirenian species. Therefore, the objective of
this study was to assess the frequency of infection by Pulmonicola cochleotrema in Antillean
manatees (Trichechus manatus manatus), in the Northeast region of Brazil. Between the years of
1989 and 2014, 88 manatees found close to the Northeastern Brazilian coast were clinically
examined. They included animals that were found dead, animals maintained in captivity and
specimens reintroduced into conservation areas. During their physical examination, helminthes
present in necropsied carcasses and in reintroduced animals were collected, as well as fecal
samples. Parasites were detected in 7.95% (07/88) of the animals; all specimens collected being
identified as P. cochleotrema. Only adult manatees were infected, and in two cases clinical signs
were observed. This is the first report on the occurrence of P. cochleotrema in Antillean manatees
in the states of Paraiba and Sergipe, in the Northeastern coast of Brazil.

Keywords: Conservation; aquatic mammals; sirenians; helminth; trematode; parasite;

parasitology; wildlife medicine; infection; clinical signs

INTRODUCTION

Antillean manatees are aquatic mammals that are considered vulnerable to extinction
according to IUCN (2014), and endangered based on the Brazilian Red List (Mma, 2014). In
Brazil, the presence of these animals has been reported on the coast and in estuary areas of all
states from Amapa to Sergipe, with some discontinuous areas along the coast (Luna et al., 2008;
Lima et al., 2011; Alves et al., 2013).

For a long time, the indiscriminate hunting of animals was considered the major threat to
manatee conservation in Brazil (Domning, 1982; Lima et al., 2011). Moreover, other factors such
as accidental death in fishing nets (Meirelles, 2008), the silting of estuaries, environmental
degradation (Nishida et al., 2008; Icmbio, 2011), indiscriminate use of motorized boats (Borges et
al., 2007), contamination of water resources (Bonde et al., 2004) and the stranding of manatees
calves (Parente et al., 2004; Meirelles, 2008) contributed to the reduction of the manatees
population.

It is well known that the presence of certain pathogens such as bacteria (Vergara-Parente
et al., 2003), viruses (Ghim et al., 2014), and parasites (Borges et al., 2011; Bando et al., 2014)

may interfere in the health of these animals and in many cases have been associated with their
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mortality (Buergelt et al., 1984; Beck & Forrester, 1988). So far, about 25 species of helminth
parasites have been reported as infecting manatees (Mignucci-Giannoni et al., 1999b; Lieven et
al., 2011; Bando et al., 2014), however, only in few of these cases clinical signs are associated
with the parasitic infection (Beck & Forrester, 1988; Bossart, 2001).

From 1991 to 2003, a large copromicroscopic survey using different techniques (i.e., direct
methods, flotation and sedimentation) was conducted in Brazil, which showed that all manatees
studied were negative for the presence of helminthes (Borges et al., 2004). On the other hand, a
research study carried out in the state of Ceara in 2009, detected Pulmonicola cochleotrema in the
upper respiratory tract of free-living specimens (Carvalho et al., 2009).

Therefore, in order to bridge the gap on the knowledge of helminth fauna in sirenian
species, the aim of this study was to assess the frequency of infection by P. cochleotrema in

Antillean manatees (Trichechus manatus manatus), in the Northeast region of Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Between the years of 1989 and 2014, 88 manatees were studied, 39 specimens representing
stranded animals found dead, rescued between the states of Sergipe (11° 25”32 S and 37° 19 18
W) and Rio Grande do Norte (04° 49’ 55 S and 37° 15° 09 W). The carcasses of dead animals
were necropsied (Vergara-Parente, 2005) and careful examinations of the respiratory and digestive
systems was performed (Marigo & Andrade, 2005).

In addition, considering the actions planned for the strategy of manatee conservation in
Brazil (Icmbio, 2011), 49 specimens were monitored; some of them during their rehabilitation
process and maintenance in pools (n = 23), some during the rehabilitation period in captivity, built
in the natural environment (n = 5), and others after reintroduction (n = 21).

All animals in captivity and those reintroduced were physically examined and fecal
samples were collected for laboratorial analyses. The age of animals were estimated based on data
previously published on Florida and Antillean manatees (Marmontel, 1993; Borges et al., 2012).
It is important to note that during physical examination, three reintroduced animals eliminated
parasites from their nostrils during breathing.

All fecal samples and helminthes collected were fixed and preserved in a solution
containing alcohol, formalin, glacial acetic acid and distilled water. Afterwards, the fecal material
was analyzed through sedimentation and flotation techniques (Bando et al., 2014) and helminthes
were clarified in lactophenol, stained and mounted on microscope slides for morphological
identification (Amato, 1985). Parasites were measured and identified using previous descriptions
(Blair, 1981; Blair, 2005; Carvalho et al., 2009).
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In order to investigate the interaction between infection by P. cochleotrema and gender
(male or female) and/or age (puppy, young or adult) the log-linear method was used (Quinn &
Keough, 2002). All analyzes were performed by the glm() function of the MASS package
(Venables & Ripley, 2002) of Software R (R Core Team, 2014).

All procedures herein performed were approved by the Sistema de Autorizagdo e
Informacéao em Biodiversidade (SISBIO) (license number: 33.819-1) and by the Ethics Committee
of Animal Experimentation (ECAE) of the Universidade Federal Rural de Pernambuco (license
number: 010/2014).

RESULTS

Out of 88 animals analyzed, 7.95% (7/88) scored positive for the presence of P.
cochleotrema in the nostrils (Figure 1), trachea and/or bronchi. The trematodes herein found
presented oval bodies with 6.6 mm in length and 4.83 mm in width. Morphologically they were
concave ventrally and convex dorsally. In addition, they presented an oral sucker subterminal with
transversal opening, branched intestinal cecum and multilobated and irregular ovaries. Testicles
were rounded, multilobulated, and located in the posterior third of the body. All trematodes were

identified as P. cochleotrema (Digenea: Opisthotrematidae).

Fig. 1. Pulmonicola cochleotrema (Digenea: Opisthotrematidae) found in the nostril of Antillean manatee
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Although a higher frequency of infection was observed in females (71.42%; 05/07), this
gender did not present any correlation with the occurrence of the parasite (gl =1; F=0; p = 1).
Conversely, age was correlated with the occurrence of infection by P. cochleotrema (gl = 2; F =
4.6193; p < 0.001), because all positive animals were adults. On the other hand, no correlation
between the positivity and gender/age was observed.

It is important to note that the frequency of infection in dead and live animals were 10.25%
(04/39) and 6.12% (03/49), respectively. Positive results were obtained only in free-living animals,
including native and reintroduced species. No parasites were detected in animals maintained in
captivity.

In three reintroduced specimens (6.12%; 3/49), respiratory changes (i.e., atypical noises
and nasal mucous secretion) were observed. In addition, clinical signs suggestive of bronchitis and
bronchopneumonia were reported. Some specimens eliminated parasites from the nostrils during
breathing. All clinical signs herein reported are compatible with infection by P. cochleotrema.

All analyses of feces scored negative for the presence of eggs or larvae.

DISCUSSION

The frequency of infection by P. cochleotrema observed in the present research study (i.e.,
7.95%) was lower than that reported in a previous study in United States, where a positivity of
38% was detected (Beck & Forrester, 1988), and in Porto Rico (Mignnuci-Giannoni et al., 1999a)
where 26% of manatees were parasitized by this trematode. Similarly, a study conducted in the
state of Ceard, Brazil, reported a positivity of 26.7% (Carvalho et al., 2009).

The findings of this study are relevant and expand the knowledge on the occurrence area
(states of Paraiba and Sergipe) of P. cochleotrema in Antillean manatees in Brazil.

Special attention has been given to the factors that contributed to the occurrence of P.
cochleotrema in manatees in the last years. Until 2013, no infection had been reported in Antillean
manatees (free-living animals or in captivity) in the states of Sergipe, Alagoas, Pernambuco,
Paraiba and Rio Grande do Norte. In addition, during a large copromicroscopic survey conducted
from 1991 to 2003, and during the examination of manatee carcasses (Borges et al., 2004), no
trematode species were detected.

In order to better understand the epidemiological factors associated with the infection by
P. cochleotrema in sirenian species, as well as the host-parasite relationship, it is pivotal to know

the biology of this trematode. Indeed, until now, information about its life cycle in manatees, as
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well as factors influencing its survival in environmental conditions and routes of infection remain
unknown (Beck & Forrester, 1988).

In fact, it is believed that P. cochleotrema can use mollusks or crustaceans as intermediate
hosts (Beck & Forrester, 1988). These invertebrates are found attached to algae and seagrasses,
which are important sources of food for manatees (Borges et al., 2008). Therefore, it is likely that
the infection occurs after ingestion of these vegetables (Blair, 1981; Beck & Forrester, 1988;
Bando et al., 2014).

It has been proved in other studies that environmental factors such as salinity and water
temperature can influence the occurrence of P. cochleotrema (Beck & Forrester, 1988).
Consequently, changes of these water parameters as a result of anthropogenic impacts on estuarine
environments (e.g., reduction of mangroves, release of waste from farming activities, effluents
without sanitary treatment), may interfere directly in the biology of this trematode (Paludo &
Klonowski, 1999; Mourdo & Nordi, 2003; Pereira, 2004; Silvestre et al., 2011).

It is important to highlight that infection by P. cochleotrema was observed only in native
and reintroduced species. Therefore, it is likely that intrinsic factors related to the condition of
free-living animals may play an important role in the susceptibility to infection of the Antillean
manatees herein studied. Moreover, it has been demonstrated that manatees living in the Florida
Peninsula were more exposed to the infection due to their displacements and consequent diversity
of food resources ingested by them (Bando et al., 2014). In Brazil, this sirenian species may also
move over a large area, which makes them vulnerable to infection by these parasites (Lima et al.,
2012; Normande et al., 2014).

Most likely, the lack of infections by this trematode in animals maintained in captivity,
especially in pools with physical and chemical water treatment, occurs due to the absence of
intermediate hosts.

Only adult animals were found infected with P. cochleotrema. This finding is similar to
another study previously reported, in which only older animals were affected, probably because
these animals use a large area of habitat during their life-time (Beck & Forrester, 1988).

The presence of atypical noises and nasal mucous secretion in animals naturally infected
by P. cochleotrema has already been reported (Beck & Forrester, 1988; Mignucci-Giannoni et al.,
1999a). In fact, clinical signs related to the infection by this trematode are seldom recorded
(Bossart, 2001), but when they occur the animal may present chronic rhinitis, pulmonary edema,

pneumonia, and in some cases death (Beck & Forrester, 1988).
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The absence of helminthes eggs and larvae in the feces herein analyzed is similar to the
findings previously reported by Borges et al. (2004). Therefore, it is important to adopt new tools
with higher sensitivity in order to improve diagnoses of parasite infections.

In conclusion, the displacement ability of Antillean manatees along the Brazilian coast
might be an important factor for the spreading of P. cochleotrema. In addition, it is important to
note that this is the first report of manatees infection by this trematode in the states of Paraiba and

Sergipe.
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5. CAPITULO II

Treatment of Pulmonicola cochleotrema infection with ivermectin-
praziquantel combination in Antillean manatees

(Trichechus manatus manatus)

Capitulo estruturado em formato de artigo e submetido para o peridédico Journal of Zoo and
Wildlife Medicine.
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5. TREATMENT OF PULMONICOLA COCHLEOTREMA INFECTION WITH
IVERMECTIN-PRAZIQUANTEL COMBINATION IN ANTILLEAN MANATEES
(TRICHECHUS MANATUS MANATUS)

Abstract

Although manatees have been considered animals that are resistant to various diseases, in some
cases the presence of certain pathogens might cause important clinical and pathological
manifestations. The aim of this study was to report for the first time the use of an oral combination
of ivermectin plus praziquantel in the treatment of Pulmonicola cochleotrema in Antillean
manatees (Trichechus manatus manatus). In May 2014, a ten-year-old female manatee,
reintroduced into the Mamanguape River in the state of Paraiba, Brazil, was found exhibiting
respiratory changes and the presence of parasites in the nostrils. The animal was physically
examined and parasites were collected for subsequent identification. Based on the clinical
manifestations presented by the manatee, a symptomatic therapeutic protocol was employed; in
addition, the anthelmintic treatment was performed using a combination of ivermectin plus
praziquantel. The parasites retrieved were identified as P. cochleotrema. From the fourth day after
the onset of the therapeutic protocol, the clinical signs declined and on the seventh day post-
treatment no clinical signs were observed. This present study reports infection by this trematode
species, associated with clinical manifestations in sirenians from Brazil. In addition, for the first
time, a therapeutic protocol based on ivermectin plus praziquantel was used in the treatment of P.
cochleotrema in manatees.

Keywords: Conservation, clinical signs, helminthes, aquatic mammals, sirenians, trematode.

The sirenians are aquatic herbivorous mammals represented by the dugong (Dugong
dugon), West African manatee (Trichechus senegalensis), Amazonian manatee (Trichechus
inunguis) and the West Indian manatee (Trichechus manatus).® The West Indian manatee has been
tentatively divided into two subspecies: The Florida manatee (Trichechus manatus latirostris) and
the Antillean manatee (Trichechus manatus manatus).’

Although these animal species have been considered resistant to various diseases, they have
been frequently reported as being infected by some parasites.>> However, in most cases clinical
signs have not been observed,®!! which complicates the understanding of the pathological

disorders that occur, as well as the therapeutic protocols to be adopted. Therefore, the aim of this
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study was to report the use of ivermectin plus praziquantel in the treatment of infection by
Pulmonicola cochleotrema in Antillean manatees (Trichechus manatus manatus) for the first time.

An adult Antillean manatee female with 274 kg of body weight and measuring 242
centimeters was herein studied. In 2008 the animal was reintroduced into the estuary of the
Mamanguape River (6° 45’ 00.29” S and 34° 55’ 51.32 W), located in the state of Paraiba, on the
Northeastern coast of Brazil.

After reintroduction, the animal was monitored by the UHF/VHF® system, and in May
2014, respiratory changes characterized by atypical noises and nasal mucous secretion were
observed (Fig. 1). According to the monitors who followed the animal’s displacements, these
clinical signs were present for at least two months. In two occasions the animal eliminated parasites

from the nostrils during breathing, which were collected for subsequent identification.

P e o1
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Figure 1: Presence of nasal mucous secretion in an Antillean manatee

This animal was captured, physically examined, measured and weighed. In addition, whole
blood, fecal samples and nasal swab were collected. These procedures were repeated every 12
days, over a two month period.

Helminths and fecal samples were fixed and preserved in a solution of alcohol, glacial
acetic acid and distilled water. Subsequently, the parasites were stained and mounted on slides for
morphological identification by optical microscopy.*® Feces were analyzed through sedimentation
and flotation techniques.? Blood samples were put in sterile tubes with and without anticoagulant
(10% Ethylenediamine tetracetic acid) for the blood cell count and serum biochemistry
analyses.31

Based on the clinical signs and the presence of parasites in the nostril, an anthelmintic
treatment with ivermectin plus praziquantel (200 mg/kg/PO) was performed. In addition, the

animal was treated with antibiotics (enrofloxacin 5 mg/kg/PO/SID), mucolytic bronchodilator
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(Clenbuterol hydrochloride plus Acetylcysteine (0.04 ml/Kg/PO/SID) and food supplements
(vitamin and mineral) for 20 days. During the whole treatment period, the animal was evaluated
daily without physical restraint.

The parasites eliminated during the animal breathing were morphologically identified as
digenetic trematodes belonging to the Opistothrematidae family, and the P. cochleotrema
species.*®

The fecal samples analyzed did not show the presence of eggs or larvae of helminths. On
the other hand, the blood cell count revealed a slight leukopenia, and the nasal swab performed
scored negative.

The clinical signs of bronchitis and pneumonia herein observed were similar to those
presented during infections by P. cochleotrema. It is important to note that after the fourth day
post-treatment, the respiratory difficulties reduced, and were inexistent after the seventh day of
treatment. Although few studies have described clinical signs associated with infection by P.
cochleotrema in manatees, the findings of this study (i.e., respiratory changes and dehydration)
are similar to those observed in another study of a specimen from the Dominican Republic.?

According to the degree of infection by P. cochleotrema, animals can be asymptomatic or
present respiratory changes caused by chronic rhinitis, pulmonary edema and pneumonia, which
can lead to death when untreated.* Indeed, cases of massive infection by this trematode species
can cause weakness in the host, making it extremely vulnerable to infection by other pathogens,
traumas and inapetency.?

Manatees are considered one of the most endangered aquatic mammals in Brazil, currently
presenting low population densities.* Therefore, all efforts to conserve each specimen are pivotal.

Over the last years it has been speculated that drugs used to treat wild animals may
represent a risk to other non-target organisms as well as the ecosystem.'%* Therefore, the choice
of the therapeutic protocol herein used was based on previous reports of infection by trematodes
involving sirenians.®12 At the end of the study, the animal did not present any clinical signs,
rendering the treatment protocol successful.

Finally, in order to better understand the relationship between P. cochleotrema and other
parasitic agents affecting manatees, it is important to adopt specific programs to better monitor the

health conditions of these animals.
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6. CAPITULO III

Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em lontra neotropical (Lontra longicaudis)
e ariranha (Pteronura brasiliensis) na regido Norte

do Brasil

Capitulo estruturado em formato de artigo e sera submetido para o periodico Parasitology
Research.
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6. Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em lontra neotropical (Lontra longicaudis) e ariranha

(Pteronura brasiliensis) na regido Norte do Brasil

Resumo

A avaliacdo da ocorréncia de doencas em mustelideos aquaticos € uma agdo prioritaria na
estratégia de conservacao da lontra neotropical e ariranha. Em face a isto, este trabalho teve como
objetivo determinar a frequéncia da infec¢do por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em lontra
neotropical e ariranha na regido Norte do Brasil. A coleta do material biol6gico ocorreu nos estados
do Amapéa, Amazonas, Pard e Rondonia, totalizando 337 amostras fecais destas espécies, as quais
foram submetidas ao processamento utilizando a técnica de Kinyoun para a identificacdo dos
oocistos de Cryptosporidium spp. e a centrifugo-flutuacdo em solugdo de sulfato de zinco para a
visualizagcdo dos cistos de Giardia sp. Todas as amostras foram submetidas ao teste de
imunofluorescéncia direta. A frequéncia da infeccdo foi maior por Cryptosporidium spp. do que
ocasionada por Giardia sp., tanto em lontras como em ariranhas. Nas amostras analisadas foi
constatada co-infeccdo por ambos os protozoarios estudados, sendo que estes eventos
representaram 4,47% (14/313) das ocasifes envolvendo as lontras e 20,83% (05/24) inerentes as
ariranhas. A identificacdo de lontra neotropical e ariranha como hospedeiros de Cryptosporidium
spp. e Giardia sp., aliado a capacidade dos oocistos e cistos respectivamente destes protozoarios
permanecerem infectantes em condi¢Ges ambientais por um longo periodo de tempo, amplia a
possibilidade de transmissdo destes agentes para outros organismos aquaticos, terrestres e
populagbes humanas. Os achados deste trabalho, constituem a primeira descricdo de
Cryptosporidium spp. e Giardia sp. acometendo Lontra longicaudis e Pteronura brasiliensis.
Palavras-Chave: Doencas parasitarias, protozoarios, zoonoses, mamiferos aquaticos,

mustelideos.

Abstract

Evaluating the occurrence of diseases in aquatic mustelidae is a priority in the conservation
strategies for the neotropical otter and the giant otter. Thus, the objective of this study was to
determine the frequency of infection caused by Cryptosporidium spp. and Giardia sp. in the
neotropical and giant otters in northern Brazil. The collection of biological material was carried
out in the states of Amapa, Amazonas, Pard and Ronddnia, totaling 337 fecal samples of these
species, which were submitted to processing using Kinyoun technique for the identification of

Cryptosporidium spp. oocysts, and to centrifugal flotation in zinc sulphate solution for
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visualization of Giardia sp. cysts. All samples were subjected to the direct immunofluorescence
test. The frequency of infection by Cryptosporidium spp. was higher than Giardia sp., both in
neotropical otters and giant otters. In the analyzed samples co-infection of both protozoa were also
found, these cases being represented by 4.47% (14/313) of occasions involving neotropical otters
and 20.83% (5/24) involving giant otters. After having identified the neotropical and giant otters
as hosts of Cryptosporidium spp. and Giardia sp., it became evident that the ability of the oocysts
and cysts of these protozoa, respectively, to remain infectious within specific environmental
conditions for long periods of time, increases the possibility of transmission of these agents to
other aquatic and terrestrial organisms, as well as to human populations. The findings of this study
are the first description of Cryptosporidium spp. and Giardia sp. affecting Lontra longicaudis and
Pteronura brasiliensis.

Keywords: Parasitic diseases, protozoa, zoonoses, aquatic mammals, mustelidae.

Introducéo

Dentre os mamiferos aquaticos com ocorréncia nos sistemas fluviais da Amazonia
brasileira, estdo duas espécies de mustelideos, a lontra neotropical (Lontra longicaudis) e a
ariranha (Pteronura brasiliensis) (Carter e Rosas 1997; Coletti et al. 2013). Os principais habitats
destas espécies sdo 0s rios, lagos, igarapés e areas alagadas, com margens disponiveis e vegetacao
presente (Coletti et al. 2013; Lima et al. 2013; Palmeirim et al. 2014), baixos niveis de poluicédo e
pouca ocupagdo humana, apesar de tolerarem ambientes antropizados (Palmeirim et al. 2014).

Atualmente, a alteracdo de habitats decorrente da ocupagdo humana e a exploracdo dos
recursos naturais em florestas tropicais constituem ameagas a estes animais (Carter e Rosas 1997,
Coletti et al. 2013), assim como o transito de embarcagdes, polui¢do e contaminagdo dos recursos
hidricos (Carter e Rosas 1997). Adicionalmente, estas especies sdo ainda ameacgadas por drenagem
de areas alagadas para praticas de agricultura, exploracdo mineral e de combustiveis fésseis
(Palmeirim et al. 2014).

Os diversos fatores de natureza antropogénica associados aos impactos nos recursos
hidricos e terrestres utilizados pelas lontras e ariranhas, bem como a possibilidade destas espécies
co-habitarem locais com ocorréncia de outros animais domésticos e silvestres, ampliam a
vulnerabilidade destes mustelideos a infecgdes ocasionadas por Cryptosporidium e Giardia
(Gaydos et al. 2007).

Em decorréncia da disseminacao dos oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia
sp. nos recursos hidricos (Fayer et al. 2004; Lasek-Nesselquist et al. 2008), as ocorréncias das

infeccdes por estes agentes etioldgicos tém sido relatadas em sirénios (Morgan et al. 2000; Borges
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et al. 2011), pinipedes (Rengifo-Herrera et al. 2011), cetaceos (Hughes-Hanks et al. 2005) e
mustelideos (Gaydos et al. 2007; Méndez-Hermida et al. 2007).

A investigacdo de doencas em mustelideos aquaticos € uma acgéo prioritaria na estratégia
de conservacéo deste grupo taxonémico (Gaydos et al. 2007), pois pouco se sabe sobre o0s agentes
etioldgicos que os acometem. Estudos desta natureza, considerando a capacidade que as lontras e
ariranhas apresentam de atuar como sentinelas da qualidade ambiental, possibilitam sinalizar a
condicgdo dos recursos hidricos, 0s possiveis riscos para outras espécies que utilizam os mesmos
habitats (Bonde et al. 2004), ou ainda, para as popula¢es humanas (Xiao et al. 2002; Appelbee et
al. 2010; Wagnerova et al. 2015)

Neste sentido, 0 objetivo deste trabalho foi determinar a frequéncia da infeccdo por
Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em lontra neotropical (Lontra longicaudis) e ariranha

(Pteronura brasiliensis) na regido Norte do Brasil.

Material e Métodos
Areas de Estudo

As atividades de coleta ocorreram nos estados do Amapa (rio Jari), Amazonas (lago Amand
e lago Tefé), Parad (igarapés Araticum e Saracd, lago Sapucué e rio Tapajés) e Ronddnia (rio
Madeira). Estas localidades estdo inseridas no Bioma Amazénico, composto por grandes extensfes
de floresta tropical, com areas inundaveis de varzea, igap0 e florestas de terra-firme (Ayres et al.
2005).

Ao longo destas areas, em determinadas localidades, encontram-se grandes extensdes
conservadas, baixa densidade demografica e alta riqueza de espécies animais e vegetais (Ayres et
al. 2005; Lima 2009), assim como a presenca de atividades agropecuérias, ocorréncia de animais
domésticos nos nucleos urbanos, represamento de rios em fungdo da construcdo de hidrelétricas
(Junk e Melo 1990) e atividades de extracdo de minérios (Monteiro 2005).

Nestes locais, ocorre uma variagao sazonal no nivel da dgua que influencia os ecossistemas
aquaticos (Junk et al. 1989), de forma que os periodos de enchente e cheia acontecem, geralmente,
entre novembro e junho, enquanto vazante e seca ocorrem entre o final de junho e inicio de
novembro (Ayres 1993; Lima 2009).

Coleta de Amostras Bioldgicas

De 2011 a 2014 foram coletadas 337 amostras fecais, sendo 313 provenientes de lontras

neotropicais e 24 de ariranhas (Tabela 1). Ao longo das incursdes nauticas realizadas nas areas de
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estudo, as amostras bioldgicas coletadas foram encontradas em sitios de defecacdo e proximas a

abrigos. As atividades ocorreram nos periodos de cheia (estacdo chuvosa) e seco (estacdo seca).

Tabela 1: Procedéncia das amostras fecais provenientes das lontras e ariranhas

Estados/NUmero de Amostras

Espécie Total
Para Amapa Rondbnia  Amazonas

Lontra neotropical 33 230 38 12 313

Ariranha 6 8 9 1 24

Total 39 238 47 13 337

Apos a coleta, o material foi acondicionado em frascos contendo solugédo constituida de
alcool, formol, acido acético glacial e 4gua destilada (AFA), em proporcdes sugeridas por Ueno e
Gongalves (1994), sendo estas devidamente identificadas e encaminhadas para posterior

processamento laboratorial.

Processamento Laboratorial

Uma parte das amostras obtidas foi submetida a sedimentacdo pelo formol-éter com
posterior confec¢do dos esfregacos e coloracdo por meio da técnica de Kinyoun (Brasil 1996), para
a identificacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. Ao que concerne a pesquisa de cistos de
Giardia sp., as amostras coletadas foram analisadas por meio da técnica de centrifugo-flutuacéo
em solucgéo de sulfato de zinco (Gaydos et al. 2007; Bica et al. 2011). Posteriormente, outra parte
da amostra foi submetida ao teste de imunofluorescéncia direta, conforme as recomendacg6es do
Kit Merifluor® Cryptosporidium/Giardia, sendo os oocistos e cistos identificados com base em
sua forma, tamanho e o padréo da intensidade da imunofluorescéncia (Reboredo-Fernandez et al.
2015).

As amostras foram consideradas positivas quando um dos testes utilizados permitiu a
identificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia sp. (Borges et al. 2011,
Rengifo-Herrera et al. 2011).

Analises dos dados

Para avaliar a associagdo entre as espécies investigadas neste estudo e as variaveis,
procedéncia (local de origem das amostras), infec¢do por Cryptosporidium spp. e por Giardia sp.
e sazonalidade (periodo chuvoso e seco), foram executados testes de qui-quadrado. Porém, quando

as frequéncias esperadas foram menores que cinco em mais de 20% do respectivo conjunto de
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dados, optou-se pelo Teste de Fisher (Quinn e Keough 2002; Crawley 2013). As analises foram

executadas utilizando o Software R (R Core Team 2014).

Resultados

Considerando o nimero total de amostras provenientes das lontras e ariranhas, a frequéncia
da infeccdo ocasionada por Cryptosporidium sp. foi de 17,21% (58/337), enquanto que a presenca
de Giardia sp. foi observada em 10,68% (36/337).

Com base nestes achados pode-se constatar que a frequéncia da infeccdo foi maior por
Cryptosporidium spp. do que ocasionada por Giardia sp., tanto em lontras neotropicais como em

ariranhas (Tabela 2). Nas amostras analisadas, foram constatados os casos de co-infec¢ao.

Tabela 2: Frequéncia absoluta (FA) e relativa (FR) de infeccdo por Cryptosporidium spp., Giardia
spp. e co-infeccdo em lontras e ariranhas, utilizando as técnicas de Kinyoun, centrifugo-flutuacéo

e imunofluorescéncia direta.

Eanéci N° Cryptosporidium spp.  Giardia sp. Co-infeccdo
spécie
P Amostras FA FR(%) FA FR (%) FA FR (%)
Lontra
_ 313 48 1533 29 9,26 14 4,47
neotropical
Ariranha 24 10 41,66 7 29,16 5 20,83

Testando a associacéo entre a presenca de Cryptosporidium spp. e a ocorréncia de Giardia
sp. Em lontras, houve uma associagio entre essas duas variaveis (x> = 30,708; gl = 1; p < 0,00001),
porém o mesmo nao foi observado em ariranhas (p = 0,08501).

Em lontras neotropicais, a infeccdo por Cryptosporidium spp. foi maior durante a estacéo
chuvosa (22,8%), do que na época da seca (12,21%), sendo constatada a associacéo do referido
protozodrio ao periodo chuvoso (32 = 5,6309; gl = 1; p = 0,01765). Neste mustelideo, apesar da
ocorréncia de Giardia sp. ter sido maior no periodo chuvoso (13,04%) ao comparar com o periodo
seco (8,16%), ndo houve uma diferenca significativa (y*> = 1,79877; gl = 1; p = 0,179861) em
relacdo a sazonalidade climatica.

Nas ariranhas, a presenca das infecgdes por Cryptosporidium spp. (p = 0,2391) e Giardia
sp. (p = 0,5296) ocorreram de forma independente da estacao climatica.

Os resultados ndo evidenciaram qualquer associacao entre as areas estudadas e a infec¢do

pelos referidos agentes etioldgicos.
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Discussao

Os achados deste trabalho despertaram a preocupacdo para as infeccdes ocasionadas por
Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mustelideos nos recursos fluviais amazonicos,
particularmente em ariranhas, onde a frequéncia destes patdégenos estiveram superiores aos estudos
realizados com lontra-europeia, Lutra lutra, na Espanha (Mendez-Hermida et al. 2007) e lontra-
canadense, Lontra canadensis, nos Estados Unidos e Canada (Gaydos et al. 2007).

Em estudos contemplando outras espécies de mamiferos aquaticos, foi constatada a
prevaléncia de Cryptosporidium spp. em 5,1% em baleia-da-groenlandia, Balaena mysticetus e
24,5% em baleia-franca-do-Atlantico Norte, Eubalaena glacialis (Hughes-Hanks et al. 2005),
21,4% em golfinho-nariz-de-garrafa, Tursiops truncatus e 22,2% em golfinho-listrado, Stenella
coeruleoalba (Reboredo-Fernandez et al. 2015), 4,3% em peixes-bois amazo6nicos, Trichechus
inunguis e 25% em peixes-bois marinhos, Trichechus manatus (Borges et al. 2011).
Adicionalmente, nas pesquisas com Giardia sp. verificou-se a ocorréncia deste protozoério em
64.5% em focas-aneladas, Phoca hispida (Hughes-Hanks et al. 2005), 50% em foca-da-
groenlandia, Phoca groenlandica (Measures e Olson 1999) e 33.3% em baleia-da-groenlandia
(Hughes-Hanks et al. 2005).

A co-infecgéo por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. foi diagnosticada tanto em lontras
neotropicais como em ariranhas. Este fato pode ser resultante, dentre outros fatores, da condigéo
inerente aos animais acometidos, tendo em vista aspectos relacionados com a imunidade e idade
(Xiao et al. 2002; Carey et al. 2004; Lasek-Nesselquist et al. 2008), como também a caracteristica
destes agentes, 0s quais apresentam alta resisténcia, rapida dissemina¢do nos recursos hidricos
(Lechevallier et al. 1991; Fayer et al. 2004) e alta morbidade (Caccio et al. 2005). A ocorréncia
destes protozoarios simultaneamente também foi constatada em lontra-europeia (Méndez-
Hermida et al. 2007), baleia-minke e golfinho-listrado (Reboredo-Fernandez et al. 2015), leGes-
marinhos-da-califérnia, Zalophus californianus (Deng et al. 2000), baleia-franca-do-Atlantico
Norte, baleia-da-groenlandia e foca-anelada (Hughes-Hanks et al. 2005).

Apesar de ndo ter existido associacdo entre as areas estudadas e a infecgdo pelos
protozoarios avaliados, as evidéncias inerentes a ocorréncia de Cryptosporidium spp. nos recursos
fluviais amazonicos, foi anteriormente evidenciada por meio deste coccidio acometendo os peixes-
bois-amazonicos (Borges et al. 2007). Na ocasido, entre os provaveis fatores relacionados a
disseminacdo destes agentes etioldgicos foram destacadas as limitagdes sanitarias observadas em
diversas comunidades ao longo dos rios e igarapés estudados na regido, assim como o0s dejetos de
origem animal provenientes das atividades pecuérias e aqueles liberados por embarcacdes (Borges

et al. 2007). Evidéncias semelhantes foram observadas nas infecgOes ocasionadas por
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Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em lontra-canadense e em outras espécies de mamiferos
aquaticos (Deng et al. 2000; Hughes-Hanks et al. 2005; Gaydos et al. 2007).

Ainda que grande parte das areas avaliadas neste estudo encontravam-se em bom estado
de conservacdo ambiental, em diversas localidades, além dos impactos antrépicos relatados,
observou-se a presenca de grandes extensdes de desmatamento, o represamento de rios para a
construcdo de hidrelétricas e a extracdo mineral. Estes fatores podem alterar o equilibrio ecologico
e, consequentemente, contribuir com a contaminacdo dos agentes patogénicos aos seus
hospedeiros silvestres (Lallo et al. 2009; Patz et al. 2000; Palmeirim et al. 2014).

Como a frequéncia da infeccé@o por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. tanto em lontras
neotropicais como em ariranhas, foi maior no periodo chuvoso do que no periodo seco, é
importante destacar que ao longo dessas areas estudadas na regido Norte do Brasil, ocorre uma
variagdo sazonal no nivel dos rios e seus tributarios, que influencia os diversos ecossistemas
aquaticos associados (Junk et al. 1989). Este fendbmeno é decorrente do degelo dos Andes
associado as estacdes das chuvas, que em determinadas localidades pode ocasionar uma variacao
anual no nivel médio de agua em até 10 metros (Lima 2009).

Nestas ocasifes, as areas ocupadas por ariranhas e lontras neotropicais permanecem
vulneraveis aos periodos de inundacdo, o que influencia diretamente na utilizagdo do recurso a ser
explorado. Nos periodos de menor precipitacdo, estas espécies deixam as areas alagadas durante a
enchente e ocupam 0s corpos d’agua principais, onde ha maior disponibilidade de espago,
alimentos (Lima 2009) e ambientes propicios para se refugiarem (Duplaix 1980).

Em paralelo a isto, no periodo chuvoso, grande parte das pastagens utilizadas nas atividades
pecuarias ficam alagadas e por vezes estes locais passam a ser utilizados pelas lontras neotropicais
e ariranhas, tornando estas espécies ainda mais vulneraveis nesta estacdo climética, considerando
0 grande potencial para a contaminacdo ambiental apresentado pelos bovinos, onde um dnico
bezerro infectado pode eliminar aproximadamente de um a 10 bilhdes de oocistos nas fezes durante
uma semana (Fayer et al. 2004).

A identificacéo de lontras neotropicais e ariranhas como hospedeiros de Cryptosporidium
spp. e Giardia sp., aliado a capacidade dos oocistos e cistos respectivamente destes protozoarios
permanecerem infectantes em condi¢des ambientais por um longo periodo de tempo (Lechevallier
et al. 1991), amplia a possibilidade de transmisséo destes agentes para outros organismos
aquaticos, terrestres e populagdes humanas.

Neste sentido, as evidéncias deste trabalho despertam para a importancia de ser realizada a
caracterizacdo genética dos protozoarios estudados, como forma de elucidar as interferéncias das

atividades humanas como potencial fonte de infeccdo destes coccidios as lontras e ariranhas. Os
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achados deste trabalho constituem a primeira descricdo da infec¢do por Cryptosporidium spp. e

Giardia sp. acometendo Lontra longicaudis e Pteronura brasiliensis.
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7. CAPITULO IV

Infeccdo por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mamiferos aquaticos

nas regides Norte e Nordeste do Brasil

Capitulo estruturado em formato de artigo e sera submetido para o periédico Journal of Marine

Biological Association of the United Kingdom.
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7. Infeccdo por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mamiferos aquaticos nas

regides Norte e Nordeste do Brasil

Resumo

Os mamiferos aquaticos com ocorréncia em aguas fluviais e marinhas do Brasil encontram-se
susceptiveis a diversos agentes parasitarios. Mediante a importancia crescente das enfermidades
desencadeadas por protozodrios, este trabalho teve como objetivo avaliar a frequéncia da infec¢do
por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mamiferos aquaticos nas regides Norte e Nordeste do
Brasil. Para isto foram coletadas 553 amostras fecais provenientes de 15 espécies de mamiferos
aquaticos, mantidos em cativeiro e de vida livre, nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Todas as
amostras obtidas foram submetidas a técnica de Kinyoun, para a identificacdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. A pesquisa de cistos de Giardia sp., foi realizada por meio da técnica de
centrifugo-flutuacdo em solucdo de sulfato de zinco. Posteriormente, todas as amostras foram
submetidas ao teste de imunofluorescéncia direta. A frequéncia da infecgéo por Cryptosporidium
spp. foi de 15% (86/553) e 9,04% (50/553) para Giardia sp. A presenca de Cryptosporidium spp.
foi constatada em cinco espécies, sendo estas, a Lontra longicaudis (15,28%), Pteronura
brasiliensis (41,66%), Sotalia guianensis (9,67%), Trichechus inunguis (16,03%) e Trichechus
manatus (13,79%). No que concerne a ocorréncia de Giardia sp., este coccidio foi diagnosticado
em L. longicaudis (9,23%), P. brasiliensis (29,16%), Kogia breviceps (100%), Kogia sima (25%),
S. guianensis (9,67%), T. inunguis (3,81%) e T. manatus (10,34%). A realizacdo deste estudo
possibilitou avaliar aspectos da sanidade de diferentes espécies de mustelideos, cetaceos e sirénios,
incluindo algumas ameacadas. Neste estudo, de forma inédita, a ocorréncia de Cryptosporidium
spp. foi relatada em L. longicaudis, P. brasiliensis e S. guianensis, enquanto que a infecgdo por
Giardia sp., além das duas primeiras espécies de mamiferos aquaticos mencionadas, foi também
diagnosticada em T. manatus e T. inunguis, ampliando assim, o0 numero de hospedeiros
susceptiveis a estes agentes parasitarios.

Palavras-Chave: Protozoarios; doencas parasitarias; zoonoses; mamiferos marinhos;

conservagéo.

Abstract

Aquatic mammals with occurrence in land and marine waters in Brazil are susceptible to different
parasitic agents. Given the growing importance of diseases that are triggered by protozoa, the aim
of the present study was to assess the frequency of infections by Cryptosporidium spp. and Giardia

sp. among aquatic mammals in the North and Northeast of Brazil. In total 553 fecal samples were
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collected from 15 species of aquatic mammals (in the wild and in captivity) in these two regions.
All of the samples obtained were submitted to the Kinyoun technique to identify the oocysts of
Cryptosporidium spp. Cysts of Giardia sp. were identified by centrifugal flotation in zinc sulphate
solution. Subsequently, all of the samples were submitted to the direct immunofluorescence test.
The frequency rates for infections by Cryptosporidium spp. and Giardia sp. were 15% (86/553)
and 9.04% (50/553), respectively. The presence of Cryptosporidium spp. was confirmed in five
species: Lontra longicaudis (15.28%); Pteronura brasiliensis (41.66%); Sotalia guianensis
(9.67%); Trichechus inunguis (16.03%) and Trichechus manatus (13.79%). Giardia sp. was
diagnosed in the following species: L. longicaudis (9.23%); P. brasiliensis (29.16%); Kogia
breviceps (100%); Kogia sima (25%); S. guianensis (9.67%); T. inunguis (3.81%) and T. manatus
(10.34%). This research enabled an assessment of health-related aspects of different species of
mustelidae, cetaceans and sirenia, including a number of threatened species. For the first time, the
present study confirmed the occurrence of Cryptosporidium spp. in L. longicaudis, P. brasiliensis
and S. guianensis. The infection caused by Giardia sp., as well as the abovementioned species of
mammals, was also diagnosed in T. manatus and T. inunguis, thereby increasing the number of
hosts that are susceptible to these parasitic agents.

Keywords: Protozoa; parasitic diseases; zoonoses; marine mammals; conservation.

Introducéo

Nos limites territoriais do Brasil é constatada uma rica diversidade de mamiferos aquaticos,
constituida por 59 espécies desta mastofauna, presentes em ambientes oceanicos, marinhos,
costeiros, estuarinos e de aguas interiores, distribuidos de forma continua ou sazonal (Rocha-
Campos et al., 2010; Icmbio, 2011).

Em muitas ocasides, estas espécies vivem em interfaces de ambientes em que ocorre uma
interacdo significativa com as popula¢des humanas, tornando-as vulneraveis as transformacdes e
as perturbacdes de origem antropica (Rocha-Campos et al., 2010), tais como as capturas
incidentais ou intencionais (Ott et al., 2002; Luna et al., 2008; Pontalti & Danielski, 2011),
utilizacdo desordenada de embarcagdes motorizadas (Borges et al., 2007a), contaminacéo fisica,
quimica e organica (Yogui et al., 2003), a intensa degradacdo dos habitats (Amaral & Jablonski,
2005), além da ocorréncia de patdgenos de origem viral (Sierra et al., 2015), bacteriana (Vergara-
Parente et al., 2003; Delport et al., 2015) e parasitaria (Barbosa et al., 2015).

Inerente as enfermidades parasitarias, as infeccdes ocasionadas por Cryptosporidium spp.
e Giardia sp. (Deng et al., 2000; Appelbee et al., 2010), considerados agentes zoondticos

oportunistas (Xiao et al., 1998; Fayer et al., 2004), tém sido relatadas em diversas espécies de

68



cetaceos (Altieri et al., 2007; Reboredo-Fernandez et al., 2015), sirénios (Hill et al., 1997; Borges
et al., 2011) e pinipedes (Deng et al., 2000).

A transmissao destes patogenos pode ocorrer facilmente pela ingestdo de 4gua e alimentos
contaminados (Fayer et al., 2004), representando um risco para a infeccdo dos mamiferos
aquaticos, que podem apresentar manifestagdes clinicas ou subclinicas (Deng et al., 2000; Olson
et al., 2004; Santin et al., 2005; Borges et al., 2011).

A possibilidade de ocorréncia destes coccidios sem manifestacdes clinicas evidentes
reforca a necessidade de monitorar a sanidade das populacdes de mamiferos aquaticos de vida
livre, contribuindo ainda, com as estratégias de reabilitacdo e manutencdo dos espécimes cativos
(Kimber & Kollias, 2000) e evitando a disseminacdo destes patdgenos ao ambiente, através dos
animais destinados aos programas de reintroducéo (Kimber & Kollias, 2000).

Mediante a importancia crescente dos referidos protozoérios, este trabalho teve como
objetivo avaliar a frequéncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mamiferos

aquaticos nas regides Norte e Nordeste do Brasil.

Material e Métodos
Areas de Estudo

As atividades ocorreram em quatro estados da regido Norte, contemplando o Amapa (rio
Jari), Amazonas (lago Amana e lago Tefé), Para (Igarapés Araticum e Saraca, lago Sapucua e rio
Tapajos) e Ronddnia (rio Madeira), assim como seis estados da regido Nordeste, considerando o
litoral dos estados de Alagoas (Pontal do Peba), Bahia (Sitio do Conde e Mangue Seco), Cear4,
Maranhdo (Turiagu), Paraiba e Sergipe.

A regido Norte encontra-se inserida no bioma amaz6nico, composto por grandes extensfes
de floresta tropical, com areas inundaveis de varzea, igap0 e florestas de terra firme (Ayres et al.,
2005). Estes ambientes constatemente sofrem alteracfes em decorréncia aos indices
pluviométricos, de tal forma que, o periodo da enchente e cheia dos rios acontece, geralmente,
entre novembro e junho, enquanto a vazante e seca, ocorrem entre o final de junho e inicio de
novembro (Ayres, 1993; Lima, 2009).

Por outro lado, a regido litoranea do Nordeste, apresenta o clima tropical quente e umido,
caracterizado pela auséncia de chuvas de verdo e sua ocorréncia no inverno, que corresponde a
estacdo chuvosa (Golfari et al., 1978). Constata-se ao longo destas &reas, a presenca de uma grande
diversidade de ecossistemas, contemplando praias, dunas, falésias, recifes de corais, estuarios,
manguezais, assim como a presenca de ambientes marinhos (Cunha, 2005; Muehe & Garcez,
2005).
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Coleta de Amostras Bioldgicas

A coleta do material biologico ocorreu durante o periodo de 2011 até 2015, tanto no periodo
chuvoso como na estacdo seca, totalizando 553 amostras fecais, sendo estas provenientes de
mustelideos, cetaceos e sirénios, contemplando a avaliagdo coproparasitoldgica de 15 espécies de
mamiferos aquaticos (Tabela 1). As amostras fecais obtidas foram provenientes tanto de espécies
marinhas como fluviais, assim como de animais de vida livre e mantidos em cativeiro.

Apos a coleta, o material foi acondicionado em frascos contendo solucdo constituida de
alcool, formol, 4cido acético glacial e &gua destilada (AFA), em proporcdes sugeridas por Ueno e
Gongalves (1994), sendo estas devidamente identificadas e encaminhadas para o processamento
laboratorial.

Todos os procedimentos foram submetidos para a avaliagdo do Sistema de Autorizacéo e
Informacédo em Biodiversidade (SISBIO), sendo concedido a licenca de Nimero 33.819-1. Além
disto, esta pesquisa foi avaliada e autorizada pela Comisséo de Etica da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (010/2014).
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Tabela 1: Procedéncia das amostras fecais provenientes das 15 espécies de mamiferos aquaticos.

Regido/Estado/NUmero de Amostras

Ordem Espécie Habitat Norte Nordeste Origem da Amostra A-I\—r?wgaslt(rjaes
PA~ AP RO AM BA SE AL PB CE MA
. . . . Locais de descanso, saidas de locas,
C?:r: rlx\ﬁir: - Lontra longicaudis Fluvial 33 230 38 12 - 1 - - - - sitios de defecacio, reabilitacio 314
Mustelidae  pieronyra brasiliensis Fluvial 6 8 g 1 - - - - - - Locais de,d_escanso, sa|da~s de locas, 24
sitios de defecacdo
Balaenoptera acutorostrata  Marinho - - - - - - - - - 2 Necropsia
Grampus griseus Marinho - - - - - - - - 1 - Necropsia
. . . Coleta de amostra durante o manejo de
Inia geoffrensis Fluvial - - - 2 - - - - - - - L 2
espécimes de vida livre
Kogia breviceps Marinho - - - - - 1 - - - - Necropsia 1
Kogia sima Marinho - - - - - 2 - - 2 - Necropsia 4
Cetartiodactyla Peponocephala electra Marinho - - - - - 3 2 - 3 - Necropsia 8
Physeter macrocephalus Marinho - - - - - 2 - - - - Necropsia 2
Sotalia guianensis Marinho - - - - 5 21 4 1 - - Necropsia 31
Stenella attenuata Marinho - - - - - 1 - - - - Necropsia 1
Stenella clymene Marinho - - - - 1 1 - - - - Necropsia 2
Ziphius cavirostris Marinho - - - - - 1 - - - - Necropsia 1
Amostras sobrenadante coletadas em
Trichechus inunguis Fluvial 88 - - 43 - - - - - - areas de alimentagdo; animais de 131
Sirenia cativeiro
Trichechus manatus Marinho - 8 - - - 2 - 18 1 - Animais de cativeiro; animais 29

reintroduzidos; necropsia

PA (Pard), AP (Amapd), RO (Rondbnia), AM (Amazonas), BA (Bahia), SE (Sergipe), AL (Alagoas), PB (Paraiba), CE (Ceard), MA (Maranh&o).
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Processamento Laboratorial

Todas as amostras obtidas foram submetidas a sedimentacdo pelo formol-éter com
posterior confeccdo dos esfregacos e coloracao através da técnica de Kinyoun (Brasil, 1996), para
a identificacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. A pesquisa de cistos de Giardia sp. foi
realizada por meio da técnica de centrifugo-flutuacdo em solucéo de sulfato de zinco (Appelbee et
al., 2010; Bica et al., 2011).

Posteriormente, todas as amostras foram submetidas ao teste de imunofluorescéncia direta,
conforme as recomendacdes do Kit Merifluor® Cryptosporidium/Giardia, sendo 0s oocistos e
cistos identificados com base na sua forma, tamanho e o padrdo da intensidade da
imunofluorescéncia (Reboredo-Fernandez et al., 2015).

As amostras foram consideradas positivas, quando um dos testes utilizados, permitiu a

identificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia sp. (Borges et al., 2011).

Analise dos dados

Para investigar a associacdo dos protozoarios, Cryptosporidium spp. e Giardia sp., com
outros fatores, tais como o periodo climatico (seco ou chuvoso), o ambiente (fluvial ou marinho),
a condicdo de manutencdo dos animais (cativeiro ou vida livre) e os locais de coleta foram
executados o teste de qui-quadrado de Pearson para cada par de variavel. Nos casos em que 0s
valores esperados do qui-quadrado foram menores que cinco em mais de 20% das frequéncias, foi
executado o Teste Exato de Fisher (Quinn & Keough, 2002). Todas as analises foram executadas
no programa R (R Core Team, 2015).

Resultados

Ao ser avaliada a ocorréncia dos protozoarios estudados, considerando as espécies de
mamiferos aquaticos aqui estudadas, a frequéncia da infec¢do por Cryptosporidium spp. foi de
15% (86/553) e 9,04% (50/553) para Giardia sp.

A presenga de Cryptosporidium spp. foi constatada em cinco espécies, sendo estas, a
Lontra longicaudis (15,28%), Pteronura brasiliensis (41,66%), Sotalia guianensis (9,67%),
Trichechus inunguis (16,03%) e Trichechus manatus (13,79%). No que concerne a ocorréncia de
Giardia sp., este agente foi diagnosticado em um maior numero de espécies, conforme constatado
em L. longicaudis (9,23%), P. brasiliensis (29,16%), Kogia breviceps (100%), Kogia sima (25%),
S. guianensis (9,67%), T. inunguis (3,81%) e T. manatus (10,34%). A infeccdo concomitante
destes dois agentes etioldgicos foi constatada em L. longicaudis (4,45%), P. brasiliensis (20,83%),
S. guianensis (3,22%) e T. inunguis (0,76%).
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Na avaliacdo realizada quanto aos habitats utilizados, a porcentagem de infecgéo por
Cryptosporidium spp. foi maior em espécies que utilizam os recursos fluviais (17,40%), do que
aquelas encontradas nos ambientes marinhos, tanto costeiros como oceanicos (8,53%). Apesar
desta diferenca, a associacdo deste agente etiologico e o habitat utilizado foi marginalmente
significativo (¥ 3,7603, gl = 1, p = 0,05248).

De maneira contraria, a presenca de Giardia sp. foi diagnosticada com valores
aproximados, sendo ligeiramente superior nos recursos marinhos (09,75%), do que nos fluviais
(08,91%), porém sem haver diferenca significativa (x? 0,3535, gl = 1, p = 0,5522).

Entre os mamiferos marinhos, a infec¢do por Cryptosporidium spp. foi maior em espécies
costeiras (11,66%) do que naquelas gue utilizam os ambientes oceanicos (0%). Por outro lado, a
presenca de Giardia sp. foi encontrada com maior frequéncia em espécies oceanicas (40%), do
que costeiras (10%).

As infecgOes ocasionadas por Cryptosporidium spp. (x® = 0,0138, gl = 1, p = 0,9066) e
Giardia sp. (x> =0,4217, gl = 1, p = 0,5161) ocorreram de forma independente a estagdo climatica.
De forma semelhante, ndo houve relacao entre a presenca de Cryptosporidium spp. (p = 0.3831) e
Giardia sp. (p = 0,4783) com os locais de coleta das amostras nos diferentes estados.

A infeccdo dos referidos protozoarios foi maior em animais de vida livre (Cryptosporidium
spp. = 16,2%; Giardia sp. = 9,6%), do que nos animais mantidos em cativeiro (Cryptosporidium
spp. = 9,43%; Giardia sp. = 3,77%). Entretanto, apesar desta diferenca, a associacdo tanto de
Cryptosporidium spp. (x>= 1.754, gl = 1, p = 0,1854), quanto Giardia sp. (x>= 1,978, gl =1, p =

0,1596) e a condicdo em que 0s animais encontravam-se mantidos foram independentes.

Discusséo

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. em P. brasiliensis e L. longicaudis apresentaram a
frequéncia de infeccdo superior aquelas observadas em outros mustelideos relatados na literatura,
conforme reportado em Lutra lutra (Méndez-Hermida et al., 2007) e Lontra canadensis (Gaydos
et al., 2007). No que concerne a presenca de Giardia sp., 0s resultados aqui encontrados foram
superiores ao constatado em L. lutra (Méndez-Hermida et al., 2007) e abaixo ao que foi
diagnostico em L. canadensis (Gaydos et al., 2007).

Na ordem Cetartiodactyla, a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia sp. aqui
reportadas foram semelhantes as frequéncias observadas na Europa (Reboredo-Fernandez et al.,
2015) e América do Norte (Hughes-Hanks et al., 2005).

Adicionalmente, a infeccdo ocasionada por Cryptosporidium spp. entre 0s sirénios

avaliados foi superior ao observado por Borges et al. (2011) em T. inunguis e inferior nos T.
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manatus. Vale salientar que a ocorréncia de Giardia sp. nesta ordem de mamiferos aquaticos ainda
ndo tinha sido diagnosticada.

De acordo com Borges et al. (2011), a alta frequéncia da infeccdo em sirénios esteve
associada aos animais mantidos em cativeiro, sendo sugerido a transmissao hidrica dos oocistos
de Cryptosporidium spp., ou ainda, fatores relacionados ao manejo, tais como a oferta de alimentos
e 0 contato com tratadores. Ainda neste estudo, os autores mencionaram que a qualidade ambiental
dos recursos hidricos da Amazoénia, poderia ter contribuido para uma menor taxa de animais
diagnosticados com o referido protozoario.

Entretanto, no estudo aqui reportado, considerando a origem das amostras obtidas, ainda
que a diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa, a frequéncia da infeccdo por
Cryptosporidium spp. e Giardia sp. foi maior nos animais de vida livre do que nagqueles mantidos
em cativeiro. Estes resultados séo discordantes aqueles observados em outros estudos com peixes-
bois marinhos (Borges et al., 2011) e ledo-marinho-australiano, Neophoca cinerea (Delport et al.,
2014), onde os animais cativos foram mais acometidos.

Com esta abordagem, os dados obtidos permitiram verificar que a infeccdo por
Cryptosporidium spp. foi maior nas espécies que utilizavam os recursos fluviais, enquanto que a
ocorréncia de Giardia sp. foi relativamente semelhante entre os mamiferos marinhos e os fluviais.
O comprometimento dos recursos fluviais amazonicos por estes protozoarios foi anteriormente
reportado por Borges et al. (2007b), em estudos realizados com T. inunguis.

Estes antecedentes atribuiram a vinculacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. aos
recursos hidricos, em virtude da auséncia de sistemas de tratamento dos efluentes domesticos, a
liberacdo dos residuos fecais humanos pelas embarcagdes regionais, bem como os dejetos de
origem agropecudria que sao carreados para 0s rios e igarapés da regido (Borges et al., 2007b).
Adicionalmente, a disseminacdo destes coccidios pode ocorrer através das fezes de animais
domeésticos e silvestres (Dixon et al., 2008), assim como em cativeiro, a transmissao pode ocorrer
de forma indireta, por meio da 4gua ou alimentos contaminados (Kimber & Kollias, 2000; Borges
et al., 2007c; Delport et al., 2014).

Embora neste estudo as estacdes climaticas ndo tenham apresentado uma relacdo
significativa na ocorréncia dos protozoarios estudados, a grande variacdo na amplitude dos
recursos fluviais amazonicos em decorréncia das chuvas, influencia diretamente os ecossistemas
aquaticos associados (Junk et al., 1989), transformando areas de pastagens utilizadas por bovinos
e equinos durante o periodo da seca, em areas alagadas e utilizadas pelos mamiferos aquéticos

durante o periodo da cheia.
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A grande probabilidade de disseminagdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia sp. por meio das espécies domésticas, assim como a capacidade destes protozoarios
permanecerem infectantes em condi¢des ambientais por um longo periodo de tempo (Fayer et al.,
2004) ampliam as possibilidades de infecgdo pelos mamiferos aquaticos. Em paralelo, na regido
Nordeste, durante o periodo chuvoso verifica-se um maior aporte de residuos, incluindo os de
origem fecal, por meio dos recursos fluviais da regido, sendo estes desembocados nos ambientes
costeiros e marinhos (Silva-Cavalcanti et al., 2013).

Preocupac0es neste sentido foram descritas em estudos realizados com pinipedes, onde a
alta prevaléncia de Cryptosporidium e Giardia esteve associado as condi¢es dos habitats, de tal
modo que, durante 0os meses de verdo, 0s ambientes costeiros permaneciam mais contaminados
com oocistos e cistos provenientes de dejetos humanos e animais terrestres do que as areas
marinhas utilizadas pelas populacdes de foca-anelada, Phoca hispida e foca-barbuda, Erignatus
barbatus (Dixon et al., 2008).

A realizacdo deste estudo possibilitou avaliar aspectos da sanidade de diferentes espécies
de mustelideos, cetaceos e sirénios, incluindo algumas ameacadas. Esta abordagem metodologica
apresentou-se como um importante caminho para identificar a veiculacdo de patégenos aos
mamiferos aquaticos, sendo possivel ainda, evidenciar por meio destes animais, um indicativo
prévio da qualidade dos habitats utilizados por estes (Bonde et al., 2004; Bossart, 2011).

Estas evidéncias acerca do comprometimento destes habitats utilizados, reforcam a
necessidade de estudos adicionais que possam por meio de técnicas moleculares, realizar a
genotipagem destes protozoarios, sendo isto vital para entender o potencial zoonético das formas
isoladas e identificar os reservatérios para a infeccdo humana (Appelbee et al., 2010).

Por meio deste estudo, de forma inédita, a ocorréncia de Cryptosporidium spp. foi relatada
em L. longicaudis, P. brasiliensis e S. guianensis, enquanto que a infeccao por Giardia sp., além
das duas primeiras espécies de mamiferos aquaticos mencionadas, foi também diagnosticada em
T. manatus e T. inunguis, ampliando assim, o nimero de hospedeiros susceptiveis a estes agentes

parasitarios.
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8. CAPITULOV

Avaliacéo das técnicas parasitologicas e imunologicas no diagnostico de

Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mamiferos aquaticos

Capitulo estruturado em formato de artigo e sera submetido para o periodico Veterinary

Parasitology.
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8. Avaliacao das técnicas parasitoldgicas e imunoldgicas no diagnéstico de Cryptosporidium

spp. e Giardia sp. em mamiferos aquaticos

Resumo

As infecgBes ocasionadas por Cryptosporidium spp. e Giardia sp. estdo entre as principais
enfermidades gastroentéricas e acometem um grande nimero de animais e 0 homem. Em muitas
situacdes, o curso da doenca é assintomatico podendo representar dificuldades para o diagndstico
envolvendo os mamiferos aquéaticos. Assim torna-se de grande relevancia a identificacdo de
métodos laboratoriais apropriados e que possibilitem a identificacdo destes agentes parasitarios.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo de uma técnica imunoldgica com
métodos parasitoldgicos no diagnostico de Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mamiferos
aquaticos. Foram coletadas 553 amostras fecais e contetido intestinal de 15 espécies, contemplando
0s mustelideos, cetaceos e sirénios, sendo as amostras bioldgicas submetidas ao processamento
laboratorial utilizando a técnica de Kinyoun para a identificacdo dos oocistos de Cryptosporidium
spp., enquanto que a pesquisa de cistos de Giardia sp., empregou-se 0 método de centrifugo-
flutuagdo em solugdo de sulfato de zinco. Posteriormente, todas as amostras foram submetidas a
testes imunoldgicos, através da imunofluorescéncia direta. Para mensurar a concordancia entre as
técnicas utilizadas para detecgdo de cada parasito abordado neste estudo foi utilizado o indice de
Kappa. Adicionalmente, foi avaliada a sensibilidade, especificidade, prevaléncia real, prevaléncia
estimada, valor preditivo, positivo, valor preditivo negativo, classificacdo correta (acuracia) e
classificacdo incorreta. A presenca de Cryptosporidium spp. foi constatada em Lontra longicaudis
(15,28%), Pteronura brasiliensis (41,66%), Sotalia guianensis (9,67%), Trichechus inunguis
(16,03%) e Trichechus manatus (13,79%). Ao que diz respeito a ocorréncia de Giardia sp., este
agente foi identificado em L. longicaudis (9,23%), P. brasiliensis (29,16%), Kogia breviceps
(100%), Kogia sima (25%), S. guianensis (9,67%), T. inunguis (3,81%) e T. manatus (10,34%).
Na avaliacdo do indice de Kappa, ao que concerne ao diagndstico de Cryptosporidium spp. por
meio do teste de imunofluorescéncia direta e a técnica de Kinyoun, foi encontrado o valor de k =
0,86. Com relacdo a identificacdo dos cistos de Giardia sp. através da técnica de centrifugo-
flutuacdo e imunofluorescéncia direta, o valor de k foi de 0,27. Neste sentido, a técnica de
imunofluorescéncia direta demonstrou maior sensibilidade tanto no diagnostico de
Cryptosporidium spp. como de Giardia sp., sendo relevante a combinacéo de mais de uma técnica
laboratorial empregada, buscando ser mais assertivo na deteccdo destes parasitos em mamiferos
aquaticos.

Palavras-Chave: Protozoarios, diagndéstico, doencas parasitarias, mustelideos, cetaceos, sirénios.
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Abstract

Infections caused by Cryptosporidium spp. and Giardia sp. are among the most common
gastroenteric diseases, affecting large numbers of animals and humans. In many cases, the course
of the disease is asymptomatic, which can hinder a diagnosis in aquatic mammals. So it is very
important to identify appropriate laboratory methods and enable the identification of these parasitic
agents. The aim of the present study was to assess the use of a immunological technique with
parasitological methods to diagnose Cryptosporidium spp. and Giardia sp. in aquatic mammals.
In total, 553 fecal samples and intestinal content were collected, from 15 species (mustelidae,
cetaceans and sirenia). The biological samples were processed by Kinyoun technique to identify
the oocysts of Cryptosporidium spp. Centrifugal flotation in zinc sulphate solution was used to
identify cysts of Giardia sp. Subsequently, all of the samples were submitted to immunological
tests through direct immunofluorescence. The Kappa Index was used to measure the agreement
between the different techniques used to detect each parasite addressed in the present study. The
sensitivity, specificity, real prevalence, estimated prevalence, positive predictive value, negative
predictive value, correct classification (accuracy) and incorrect classification were also assessed.
The presence of Cryptosporidium spp. was confirmed in Lontra longicaudis (15.28%), Pteronura
brasiliensis (41.66%), Sotalia guianensis (9.67%), Trichechus inunguis (16.03%) and Trichechus
manatus (13.79%). Giardia sp. was identified in L. longicaudis (9.23%), P. brasiliensis (29.16%),
Kogia breviceps (100%), Kogia sima (25%), S. guianensis (9.67%), T. inunguis (3.81%) and T.
manatus (10.34%). In the Kappa Index assessment for the diagnosis of Cryptosporidium spp. using
direct immunofluorescence and the Kinyoun technique, a value of k = 0.86 was confirmed.
Concerning the identification of cysts of Giardia spp. through direct immunofluorescence and the
centrifugal flotation technique, a value of k = 0.27 was confirmed. Thus, direct
immunofluorescence exhibited greater sensitivity in the diagnosis of both Cryptosporidium spp.
and Giardia sp., while the combination of more than one laboratory technique was significant, as
it tends to be more assertive in the detection of these parasites in aguatic mammals.

Keywords: Protozoa, diagnosis, parasitic diseases, Mustelidae, cetacea, sirenia.

Introducéo

Cryptosporidium e Giardia sdo protozoarios que a cada dia vém apresentando uma maior
importancia na salde humana e animal, pois além de acometer um grande contingente de
hospedeiros (Xiao e Fayer, 2008; Xiao, 2010), estdo frequentemente associados a transtornos
gastroentéricos (Xiao e Fayer, 2008), especialmente em hospedeiros imunocomprometidos (Xiao
e Feng, 2008).
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Entretanto, estes parasitos podem cursar de forma assintomatica (Xiao e Feng, 2008;
Borges et al., 2011; Delport et al., 2014), ocasionando dificuldades para um diagndstico preciso.
Estas limitacbes sdo ainda mais potencializadas quando envolve os mamiferos aquaticos
(Measures e Olson, 1999), tendo em vista 0 comportamento discreto de diversas espécies e 0
ambiente em que est&o inseridos.

Neste sentido, para o diagndstico destes protozoarios € de fundamental importancia a
utilizacdo de técnicas laboratoriais que permitam a visualizacéo dos oocistos de Cryptosporidium
spp. e cistos de Giardia sp. ou ainda a identificacdo molecular dos referidos agentes etiolégicos
(Borges et al., 2011; Appelbee et al., 2010).

Considerando o incremento dos relatos destes agentes parasitarios acometendo 0s
mamiferos aquaticos (Méndez-Hermida et al., 2007; Delport et al., 2014) é de grande relevancia a
identificacdo de métodos laboratoriais que proporcionem uma boa sensibilidade, praticidade,
apresentem baixo custo e seja de facil execucdo (Gomes et al., 2004; Cantos et al., 2011).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo de uma técnica imunolégica
com métodos parasitologicos no diagnostico de Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mamiferos

aquaticos.

Material e Métodos

Foram coletadas 553 amostras fecais e conteudo intestinal de 15 espécies de mamiferos
aquaticos, compreendendo as ordens carnivora (Lontra longicaudis, Pteronura brasiliensis),
cetartiodactyla (Balaenoptera acutorostrata, Grampus griseus, Inia geoffrensis, Kogia breviceps,
Kogia sima, Peponocephala electra, Physeter macrocephalus, Sotalia guianensis, Stenella
attenuata, Stenella clymene, Ziphius cavirostris) e sirenia (Trichechus inunguis, Trichechus
manatus).

Este material biologico foi obtido de espécimes mantidos em cativeiro e necropsiados,
assim como ocorreu a coleta de amostras fecais frescas encontradas nas areas de uso de diversas
espécies (sitios de defecacdo, saidas de locas e areas de alimentacdo). As atividades foram
desenvolvidas no periodo de 2011 a 2015, nas regides Norte (Amapa, Amazonas, Pard e Rondonia)
e Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba e Sergipe).

As amostras coletadas foram armazenadas em solucdo contendo &lcool, formol, &cido
acetico glacial e agua destilada (AFA), em propor¢des sugeridas por Ueno e Gongalves (1994),
devidamente identificadas e encaminhadas para o processamento laboratorial.

Para a identificacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp., utilizou-se a técnica de Kinyoun

(Brasil, 1996), enquanto que para a pesquisa de cistos de Giardia sp. empregou-se 0 método de
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centrifugo-flutuacdo em solucéo de sulfato de zinco (Appelbee et al., 2010; Bica et al., 2011).
Posteriormente, todas as amostras foram submetidas a reacdo de imunofluorescéncia direta,
conforme as recomendacdes do Kit Merifluor® Cryptosporidium/Giardia, sendo 0s oocistos e
cistos identificados com base na sua forma, tamanho e o padréo da intensidade da fluorescéncia
(Reboredo-Fernandez et al., 2015). As amostras foram consideradas positivas, quando um dos
testes utilizados, permitiram a identificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia sp. (Méndez-Hermida et al., 2007; Borges et al., 2011).

Para mensurar a concordancia entre as técnicas utilizadas para detec¢do de cada parasita
abordado neste estudo foi utilizada o Indice de Kappa (k), sendo os valores interpretados conforme
Everitt (1989). Adicionalmente, com a intencdo de comparar os diferentes métodos de diagnosticos
utilizados, foi avaliado a sensibilidade, especificidade, prevaléncia real, prevaléncia estimada,
valor preditivo, positivo, valor preditivo negative e classificacdo correta (acuracia) (Thrusfield,
2004), sendo o teste de imunofluorescéncia direta definido como padréo ouro nestas analises.

Todas as analises estatisticas foram executadas no programa R (R Core Team, 2015), sendo
o0 indice de concordancia entre as técnicas de deteccdo dos parasitos executada no Software irr
(Gamer et al., 2012).

Resultados

Entre as espécies de mamiferos aquaticos avaliadas neste estudo, a presenca de
Cryptosporidium spp. foi constatada em Lontra longicaudis (15,28%), Pteronura brasiliensis
(41,66%), Sotalia guianensis (9,67%), Trichechus inunguis (16,03%) e Trichechus manatus
(13,79%). Ao que diz respeito a ocorréncia de Giardia sp., este agente foi identificado em L.
longicaudis (9,23%), P. brasiliensis (29,16%), Kogia breviceps (100%), Kogia sima (25%), S.
guianensis (9,67%), T. inunguis (3,81%) e T. manatus (10,34%). Em determinadas ocasides
observou-se a infeccdo simultdnea destes protozoarios, em ocasifes que acometeram L.
longicaudis (4,45%), P. brasiliensis (20,83%), S. guianensis (3,22%) e T. inunguis (0,76%).

Na avaliacdo do Indice de Kappa (k), ao que concerne ao diagndstico de Cryptosporidium
spp. por meio do teste de imunofluorescéncia direta e a técnica de Kinyoun, foi encontrado o valor
de k =0,86. Com relacéo a identificagdo dos cistos de Giardia sp. atraves da técnica de centrifugo-
flutuacdo e imunofluorescéncia direta, o valor de k foi de 0,27.

Os valores de sensibilidade, especificidade, prevaléncia real, prevaléncia estimada, valor
preditivo, positivo, valor preditivo negativo, classificacdo correta (acuracia) e classificacdo

incorreta para cada agente etiologico analisado, encontra-se na Tabela 1.

85



Tabela 1. Avaliagdo das técnicas laboratoriais utilizadas para o diagndstico de Cryptosporidium spp. e Giardia sp. em mamiferos aquaticos

Parametros (%)

Agente Etioldgico Técnica Sensibilidade  Especificidade Prevaléncia Prevaléncia Valor Valor Classificacdo
P Real estimada  preditivo (+)  preditivo (-) correta (acuracia)
Kinyoun 57,47 100 15,73 9,04 100 92,64 93,3
Cryptosporidium spp.

IFD 67,81 100 15,73 10,66 100 94,33 94,93
Centrifugo- 21,56 100 9,22 1,98 100 92,61 92,76

Flutuacéo

Giardia sp.

IFD 96,07 100 9,22 8,86 100 99,60 99,63
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Discussao

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. nas espécies de mamiferos aquaticos relatadas neste
estudo, especialmente os achados acometendo Lontra longicaudis, Pteronura brasiliensis e
Sotalia guianensis, assim como a presenca de Giardia sp. em L. longicaudis, P. brasiliensis, T.
inunguis e T. manatus, ampliam o contingente de hospedeiros acometidos por estes protozoarios.

Estes achados, adicionados as descrices anteriores acerca da ocorréncia de
Cryptosporidium spp. e Giardia sp. isolados em mamiferos aquaticos cativos e de vida livre, em
outros paises (Méndez-Hermida et al., 2007; Appelbee et al., 2010), assim como no Brasil (Borges
etal., 2011), pode representar um risco ainda maior para a satde publica (Fayer, 2004; Thompson,
2004).

As frequéncias da infeccdo nas espécies de mamiferos aquaticos estudadas podem estar
relacionadas a diferentes fatores como habitos alimentares, sazonalidade climatica, tamanho da
amostra, intensidade da contaminacgao ambiental nos recursos hidricos e ainda a sensibilidade das
técnicas de diagnostico utilizadas (Appelbee et al., 2005; Delport et al., 2014).

Neste sentido, considerando as possiveis variacdes na sensibilidade das diferentes técnicas
laboratoriais, optou em utilizar dois métodos de diagnéstico para cada parasito focado neste
estudo. Buscando avaliar a concordancia existente entre estes métodos empregados, foi utilizado
o indice de Kappa (k) (Everitt, 1989; Thrusfiel, 2004).

Na relacdo estabelecida entre o teste de imunofluorescéncia direta e a técnica de Kinyoun
para o diagnostico de Cryptosporidium spp., foi encontrado o k = 0,86, sendo considerado uma
concordancia quase perfeita ou 6tima (Thrusfield, 2004). Com relagdo aos cistos de Giardia sp.
identificados através da técnica de centrifugo-flutuacdo e imunofluorescéncia direta, o valor de k
foi de 0,27, neste caso, considerado uma concordancia razoavel ou por alguns autores, sofrivel
(Everitt, 1989, Thrusfield, 2004).

Os métodos parasitologicos empregados apresentaram relativa facilidade na preparagédo
dos corantes utilizados. Com a técnica de Kinyoun foram constatadas qualidades relevantes para
ser utilizada na rotina laboratorial, considerando a sua boa sensibilidade e o baixo custo, embora
tenha apresentado limitagfes inerentes a morosidade dos procedimentos, durante o preparo do
esfregaco e a coloracéo, existindo ainda a necessidade da microscopia ser realizada em todos 0s
campos da lamina, sendo requerido um tempo ainda maior para a execuc¢ao dos procedimentos
(Kehl et al., 1995; Ignatius et al., 1997). Por sua vez, o0 método de centrifugo-flutuacdo apresentou
uma baixa sensibilidade, apresentando assim, eficiéncia limitada no diagnéstico de Giardia sp.,

quando comparada a técnica de imunofluorescéncia direta.
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Adicionalmente, baseados em principios imunologicos, a reagdo de imunofluorescéncia
direta, vém sendo utilizada empregando anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium e Giardia
marcados com isotiocianato de fluoresceina (Gomes et al., 2004), proporcionando em muitos
casos, alta sensibilidade e passivel de uso para processamento de um maior nimero de amostras
(Gomes et al., 2004), conforme pode ser constatado nos resultados encontrados neste estudo.
Entretanto, apresenta como desvantagem, o elevado custo dos Kits comercializados, o que pode
representar limitacdes para a utilizacdo deste método nas avaliagdes de rotina envolvendo o0s
mamiferos aquaticos.

Neste sentido, a técnica de imunofluorescéncia direta demonstrou maior sensibilidade tanto
no diagnostico de Cryptosporidium spp. como de Giardia sp., sendo relevante a combinacgéo de
mais de uma técnica laboratorial empregada, buscando ser mais assertivo na detec¢do destes

parasitos em mamiferos aquaticos.
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9. CAPITULO VI

Utilizac&o da técnica de FLOTAC como um novo método de diagndstico
coproparasitolégico em mamiferos aquaticos e a sua comparagao com 0s

métodos tradicionais

Capitulo estruturado em formato de artigo e sera submetido para o periédico Marine Mammal
Science.
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9. Utilizacéo da técnica de FLOTAC como um novo método de diagnostico
coproparasitolégico em mamiferos aquaticos e a sua comparagao com os métodos

tradicionais

Resumo

A escolha inadequada de um metodo de diagndstico ou ainda, a op¢ao por técnicas que apresentem
baixa sensibilidade e especificidade pode limitar o diagnéstico dos agentes parasitarios que
acometem os mamiferos aquaticos. Mediante a isto foi desenvolvido este estudo, o qual teve como
objetivo avaliar o desempenho da técnica de FLOTAC e a comparacdo com trés métodos
tradicionais (Willis, sedimentacdo e centrifugo-flutuacdo) utilizados no diagnoéstico de parasitos
gastrointestinais de mamiferos aquéaticos. Para isto foram coletadas 129 amostras fecais
provenientes de 12 espécies. Cada amostra foi submetida ao processamento laboratorial utilizando
as técnicas de Willis, Hoffman, método de Faust e FLOTAC. Para comparar os diferentes métodos
de diagnostico foi avaliada a sensibilidade, especificidade, prevaléncia real, prevaléncia estimada,
valor preditivo, positivo, valor preditivo negativo, classificacdo correta (acurécia) e classificacdo
incorreta. A maior frequéncia das amostras positivas ocorreu por meio da utilizagcdo do FLOTAC
(46,51%), em detrimento as técnicas de Hoffman (23,25%), Faust (10,07%) e Willis (6,97%). Nas
amostras analisadas observou-se com maior frequéncia a ocorréncia de ovos de Strongylidae e
oocistos de Eimeriidae. Considerando os achados deste trabalho, a técnica do FLOTAC
apresentou-se mais apropriada do que as demais técnicas utilizadas. Dado a sua eficiéncia, a
mesma apresenta-se fortemente recomendada para as avaliagdes coproparasitologica em
mamiferos aquaticos, sem necessidade de processamento das amostras por outros métodos de
sedimentacéo e flutuacéo.

Palavras-Chave: Doencas Parasitarias, helmintos, protozoarios, mamiferos marinhos.

Abstract

The inadequate selection of a diagnostic method, or the selection of techniques that exhibit low
sensitivity and specificity, can hinder the diagnosis of parasitic agents in aquatic mammals.
Therefore, the aim of the present study was to assess the performance of the FLOTAC technique
and compare it with three traditional methods (Willis, sedimentation and centrifugal flotation) that
are used to diagnose gastrointestinal parasites in aquatic mammals. To do so, 129 fecal samples
were collected from 12 species. Each sample was submitted to the laboratory procedures using the

Willis, Hoffman, Faust and Flotac methods. The following measurements were analyzed to
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compare the different diagnostic methods: sensitivity; specificity; real prevalence; estimated
prevalence; positive predictive value; negative predictive value; correct classification (accuracy)
and incorrect classification. The highest frequency of positive samples occurred when using the
FLOTAC technique (46.51%), followed by the Hoffman (23,25%), Faust (10,07%) and Willis
(6,97%) techniques. In the samples analyzed, there was a notably higher frequency of Strongylidae
eggs and Eimeriidae oocysts. Based on the results of the present study, the FLOTAC method was
more appropriate than the other techniques used. Due to its effectiveness, this method is strongly
recommended for coproparasitological assessments of aquatic mammals, and there is no need to
process the samples with other sedimentation and floating methods.

Keywords: parasitic diseases; helminths, protozoa; marine mammals

Introducéo

Além de sua importancia econdmica e sanitaria, os parasitos sdo parte integrante da
biosfera (Raga et al. 2009), onde em virtude da sua diversidade e mecanismos de acéo, estes
infectam muitos organismos livres, influenciando a saude do hospedeiro, tamanho e
comportamento de populac@es, além da dindmica da cadeia alimentar e estrutura de comunidades
(Raga et al. 2009).

Contudo, o efeito do parasitismo em mamiferos aquaticos apresenta limitacdes para o seu
real conhecimento, considerando muitas vezes as dificuldades em obter amostras destes animais
(Bossart 2001, Borges et al. 2011), a compreensdo limitada das relagdes existentes entre 0s
hospedeiros e a biologia dos parasitos, bem como as limitacbes encontradas para o
desenvolvimento de estudos experimentais (Raga et al. 1997). Adicionalmente, a escolha
inadequada de um método de diagndstico ou ainda, a opcdo por técnicas que apresentem baixa
sensibilidade e especificidade pode limitar as evidéncias destes agentes etiologicos (Appelbee et
al. 2010, Rengifo-Herrera et al. 2011, Reboredo-Fernandez et al. 2015).

Em detrimento a isto, mesmo sendo reconhecida a importancia e contribui¢cdo de métodos
tradicionais para o diagndstico de parasitos gastrointestinais, como a centrifugo-flutuagéo (Bando
et al. 2014), Willis (Willis 1921) e a sedimentacdo (Bando et al. 2014), nos ultimos anos foi
proposto 0 uso do FLOTAC, sendo esta uma nova técnica multivalente para a identificacdo
qualitativa e quantitativa destes patdgenos (Cringoli et al. 2011, Cringoli et al. 2013, Maurelli et
al. 2014).

As pesquisas que vém sendo conduzidas utilizando o FLOTAC, demonstraram a maior
sensibilidade desta técnica, quando comparada aos métodos classicos e convencionais, sendo estas

pesquisas inicialmente direcionadas aos animais domésticos (Cringoli et al. 2010, Lima et al.
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2015) e humanos (Becker et al. 2011, Knopp et al. 2014), ndo existindo até entdo, relatos do uso
em mamiferos aquaticos. Em todos os estudos desenvolvidos, a utilizacdo do Flotac apresentou
maior eficiéncia na identificacdo de ovos ou oocistos (Knopp et al. 2009, Lima et al. 2015).
Assim, com a intengdo de ampliar a capacidade de identificacdo das enfermidades
parasitarias, foi desenvolvido este estudo, o qual teve como objetivo avaliar o desempenho da
técnica de FLOTAC e comparacdo com trés métodos tradicionais (Willis, sedimentacdo e
centrifugo-flutuacdo) utilizados no diagndstico de parasitos gastrointestinais de mamiferos

aquaticos.

Material e Métodos

Foram coletadas 129 amostras fecais e conteldo intestinal provenientes de 12 espécies de
mamiferos aquaticos (Tabela 1), sendo estes de vida livre e mantidos em cativeiro. As coletas do
material biol6gico ocorreram em oito estados do Brasil, contemplando as regides Norte (Amapé e
Ronddnia) e Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Paraiba e Sergipe), entre 2013 e 2014.

Apos a coleta, o material foi acondicionado em frascos contendo solugédo constituida de
alcool, formol, acido acético glacial e dgua destilada (AFA), em propor¢des sugeridas por Ueno e
Gongalves (1994), sendo estas encaminhadas para o processamento laboratorial.

Cada amostra foi submetida ao processamento laboratorial utilizando as técnicas de Willis
(Willis 1921), sedimentacdo espontanea - Hoffman (Hoffman et al. 1934), método de Faust
utilizando o sulfato de zinco (Cantos et al. 2011) e FLOTAC (Cringoli et al. 2010). Os ovos e
cistos encontrados foram identificados a nivel de familia.

Para comparar os diferentes métodos de diagndsticos utilizados, foi avaliada a
sensibilidade, especificidade, prevaléncia real, prevaléncia estimada, valor preditivo, positivo,
valor preditivo negative e classificacdo correta (acuracia) (Thrusfield 2004), sendo a técnica de
Willis definida como padréo ouro nestas analises (Lima et al. 2015).

Todos os procedimentos foram submetidos para a avaliacdo do Sistema de Autorizagéo e
Informacé&o em Biodiversidade (SISBIO), sendo concedido a licenca de Nimero 33.819-1. Além
disto, esta pesquisa foi avaliada e autorizada pela Comissdo de Etica da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (010/2014).

94



Tabela 1: Procedéncia das amostras fecais provenientes das 12 espécies de mamiferos aquéticos.

Total de

Ordem Espécie Origem da Amostra Localidade
Amostras

Locais de descanso, saidas de locas,

sitios de defecacdo, reabilitacdo AP, RO, SE %

Carnivora-  Lontra longicaudis

Familia
Mustelidae Pteronura brasiliensis Locais de,d_escanso, sal'da~s de locas, RO 4
sitios de defecacdo
Balaenoptera acutorostrata Necropsia MA 2
Grampus griseus Necropsia CE 1
Kogia breviceps Necropsia SE 1
Kogia sima Necropsia CE 2
Cetartiodactyla Peponocephala electra Necropsia AL, CE, SE 7
Physeter macrocephalus Necropsia SE 2
Sotalia guianensis Necropsia BA, PB, SE 11
Stenella attenuata Necropsia SE 1
Stenella clymene Necropsia BA 1
Sirenia Trichechus manatus Animais de cativeiro; animal CE, SE 3

reintroduzido; necropsia

AL (Alagoas); RO (Rondonia); SE (Sergipe); MA (Maranhdo), CE (Ceara).

Resultados

As quatro técnicas utilizadas mostraram-se capazes de permitir a identificagdo de ovos de
helmintos, oocistos e cistos de protozoarios gastrointestinais (Tabela 2). Entretanto, a maior
frequéncia das amostras positivas ocorreu por meio da utilizacdo do FLOTAC (46,51%), em
detrimento as técnicas de Hoffman (26,35%), Faust (12,40%) e Willis (7,75%).

Nas amostras analisadas observou-se com maior frequéncia a ocorréncia de ovos de
Strongylidae e oocistos de Eimeriidae. Em todas as técnicas utilizadas foram constatadas infeccoes

concomitantes, ocasionadas por dois ou trés agentes etiologicos diferentes.
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Tabela 2. Infeccdo simples e co-infec¢do por parasitos gastrointestinais em mamiferos aquaticos

- - . Frequéncia
Técnica Familia Hospedeiros Relativa (%)
Strongylidae L. longicaudis, P. electra 3,10 (04/129)
Eimeriidae L. longicaudis 1,55 (02/129)
Willis Diphyllobothriidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Opisthorchiidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Diphyllobothriidae + Strongylidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Strongylidae L. longicaudis, P. electra 5,42 (07/129)
Eimeriidae L. longicaudis 3,87 (05/129)
Diphyllobothriidae L. longicaudis 3,10 (04/129)
Strongylidae + Diphyllobothriidae L. longicaudis 2,32 (03/129)
Lernaeidae L. longicaudis 1,55 (02/129)
Lernaeidae + Eimeriidae L. longicaudis 1,55 (02/129)
Hoffman  Ancylostomatidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Ancylostomatidae + Strongylidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Hexamitidae (Giardia sp.) + Eimeriidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Trichinellidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Diphyllobothriidae + Strongylidae + Kudoidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Strongylidae + Kudoidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Diphyllobothriidae + Strongylidae + Eimeriidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
A L. longicaudis, S.guianensis, S.
Eimeriidae attenuatf g 7,75 (10/129)
Faust Hexamitidae (Giardia sp.) L. longicaudis 0,77 (01/129)
Eimeriidae + Strongylidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Hexamitidae (Giardia sp.) + Lernaeidae L. longicaudis, P. electra 0,77 (01/129)
L. longicaudis, P. brasiliensis, K. sima,
Eimeriidae P. electra, S. guianensis, S. clymene, T. 19,37 (25/129)
manatus
Strongylidae L. longicaudis, S. guianensis 6,97 (09/129)
Eimeriidae + Strongylidae L. longicaudis, P. electra, S. guianensis 3,10 (04/129)
Ancylostomatidae L. longicaudis, P. brasiliensis 1,55 (02/129)
Ancylostomatidae + Eimeriidae L. longicaudis 2,32 (03/129)
Eimeriidae + Lernaeidae L. longicaudis, B.acutorostrata 1,55 (02/129)
Ichthyophthiriidae L. longicaudis, P. brasiliensis 1,55 (02/129)
Lernaeidae L. longicaudis 1,55 (02/129)
FLOTAC Ancylostomatidae + Strongylidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Ancylostomatidae + Trichinellidae + Strongylidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Ancylostomatidae + Opisthorchiidae + Lernaeidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Dioctophymatidae + Eimeriidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Dioctophymatidae + Gyrodactylidae L. longicaudis 0,77 (1/129)
Eimeriidae + Myxobolidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Eimeriidae + Ichthyophthiriidae + Lernaeidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Kudoidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Opisthorchiidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Strongylidae + Lernaeidae L. longicaudis 0,77 (01/129)
Strongylidae + Gyrodactylidae + Lernaeidae L. longicaudis 0,77 (01/129)

De acordo com os valores de sensibilidade, especificidade, prevaléncia real, prevaléncia
estimada, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e classificacdo correta (acuracia), pode

ser observada uma maior eficacia na técnica de FLOTAC (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo das técnicas de Willis, Hoffman, Faust and FLOTAC no diagnostico dos parasitos gastrointestinais de mamiferos aquaticos.

Parametros (%)
Técnicas Familia Prevaléncia Prevaléncia Valor Valor

Sensibilidade  Especificidade Real Estimada Prediditivo (+)  Prediditivo (-) Acurécia
Willis Strongylidae 15.62 100 24.80 3.87 100 78.22 79.06
Eimeriidae 4.4 100 34.88 1.55 100 66.14 66.66
Diphyllobothriidae 18.18 100 8.52 1.55 100 92.91 93.02
Opisthorchiidae 33.33 100 2.32 0.77 100 98.43 98.44
Hoffman Strongylidae 43.75 100 24,80 10,85 100 84,34 86,04
Eimeriidae 20 100 34.88 6.97 100 70 72.09
Diphyllobothriidae 81.81 100 8.52 6.97 100 98.33 98.44
Lernaeidae 33.33 100 9.30 3.10 100 93.6 93.79
Ancylostomatidae 22.22 100 6.97 1.55 100 94.48 94.57
Hexamitidae 33.33 100 2.32 0.77 100 98.43 98.44
Trichinellidae 50 100 1.55 0.77 100 99.21 99.22
Kudoidae 100 100 1.55 1.55 100 100 100
Faust Strongylidae 3.12 100 24,80 0,77 100 75,78 75,96
Eimeriidae 24.44 100 34.88 8.52 100 71.18 73.64
Lernaeidae 8.33 100 9.30 0.77 100 91.40 91.47
Hexamitidae 66.66 100 2.32 1.55 100 99.21 99.22
FLOTAC Strongylidae 53.12 100 24.80 13.17 100 86.60 88.37
Eimeriidae 82.22 100 34.88 26.68 100 91.30 93.79
Opisthorchiidae 66.66 100 2.32 1.55 100 99.21 99.22
Lernaeidae 58.33 100 9.30 5.42 100 95.90 96.12
Ancylostomatidae 88.88 100 6.97 6.20 100 99.17 99.22
Trichinellidae 50 100 1.55 0.77 100 99.21 99.22
Kudoidae 50 100 1.55 0.77 100 99.21 99.22
Ichthyophthiriidae 100 100 1.55 100 100 100 100
Dioctophymatidae 100 100 1.55 100 100 100 100
Gyrodactylidae 100 100 1.55 100 100 100 100

Myxobolidae 100 100 0.77 0.77 100 100 100




Discussao

Ainda que tenha ocorrido o diagnostico dos diferentes agentes parasitarios por meio das
quatro técnicas utilizadas, observou-se uma maior frequéncia de amostras positivas, pelo método
de FLOTAC, assim como por meio deste método, foi constatado uma maior diversidade dos
parasitos identificados. Resultados semelhantes foram reportados em praticamente todos os
estudos desenvolvidos com parasitoses de espécies domésticas e de humanos (Cringoli et al. 2010,
Becker et al. 2011, Knopp et al. 2014, Lima et al. 2015).

Diferencas existentes entre metodologias das técnicas aqui utilizadas, particularmente a
densidade das solucGes empregadas, presenca de impurezas, distorcdo nas estruturas dos
cistos/oocistos/ovos e a carga parasitaria do hospedeiro sdo alguns dos provaveis fatores que
podem ter influenciado nos diversos resultados coproparasitologicos, conforme reportados em
outros estudos que avaliaram as técnicas laboratoriais empregadas no diagndstico de endoparasitas
(Dubey 1993, Souza-Dantas et al. 2007).

Desta forma, tendo em vista as limitacdes que uma determinada técnica laboratorial pode
apresentar, torna-se relevante a escolha de um método seguro e eficiente. Além disso, o diagnéstico
coproparasitologico das parasitoses gastrointestinais ainda é o recurso laboratorial mais utilizado,
por ser de facil execucgdo e baixo custo (Souza-Dantas et al. 2007).

Diante destas premissas para a escolha das técnicas laboratoriais empregadas no
diagnostico de helmintoses gastrointestinais de peixes-bois marinhos, Borges et al. (2004) mesmo
utilizando os métodos de exame direto, Willis, Hoffman e coprocultura, ndo identificaram a
presenca de ovos ou larvas de helmintos. Estas técnicas laboratoriais vém sendo utilizadas em
diversas pesquisas envolvendo as enfermidades parasitologicas em outras espécies de mamiferos
aquaticos (Torres et al. 2004; Uchéa et al. 2004), porém ainda que estes métodos tradicionais
facam parte da rotina laboratorial, apresentam limitacGes significativas para um diagndstico
apropriado (Cantos et al. 2011).

Como forma de minimizar estas limitacdes encontradas pelas técnicas de diagnostico que
estdo sendo utilizados nos estudos contemplando os mamiferos aquaticos, tém sido realizadas
combinac0es de diferentes métodos de diagndstico coproparasitolégico (Torres et al. 2004, Uchda
et al. 2004).

Estas estratégias vém sendo relevantes ao ser considerado a variabilidade morfologica e
bioldgica apresentada pelos parasitos (Mendes et al. 2005) e a especificidade que determinadas
técnicas apresentam em identificar apenas 0s ovos ou cistos que sedimentaram ou encontram-se
na superficie da solucéo utilizada (Cantos et al. 2011). Entretanto, isto acarreta em mais custos e

tempo para a realizacdo do diagnostico laboratorial.

98



Por sua vez, tendo em vista os resultados obtidos neste estudo, através da técnica de
FLOTAC, foi possivel diagnosticar ovos de helmintos, oocistos e cistos de protozoarios. A referida
técnica, apresenta alta sensibilidade e pode proporcionar em até 10 vezes a capacidade de
identificacdo de ovos e cistos de diferentes parasitos (Cringoli et al. 2010).

Outra relevancia observada com a utilizacdo do FLOTAC, foi a possibilidade de trabalhar
com amostras frescas conservadas, permitindo assim uma maior otimizacdo das atividades
laboratoriais e seguranca para a equipe de laboratério, mediante a exposicéo destes profissionais
ao buscarem o atendimento dos protocolos que recomendam a utilizagdo apenas de amostras fecais
frescas (Cringoli et al. 2010).

A diversidade dos agentes etioldgicos identificados neste estudo, entre outros fatores,
encontra-se diretamente relacionada com o grande nimero de espécies de mamiferos aquaticos
dos quais as amostras foram obtidas, os diferentes habitats utilizados, comportamento alimentar,
idade e condi¢cdo imunolégica do hospedeiro (McCarthy e Moore 2000, Fahrion et al. 2011). As
familias destes parasitos identificados, de forma semelhante foram também reportados em outros
estudos envolvendo os mustelideos (Hoberg et al. 1997, Torres et al. 2004, Uchba et al. 2004,
Alarcon 2006) e cetaceos (Hughes-Hanks et al. 2005, Altieri et al. 2007, Reboredo-Fernandez et
al. 2015).

Considerando os achados deste trabalho, a técnica do FLOTAC apresentou-se mais
apropriada do que as demais técnicas utilizadas. Dado a sua eficiéncia, a mesma apresenta-se
fortemente recomendada para as avalia¢Ges coproparasitologicas em mamiferos aquaticos, sem

necessidade de processamento das amostras por outros metodos de sedimentacéo e flutuag&o.
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10. CONCLUSOES GERAIS

e Em mamiferos aquéticos das regides Norte e Nordeste do Brasil, a presenga de
Cryptosporidium spp. predomina em espécies que utilizam os recursos fluviais. Nos
ambientes marinhos, as espécies costeiras sdo mais acometidas do que as oceanicas. A
infeccdo por Giardia sp. € ligeiramente superior nos animais marinhos em relagdo aos
fluviais;

e Ainfecgéo por Pulmonicola cochleotrema em peixes-bois marinhos na regido Nordeste do
Brasil ocorre de forma assintomatica e sintomatica em animais adultos de vida livre;

e Para o diagndstico de Cryptosporidium spp. e Giardia sp., a técnica de imunofluorescéncia
direta demonstrou maior sensibilidade, porém recomenda-se a combinacgdo de mais de uma
técnica laboratorial como forma de ampliar a possibilidade de deteccao destes parasitos em
mamiferos aquaticos;

e A técnica do FLOTAC apresentou-se mais apropriada para o diagnéstico

coproparasitoldgico em mamiferos aquaticos.
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