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Estudo de Balantidium sp. (Claparede e Lachmann, 1858) isolados de suinos, primatas néo
humanos cativos e humanos no Estado Rio do Janeiro, Brasil

RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Alynne da Silva Barbosa

Balantidium coli é um protozoario parasito de humanos, primatas ndo humanos e suinos. A
balantidiose é considerada uma zoonose negligenciada e quadros graves da doenca geram
disenteria podendo levar o hospedeiro ao Obito. Neste contexto, foi propdsto estudar a
diversidade de isolados de Balantidium sp. de humanos, suinos e primatas ndo humanos
cativos, no estado do Rio de Janeiro. Entre 2012 a 2015 foram estudadas 790 amostras
fecais de suinos, 1115 de primatas ndo humanos cativos e 114 dos tratadores desses
animais. Participaram do estudo nove granjas de suinos e dois criatérios de simios
localizados em diferentes municipios desse estado. O material fecal dos suinos foi obtido
diretamente da ampola retal, sendo 88 amostras de propriedades familiares e 702 de
granjas industriais. Para os simios optou-se por coletar amostrais fecais dos seus recintos,
sendo 960 do Cecal/Fiocruz e 155 do CPRJ/INEA. Foram incluidas nesta pesquisa mais de
30 espécies de primatas do Novo Mundo (NM) e duas do Velho Mundo (VM). Os tratadores
desses animais foram convidados a participar do estudo e 0s que aceitaram, receberam um
kit de coleta de fezes. As amostras foram submetidas ao exame direto e as técnicas de
Faust et al., Lutz, Sheather e Ritchie modificadas. B. coli foi o parasito que apresentou maior
frequéncia, tanto nas granjas familiares, 71,6%, quanto nas granjas industriais, 46,4% dos
suinos. Nos primatas do Cecal, B. coli também foi o mais diagnosticado, 47,6%, sendo
principalmente detectado no género Macaca, enquanto que a frequéncia do protozoario no
CPRJ foi de 3,8%. Nenhuma forma evolutiva de B. coli foi detectada nas amostras dos
tratadores. Cistos do parasito foram mais diagnosticados pelo exame direto, 22,4% e pela
técnica de Lutz, 21%. O exame direto favoreceu o diagndstico dessa parasitose, pois
também detectou os trofozoitos nas fezes. Amostras que apresentaram no minimo 10
trofozoitos e/ou 30 cistos de B. coli foram submetidas ao isolamento em meio Pavlova
modificado. Foram mantidas 40 cepas do parasito por mais de 30 meses, sendo 30 isoladas
de suinos e 10 dos simios Cynomolgus. Foi realizada andlise de comportamento cinético
nos meios Paviova, LES e TYSGM9, sob diferentes tempos de incubacdo em estufa
microbiologica. Os trofozoitos apresentavam-se viaveis até 72 horas de incubagdo nos
meios Pavlova modificado e TYSGM-9, sendo que o meio Pavlova mostrou-se mais
adequado para a rotina laboratorial devido a seu baixo custo. Cepas em manutencao, assim
como mais 34 amostras fecais, que continham cistos do parasito foram submetidas a
estudos moleculares a partir da amplificacdo do fragmento ITS1 — 5.8s RNAr — ITS2. O
padrdo molecular de B. coli foi confirmado em todas as amostras, além de ter sido
observado a presenca de sequéncias variantes do tipo AO em todos os fragmentos
analisados. Duas cepas com maior crescimento quantitativo foram escolhidas para estudos
morfolégicos, uma de suino e outra de Cynomolgus. Esses foram realizados por meio de
conjugados fluorescentes, microscopia eletrénica de varredura e transmissao, que também
confirmaram a identidade taxondmica do parasito, além de ter revelado achados ainda néo
relatados na literatura, onde se destacam parasitos amicronucleados, perfil de microtibulos
e presencga de hidrogenossomos/mitocéndrias. Comprovou-se que suinos e primatas néo
humanos, podem estar parasitados com cepas de B. coli com elevada homogeneidade
genética, embora sejam hospedeiros muito distantes filogeneticamente. Esta pesquisa
ampliou o arcabougo de informag@es biolégicas, morfoldgicas e moleculares de Balantidium
coli.
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Study of Balantidium spp. (Claparede and Lachmann, 1858) isolated from pigs, captives non-
human primates and human in the state Rio de Janeiro, Brazil

ABSTRACT
PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Alynne da Silva Barbosa

Balantidium coli is a protozoan parasite of humans, non-human primates and pigs. The
balantidiosis is considered a neglected zoonotic disease and severe cases of the disease
generate dysentery may lead the host to death. In this context, it has been proposed to study
the diversity of Balantidium spp. isolated of human, captives hon-human primates and pigs in
the state of Rio de Janeiro. Between 2012 to 2015 were studied 790 stool samples from
pigs,1115 of captive non-human primates and 114 of the caretakers of these animals. The
study included nine pig farms and two breeding centers of macaques located in different
cities of this state. Fecal material from pigs was obtained directly from the rectum, 88
samples of family farms and 702 industrial farms. For apes, were collected fecal samples of
their enclosures, of which 960 came from Cecal/Fiocruz and 155 of CPRJ/INEA. Were
included in this study over 30 species of New World primates (NM) and two Old World (VM).
The caretakers of these animals have been invited to participate and those who accepted,
received a kit to collect stool. The samples were submitted to direct examination and the
techniques of Faust et al., Lutz, Sheather and Ritchie modified. B. coli was the parasite with
the highest frequency, both in family farms, 71.6%, as in industrial farms, 46.4% of pigs. In
primates of the Cecal, B. coli was also the most frequently diagnosed, 47.6%, which is
mainly detected in the genus Macaca, whereas the frequency of the protozoa in CPRJ was
3.8%. No evolutionary form of B. coli was detected in the samples of the caretakers of these
animals. Cysts of the parasite were more frequently diagnosed by direct examination, 22.4%
and by Lutz technique, 21%. Direct examination favored the diagnosis of this parasitosis, it
also detected the trophozoites in the stool. Samples with at least 10 trophozoites and/or 30
cysts of B. coli were subjected to isolation on Pavlova modified medium. 40 strains were held
of the parasite for more than 30 months, these 30 were isolated from pigs and 10 of
Cynomolgus macaques. Kinetics analysis was performed in media Pavlova, LES and
TYSGM9 under different incubation times microbiological incubator. Trophozoites had to be
viable up to 72 hours of incubation in media Pavlova modified and TYSGM-9, and the
Pavlova was more suitable for routine laboratory due to its low cost. Strains maintenance as
well as over 34 fecal samples containing parasite cysts were subjected to molecular studies
from the amplification fragment ITS1 - 5.8S rRNA - ITS2. The molecular pattern of B. coli
was confirmed in all the samples, and it was observed the presence of variant sequences of
the AO type in all the analyzed fragments. Two strains with higher quantitative growth were
chosen for morphological studies, one of the pig and other of Cynomolgus macaques. These
were carried out by means of fluorescent conjugates, scanning electron microscopy and
transmission, which also confirmed the taxonomic identity of the parasite, and has revealed
findings not yet reported in the literature, which features amicronucleated parasites,
microtubule profile and presence of hidrogenossomos/mitochondria. It has been shown that
pigs and non-human primates, may be infected with strains of B. coli with high genetic
homogeneity, although they are phylogenetically very distant hosts. This research has
expanded the informations biological, morphological and molecular of Balantidium coli.
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1 INTRODUCAO

1.1 Taxonomia

Balantidium sp. segundo Zaman (1978) & um protozoério pertencente ao Subfilo
Ciliophora, Classe Ciliata, Subclasse Holotrichia, Ordem Trichostomatida. Em
classificacdo taxonGmica posterior, o protozoario foi incluido no Filo Ciliophora, Classe
Litostomatea, Ordem Vestibuliferida, Familia Balantidiidae (Lynn, 2010).

A taxonomia desses protozodrios se baseava principalmente em critérios
morfolégicos, sendo, associado também caracteristicas ultraestruturais e analises
moleculares. Utilizando estes parametros, a Sociedade de Protozoologia propds uma
reclassificacdo dos protozoéarios. Baseado nessa classificacdo taxondmica o género
Balantidium foi inserido no Super-Grupo: Chromalveolata (plastideos de endosimbiose
secundaria), Primeiro Grupo: Alveolata (cavidade cortical), Segundo Grupo: Ciliophora
(presenca de macronucleo e micronucleo), Terceiro Grupo: Intramacronucleata
(macronucleo poligenémico, dividido por microtibulos intramacronucleares), Quarto
Grupo: Litostomatea (cavidade oral anteroventral), Quinto Grupo: Trichostomatia
(cavidade oral ciliada) (Adl et al., 2005).

1.2 Histoérico

A nomenclatura do género Balantidium foi proposta por Claparede e Lachmann em
1858, observando o ciliado pela primeira vez no reto de ras. Malmsten foi o primeiro a
detectar o ciliado em dois seres humanos com disenteria em 1857, identificando-o como
Paramecium e, portanto, nomeou-o Paramecium coli. Apds esse periodo, Leuckart
descreveu uma espécie morfologicamente semelhante no intestino de suinos em 1861.
Posteriormente, Stein comparou os dois microrganismos diagnosticados anteriormente e
percebeu que se tratavam do mesmo protozoario, nomeando-o como Balantidium coli, em
razdo de balanto, em latim significar saco (Zaman, 1978; Schuster e Ramirez - Avila,
2008).



1.3 Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas

Balantidium coli possui dois estagios evolutivos: trofozoito e cisto. O primeiro tem
formato alongado ou ovoide e sua morfologia varia de acordo com a quantidade de
alimento ingerido. Se forem privados do amido de arroz in vitro, os trofozoitos mostram-se
mais alongados, porém se esse nutriente for fornecido em abundéancia, eles distendem-se
e assumem uma forma bem mais ovoide. Seu comprimento varia amplamente entre 30

pm a 300 um, e a largura, de 30 um a 100 um (Zaman, 1978) (Figura 1).

Figura 1. Trofozoito de Balantidium coli isolado de primata
nao humano em fotomicrografia sem coloracdo. Aumento
de 100X. Fonte: original do autor.

Na extremidade anterior, o trofozoito possui uma depresséo afunilada denominada
peristoma, que leva ao citostoma e posteriormente a citofaringe (Arean e Koppisch 1956;
Zaman, 1978). Geralmente, o final desta por¢cédo tende a ser ligeiramente pontiagudo. O
citéstoma localiza-se ventralmente na porcdo anterior do parasito. A citofaringe ndo é
identificavel quando o parasito esta preenchido por grande numero de particulas
alimentares. Esta estrutura geralmente é pequena, mas algumas vezes chega a se
estender para quase a metade do tamanho total do parasito (Dobell e O"Connor, 1921).

O citoplasma é envolto por uma fina pelicula, que garante a manutencao do
formato do protozoario (Zaman, 1978). Essa pelicula é coberta por numerosos cilios que
se extendem sobre a fenda bucal (Arean e Koppisch, 1956). Os cilios, que sao

tipicamente as estruturas de locomocdo, estdo inseridos entre linhas longitudinais,
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também chamadas de cinetos (corpo basal). O niamero de linhas ciliares varia muito
dentro da mesma espécie (Zaman, 1978). Segundo Krascheninnikow (1962) os parasitos
obtidos de suinos possuem entre 36 a 106 linhas ciliares e os mantidos em cultura entre
36 a 90.

Geralmente, os cilios do peristoma sdo mais longos que aqueles que cobrem o
restante de sua por¢cdo somatica, e séo utilizados para impulsionar as particulas
alimentares para dentro do citostoma (Zaman, 1978). Esta ciliacdo densa também foi
observada em microscopia de varredura por Nilles - Bije e Rivera (2010) em trofozoitos
isolados de suino.

Devido a seus cilios somaticos, o protozodrio pode realizar movimentos rotatérios
rapidos, porém quando a temperatura ambiental é reduzida, os movimentos tendem a
diminuir progressivamente. Em preparacdes coradas, pode-se observar no trofozoito uma
cuticula externa bem delicada com ranhuras longitudinas (Figura 2). Estas ranhuras
apresentam pequenas e numerosas aberturas, chamadas de sulcos, que estdo dispostos
de forma alternada com as cristas longitudinais. Dos sulcos nascem a base dos cilios
(corpos basais) (Dobell e O"Connor, 1921). Os cilios nos cortes transversais apresentam
0 padrao universal de ciliados, 9 +2 fibrilas tubulares (Zaman, 1978).

O citoplasma apresenta um grande numero de granulos de polissacarideos, que
podem ser estocados ou agrupados em conjunto nos vacuolos alimentares. Os nutrientes,
guando entram no citoplasma, sdo envolvidas por uma membrana, formando os vacuolos
alimentares, proximo a base da citofaringe (Auerbach, 1953). Nesses, ocorre a digestao
de uma grande variedade de particulas de alimento, como grdos de amido, bactérias,
glébulos vermelhos e goticulas de gordura. Ocasionalmente, o trofozoito pode ingerir
outro Balantidium sp., ovos de Trichuris sp. e larvas de outras espécies de parasitos
(Zaman, 1978). As particulas néo digeridas e os remanescentes do processo de digestao
sédo eliminados pela pequena abertura triangular na extremidade posterior do parasito,
conhecida como citopigio, poro anal ou citoprécto (Zaman, 1978). Segundo Schuster e
Ramirez - Avila (2008) o aparato de Golgi ndo foi ainda identificado em B. coli, porém, s&o

descritos reticulo endoplasmatico e ribossomos livres no citoplasma.



Figura 2. Esquema de trofozoito de Balantidium coli. a. ranhuras longitudinais
na cuticula. Fonte: Little, 1931.

O citoplasma granular contém dois vacuolos contrateis, um posicionado no final da
porcdo posterior e o outro mais anteriormente. Estes vaclolos sdo responsaveis por
manter estavel a pressdo osmotica do ciliado, absorvendo o excesso de liquido no
citoplasma e ejetando-o para o ambiente externo a célula (Kheisin, 1952). Zaman (1970)
por meio de uma sequéncia de fotomicrografias demonstrou o funcionamento
independente dos vacuolos contrateis.

Vacuolos contrateis sdo menos ativos em B. coli do que nos ciliados em vida livre,
pois B. coli vive em um ambiente rico em sais, ao contrario dos ciliados em vida livre.
Nestes a remoc¢do constante de 4gua do citoplasma € necessaria para sobrevivéncia do
ciliado (Kheisin, 1952). Zaman (1970) observou que esses vacuolos aumentam
gradualmente a partir de uma posicdo colapsada para atingir uma forma esférica
totalmente distendida. Apoés, tal estagio, eles se colapsam para expulsar seu conteudo.
Todo esse ciclo ocorre entre 20 a 25 segundos. A atividade dos vacuolos foi visualizada
em microscopia de contraste de fase ou por coloragdo temporéria vital com corante
vermelho neutro. O corante é recolhido pelos vacuolos que entdo tornam-se claramente
visiveis.

Esse protozoario possui dois nucleos, que comparativamente sdo conhecidos
como macronucleo e micronucleo. O macrondcleo que se apresenta em formato de
salsicha, feijdo ou rim (Figura 3) (Dobell e O"Connor, 1921; Elliot e Hotson, 1953;
Schuster e Ramirez - Avila, 2008), possui cromatina densa com corpos esféricos
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eletrodensos, distribuido aleatoriamente, podendo estar localizado em varias partes do
citoplasma. O microndcleo, esférico, geralmente se localiza na concavidade do
macronucleo (Woody e Woody, 1960). Zaman (1978) sugere a existéncia de formas
amicronucleadas. O micronucleo € delimitado por uma membrana, apresentando formato

triangular ou de diamante e pode conter corpos eletrodensos alongados (Zaman, 1978).

) Balantidium cali. A) trofozoito; B) cisto; a) citdstoma; b)
macronicleo; ¢ micronicleo; d) citapigio; &) vacuolos digestivos; f) vactolos
conlrateis; g) citofaringe (segundo Smyth, 1965),

Figura 3. Esquema de trofozoito e cisto de Balantidium sp. com identificagéo de
organelas. Fonte: httpdc394.4shared.comdocWsEAFtiNpreview.html. Acessado
em: 19 de maio de 2014.

Trofozoitos multiplicam-se por fissdo binaria transversal (Figura 4). Um dos
primeiros sinais indicativos da aproximacdo da fase de divisdo € o alongamento do
organismo, seguido pela formagcdo de um plano transverso no centro do seu corpo, que
gradativamente comeca a se contrair. A célula continua a se mover ativamente durante
esse periodo (Zaman, 1978). No processo de fissdo, Krascheninnikow e Wenrich (1958)
estudando a morfologia de exemplares de B. coli e Balantidium cavie, corados pelo
método azul de opalina de Breslau e impregnacdo pelo nitrato de prata de Klein,
observaram que a fissdo pode ser de forma obliqua, o que determina a geracao de células
filhas morfologicamente distintas. Geralmente, a célula posterior tende a ser um pouco

menor que a anterior. A divisdo desigual € um processo que acontece em alta frequéncia.



Figura 4. Trofozoito de Balantidium coli de primata ndo humano
em processo de divisdo binaria transversal. Fotomicrografia sem
coloragdo. Aumento de 100X. Fonte: original do autor.

A reproducdo sexuada ocorre por conjugacdo, onde dois individuos entram em
contato e trocam material genético. Durante esse processo os individuos permanecem
conectados um ao outro pelo citéstoma. A conexdo mantém-se por alguns minutos e
depois os trofozoitos separam-se (Zaman, 1978). Svensson (1955) observou que a
conjugacdo ocorre com maior frequéncia durante as primeiras semanas apo0s 0
isolamento in vitro ou quando duas cepas diferentes sdo misturadas. Quando alcancam a
estabilidade, a conjugacdo torna-se menos frequente ou desaparece completamente.
Sargeaunt (1972) descreveu outro método de divisdo de Balantidium sp., em gque ocorre
brotamento. Neste processo, as células filhas aparecem como pequenas protusées que
se destacam eventualmente da célula mae.

Apesar dos diversos relatos sobre a reproducdo sexuada por conjugagdo em
Balantidium sp., ainda faltam informacdes sobre os eventos nucleares. Sabe-se, até o
momento, que ocorrem duas meioses sucessivas antes da conjugacdo. Os dois
conjugantes anexam-se pelo aparato bucal e assim trocam produtos resultantes da
meiose do microntcleo (Schuster e Ramirez - Avila, 2008).

O parasito € considerado um anaerébio facultativo, podendo ser,
consequentemente, cultivado tanto em ambiente aerébio quanto anaerébio (Arean e
Koppisch, 1956). Apesar do protozoario viver em ambiente anaerdbio, foram descritos
corpos similares a mitocéndrias, em estudos de microscopia eletrénica de transmisséo

(MET) (Zaman, 1978). Nilles-Bije e Rivera (2010) demonstraram por MET, a presenca de
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uma estrutura muito similar a mitocondria. Segundo Auerbach (1953) em B. coli as
mitocondrias tendem a aparecer como estruturas de baixa densidade e apresentam
pequeno desenvolvimento das cristas tendendo a se situar na periferia do parasito.

A dieta desse ciliado in vivo € composta, principalmente, por bactérias e particulas
de alimentos presentes no colon. Caso existam lesdes significativas na parede do
intestino grosso, o ciliado pode também alimentar-se de hemacias (Kheisin, 1952).
Balantidium sp. sdo muitos suscetiveis a acdo de acidos, sendo rapidamente destruidos
pelo suco gastrico de uma pessoa normal. O pH abaixo de cinco, geralmente, é
incompativel com sua vida (Arean e Koppisch, 1956). Diferentemente dos ciliados em vida
livre, os trofozoitos de B. coli morrem e se desintegram em torno de trés dias em
temperatura ambiente (Elliot e Hotson, 1953).

Estudos metabdlicos e fisioldgicos para este protozoario foram pouco realizados.
Em 1984, Skotarczak estudando o padrdo enzimatico de isolados de B. coli de suinos
mantidos em meio Pavlova, conseguiu, por meio de estudos citoquimicos, demonstrar a
presenca da L-glutamato desidrogenase, uma enzima mitocondrial com propriedades
alostéricas, estando sua atividade relacionada a concentracdo de amobnia nas
mitocondrias.

ApoOs estudos citofotométricos do contetdo de acido nucleico de trofozoitos de B.
coli, Skotarczak e Zielinski (1997) observaram que trofozoitos isolados de hospedeiros
com diarreia muco sanguinolenta, tendem a apresentar maior quantidade de DNA e RNA
do que trofozoitos isolados de hospedeiros assintomaticos.

O cisto de B. coli tem formato esférico ou ovoide, diametro variando entre 40 um e
65 um, parede geralmente espessa e hialina, podendo apresentar coloragdo esverdeada
ou amarelada (Figura 5). Algumas vezes, o parasito pode estar em forma cistica e ainda
assim mostrar sinais de movimentacdo (Arean e Koppisch, 1956). Nos cistos pode-se
observar o macronucelo dentro de uma massa de material citoplasméatico (Woody e
Woody, 1960). Esses podem permanecer viaveis a temperatura ambiente por duas
semanas (Arean e Koppisch, 1956). A forma cistica caracteriza-se pela forma de
transmissao e resisténcia do parasito no ambiente. Sua viabilidade permanece por maior
tempo em ambientes Umidos e protegidos da luminosidade direta do sol. Sabe-se que em
suinos, os trofozoitos iniciam o processo de encistamento ao longo do colon descendente
ao reto, sendo geralmente encontrados totalmente encistados em fezes formadas (Rees,
1927). Segundo Jamenson (1927), os cistos ndo sao formados em meios de cultura e

nem em casos agudos de disenteria. Tentativas de encistamento in vitro simulando
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ambiente do coélon e reto ndo foram bem sucedidas, nem com excesso de alimentos e

nem com a falta deles.

Figura 5. Cisto de Balantidium coli de suinos (Sus scrofa). Fotomicrografia sem
coloracdo. Aumento de 100X. Fonte: original do autor.

1.4 Ciclo biologico e Mecanismos de Transmisséao

A infeccdo é, frequentemente, adquirida de forma indireta pela ingestdo de cistos
em agua e alimentos, ou pelo contato direto com as maos contaminadas com 0s cistos.
Moscas sao atribuidas como vetores mecéanicos (Woody e Woody, 1960). Os cistos
aparentemente passam pelo estdmago integros e o seu desincistamento ocorre no
intestino grosso, principalmente no ceco, onde o trofozoito se desenvolve (Little, 1931).
Nesse processo ocorre liberacdo dos trofozoitos que se multiplicam, tendendo a se
estabelecer em coldnias. Dentro do tecido, B. coli migra, produzindo ulceras, formando
abscessos, que podem se extender pela camada muscular de segmentos do intestino
grosso (Figura 6) (Ladas et al., 1989).

Segundo Rezende (2002) a doenca causada por B. coli tem sido relatada como
balantidiose ou balantidiase, ambas as denomina¢fes sdo sindnimos. Neste estudo
optou-se por utilizar o termo balantidiose, pois segundo Kassai (2006) o sufixo “ose” tem
sido o mais utilizado em artigos e livros didaticos, e portanto, deve ser estimulado o seu

uso para facilitar as buscas em bancos de dados.



Ingestao dos cistos por l
meiz de agua e alimentos
contaminados. O cisto &
a ferma infectante do

para Sito

Alguns trofozoitos podem
invadir a parede do colon

Cistos e trofozoitos
ehminados com as
fezes do hospedeiro

encistamentn apis
reproducac sexuada

[conjugacan)

divisao binaria

cisto trofozoito

Figura 6. Esquema do Ciclo biolégico de Balantidium coli. Fonte: CDC.

Uma das principais duavidas quanto a balantidiose é sobre a sua transmissao. Ainda
hoje ndo se tem comprovacdo da transmissdo de cistos de origem suina ou de outros
animais para o homem. A transmissdo dos cistos de suino para o homem, amplamente
divulgada nos livros de parasitologia ainda permanece como uma teoria. O primeiro
experimento que avaliou a infeccdo do parasito no homem foi realizado em 1896.
Andrews (1930)! apud Geddes (1952) citou que Cassagrandi e Barnagallo transferiram

formas evolutivas de B. coli de origem suina para voluntarios humanos, mas a infecgéo

tAndrews, J. Trans. 8th Cong Far East Ass Trop Med. 1930,2:194.



humana nao ocorreu. Knowles e Das Gupta (1934) administraram trofozoitos e cistos de
B. coli de origem simia a dois humanos , porém também ndo conseguiram comprovar tal
infeccdo. Young (1950) forneceu cistos e trofozoitos do parasito em céapsulas de gelatina
para dois voluntarios, que foram acompanhados em um periodo de 10 anos. Essas
pessoas nao desenvolveram diarreia e nem apresentaram formas evolutivas do parasito
nas fezes. Por outro lado, Walker (1913) foi capaz de reproduzir a doenca
experimentalmente em primatas ndo humanos pela alimentacéo e por inoculagéo retal
com trofozoitos de B. coli de origem suina. Krascheninnikow e Wenrich (1958) nao
obtiveram sucesso ao tentar infectar hamsters com isolados de B. coli e Balantidium
caviae através da inoculacéo retal ou por laparotomia.

Schumaker (1930) observou que ratos mantidos em dieta rica em caseina
apresentaram dificuldades de desenvolvimento da infeccdo experimental, porém quando a
dieta foi composta por 93,5% de carboidratos, a multiplicacdo do parasito e a taxa de
infeccdo dos ratos foram altamente favorecidas. Awakian (1937) demonstrou que tanto
cepas de Balantidium sp. isolados de humanos, suinos e ratazanas mantidas in vitro, bem
como amostras fecais com cistos, foram capazes de infectar experimentalmente animais
de laboratorio, ratos e porquinhos da india. Os roedores infectados apresentaram
caracteristicas crbnicas da doenca, além disso, os animais permaneceram liberando as
formas parasitarias por mais de quatro meses. A balantidiose experimental, também como
na infec¢do natural, segue um curso cronico, havendo eliminacédo de formas evolutivas do
parasito nas fezes.

Yang et al. (1995) infectaram experimentalmente 10 suinos de dois meses de idade
e quatro macacos Rhesus (Macaca mulatta) com fezes humanas contendo cistos de B.
coli. Tanto os suinos quanto 0os macacos apresentaram sinais e sintomas compativeis
com balantidiose apresentando diarreia, febre, desidratacéo e perda de peso. Os exames
histopatolologicos das porgdes do intestino grosso revelaram mucosa intestinal coberta
com muco, tecido necrotico, edema, hemorragia e infiltrado inflamatério eosinofilico.
Foram detectadas formas evolutivas de B. coli, tanto nas fezes, como nos tecidos

estudados desses animais.
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1.5 Epidemiologia

A balantidiose humana €é considerada uma doenca negligenciada. Infeccbes por
Balantidium sp. foram relatadas em diversas partes do mundo, incluindo regides no
extremo norte do planeta, como Suécia, Finlandia, Noruega e norte da Russia. Entretanto,
as taxas de prevaléncia mais elevadas sao encontradas nas regides de clima tropical e
subtropical. O protozoario foi diagnosticado no Canadé, Estados Unidos, México,
Honduras, Costa Rica, Panama, Jamaica, Cuba, Porto Rico, Venezuela, Colombia, Brasil,
Uruguai, Argentina e Chile (Aredn e Koppisch, 1956). Porém os maiores focos endémicos
foram documentados em locais com climas tropicais e subtropicais nas Américas Central
e do Sul, destacando Brasil, Venezuela; Filipinas; Papua Nova Guiné; regido da antiga
Pérsia; Asia Central e do Sul e algumas ilhas do Pacifico (Zaman, 1978; Solaymani-
Mohammadi e Petri Jr., 2006).

Embora a infeccdo por B. coli tenha distribuicAo mundial, sua incidéncia em
humanos é considerada muito baixa. Até 1980, foram descritos na literatura em diversos
trabalhos, aproximadamente, 1000 casos humanos (Solaymani-Mohammadi e Petri Jr.,
2006). A estimativa da prevaléncia mundial é 0,02 a 0,1%. Altas taxas de prevaléncias,
acima de 28% foram descritas em poucas areas (Esteban et al.,, 1998; Schuster e
Ramirez-Avila, 2008). Walzer et al. (1973) ressaltam que a baixa prevaléncia do parasito
na populacdo humana pode ser explicada pelas possiveis diferencas antigénicas que
tornam o homem resistente a infecc¢cao por B. coli, ainda que viva em contato proximo
aos suinos ou em condi¢cBes sanitarias deficientes.

Este parasito é mais frequente em suinos onde as taxas encontram-se entre 33 a
94,76%, sendo considerado a principal fonte de infeccdo (Walzer et al., 1973; Schuster e
Ramirez - Avila, 2008). A transmissdo do agente etiolégico pode ocorrer por contato
direto, que favorece a proximidade com esses animais, tornando médicos veterinarios e
tratadores, os principais grupos de risco. Além disso, a ingestdo de alimentos e agua
contaminados com o0s dejetos dos suinos, manuseio de seus intestinos em matadouros
frigorificos e uso de suas fezes como fertilizantes podem ser consideradas possiveis
fontes de infeccédo para humanos (Schuster e Ramirez - Avila, 2008). Ambientes quentes
e Umidos, como os encontrados nos tropicos, podem favorecer a transmissdo dessa
parasitose, pois sdo as condi¢cfes ideais para aumentar o periodo de viabilidade da forma
cistica (Walzer et al., 1973).
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A alta incidéncia de balantidiose humana foi relatada na Papua Nova Guiné, sendo
registrada positividade de 28% na populacao local. Porém, Covree e Rijpstra observaram
guatro anos depois, que a incidéncia da parasitose nao ocorria de forma uniforme nos
vilarejos, e que os locais com maior frequéncia coincidiam com areas onde havia elevada
concentracdo de suinos. Os autores relataram também que as areas de maior incidéncia
geralmente consistiam nos planaltos, onde era observado clima frio e presenga ventos, 0
gue forcava os animais a procurar abrigo nas habitacdes humanas, ou proximo delas,
estreitando a distancia fisica entre humanos e suinos (Covree e Rijpstra®, 1961 apud
Owen, 2005). Em Delhi, india a frequéncia do parasito foi de 2,4% das 127 amostras
fecais de criancas estudadas (Kaur et al., 2002).

Walzer et al. (1973) ressaltam que a maioria dos relatos de balantidiose humana
sdo de casos clinicos de individuos sintoméaticos, casos com complicacdes ou fatais,
sendo poucos os relatos de surtos ou estudos coproparasitolégicos especificos para esta
parasitose. O maior inquérito coproparasitolégico que pesquisou B. coli em amostras
fecais humanas ocorreu no nordeste do Altiplano da Bolivia. Na ocasido foram coletadas
amostras fecais de 2124 escolares de 5 a 19 anos de 22 comunidades rurais da etnia
Aymara. A prevaléncia geral da parasitose variou entre 1,2% a 5,3%. Também foram
coletadas 50 amostras de suinos criados na regido, sendo detectadas 54% de
positividade para B. coli. Apesar do baixo status nutricional da populacdo desta regiéo,
gue apresenta precarias condi¢cdes soOcio-econbmicas, as criancas apresentavam-se
assintomaticas, sendo consideradas portadoras da parasitose (Esteban et al.,1998).

Além desse estudo, em Santa Cruz e La Paz também na Bolivia, Basset et al.
(1986) realizaram trés inquéritos coproparasitolégicos. Em Santa Cruz a prevaléncia foi de
1,8% entre 381 amostras estudadas, onde todas as pessoas infectadas estavam
aparentemente saudaveis. Os outros dois relatos foram observados em duas diferentes
provincias de La Paz. Uma em Coroico na regido de Yungas, onde foi observada a taxa
de prevaléncia de 1,3% de 385 criancas de dois a nove anos de idade, e outro na
Provincia de Saavedra, onde a taxa foi de 8% em 100 amostras fecais analisadas de
criancas de quatro a quinze anos de idade.

Na Venezuela a prevaléncia estimada de balantidiose humana é de 12% e o
parasito tem sido evidenciado em 33% dos suinos (Cermefio et al., 2003). Guzman et al.

% Covree LMJ, Rijpstra AC. The prevalence of Balantidium coli in the central highlands of Western
New Guinea. Doc Med Geogr Trop. 1961; 13:284-286.
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(2013) estudando B. coli em comunidades da Venezuela, evidenciaram o parasito em
65% de suinos de granja do tipo industrial, 67% de suinos criados em sistema doméstico,
porém néo diagnosticaram nenhuma forma evolutiva do parasito nos 51 tratadores desse
animais.

Castillo (2013) diagnosticou o parasito em 5% de 100 amostras fecais de
produtores de suinos na provincia de Balsas localizada na regido sul do Equador. J& em
San Caetano, Provincia de Corrientes, Argentina foi evidenciado 0,5% do parasito em 207
criancas em idade escolar (Borda et al., 1996).

Em Lima, Perq, entre 1985 a 1990 foram hospitalizados com balantidiose quatro
pacientes no Hospital Dois de Maio. Todos eram homens, possuiam mais de 60 anos,
agricultores com histéricos de disenteria cronica. Um dos pacientes apresentou também
tumoracdo na ampola retal. Trés receberam tratamento, porém somente dois
sobreviveram e se recuperaram da infeccdo. Além desses, foram identificados historicos
de mais 23 pessoas com a doenca, que foram internadas em outros hospitais da cidade
(Pamo et al., 1991).

No Brasil, poucos sao os levantamentos de diagnostico parasitolégicos especificos
para este parasito. Em 1969, Machado et al. estudando a pararasitose em 1214 pacientes
atendidos no municipio de Niterdéi relataram a frequéncia de B. coli em nove (0,74%). Em
todos 0s casos 0s pacientes apresentavam alteracdes intestinais, sendo evidenciado
principalmente, diarreia ou disenteria e dor abdominal. Amostras fecais foram submetidas
a quatro técnicas coproparasitolégicas nas quais foram diagnosticadas formas evolutivas
do protozoario. Dos nove pacientes positivos somente dois relataram contato com suinos.
Em hospitais no estado do Para, foi observado 0,9% de B. coli em 110 criancas que
apresentavam diarreia aguda (Vasconcelos, 1981).

Defecacéo indiscriminada no meio ambiente pela populagdo humana, habito de
criacdo de animais principalmente suinos, superpopulacdo e principalmente precéarias
condi¢cBes de saneamento basico, sdo alguns dos fatores responsaveis pelo aparecimento
da parasitose (Cancrini et al., 1989). Dentre os 325 surtos de doencas parasitarias
transmitidas pela agua na América do Norte e Europa, os que envolveram B. coli
correspondem a 0,3% (Karanis et al., 2007). Agua com cistos do parasito tem sido
apontada como um dos principais fatores de risco para aquisicdo da parasitose. Lerman
et al. (1970) descreveram o quadro clinico de diarreia e anorexia determinada pelo

protozoario em um militar caucasiano de 19 anos que serviu em base militar no Vietna.
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Na anamnese o militar relatou o consumo de agua de poco durante 0os nove meses de
trabalho na base militar.

Na Franca, Bellanger et al. (2013) relataram um caso de disenteria pelo protozoario
no qual um homem de 28 anos de idade, foi admitido na Unidade de Emergéncia, com dor
abdominal, febre, vomito e mais de dez evacuacdes esverdadeadas por dia. No exame de
fezes foram evidenciados muitos trofozoitos de B. coli. O paciente ndo apresentou
nenhum histérico compativel de balantidiose. Ele ndo tomava medicamentos, ndo estava
imunocomprometido, ndo apresentava histérico de viagem e nao tinha doenca crénica,
vivia sozinho e nao tinha contato com animais, sendo somente relatado uso de hidratacéo
oral com bolsas térmicas em caminhadas ao ar livre. O paciente foi tratado com
metronidazol durante 10 dias e recuperou-se plenamente.

Infeccbes humanas por B. coli em paises industrializados sdo muito raras
(Bellanger et al., 2013; Ferry et al., 2004). No Canada, Little (1931) relatou o primeiro caso
de disenteria causada pelo protozoario no pais. Era um homem inglés imigrante de 69
anos de idade, trabalhador de fazenda e estradas de ferro, que foi internado no Hospital
de Ontario em Hamilton com comportamento maniaco e suicida. O paciente apresentava
historico de dois anos de diarreia. Apds o diagndstico o paciente foi tratado e a infeccao

foi eliminada.

1.5.1 Hospedeiros

7

Balantidium sp. € um parasito de ampla distribuicdo, ja tendo sido descritas em
mais de 50 espécies animais com base em sua morfologia e hospedeiros parasitados
(Arean e Koopisch, 1964; Zaman, 1964; Solaymani-Mohammadi e Petri Jr., 2006).
Protozoérios desse género foram detectados em amostras fecais de humanos, suinos
domeésticos, javalis, ovelhas, equinos, bovinos, porquinhos da india, tartarugas, primatas
nao humanos, répteis, passaros, peixes e artropodes (Arean e Koopisch, 1964; Zaman
1964). Balantidium coli pode parasitar uma grande diversidade de animais, 0 suino
doméstico (Sus scrofa domesticus) e primatas ndo humanos, principalmente os do Velho
Mundo sdo considerados os reservatorios mais importantes para a infeccdo humana,
determinando o ciclo de transmissao zoonético (Nakauchi, 1999).

Outras espécies do ciliado foram evidenciadas e estdo bem descritas

morfologicamente como: B. caviae parasito de porquinho da india (Neiva et al., 1914),
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Balantidium ovatum e Balantidium blattarum em baratas (Ghosh, 1922a; Ghosh 1922h).
Balantidium andianusis e Balantidium sinensis em salamandras gigantes, Andrias
davidianus, na China (Li et al., 2008). Balantidium entozoon parasitos de anfibios que foi
caracterizado também, por meio de ferramentas moleculares e ultraestruturais (Grim e
Buonamo, 2009).

Levine (1940) aponta a classificacdo taxondmica proposta por McDonald em 1922.
Este autor afirmou que B. coli de origem suina, na verdade, corresponde a duas espécies
distintas, B. coli e Balantidium suis. Para distingui-las tal autor utilizou as seguintes
caracteristicas morfologicas: trofozoitos de B. coli sdo relativamente mais largos do que B.
suis; relacdo comprimento-largura de B. coli € 1,3 a 1,4 e para B. suis 1,8; o citdstoma de
B. coli é aproximadamente apical e de B. suis é sub-apical; o0 macronucleo de B. suis é
mais delgado do que de B. coli; B. suis € mais fino posteriormente e mais largo na porcao
anterior até o meio do corpo, enquanto B. coli apresenta maior largura na parte posterior
até a porcdo mediana.

Colocando em duavida a proposta de McDonald (1922), Levine (1940) comparou a
relacdo comprimento — largura de trofozoitos retirados diretamente do conteudo cecal de
suinos e de isolados de trofozoitos dos mesmos suinos, mantidos em cultivo. Para
comparacdo, o material fecal a fresco e de cultivo foi fixado com o conservante
Kleinemberg, que tem como base solucéo de 2% de &cido picrico. Apés as mensuragdes,
0 autor observou que das oito cepas estudadas, seis apresentaram tanto no material a
fresco quanto em cultivo a relagdo comprimento - largura do tipo coli like, uma cepa no
material fixado de fezes a relacdo suis like e no cultivo uma conformacéo tipica de coli like
e em outras duas cepas houve uma relagéo inversa. O estudo de Levine (1940) mostrou
gue a relacdo comprimento-largura proposta por McDonald (1922) ndo pode ser
considerada como uma caracteristica constante para classificar as espécies do
protozoario. Levine (1940) e Awakian (1937) ressaltaram que os trofozoitos de B. coli sdo
pleomorficos e, geralmente em cultivos tendem a se tornar mais arredondados, devido a

maior quantidade de nutrientes ingeridos, principalmente o amido de arroz.

1.5.1.1 Humanos

B. coli é considerado o maior protozodrio e o unico ciliado parasito do homem. A

prevaléncia da balantidiose em seres humanos ndo é considerada alta (Solaymani-
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Mohammadi et al., 2004). Geralmente, a positividade € mais elevada em regides
endémicas onde € frequente o contato com suinos (Oberhuber et al., 1993; Sharma e
Harding, 2003). Entretanto, somente a proximidade com os suinos e suas fezes, ndo sao
suficientes para que se instale uma infeccdo em humanos. Outros fatores também podem
ser considerados, como intrinsicos do hospedeiro, incluindo imunidade e resisténcia, e do
parasito, destacando sua habilidade de invaséo tecidual (Schuster e Ramirez-Avila, 2008).

A presenca marcante de suinos como fonte de infeccdo para B. coli foi relatada no
maior surto de balantidiose humana até hoje documentado, que ocorreu nas ilhas de Truk,
localizado préxima a Papua Nova Guiné, que fazem parte dos estados federados da
Micronésia. O evento envolveu 110 pessoas em um curto periodo o tempo, devido a
contaminacdo de fontes de &gua de abastecimento por fezes de suinos durante a
passagem de um tufdo (Walzer et al., 1973).

Vasquez e Vidal (1999) descreveram um caso clinico de balantidiose disentérica
com presenca de suinos no Distrito de Acoria, Perad em um criador de suinos de 60 anos
de idade. O criador foi submetido a bidpsia retal, sendo detectados formas vegetativas de
B. coli. Mesmo tendo recebido tratamento com metronizadol, o paciente faleceu com falha
organica multissistémica. Ap6s seu o6bito, foi realizada uma investigacdo epidemiolégica,
onde foram coletadas amostras fecais dos seus suinos e das pessoas vizinhas,
totalizando 18 pessoas e dois suinos. Todas as pessoas foram negativas para B. coli nos
exames coproparasitolégicos, porém as amostras fecais dos suinos apresentaram grande
namero de formas evolutivas do parasito. Os autores destacam que esse Distrito tem
tradicdo na agricultura familiar, com os suinos vivendo em precarias condi¢des higiénico-
sanitarias. Geralmente, a eliminacdo dos excretas desses animais ocorre diretamente em
meio ambiente, proximo as fontes de agua de consumo humano, o que poderia favorecer
a infeccao.

No Brasil, Pinheiro e Lima (1991) relataram o caso de uma mulher de 63 anos
habitante da zona rural de Uberaba, Minas Gerais, também criadora de suinos. A paciente
apresentou enterorragia e disenteria durante oito dias, falecendo logo apos internagéo. O
exame histopatolégico do intestino grosso revelou processo inflamatorio e presenca de
trofozoitos de B. coli nas criptas e nas bordas das Ulceras. A falta de um diagnéstico
rapido pode ter favorecido a evolugéo do caso.

Em Santiago do Chile foi documentado o caso de uma menina de trés anos que
apresentou balantidiose, com diarreia, dor epigastrica e anorexia. Cistos de B. coli foram

diagnosticados nas fezes. Através da retossigmoidioscopia foi possivel observar Ulceras
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profundas em formato de estrela, com dois a quatro milimetros de diametro, contendo em
seu material mucoso trofozoitos do parasito. Os pais dessa crianga possuiam criagdo de
suinos, e relataram que sua filha costumava brincar na pocilga dos animais. Amostras
fecais dos pais também foram analisadas, porém, ndo foram observadas formas
evolutivas do protozoario. Nas fezes dos animais também foram detectados B. coli
(Palomino e Donkaster, 1971).

Coutinho et al. (2004) documentaram o caso de um lactente de 13 meses, morador
de Sao Paulo, do sexo masculino, que apresentou diarreia persistente. Ao exame de
fezes foi diagnosticado trofozoitos ciliados compativeis com B. coli. O paciente
apresentou recuperacdo da infeccado apds o tratamento com metronidazol. A avé relatou
que o lactente frequentava seu sitio, onde havia criagdo de suinos.

A proximidade dos indigenas com suinos associado a higiene precaria das aldeias
sdo fatores importantes que tem favorecido o encontro da balantidiose em diversas etnias.
Em um inquérito parasitologico realizado entre o grupo indigena Zoré, Mato Grosso pode-
se evidenciar 2,9% (5) da populacdo parasitada por B. coli. Os Zoré cacam suinos
selvagens para comer, como também criam filhotes sempre que conseguem captura-los
na floresta. Os porquinhos séo criados em pequenos chiqueiros adjacentes as habitacdes
até atingirem a idade adulta, quando entdo sédo soltos no péatio da aldeia e perseguidos
até serem mortos por flechadas (Coimbra Jr e Santos, 1991). Casos de balantidiose em
criancas indigenas que também tinham contato préximo com suinos foram evidenciados
na Serra de Perija, Venezuela como demonstrado por Cheng - Ng et al. (2006) e também
na Costa Rica por Saborio et al. (1993) e por Carlos e Hilda (2011).

Na regido da antiga Pérsia, o quadro clinico de balantidiose foi revisado por
Geddes (1952). Trabalhadores de uma empresa anglo-iraniana foram submetidos a
avaliacdo meédica periddica, sendo diagnosticados no ano de 1948, 87 casos de
balantidiose, que foram posteriormente tratados. Nesta area a populacédo é estritamente
mulgcumana, o que descarta 0 suino como reservatorio do protozoario, pois, a ingestao de
carne suina em paises que possuem esta cultura religiosa ndo € permitida, logo tais
animais nao sao criados. O autor atribui a interacdo entre humanos como principal fonte
de transmissdo. Segundo Woody e Woody (1960) apesar do suino ser considerado
reservatério natural de B. coli, a funcdo dele na transmissdo da parasitose ainda é
guestionada, pois o historico de casos clinicos relacionados a proximidade homem-suino
equivale somente a 14% dos casos estudados. Os mesmos autores relatam a presenca

de episddios de diarreia em uma menina venezuelana de cinco meses de idade. Ao
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exame coproparasitolégico foram evidenciados inumeros trofozoitos de B. coli. Seus
parentes relataram n&o criar suinos e ndo ter convivio com outros animais.

A auséncia de porcos nas populacbes mulgumanas, que ainda assim
desenvolveram a balantidiose, torna a transmissdo humano-humano um risco real.
Nesses casos ratos podem ser considerados como possiveis carreadores do parasito.
Além disso, o autor questiona se o ciliado especifico de roedores pode infectar o ser
humano. As baratas podem funcionar como vetor mecanico carreando cistos das fezes
para os alimentos (Tatfeng et al., 2005). O lodo de efluentes também pode ser
considerado um fator de risco para transmissao da parasitose (Amin, 1988).

B. coli pode ser considerado um parasito oportunista, ja tendo sido diagnosticado
em pacientes imunocomprometidos que vivem em ambientes urbanos (Schuster e
Ramirez - Avila, 2008; Yazar et al., 2004). Disenteria por B. coli foi relatada em um
paciente HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) positivo, criador de suinos, natural da
Guiana Francesa, que também apresentava histoplasmose disseminada. O
imucomprometimento, provavelmente, pode ter favorecido a infec¢do pelo protozoario. O
caso clinico ndo apresentou complicacfes, sendo o quadro revertido com sucesso apos 0
tratamento com doxiciclina. Este foi o primeiro relato de balantidiose descrito na literatura
médica em paciente HIV positivo (Clyti et al., 1998).

Na Venezuela, Cermefio et al. (2003) também relataram caso de diarreia cronica
determinada pelo protozoario em paciente HIV positivo, que nado foi tratado para a
parasitose e por isso faleceu. Recentemente, foi documentado o primeiro caso de
balantidiose no Brasil em um paciente com esta coinfec¢do, o qual nunca apresentou
contato com suinos ou nenhum outro animal reservatério da parasitose. O paciente era
um homem morador de area urbana, trabalhador de uma agéncia bancaria. Ao exame
clinico, relatou trés episédios diarreicos por dia. B. coli foi detectado no exame
coproparasitolégico. O habito de ingestao de alimentos crus consumidos diariamente pelo
paciente foi considerado como o principal fator de risco para aquisicdo da infeccao
(Figueiredo et al., 2012).

Na Turquia o primeiro caso de disenteria causada pelo protozoario ocorreu em uma
mulher de 47 anos com linfoma ndo Hodgkin. Na ocasido a mulher também relatou nao
apresentar contato com suinos. Os autores enfatizam que a pesquisa do parasito deve
ser sempre considerada em pacientes imunocomprometidos, mesmo que nao tenham

contato com suinos ou outros animais (Yazar et al., 2004).
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Pessoas com problemas mentais, que possuem habitos de coprofagia ou vivem em
instituicbes fechadas como em asilos, orfanatos, prisdes e instituicbes de pacientes com
problemas neuroldgicos, sdo potenciais hospedeiros de B. coli, caso haja individuos
infectados nos locais. Na Italia B. coli juntamente com Cryptosporidium parvum, foram os
parasitos mais evidenciados em pacientes (9,2%) de quatro instituicbes que abrigam
pessoas com necessidades especiais (Giacometti et al., 1997).

Obstrucéo intestinal determinada pela reacdo inflamatoria na infeccdo por B. coli
ocorreu em um rapaz canadense de 24 anos, que apresentava problemas mentais e
habito de ingerir qualquer material do chdo. Apds enterotomia o paciente faleceu, sendo
detectado o parasito em achados histopatologicos (Baskerville et al., 1970). Também no
Canada, Elliot e Hotson (1953) descreveram um caso de um rapaz de 27 anos
esquizofrénico que vivia sob cuidados em uma Instituicdo especializada. O rapaz
apresentou um quadro de diarreia crénica durante 11 anos, sendo em alguns momentos
evidenciados nas fezes muco e sangue. Quando o paciente comecou a perder peso foi
realizado exame coproparasitolégico, onde foi detectado trofozoitos de B. coli. Apés o
exame, o paciente foi submetido ao tratamento com carbasone e sulfaguanidina. Por viver
por muitos anos em local fechado, teve-se certeza que o paciente ndo havia entrado em

contato com animais.

1.5.1.2 Suideos

Suideos, domésticos e selvagens, tem sido considerado por muitos pesquisadores,
como um dos principais grupos de animais reservatérios da balantidiose (Esteban et al.,
1998; Solaymani-Mohammadi et al., 2005). De forma geral, as principais criacfes de
suideos sdo compostas por suinos domésticos (Sus scrofa domesticus). Geralmente,
estes animais estdo confinados em propriedades que executam a suinocultura de
subsisténcia, também conhecida como produtor do tipo familiar ou em criagdes industriais,
gue utilizam animais de alta performance produtiva (Sarcinelli et al., 2007).

Os modelos de sistemas de criagcdes de suinos sao classificados basicamente em:
extensivos, semi-intensivos e intensivos. Os extensivos consistem na criacdo de suinos
sem qualquer instalagdo ou benfeitorias, sendo caracterizada pela manutencdo dos
animais no campo durante todo o processo produtivo (Bonett e Monticelli, 1998). Na maior

parte das vezes, a alimentacdo dos animais € complementada com restos de cozinha ou
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desperdicios agricolas. Pouco ou quase nada se faz para providenciar abrigo e nao se
investe em racdo de qualidade ou servicos médicos veterinarios (Sarcinelli et al., 2007).

O sistema intensivo caracteriza-se pelo confinamento total do animal em todas as
fases de sua vida, em instalacdes especializadas, que asseguram um controle ambiental
adequado. Esse sistema apresenta carater empresarial, sendo geralmente utilizado pelas
criagbes do tipo industrial, adota esquema de profilaxia especifico no controle das
principais doengas e utiliza esquemas nutricionais otimizados para as diferentes fases da
vida do animal (Bonett e Monticelli, 1998). O sistema semi-intensivo consiste na
combinacdo dos aspectos do sistema extensivo e intensivo, pois objetiva o
aproveitamento racional da area e recurso disponivel (Nicolaiewsky et al., 1998).

Segundo Sobestiansky et al. (1998) nos sistemas intensivos, geralmente, 0s suinos
séo categorizados e alojados de acordo com sua faixa etaria em:

¢ leitdo recém nascido: animais em fase de aleitamento com 21 a 28 dias de
vida;

¢ leitdo de creche: permanecem nesta fase do desmame até 65 dias de vida;

e leitdo de terminacdo: constituem animais dos 65 a 150 dias de idade
guando estardo pesando em média 110 quilos de peso vivo e serdo
vendidos para os matadouros frigorificos;

o fémea marrd ou leitoa: fémeas compradas dos produtores de reprodutores
com cinco a oito meses de idade e que seréo preparadas para reproducéo;

e fémea vazia: animais em descanco reprodutivo;

e fémea gestante: animais alojados em celas de gestacdo. O periodo de
gestacdo em média € de 115 dias;

¢ fémea maternidade: fémeas em fase de amamentacédo. Ficam alojadas em
celas maternidade junto com seus filhotes;

e cachaco ou varrdo: reprodutores que irdo cobrir as fémeas ou serao
utilizados para a producdo de sémen. Permanecem nesta fase de oito

meses até em média seis anos de idade.

A balantidiose tem sido relatada em granjas de suinos em diversos paises. No
estado de Oklahoma, Estados Unidos, foi observada a prevaléncia de 55,1% para B. coli
nas amostras fecais dos suinos (Morris et. al., 1984). Ja na Geoérgia, também Estados
Unidos, Marti e Hale (1986) estudando 1173 amostras fecais de suinos de criagfes

intensivas, em um periodo de cinco anos, observaram frequéncias de infeccao por B. coli
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acima de 50% em fémeas com idade reprodutiva, destacando as fases de gestacao e
lactacéo.

Weng et al. (2005) estudaram parasitoses intestinais em 3636 amostras fecais de
suinos de 38 granjas industriais na Provincia de Guangdong, China, sendo B. coli o
parasito mais diagnosticado (47,2%). Outros parasitos também foram evidenciados como
Trichuris suis, Asacaris suum, Oesophagostomum spp. e coccidios como Eimeria spp.
e/ou Cystoisospora suis. B. coli assim como 0s outros parasitos foram mais detectados
nas categorias reprodutoras e nos animais jovens, nas fases de creche e terminacéo.

Também na China, na cidade de Chongging, Lai et al. (2011) estimaram a
prevaléncia de parasitos intestinais em 2971 amostras de suinos de 14 criagbes
intensivas e 29 de criagBes extensivas em 13 municipios. Das 2971 amostras estudadas,
B. coli foi o parasito com maior prevaléncia (22,79%). Os autores observaram que B. coli
foi o protozoario mais comum em todas as faixas etarias dos animais. Ismail et al. (2010)
em area rurais da Coréia evidenciaram elevada frequéncia de B. coli em amostras fecais
de suinos (64,7%). Uysal et al. (2009) estudando parasitos com potencial zoonético em
fezes de suinos de granjas em Istambul, Turquia, detectaram baixa frequéncia de B. coli
(1,6%) em suinos de diferentes faixas etarias.

Bornay-Linares et al. (2006) investigaram a presenca de parasitos intestinais em
esterco de fezes de suinos de 5 granjas do tipo industrial da provincia de Alicante na
Espanha, tendo sido detectados B. coli em 78% das amostras. Em Portugal no distrito de
Evora, Gomes (2009) ao analisar 656 amostras fecais de suinos da raca Alentejana em
24 criacbes com sistema extensivo estimou a frequéncia de B. coli em 67%.

No Brasil, Nishi et al. (2000) avaliaram a presenca de parasitoses gastrintestinais
em nove granjas suinicolas dos Estados de Séo Paulo e de cinco de Minas Gerais, que
utilizavam sistema intensivo de criagcdo. Segundo os autores, foram examinadas 537
amostras de fezes, sendo 114 procedentes de Minas Gerais e 423 de Sao Paulo, nos
guais pode-se observar a frequéncia desse parasito em cerca de 8,8% e 18,7%,
respectivamente. Antunes et al. (2011), objetivando estabelecer a prevaléncia e
identificacdo de ovos e cistos de parasitos gastrintestinais em fezes de 54 leitbes na fase
de terminacédo da fazenda Capim Branco, no municipio de Uberlandia, MG, detectaram
positividade muito elevada de B. coli (98,1%).

No Distrito Federal, Aguiar (2009) realizando um levantamento parasitolégico em
130 suinos, de trés faixas etarias de criacOes familiares, detectou B. coli em 77,64%,

sendo, o parasito mais diagnosticado. Brito et al. (2012) analisando amostras de 50
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suinos de diferentes idades de propriedades familiares do municipio de Simao Dias,
Sergipe, diagnosticaram cistos e/ou trofozoitos de B. coli em 78% das amostras
estudadas. No Rio Grande do Sul, Steffen et al. (2010), estimaram frequéncia de 54,7%
de B. coli em suinos da fase de terminagéo abatidos em matadouros frigorificos na regido
central do estado.

Além de elevada frequéncia do parasito em suinos domésticos, B. coli também tem
sido detectado em suinos silvestres como nos javalis (Sus scrofa scrofa). Solaymani-
Mohammadi et al. (2004) examinando 12 intestinos de javalis, evidenciaram 25% de
positividade para formas evolutivas do parasito. Mundim et al. (2004) relataram frequéncia
de 38,5% (30/79) de B. coli em javalis da regido do Triangulo Mineiro. Em 2005,
Solaymani-Mohammadi et al. destacaram a importancia dos suinos silvestres como
possiveis reservatorios da balantidiose no Ird. Apesar da criacdo de suino nao ser
permitida no Ird, devido a sua cultura muculmana, grupos de javalis sdo observados
vagando livremente em areas rurais do pais. Fezes de javalis contendo cistos do
protozoario podem contaminar agua e alimentos e assim, determinar a transmissao

zoonotica.

1.5.1.3 Primatas nao humanos

Em primatas ndo humanos, os parasitos gastrintestinais sdo uma das causas de
doenca mais frequente. Um grande numero desses parasitos podem causar lesdes e
gerar comprometimento grave. Essas infec¢gdes tem sido relatadas em primatas do Novo
Mundo, familias Callitrichidae e Cebidae; Velho Mundo, familia Cercopithecidae e
Grandes Primatas, familias Hylobatidae e Pongidae (Toft, 1982).

Diversas espécies de primatas vivem em cativeiros, sendo mantidos geralmente
em zooldgicos, em centros de pesquisa para estudos biomédicos, centros de conservacao
de espécies ou como animais de estimacéao, pets. Os cercopitecideos do género Macaca,
tem sido os mais utilizados como modelo experimental para pesquisas cientificas
(Johnson-Delaney, 2009). Animais sob condi¢cdes naturais, raramente apresentam
doencas por endoparasitos, porém quando em cativeiros podem tornar-se mais
suscetiveis a infec¢des severas. O aumento da sensibilidade dos animais cativos ocorre
principalmente pelo estresse do confinamento que debilita o sistema imunoldgico, a
superpopulacéo dos animais, higiene do ambiente e alimentacdo deficiente (Malan et al.,
1997).
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Ainda sao poucos o0s estudos que avaliam a carga parasitaria em simios cativos.
As principais pesquisas sao realizadas com grandes primatas, como gorilas e chimpanzés
(Levecke et al., 2007).

Em estudos epidemiolégicos, Nakauchi (1999) pesquisando B. coli em amostras
fecais de diferentes animais silvestres em parque na Provincia lIbakari no Japao,
evidenciou positividade para B. coli em cinco das 24 espécies de simios estudadas, sendo
gue chimpanzé (Pan troglodytes) foi a espécie de primata que apresentou amostras fecais
com maior carga parasitaria.

Em zoologico na Malasia, B. coli foi o parasito mais diagnosticado entre o0s
primatas ndo humanos, espécies do Novo Mundo (NM) e Velho Mundo (VM), sendo
detectado em 19,2% dos animais. Sua frequéncia foi mais elevada nos simios do Velho
Mundo da familia Cercopithecidade (Lim et al., 2008). Ja no zooldgico Pefia Escrita,
Granada, Espanha, onde foi pesquisada a prevaléncia de parasitoses gastrintestinais em
todos os animais cativos para avaliacdo da saude do plantel, B. coli foi somente
identificado nas amostras fecais de 1,9% dos simios (Cordon et al., 2008). Levecke et al.
(2007) também estudando as parasitoses intestinais em 31 espécies de primatas nao
humanos representados por prosimios, NM, VM e grandes primatas, em quatro zooldgicos
da Bélgica, detectaram elevada frequéncia de protozoarios nos simios do VM, destacando
positividade para Entamoeba spp. (44%), Giardia spp. (41%) e B. coli (13%).

Balantidiose também tem sido relatada em primatas em vida livre. Em amostras
fecais de Rhesus, que habitam livremente o Templo de Kathmandu, Nepal, B. coli foi
detectado em 32,3% das amostras (Jha et al., 2011). Parasitoses gastrintestinais de
oragotangos (Pongo abelii) em vida livre, semi - cativos e cativos da regido de Sumatra,
Indonésia foram estudadas desde 1998 até 2004. Os animais em vida livre apresentaram
frequéncia de B. coli de 75%, significativamente maior do que o0s animais cativos e
semicativos. Os autores relataram que nesta regido suinos silvestres circulam no mesmo
local que os orangotangos, favorecendo a manutencao da infec¢ao de B. coli em natureza
(Mul et al., 2007). O parasito também foi detectado no Instituto de Primatologia no Quénia,
Africa por Munene et al. (1998) ao estudarem amostras fecais de primatas ndo humanos
vivendo em diferentes habitats. Nos simios em vida livre e cativos foram evidenciadas
positividade para B. coli, respectivamente, nos Babuinos, (Papio cyanocephalus anubis)
41,3% e 53,3%, Sykes (Cercopithecus mitis) 43,6% e 23,2% e nos Vervets cativos
(Cercopithecus aethiops) 30%.
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No Brasil, B. coli foi pela primeira vez relatado em Muriquis (Brachyteles
arachnoides hypoxanthus) em vida livre na estacdo Biologica da Caratinga, Minas Gerais
por Santos et al. (2004). O protozoério foi evidenciado nas amostras fecais nos trés anos
de acompanhamento do grupo em vida livre. No ano de 1993 a positividade foi de 30%,
em 1994 foi de 27,7% e em 1996 de 16,6%. No Espirito Santo, B. coli foi o parasito mais
diagnosticado nas amostras fecais dos Muriquis do Norte (Brachyteles hypoxanthus),

tendo sido detectado em 57% do material fecal coletado (Angonesi et al., 2009).

1.5.1.4 Outros hospedeiros

Além de suideos, humanos e primatas ndo humanos, B. coli também tem sido
detectado em amostras fecais de outros animais. Na Argentina a frequéncia do parasito
variou em 20% em emas da variedade pequena (Rhea pennata) e 16,3% em emas da
variedade grande (Rhea americana) (Martinez-Diaz et al., 2013). Em um inquérito de
parasitoses intestinais de 685 aves silvestres de dois criatérios em Pernambuco foi
diagnosticado B. coli em 13,9% das amostras fecais analisadas nos membros da familia
Columbidae (Freitas et al., 2002). Ederli e Oliveira (2008) evidenciaram o0 parasito em
22% das amostras fecais de avestruzes (Strutio camelus) de diferentes criatérios no
estado do Rio de Janeiro.

Balantidium sp. com morfologia compativel a B. coli foi detectado por meio de
exame de fezes em oito ratazanas (29%) no Jardim Zoolégico de Moscou, Russia
(Awakian, 1937). Em 2007, Da Silva et al. detectaram pela primeira vez o parasito em
duas nutrias, roedores silvestres (Myocastor coypus) em criadouro conservacionista do
municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul.

Na Finlandia, esse protozoéario foi relatado como possivel causador de colite aguda
em uma égua, que foi submetida a eutanasia. Alteracdes histopatolégicas foram
observadas somente no célon, onde foi revelado edema, infiltrado inflamatério, pontos de
hemorragicos e trofozoitos de B. coli totalmente submersos na camada mucosa (Headley
et al., 2008). Na Coréia, um caso de 0Obito por B. coli foi registrado em um carneiro da
Barbaria (Ammotragus lervia). Na ocasido o animal estava letargico, porém néao
apresentava fezes diarreicas. O exame histopatolégico demonstrou a presenca de
trofozoitos de B. coli nos nédulos linfaticos, porém tais formas evolutivas ndo foram
detectadas no conteudo intestinal, sugerindo um padrdo de invaséo silenciosa (Cho et al.,
2006).
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B. coli foi detectado em 25% dos 200 bovinos estudados de Lahore, Paquistdo e
em 18,3% das fezes de 400 asininos também habitantes de Lahore, respectivamente por
Bilal et al. (2009) e Khan et al. (2013). Além dos javalis, os camelos estdo sendo
apontados como principais reservatorios de balantidiose no Ird, pais muculmano. Em
2013, Tajik et al. relataram o primeiro caso de um camelo macho de trés anos de idade,
com balantidiose. O dromedéario apresentou diarreia e estdgio de anorexia. Foram
realizados exames clinicos, hematoldgicos e coproparasitologicos. Ao exame de fezes
foram detectadas numerosas formas evolutivas de B. coli. O animal foi tratado com
ampicilina e recuperou-se totalmente, ndo apresentando nenhuma estrutura compativel

com o parasito no sétimo dia de tratamento.

1.6 Patogenia, Manifestacdes Clinicas e Tratatamento

Balantidium sp. € essencialmente um parasito de intestino grosso, habitando,
principalmente as regides de ceco e célon (Zaman, 1978; Schuster e Ramirez - Avila,
2008). O parasito pode determinar nos hospedeiros infectados manifestacdes clinicas,
gue variam de leves a graves. As apresentacdes da infeccdo sdo classificadas em:
assintomaticas; crbnicas caracterizadas por episddios de diarreia intermitente, sem
sangue, colicas e dor abdominal secundéria a invasao da mucosa do intestino grosso pelo
trofozoito e agudas com forma disentéria, onde sdo observadas fezes liquefeitas com
muco e sangue, que se apresentam com diferentes intensidades podendo culminar em
guadros clinicos fulminantes (Dorfman et al., 1984; Vasquez e Vidal, 1999; Schuster e
Ramirez - Avila, 2008).

Segundo Woody e Woody (1960) os casos assintomaticos da parasitose,
geralmente, ocorrem em criangas. Em sua revisdo os autores apontaram que de 28
criangas diagnosticadas com o parasito, 10 (35%) apresentavam-se assintomaticas,
enquanto que de 156 adultos parasitados, somente em trés (1,9%) nao foi possivel serem
observadas manifestacdes clinicas.

A forma cronica da balantidiose é caracterizada pela presenca de movimentos
intestinais que determinam diarreias alternando com episédios de constipacdo. As
principais manifestagfes clinicas sédo dor epigatrica, colica abdominal e tenesmo. O
numero de episodios diarreicos pode variar de trés a 20 por dia. A perda de peso
geralmente € moderada e o parasito é observado nas fezes esporadicamente, sendo

necessarios a repeticdo de exames para seu diagnostico (Aredn e Koppisch, 1956). A
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duracdo das infec¢des crénicas pode variar de quatro a 26 anos nos adultos e de um a
guatro anos nas criangas (Woody e Woody, 1960).

Infecgcé@o cronica com elevado tempo de duracgéo foi relatada em um homem de 70
anos de idade que vivia na ilha de Aegean, Grécia. Em 1970, o paciente apresentou
diarreia muco sanguinolenta. Apesar de ter procurado diversos servicos hospitalares, a
causa da disenteria nunca foi esclarecida. Ap6s 15 anos, o paciente foi, entéo,
diagnosticado com colite crénica ulcerativa, sendo observados pdlipos principalmente na
regiao retal e massa tumoral pulmonar. A histopatologia dos pdlipos revelou trofozoitos de
B. coli e na massa pulmonar também foram diagnosticadas forma evolutivas desse
protozoario, além de Aspergillus sp.. O paciente foi tratado com doxiciclina e recuperou-se
totalmente da infeccao (Ladas et al., 1989).

A forma aguda aparece repentinamente com trés a 15 episodios diarreicos por dia,
acompanhada de tenesmo, fezes contendo muco, sangue e neutrofilos, dor epigastrica,
nausea e dor abdominal. A perda de peso pode ser rapida, alguns pacientes perdem até
40 quilos em um periodo de trés meses. Letargia € um sintoma marcante e esta
diretamente relacionada a desidratacdo e subnutricdo. Pacientes em forma aguda da
balantidiose exalam odor peculiar de chiqueiro pigpen. A anemia pode ser resultante de
episddios hemorragicos. Leucocitose e eosinofilia, geralmente sé sdo obervadas em
casos que cursam com complicacfes tais como, perfuracdes intestinais ou associacao
com outros parasitos. Nos casos fulminates, o 6bito ocorre, em média, entre trés a cinco
dias (Little, 1931; Arean e Koppisch, 1956). A taxa de mortalidade nesta apresentacdo
clinica é de aproximadamente 30% (Elliot e Hotson, 1953).

Em casos humanos graves, geralmente, ocorrem perfuragdes da parede intestinal
gue é facilitada pelo movimento do ciliado e por suas enzimas, como a hialuronidase
(Vasquez e Vidal, 1999). Tempelis e Lysenko (1957) demonstraram a producdo da
enzima hialuronidase por B. coli in vitro, sugerindo assim, um importante mecanismo de
invasdo tecidual. A protedlise da parede do célon é um fator importante que facilita a
invasdo dos trofozoitos, formagdo de abscesso, ulceracdo e perfuragdo do intestino
(Anargyrou et al., 2003). Padréo similar de protedlise e invasao de trofozoitos pela parede
do intestino grosso tem sido relatado na infecgdo causada por Entamoeba histolytica
(Schuter e Ramirez - Avila, 2008).

A invasao tecidual frequentemente é evidenciada por estudos patologicos, nos
guais as lesbes sdo observadas principalmente no intestino grosso, especialmente no

ceco e sigmoide. O intestino delgado raramente esta envolvido no processo infeccioso,
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exceto a porcéao final do ileo, podendo ser observado ulceracfes na mucosa. Essas séo
discretas e irregulares, com aparéncia normal ou ligeiramente hiperémica. As Ulceras
podem ser pequenas ou grandes, rasas ou profundas atingindo a camada muscular. No
processo infeccioso, o colon e o reto apresentam ilhas ulceradas e tecidos necroticos em
seu interior. As Ulceras podem variar de 0,5 a quatro centimetros de diametro.

No inicio da invasao, as lesGes tendem a ser superficiais, porém com o passar do
tempo, as Ulceras tendem a se tornar maiores e com presenca de tecido necrotico
enegrecido, onde sdo encontrados trofozoitos de B. coli. Os parasitos também podem ser
encontrados nos capilares e nos canais linfaticos do tecido infectado e linfonodos vizinhos
(Little, 1931). Invasdes silenciosas, ou seja, invasao parasitaria tecidual sem formacao de
Ulceras ou necrose, também podem ocorrer (Woody e Woody, 1960; Baskerville, et al.
1970). Microscopicamente, o0 parasito pode ser observado em todas as camadas do
tecido intestinal, submucosa, mucosa e muscular. No inicio da infeccéo, os trofozoitos sédo
encontrados agrupados em "ninhos" na submucosa. A reagéo inflamatéria fica delimitada
pela presenca de células plasmaéticas e linfécitos (Little, 1931).

As condi¢des nutricionais do hospedeiro, microbiota intestinal, infeccdes entéricas
por outros agentes etioldgicos, carga parasitaria infectante, acloridria, alcoolismo,
doencas crbnicas e sistema imunolégico comprometido, como ocorre em pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida podem favorecer a infec¢éo pelo protozoario e a
severidade da infeccdo (Woody e Woody, 1960; Esteban et al.,, 1998; Anargyrou et al.,
2003; Ferry et al., 2004). Fatores como idade e sexo ndo se mostraram determinantes na
severidade da doenca (Walzer, et al.,, 1973). Alguns casos de balantidiose estédo
associados com a coexisténcia de uma microbiota patogénica ou potencialmente
patogénica como fator predisponente para infeccdo (Schuster e Ramirez - Avila, 2008).

A balantidiose fulminante possui uma taxa de mortalidade de 30% (Esteban et al.,
1998). Rosales et al. (2000) relataram o caso de balantidiose fulminante de uma menina
de dois anos de idade, habitante de Tumbes, Perd, que nao tinha contato com suinos. A
paciente chegou ao hospital com disenteria, vomitos e desidratagdo. Formas evolutivas do
parasito foram diagnosticadas no exame de fezes, sendo o tratamento a priori realizado
com metronidazol e tetraciclina. O quadro clinico evoluiu para sépse e a menina foi a
obito. Casos fatais de balantidiose ja foram documentados em diversas partes do mundo.
Descricbes esporadicas da parasitose tem sido relatadas, tanto na América do Sul,

guanto na Costa Rica. Na Costa Rica até 1991, foram registrados trés relatos de casos
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fatais e varios informes da presenca do parasito em estudos de prevaléncia
coproparasitolégicos (Hernandez e Rivera, 1991).

Apesar do intestino grosso ser o habitat do ciliado, infec¢des extraintestinais, ja
foram relatadas na cavidade peritoneal, apéndice, figado, trato genito-urinario, pulmdes e
até vértebras (Dhawan et al.,, 2013). Manifestacdes clinicas extra-intestinais sdo muito
raras, principalmente as de localizacdo hepatica, diferentemente do que ocorre com a
amebiase (Wenger, 1967).

Na Franca, Ferry et al. (2004) relataram caso de balantidiose determinando colite e
peritonite em um trabalhador de matadouro frigorifico de suino, que tinha 54 anos e
histérico de alcoolismo. Os sintomas apresentados foram febre, dor abdominal, disenteria
e desidratacdo severa. No diagndstico coproparasitolégico foram observados numerosos
trofozoitos e cistos de B. coli. A histopatologia revelou focos necrose com trofozoitos
invadindo a submucosa do coélon. O paciente recebeu doxiciclina e se recuperou
totalmente apods seis semanas de tratamento. Casos de apendicite pelo parasito foram
relatados em dois pacientes por Aredn e Koppish (1956). Em ambos os casos clinicos
foram observados fortes queixas de dores abdominais. Foram realizadas apendicectomias
e 0 exame histopatoldgico revelou a presenca de infiltrado inflamatério e abundantes
formas vegetativas do protozoario.

Peritonite secundaria a apendicite foram observadas em um fazendeiro, criador de
suinos, de 16 anos de idade admitido no Hospital Geral do Sul em Maracaibo, Venezuela
com dor abdominal e diarreia aguosa. Na laparotomia foi observado fluido amarelado
purulento no peritbneo devido a perfuracdo do apéndice. O apéndice foi removido e o
peritbneo drenado, porém o quadro clinico complicou-se e o paciente faleceu. O exame
do infiltrado inflamatério do apéndice e do fluido pulmonar revelaram numerosos
trofozoitos de B. coli, caracterizando quadro clinico de balantidiose invasiva (Dorfman et
al., 1984).

Wenger (1967) relatou o primeiro caso de abscesso hepético causado pelo
protozoario em um rapaz venezuelano de 16 anos de idade, que foi internado e operado
com suspeita de apendicite aguda. Em torno de 50 dias apds a cirurgia, o paciente foi ao
obito, e na necropsia foi, entdo, observado infiltrado inflamatério e perfuracdes em colon,
apéndice e diafragma. A perfuracdo do diafragma estava localizada préximo a um
abscesso hepatico. Trofozoitos do parasito foram detectados no conteddo do abscesso e

também em material de peritdneo.
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Acredita-se que casos de infeccOes de trato geniturinario pelo parasito ocorram
pelo contato direto de material fecal da regido anal, pela presenca de fistulas retovaginais
ou secundaria a invasdes teciduais. Na india foi relatado o caso clinico de uma mulher de
29 anos com disuria e aumento de frequéncia urinaria. No exame de urina foi observado
trofozoitos compativeis com B. coli, porém no exame copraparasitolégico nédo foi
evidenciado formas evolutivas do protozoario. A mulher recuperou-se totalmente apos
tratamento com tetraciclina e metronidazol (Sumukhi, 2007).

Na Italia um paciente com linfoma ndo Hodgkin, que estava sendo submetido a
tratamento prolongado com quimioterapicos foi hospitalizado com problemas renais.
Trofozoitos de B. coli também foram diagnosticados no sedimento urinario, porém nao
foram evidenciados nas fezes. O paciente relatou ndo ter contato com animais. Os
autores acreditaram que o estado de imunocomprometimento associado a quimiprofilaxia
possa ter favorecido a infeccdo, que deve ter ocorrido apos invasao tecidual do parasito
na mucosa do intestino. Esse paciente também foi tratado com metronidazol (Maino et al.,
2010).

Infeccdes pulmares por B. coli ocorrem devido a sua capacidade invasiva, que
favorece o parasito em alcancar a corrente sanguinea ou sistema linfatico, e assim chegar
aos pulmdes, ou por colonizagdo direta do trato respiratério por meio da inalacdo das
formas cisticas. Na provincia de Manitoba, Canada foi relatado infeccdo pulmonar por B.
coli em um agricultor de 42 anos que praticava cultivo organico e que utilizava
rotineiramente fezes de suinos como fertilizante de solo para suas plantacdes.
Provavelmente, devido ao manejo do fertilizante, o agricultor inalou os cistos em forma de
aerossol, que se instalaram em seus pulmdes. Apés tratamento com doxiciclina o
agricultor ficou curado (Sharma e Harding, 2003). Segundo, Schuster e Ramirez - Avila
(2008) a transmissao de cistos por via aerégena, é pouco provavel de ocorrer, pois cistos
de B. coli sdo grandes e pesados, dificultando a sua disseminacdo pelo vento ou por
goticulas de agua a uma grande distancia.

Lesdes pulmonares causadas por B. coli foram evidenciadas por Anargyrou et al.
(2003) em uma mulher de 59 anos com leucemia linfocitica, que néo se alimentava de
alimentos crus e néo tinha contanto com animais, nem com excretas de animais.
Trofozoitos foram diagnosticados no lavado broncoalveolar da paciente, porém nao foram
detectados nas fezes. A mulher recebeu tratamento com metronidazol intravenoso.
Pneumonia também em paciente imunocomprometido foi observada em mulher de 71

anos, diabetes melitus dependente de insulina que vivia na cidade de Atenas. A mulher
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tinha histérico de diarreia com febre, sendo admitida ao hospital com dor toracica,
dispneia e febre. Apos varios tratamentos com diferentes antibiéticos foi entdo avaliado as
secrecdes bronquicas, nas quais foram observados inumeros trofozoitos de B. coli. A
mulher entdo foi submetida, a tratamento com metronidazol, ciprofloxacina e imipenem,
porém foi ao 6bito com insuficiéncia cardiaca (Vasilakopoulou et al., 2003).

Infecgbes pulmonares acometem principalmente idosos ou imunocomprometidos,
porém, em 2010, Koopowitz et al. relataram caso de balantidiose determinando
hemorragia pulmonar severa e deficiéncia de ferro em homem de 20 anos
imunocompetente no Reino Unido. O diagnadstico foi obtido por meio da bidpsia e lavado
pulmonar, onde, foi observado varios trofozoitos compativeis com B. coli. Nao foi
realizado exame coproparasitolégico, ndo sendo possivel determinar se a infeccao
ocorreu apds uma propagacao intestinal ou se pode ter ocorrido por inalacéo de cistos em
dejetos contaminados. O paciente relatou ndo ter contato com suinos, porém o0 mesmo
admitiu ser praticante de rugby. Os autores ressaltaram que, geralmetnte, o gramado do
campo de rugby recebe dejetos de suinos como fertilizante.

Propagacéo extraintestinal acometendo as vértebras, até hoje, foi documentada
somente em um senhor de 60 anos de idade com historico de alcoolismo, que apresentou
sintomas de febre, fraqueza dos membros inferiores, incontinéncia intestinal e urinaria. Na
radiografia foi observado abscesso entre as vértebras cervicais (C3 — C4). O abscesso foi
aspirado cirurgicamente e submetido a técnicas histopatologicas, sendo revelada a
presenca de trofozoitos. O exame de fezes néo identificou a presenca do parasito, mesmo
assim, os autores atribuiram o caso, a possivel propagacéo dos trofozoitos a partir da
invasdo e perfuracdo da parede intestinal. Apés meses de retirada do abscesso o
paciente apresentou recuperacdo completa (Dhawan et al., 2013).

Segundo Solaymani-Mohammadi e Petri Jr. (2006) pessoas que ja tiveram a
balantidiose podem se reinfectar. Medidas de prevencao, para evitar B. coli, tem sido as
mesmas utilizadas para a prevencdo de parasitoses intestinais, como &agua de
abastecimento potavel, hébitos de higiene pessoal principalmente em pessoas que
entram em contato com suinos e/ou com efluentes desses animais.

Na literatura ndo ha descricdo de tratamento especifico para a parasitose (Elliot e
Hotson, 1953). Antes de 1950, a falta de farmacos efetivos resultava em uma taxa de
mortalidade humana acima de 30% (Arean e Koppisch, 1956). As infecgOes por B. coli
tem sido tratadas com antibiéticoterapia, sendo principalmente utilizadas as ciclinas, como

tetraciclinas e paramomicina ou os derivados azolicos como o metronidazol (Bellanger et
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al., 2013; Vasquez e Vidal, 1999). Contudo, no tratamento da balantidiose aguda, a
tetraciclina tem sido o farmaco de escolha para eliminar totalmente o parasito
(Solaymani—-Mohammadi e Petri Jr. (2006). Excelentes resultados foram alcangcados com
oxitetraciclinas e clortetraciclinas (Woody e Woody, 1960). Também ha casos humanos
de diarreia causada pelo ciliado em, que houve recuperacdo total do quadro clinico
utilizando arsénicos como carbasone e acetarsol (Elliot e Hotson, 1953; Woody e Woody
1960). Beasley e Walzer (1972) relataram a ineficacia do metronidazol, em trés de cinco
voluntarios humanos que se infectaram no surto de balantidiose no Distrito de Truk. Os
autores chamaram atencao da necessidade de estudos que ajudem a ajustar a dose do
medicamento e assim torna-lo mais eficiente. Em 1975, Garcia — Laverde e Bonilla
avaliaram a atividade terapéutica do metronidazol em 20 casos humanos de balantidiose
na Venezuela, utilizando a dose de 25 a 50 mg/kg. O farmaco foi administrado em dose
Unica durante 10 dias consecutivos. Apos quatro dias de tratamento formas evolutivas do
parasito ndo foram mais observadas nas fezes dos pacientes. Todos toleraram bem o
metronidazol, ndo apresentando efeitos colaterais.

Em estudos in vitro, ja foi demonstrado que a paromomicina conseguiu inviabilizar
totalmente o protozoario, ndo sendo evidenciadas formas evolutivas do parasito, quando
este, foi inoculado em meio de cultura com doses acima de 4 mg/mL em tempo de
incubacao de 48 horas (Naquira et al., 1966).

Nos suinos, considerados os principais reservatérios de B. coli, como nos primatas
nao humanos os relatos de casos clinicos causados pelo protozoario ainda sao muitos
poucos. Segundo Schuster e Ramirez - Avila (2008), as manifestacdes clinicas em suinos
sdo similares as que ocorrem no hospedeiro humano, podendo variar desde quadros
assintomaticos a quadros agudos ou crénicos. De acordo com Solaymani-Mohammadi e
Petri Jr (2006), os suinos, em sua normalidade, sdo assintomaticos, e os infectados, de
forma geral, eliminam grandes volumes de fezes, sendo assim considerados carreadores
da parasitose.

Sobestiansky et al. (1999) apontaram que B. coli pode ser considerado um agente
comensal do trato digestivo de suinos, causando, em determinadas circunstancias,
diarreia. Isto tem sido observado quando o animal esta com quadros de
imunocomprometimento, deficiéncias nutricionais, ou quando ha associacdo com outros
agentes patogénicos. A morte dos suinos por balantidiose é rara, mas pode ocorrer em

uma a trés semanas ap6s o aparecimento da sintomatologia.
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Desde 1988 até 1990 foram relatados em média 100 casos clinicos em simios
determinados por B. coli. Os fatores que interferem na patogenicidade desse parasito
ainda néo estédo claros. Nos grandes primatas em cativeiro, especialmente nos gorilas, as
infeccbes podem se manifestar como diarreias cronicas a sanguinolentas (Lee et al.,
1990). Ja foi documentado que B. coli é capaz de invadir a mucosa intestinal e determinar
casos fatais em simios, como o relatado em chimpanzé (Pan troglodytes) por Kim et al.
(1978) e em gorila da planicie ocidental (Gorilla gorilla gorilla) por Lankester et al. (2008).

No Departamento de Medicina de Bufalo, Estados Unidos ocorreram trés casos
clinicos de tiflite causada por infec¢des silenciosas de B. coli em simios. Os animais
apresentavam-se prostrados, com perda de peso, presenca de fezes amolecidas e com
episodios de vomitos. B. coli ndo foi evidenciado nas pesquisas fecais, porém foi
identificado em pecas cirdrgicas intestinais, sendo observadas Ulceras e infiltrado
inflamatério com numerosos trofozoitos. Todos o0s animais recuperaram-se apoés
tratamento com os antibiéticos diiodohydroquinona e/ou paramomicina (Lee et al., 1990).

Em 2007, Hinde apontou B. coli como o Unico parasito gastrintestinal capaz de
alterar os indices de gordura do leite em fémeas lactentes de Rhesus (Macaca mulatta).
Tayib e Abdoun (2013) relataram um caso clinico de um babuino (Papio hamadryas), em
um pet shop na Arabia Saudita, com diarreia e distensdo abdominal, no qual somente
formas evolutivas de B. coli foram detectadas nas fezes. O simio recebeu tratamento com
tetraciclina e metronidazol e conseguiu ser curado . Ainda em 2013, Schovancova et al.
demonstraram, em ensaios preliminares, que a dieta em cativeiro pode ser um fator
favoravel a manutencdo da balantidiose no plantel, pois chimpanzés que receberam
alimentos ricos em carboidrato apresentaram aumento significativo de trofozoitos de B.

coli em suas amostras fecais.

1.7 Diagnostico

1.7.1 Diagnostico Coproparasitologico

O diagnéstico da balantidiose € baseado, principalmente, na deteccdo por
microscopia dos trofozoitos e cistos em amostras fecais frescas ou com conservante
qguimico. Cistos de B. coli tém liberagdo intermitente nas fezes, necessitando de
repeticdes dos exames e coletas de multiplas amostras para seu diagnéstico (Solaymani-

Mohammadi et al., 2004). O parasito também pode ser diagnosticado em coleta de
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amostras a paritr de proctoscopia (Arean e Koppisch, 1956). Devido ao seu grande
tamanho e motilidade, esse protozoario pode ser facilmente reconhecido em montagem a
fresco em lamina por microscopia 6ptica até mesmo em aumentos de 100x (Schuster e
Ramirez - Avila, 2008). O material obtido em fezes frescas deve ser examinado
imediatamente, pois os trofozoitos deterioram-se em pouco tempo (Arean e Koppisch,
1956).

A incidéncia de B. coli varia muito. Esta variacdo depende principalmente do
meétodo de investigacdo. Discrepancias podem ser atribuidas a necessidade de coleta de
fezes frescas sem conservante quimico, a avaliacdo rapida das fezes para evitar a
desintegracdo do trofozoito e a coleta de mais de uma amostra fecal em diferentes dias
(Arean e Koppisch, 1956).

No caso de amostras fecais diarreicas, onde é mais provavel o aparecimento de
trofozoitos, e também em amostra de lavado broncoalveolar, o material pode ser
submetido ao exame direto. Bidpsia retal também pode fornecer formas evolutivas do
parasito para diagnostico (Anargyrou et al.,, 2003). A forma cistica é geralmente
encontrada em fezes sdlidas e semi-sdlidas. Para seu diagnéstico uma porcdo da amostra
de fezes deve ser homogeneizada juntamente com solug¢do salina tamponada ou com
fixador quimico e filtrada através de gaze para remocao de fragmentos fecais. O filtrado
resultante pode ser examinado em microscopio 6ptico (Schuster e Ramirez - Avila, 2008).
Formas evolutivas de B. coli sdo melhores detectadas em laminas por microscopia com
objetivas de baixo aumento (Elliot e Hotson, 1953; Arean e Koppisch, 1956). Os cistos sao
geralmente detectados em menos de 10% dos seres humanos infectados, enquanto, que
os trofozoitos sao detectados em mais de 80% dos casos humanos (Woody e Woody,
1960; Arean e Koppisch, 1956).

O microscoépio de contraste de fase pode auxiliar na visualizacdo de estruturas
internas em ciliados corados ou fixados. A coloracdo temporéaria pode ser feita utilizando
Lugol, porém essa concentra-se progressivamente no citoplasma, dificultando a
observagédo de detalhes como o macronacleo. O mesmo também vale para coloracdes
permanentes como a hematoxilina-férrica, pois as células podem absorver o excesso de
corante, escurecendo os detalhes internos, que prejudica o diagnostico. Cistos
intensamente corados podem ser confundidos com ovos de helmintos, causando erro de
diagndstico. A bidpsia do colon, seguida da coloracdo por hematoxilina - eosina, pode ser

atil para avaliar os danos & parede intestinal (Schuster e Ramirez-Avila, 2008). Métodos
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de concentracdo de parasitos, a partir de amostras fecais, facilitam seu diagndstico,
sendo muito util na deteccgéo de cistos (Woody e Woody, 1960).

Em infeccbes pulmonares por B. coli podem determinar equivocos no diagnéstico,
devido a dificuldade de diferenciacdo entre as células ciliadas do epitélio e trofozoitos do
parasito (Anargyrou et al., 2003; Sharma e Harding, 2003; Vasilakopoulou et al., 2003).
Testes imunologicos para deteccédo de B. coli ja foram desenvolvidos por alguns autores,
Dzbenski (1966) ao analisar a imunofluorescéncia indireta para testar a resposta
soroldgica a infeccéo pelo protozoario, ndo conseguiu detectar anticorpos no sangue de
coelhos. Zaman (1964) descreveu que titulos de anticorpos < 1:64 produzidos em coelhos
experimentalmente infectados foram capazes de causar reacdo de imobilizacdo tanto em

cepas isoladas de suinos quanto em cepas de humanos.

1.7.2 Cultura

Segundo Clark e Diamond (2002) o cultivo de protistas intestinais tem uma longa
histéria, porém nem todos o0s enteroprotozodrios sdo mantidos in vitro,
consequentemente, poucas pesquisas sao feitas sobre esses microrganismos. A cultura é
um importante recurso para estudos que necessitam de um grande numero de células,
como os de metabolismo, imunodiagndstico, infeccao experimental e fisiologia. Em termos
de diagnéstico clinico laboratorial, o cultivo de protozoarios tem utilizacdo bastante
restrita, sendo a microscopia Optica ainda considerada o padrdo ouro para exames de
rotina (Clark e Diamond, 2002). No entanto, para o diagndéstico de Trichomonas vaginalis,
o cultivo € um dos métodos mais preconizados (Diamond, 1968; Borchardt e Smith, 1991).
O diagnodstico de protozoarios utilizando meios de cultura ndo sédo considerado um
procedimento de rotina, ao contrario do que ocorre em bacteriologia, pois o isolamento e a
manutencao de protozoarios in vitro € considerado um método caro e trabalhoso (Clark e
Diamond, 2002).

Existem trés tipos de sistemas de cultivo acelular: xénico, onde o parasito cresce
na presenca de outros microrganismos desconhecidos; monoxénico, onde o0 parasito
cresce juntamente com outro microrganismo conhecido; axénico, onde o parasito cresce
na auséncia de quaisquer outras células. O termo polixénico, algumas vezes, tem sido
erroneamente utilizado como sindnimo do sistema xénico (Clark e Diamond, 2002). Na

verdade, o termo polixénico significa um sistema de cultura onde existem varias espécies
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de microrganismos conhecidos (Dougherty, 1959). Os protozoarios sdo geralmente
obtidos de materiais ricos em bactérias e/ou fungos, sendo importante controla-los para
garantir sucesso na manutencédo de seus cultivos (Clark e Diamond, 2002).

Entre as variaveis envolvidas no cultivo de enteroprotozoarios estdo o pH do meio,
microbiota associada, diferencas entre cepas e necessidades nutricionais intrinsecas.
Como ocorre com muitos patdogenos mantidos in vitro, o cultivo prolongado atenua a
viruléncia do protozoério, sendo necesséario para restaura-la, a infeccdo em animais de
laboratorio (Schuster e Ramirez - Avila, 2008).

Os principais componentes dos meios de cultura sado fontes de peptideos e
aminoacidos (tripticase ou caseina digesto de peptona), &cidos nucléicos (extrato de
levedo), carboidratos (glicose e amido), lipideos (soro) e vitaminas (culturas axénicas). O
amido oriundo de arroz tem sido muito utilizado devido ao tamanho de sua particula, ja
gue o enteroprotozoario tem que ser capaz de fagocita-lo. Sabe-se que a adicdo de
acucares soluveis nos meios de cultivo, proporciona um alto crescimento de bactérias,
tornando assim, o meio inviavel para os protozoarios. As bactérias presentes no meio de
cultivo podem crescer de forma exacerbada, tornando necessaria a adicdo de antibidticos
para seu controle. Os antibiéticos de escolha sdo os de amplo espectro como penicilina,
estreptomicina e eritromicina, por apresentarem pouco efeito nocivo sobre os trofozoitos
(Clark e Diamond, 2002).

O soro de origem animal é um dos componentes fundamentais para o crescimento
de enteroprotozodrios in vitro. Os tipos de soro mais utilizados em cultivos séo de bovino
adulto (Diamond, 1982; Silva 1997), fetal bovino (Klaas, 1974), cavalo (Yu e Kin, 1970;
Carneri, 1972; Nilles - Bije e Rivera, 2010) e humano (Barret e Yarbrough, 1921).
Atualmente, a aquisicdo do soro € dificil pelo elevado custo e por ser controlada
comercialmente. Para minimizar o uso de tal componente em cultivo, Limoneu et al.
(2007) realizaram um estudo comparando o uso de meios sem e com soro de cavalo para
o diagnéstico de Trichomonas vaginalis. O meio que ndo possuia soro, mas que era
acrescido de ferro apresentou o maior crescimento quantitativo desses flagelados e o
maior intervalo entre as transferéncias de subculturas, tendo sido, portanto, considerado o
de maior viabilidade laboratorial.

Segundo Clark e Diamond (2002), T. vaginalis e Giardia duodenalis podem ser
isolados diretamente em meios de cultivo axénicos. Ja os protozoarios Entamoeba
histolytica e Blastocystis hominis, necessitam primeiramente ser isolados e mantidos com

sucesso em meios Xénicos ou monoxénicos, para posteriormente ser axenizados. Ja se
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sabe que B. coli pode ser mantido monoxenicamente em associagdo com Escherichia
coli, ou outra bactéria intestinal, sem muita dificuldade (Zaman, 1978). Segundo
Solaymani-Mohammadi e Petri Jr. (2006) Balantidium sp. pode ser cultivado xénicamente,
nao havendo até entdo, sucesso comprovado nas tentativas de axenizacdo. Apesar de
nao ter sido publicado em formato de artigo, Gurski et al. (1962) citaram sem detalhes de
metodologia e resultados, uma possivel axenizacdo de Balantidium sp. isolado de
pecilotérmico da espécie Tiliqua nigrolutea.

Acredita-se que o isolamento de cepas de Balantidium sp. pode ser iniciado por
meio da simples inoculacdo de uma porcdo do material fecal diretamente no meio de
cultura, acrescido de amido de arroz estéril. Para a manutencéo em cultura, geralmente
segue-se 0 mesmo esquema preconizado para E. histolytica, com passagens das cepas
para meios novos e frescos em intervalos de 48 a 72 horas. Para aumentar o tempo de
incubacdo e com isso aumentar o intervalo de passagens deve-se diminuir o tamanho do
inoculo (Clark e Diamond, 2002).

O primeiro relato de cultivo de B. coli ocorreu com Barret e Yarbrough (1921),
utilizando meio de cultivo simples desenvolvido para isolamento e manutencdo de
Blastocystis hominis. O isolado de B. coli foi originario de um paciente do Distrito da
Carolina, Estados Unidos, que apresentou quadros diarreicos por quatro anos. As
amostras fecais contendo muco foram inoculadas em tubos de ensaio contendo solucao
salina 0,5% acrescida de soro humano inativado. Essas cepas foram mantidas com
sucesso durante 32 dias a temperatura de 37°C, com intervalos de passagens de 48
horas. Também utilizando o método de Barret e Yarbrough (1921), Rees (1927) isolou e
manteve cepas de B. coli de suinos por até 48 dias e de porquinhos da india (Cavia
porcelus) por seis subcultivos.

Segundo Zaman (1978) outros meios de cultivo com qualidade superior ao
relatado por Barret e Yarbrough (1921) foram desenvolvidos posteriormente. O grande
avanco no cultivo de B. coli ocorreu quando Jameson (1927) demonstrou que o meio de
Boeck e Drbohlav’s (1925) e a sua modificacdo (Dobell e Laidlaw, 1926) mostraram-se
aptos para crescimento e manutencao desse ciliado. Esse meio também conhecido como
HSre, possui uma fase sélida feita com ovo branco de galinha e uma fase liquida
composta por solugéo salina acrescida de soro de cavalo. Foi, entdo por muitos anos,
considerado o cultivo padréo para diagnostico e manutencdo desse protozoario em rotina

laboratorial.
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Em 1947, Nelson desenvolveu um meio xénico bifasico com base solida de ovo e
extrato alcodlico para cultura de E. histolytica que também apresentou sucesso para
manutencado de B. coli. Ao longo de cinco anos Svensson (1955), isolou e manteve com
sucesso 60 cepas de B. coli de suinos recém abatidos em matadouros frigorificos, em
meios bifasicos, sendo a base solida composta de soro coagulado de cavalo, e a parte
liguida do mesmo soro diluido, acrescentando amido de arroz momentos antes da
inoculacdo. Ja em 1957, Tempelis e Lysenko modificaram o meio de Nelson (1947)
substituindo a base de ovo por agar, a fim de comprovar a producéo de hialuronidase por
B. coli. Os autores utilizaram um meio bifasico que consistia em uma base de &gar, com
uma fase liquida de infusdo de gema de ovo. Foi adicionado amido de arroz, e assim, o
cultivo do ciliado de B. coli de suino foi possivel até a realizacdo do experimento.

Zaman (1964) observou que cepas de suinos apresentaram maior dificuldade de
crescimento in vitro do que cepas isoladas de humanos. Para garantir sucesso no
isolamento de cepas de suinos Zaman seguiu 0 método de Nelson (1940), que consistiu
em uma etapa de pré-isolamento. Nesta, o ceco do suino foi transportado imediatamente
para o laboratério e examinado para diagnostico de ciliados. A preparacdo do método de
consiste em esvaziar o contetdo de cada ceco em copo de béquer e homogeneiza-lo em
solugéo salina tamponada na proporgédo de 1:5. Tal material foi entdo filtrado em gaze e
depois transferido para um tubo de fundo cénico. Apds 48 horas de incubacdo o
sedimento dos tubos que apresentassem os melhores crescimentos quantitativos de
trofozoitos, foi inoculado em meio de cultura. Essa técnica tem funcionado como estagio
intermediario de isolamento e ajuda a manter as condi¢cdes 6timas de crescimento para
Balantidium sp., pois previne o supercrescimento de Trichomonas sp.e Blastocystis sp..

Yu e Kin (1970) propuseram a utilizacdo de um novo meio para cultivo de
amebideos, Balantidium sp. e Trichomonas sp. que consiste em solucdo salina
tamponada, extrato de figado, mistura de amido de arroz com carvdao animal, soro de
cavalo e polimixina B. As subculturas foram realizadas a cada 48 horas, e a viabilidade
maxima apos interrupcdo dos mesmos ndo foi definida. A utilizacdo do meio foi
satisfatéria e a taxa de positividade do cultivo nesse foi duas vezes superior a da
positividade do diagnostico realizada pela microscopia oOptica.

Os meios de cultivo xénicos utilizados para isolamento e manutencdo de B. coli
sédo, em geral, os mesmos empregados para cultivo de E. histolytica, como por exemplo o
meio LES (Locke, Egg, Serum), TYSGM-9 (Tryptcase, Yeast extract, Serum, Gastrict
Mucin) (Clark e Diamond, 2002) e Pavlova (Carneri, 1972). A adicdo de amido de arroz
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estéril é essencial para o crescimento de B. coli, assim como para manutencédo de E.
histolytica (Zaman, 1978). A modificacdo da microfauna bacteriana pode ser alcancada
com utilizacdo de antibiéticos ou pela adicdo de corantes a base de flavina (Svensson,
1955). B. coli, ao contrario de outros protozoarios, pode crescer em ampla variacdo de
temperatura (25 a 40°C). Cepa do ciliado isolada de ceco de suino, mantida em meio
HSre foi testada quanto ao crescimento em diferentes faixas de temperatura de
incubacdo. O autor observou que trofozoitos foram mantidos viaveis por mais tempo na
menor temperatura de incubacéo (20°C) e que houve a maior concentracao de células do
ciliado nas maiores temperaturas (40 a 43°C) (Cox, 1961).

TYSGM-9 consiste em um meio liquido, monofasico que possui mucina gastrica,
tendo sido desenvolvido por Diamond (1982) para facilitar a transicdo de cepas xénicas
de E. histolytica para condigbes axénicas. Ele tem mostrado ser um bom meio xénico de
manutencdo in vitro dos seguintes protozoéarios: E. histolytica, Entamoeba coli,
Entamoeba. gingivalis e Dientamoeba fragilis. TYSGM-9 foi produzido a partir do meio
axénico TYI-S-33. Segundo Diamond (1982) sua utilidade para manutencdo de outros
enteroprotozoarios ainda nao foi testada. Nesse meio foi possivel isolar amebideo do trato
genital de uma paciente usuaria de dispositivo intra-uterino (DIU), porém tal sucesso no
isolamento n&o foi observado no meio LES.

O meio TYSGM-9 apresenta algumas vantagens sobre outros, mais rotineiramente
utilizados, como o bifasico, LES desenvolvido por Boeck e Drbohlav (1925). As cepas de
protozoarios, quando mantidas em TYSGM-9, podem ser avaliadas in situ, utilizando o
microscoépio invertido, por se tratar de um meio liquido transparente. Tal fato ndo pode ser
realizado quando cepas sdo mantidas em meios bifasicos. TYSGM-9 pode ser preparado
em poucas horas, fato que ndo ocorre com o meio LES. Além disso, 0s protozoarios
mantidos em TYSGM-9 conservam melhor sua integridade do que em LES (Diamond,
1982).

Meios contendo mucina gastrica, assim como o TYSGM-9 tem sido utilizado para
cultivo de E. histolytica. Segundo Dolkart e Halpern (1958) a mucina contém
componentes, ainda ndo conhecidos, que favorecem o crescimento do trofozoito, ja que
esta € uma substancia presente na membrana da mucosa intestinal do hospedeiro,
estrutura também encontrada no habitat do protozoario. Klaas (1974) conseguiu manter
por 30 meses cepa de Balantidium sp. de suino utilizando meio contendo mucina gastrica,

em intervalos de manutencao de 72 horas.
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O meio xénico liquido monofasico de Pavlova (1938) que consiste em uma mistura
de sais de fosfatos e extrato de levedo, acrescido de soro e amido de arroz foi
desenvolvido para isolamento e manutencdo de cepas de E. histolytica. Além do bom
desenvolvimento dos amebideos, o autor conseguiu também limitar o crescimento da
microbiota, o que permitiu subcultivos a cada 72 horas. Jones (1946) realizou um estudo a
fim de determinar um melhor medicamento para o tratamento de amebiase. Nesse estudo
0 autor modificou o meio Pavlova (1938), adicionando extrato de levedo, favorecendo o
cultivo do parasito. Com esse meio, Lima e Hirschfeld (1996) obtiveram sucesso no
isolamento de 42 cepas de E. histolytica (40%) das 105 amostras fecais de humanos
obtidas em Hospitais e Universidade do estado de S&o Paulo, das quais, 17 (16%) foram
mantidas com sucesso. Silva (1997) também relatou o isolamento e manutencdo de 83
cepas de E. histolytica, obtidas de pacientes sintométicos e assintométicos de diversas
partes do Brasil, utilizando meio Pavlova modificado por Jones. Paviova modificado por
Jones acrescido de 20% de soro de cavalo e amido de arroz estéril foi utilizado por
Carneri (1972) para avaliar a atividade de compostos nitroimidazolicos em trés cepas de
B. coli de origem suina, uma das quais foi, por muito tempo, mantida na London School of
Tropical Medicine, isolada na Inglaterra (cepa Londres) e outras duas isoladas na lItalia
(cepa Mildo e cepa Lombardia).

LES consiste em um meio bifasico a base de ovo de galinha (Boeck e Drbohlaw,
1925). Seu uso foi preconizado para o isolamento de flagelados intestinais e foi também,
0 primeiro meio utilizado para manutencdo de E. histolytica (Clark e Diamond, 2002).
Dobell e Laidlaw (1926) introduziram nesse meio o amido de arroz como fonte de
carboidrato, que permanece como um componente importante em todos 0S meios
xénicos. Segundo Clark e Diamond (2002), LES também tem sido utilizado com sucesso
para encistamento de E. histolytica. Depois do LES, muitos outros meios bifasicos foram
desenvolvidos utilizando soro de animais, agar ou extrato de ovo como base.

Cunha e Muniz (1937) visando estudar a ocorréncia de conjugacao de Balantidium
sp., utilizaram cepas de infeccdo humana, suina e de primata ndo humano, isoladas em
meio de Boeck e Drbohlaw (1925), modificado por Dobell e Laidlaw (1926), onde a parte
soélida consistia em soro de cavalo coagulado, e a parte liquida de clara de ovo e solugéao
de Ringer acrescido de amido de arroz estéril. As cepas de humano e de suinos foram
facilmente cultivadas e mantidas por varias passagens. Porém, as provenientes de
Macaca mullata (Rhesus) apresentaram tentativas de manutencao frustradas, com a cepa

sobrevivendo no maximo até quatro ou cinco subcultivos. Diamond (1953) avaliando 28
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meios de cultura para manutencdo de Trichomonas gallinae, evidenciou pouco
desenvolvimento dos flagelados em meio LES.

Skotarczak (1997 b) evidenciou as bactérias Escherichia coli, Bacillus putrificus e
Streptococcus faecalis em B. coli isolados de suinos, mantidos a 37° C em meio Pavlova.
A autora ressalta que 0s microrganismos atuam como possiveis simbiontes e séo
importantes para o crescimento in vitro do parasito e, que a axenizacdo do ciliado deve

ser uma etapa impossivel.

1.7.3 Biologia Molecular

Estudos utilizando ferramentas de biologia molecular tem auxiliado na confirmacao
de espécies de Balantidium sp. e redescri¢cao de outras. Para B. coli, ainda ndo ha muitos
marcadores moleculares descritos, e o principal alvo utilizado tem sido o RNA ribossomal
(Pomajbikové et al., 2013).

O DNA que codifica para RNA ribossomico (RNAr) apresenta-se como um cluster
génico, no qual se tem o gene 18s, 5.8s e 28s. Estes genes sdo separados por regides
denominadas ITS1 e ITS2, as quais sdo transcritas e processadas para dar origem ao
RNA ribossébmico maduro. Esse cluster apresenta algumas regifes altamente
conservadas e outras variaveis. A regido 18s é a mais conservada e por isso € utilizada
apenas para comparacdo de organismos distantemente relacionados. A por¢cdo 28s é
mais variavel e, portanto, apropriada para a comparacao de diferentes géneros ou, em
alguns casos, de diferentes espécies. As regides ITS evoluem rapidamente e, entdo, sédo
apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou até mesmo variedades de uma
mesma espécie. Sao regides relativamente curtas (500 a 800pb) e aparecerem em
grande numero de copias no genoma, permitindo que sejam amplificadas e sequenciadas
com facilidade (Figura 7) (Hillis e Dixon, 1991).
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Figura 7. Esquema das regides do RNA ribossomal. Fonte: Hillis e Dixon, 1991.

Em ciliados, como Tetrahymena spp., geralmente as unidades transcriptoras estao
distribuidas em uma Unica copia de DNA dentro do micronudcleo. A partir do cromossoma
micronuclear elas sdo cortadas e rearranjadas, sendo entdo, armazenadas em dimeros
dentro do cromossoma macronuclear (Prescott, 1994).

Acredita-se que para Balantidium sp. 0 sequenciamento das estruturas secundarias
armazenadas no macronucleo pode ajudar a resolver algumas confusGes taxondmicas
gue ainda constam na literatura (Ponce Gordo et al., 2011). Como mencionado
anteriormente, as caracteristicas morfolégicas do parasito e também o hospedeiro
parasitado, foram por muito tempo considerados, os Unicos fatores importantes na
descricao das espécies dos ciliados deste género. Com base nestas carateristicas, muitas
espécies famosas foram descritas, como B. suis parasito de suinos (McDonald, 1922), B.
cavie de porquinho da india (Neiva et al.,, 1914), Balantidium wenrichi, Balantidium
philippinensis e Balantidium cunhamunizi em primatas ndo humanos (Hegner, 1934).
Além de Balantidium struthionis em avetruz (Hegner, 1934).

Ponce Gordo et al. (2008) questionaram a validade de B. struthionis como espécie
distinta e, entdo, compararam a identidade genética de sequéncias de Balantidium sp.
extraido de amostras de fezes de avestruz e suinos utilizando como marcadores, 18s
RNAr e ITS1 — 5.8s RNAr — ITS2. Ao final da analise as sequéncias estudadas foram
consideradas pertencentes a espécie B. coli. Além disso, o0s autores também
evidenciaram um perfil variante genético nas regides ITS, que permitiram classifica-las em

genatipos A e B.
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Anos mais tarde, os mesmo autores ampliaram o estudo incluindo além dos
isolados de