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RESUMO

A otite parasitaria bovina, doenga bastante frequente em rebanhos da raga Gir, compromete o
desempenho dos animais e provoca inimeros prejuizos ao produtor rural. Apesar dos fatores
negativos envolvidos, as pesquisas até o momento ainda ndo foram suficientes para solucionar
questdes como a prevengdo da parasitose e o tratamento dos animais afetados. Este estudo foi
desenvolvido em trés etapas distintas: inicialmente buscou-se identificar as espécies de
nematoides associados a otite parasitaria em bovinos da raca Gir pertencentes a duas fazendas do
estado de Minas Gerais. Foram utilizadas tanto a técnica do codigo de barras do DNA para
identificacdo molecular como as analises taxondmicas convencionais. Secundariamente estudou-
se o perfil microbiolégico do conduto auricular externo de bovinos divididos em dois grupos: com
e sem sinais clinicos de otite parasitaria. Finalmente, avaliou-se a eficiéncia de um protocolo de
controle dos nematoides e acaros do género Raillietia encontrados em animais naturalmente
infectados, com sinais de otite. As andlises moleculares identificaram os espécimes estudados
como da espécie Metarhabditis blumi. As andlises taxonOmicas identificaram nematoides das
espécies M. costai e M. freitasi nas populacdes estudadas. As bactérias Gram-negativas foram
mais prevalentes tanto nas amostras do grupo com otite (COP) quanto naquelas do grupo sem
otite (SOP). Verificou-se grande nimero de bactérias resistentes aos antibidticos de acordo com
o teste de sensibilidade realizado nas amostras coletadas em ambos os grupos de animais. O
protocolo de controle da otite parasitaria mostrou-se ineficiente no combate as infecgdes pelo
nematoide, sendo, porém, capaz de diminuir significativamente o nimero de orelhas parasitadas
pelo acaro sem, contudo, eliminar completamente a infeccdo. Os resultados obtidos permitiram
elucidar pontos ainda pouco conhecidos da otite parasitaria em bovinos e contribuirdo para a
aplicacdo pratica do conhecimento tedrico-cientifico no dia a dia dos criadores de bovinos da raga
Gir.

Palavras chave: taxonomia integrada; perfil microbioldégico; protocolo de controle.
ABSTRACT

The bovine parasitic otitis, a very common disease in Gir cattle, affects the performance of
animals and it leads to a large losses to farmers. Despite the negative factors involved, until now
the research have been not sufficient to resolve issues such as the prevention of parasitosis and
treatment of affected animals. This study was conducted in three distinct phases: the initial
objective was to identify the nematoides specimens associated with otitis parasitic in Gir cattle
from two farms in the state of Minas Gerais. The technique of DNA barcode for identification and
the conventional molecular taxonomic analysis were used. Second, it has been studied the
microbiological profile of the external ear canal bovine oh the cattle, which it was divided into
two groups: with and without clinical signs of parasitic otitis. Finally, it was evaluated the
efficiency of a protocol control of nematodes and mites of the genus Raillietia, found in naturally
infected animals with symptoms of ear infections. In the analyzed populations species
Metarhabditis Blumi were identified through molecular analysis. Similarly, nematodes of the
species M. Costai and M. Freitasi have been found through taxonomic analysis. Gram-negative
bacteria were the most prevalent in the samples of the two groups with otitis (COP) and without
otitis (PCOS). There was a large number of bacteria resistant to antibiotics used in the sensitivity
test conducted on samples collected in both groups of animals. The parasitic otitis control
protocol was not sufficient to eliminate nematode infections. However, this protocol was able to
significantly decrease the number of parasitized by ear mite without, however, eliminate the
infection. These results allowed to increase the knowledge of otitis parasite in cattle and to



contribute to the practical application of theoretical and scientific knowledge in the daily practice
of cattle farmers Gir.

Keywords: integrative taxonomy, microbiological profile; protocol control.

i. INTRODUCAO GERAL

No complexo agroindustrial brasileiro, a cadeia produtiva do leite ¢ uma das mais importantes,
colocando o Brasil como o quinto maior produtor mundial deste produto estando atras apenas da
Unido Europeia, India, Estado Unidos da América e China (IBGE, 2012). O estado de Minas
Gerais destaca-se como o maior produtor brasileiro, com participacao de 27,3% do total de leite
produzido. Este estado possui o maior rebanho bovino da raga Gir, cujos animais sdo bastante
valorizados pela eficiéncia na producao de leite. O nimero de criadores de animais desta raga tem
crescido em todo o Brasil e a populacdo estimada ¢ de aproximadamente 79.000 animais. Outro
fator que demonstra a importancia da raca ¢ a sua participagdo na composi¢do da raca Girolando,
cujos animais sdo amplamente utilizados de norte a sul do pais, para produgdo de leite a baixo
custo.

Como todos os zebuinos, os bovinos da raca Gir também sdo resistentes as parasitoses, com
excegao aos parasitos auriculares. Tanto acaros do género Raillietia, quanto nematoides da familia
Rhabditidae, sdo frequentemente encontrados no conduto auditivo destes animais. Estes tltimos,
parasitos exclusivos dos animais da raca Gir, sdo responsaveis por casos de otite subclinica, aguda
e cronica. A doenga ¢ bastante frequente e compromete o desempenho dos animais, levando ao
obito aqueles cronicamente afetados (Leite et al., 2012). A parasitose causada pelo acaro acomete
bovinos de todas as ragas, sendo mais frequente naquelas com orelhas curtas e espalmadas. Na
maioria dos casos ela € assintomatica nos animais Gir. Porém, pode ser considerada como
precursora da otite causada por nematoides, devido as alteragdes que o acaro provoca no conduto
auditivo dos animais tais como: areas de erosdo da mucosa com intensa irrita¢do, aumento da
secrecdo auricular e da temperatura local.

Criadores de rebanhos da raga Gir e médicos-veterinarios t€m relatado a diminui¢do dos
indices produtivos e reprodutivos dos animais afetados pela otite parasitaria (Leite et al., 2012).
A doenga esta relacionada a grandes prejuizos decorrentes do gasto com medicamentos e & morte
dos animais cronicamente afetados. A prevencdo e o controle dos parasitos auriculares ainda sdo
considerados pontos de interrogagao no meio cientifico. Estudos foram realizados com o objetivo
de estabelecer protocolos de tratamento e controle da doenga ¢ uma variedade de produtos ja
foram testados sem resultados significativos. Acredita-se que a ineficiéncia dos tratamentos possa
ser devido a pouca importancia dada a fatores perpetuantes. Como por exemplo, a presenca de
diversificada flora bacteriana e fungica associadas a parasitose

A otite causada por nematoides ja foi descrita em bovinos de paises da Africa e da América
do Sul, como a Colémbia e a Venezuela. No Brasil estd presente em rebanhos na maioria dos
estados, com niveis de ocorréncia variando entre 52,2% e 100% (Leite et al., 1993; Vieira et al.,
1998; Brito et al., 2005 e Leite et al., 2013).

Com relagdo as espécies de nematoides que parasitam o conduto auditivo dos bovinos, as
espécies Rhabditis bovis e R. blumi foram citadas em paises africanos como responsaveis pela
doenga. No Brasil, Martins Jr. ef al. (1985) descreveram as espécies Rhabditis costai e R. freitasi
apos coletd-las do conduto auditivo de bovinos da raga Gir. Os estudos relacionados a
identificacdo das espécies de nematoides responsaveis pela otite parasitaria ainda sdo escassos e
necessitam de esclarecimentos, especialmente do ponto de vista de caracteres morfologicos.



Como contribuicdo pode ser citada a revisdo realizada por Sudhaus (2011) que reposicionou
algumas espécies de nematoides em géneros, de acordo com as suas caracteristicas morfométricas
e genéticas. Desta maneira, sete espécies de Rhabditis, das quais, trés relacionadas a otite
parasitaria (Rhabditis costai, R. freitasi e R. blumi) passaram a pertencer ao género Metarhabditis.

A identificagao tradicional de nematoides € feita a partir da analise detalhada das caracteristicas
morfologicas de espécimes adultos. O tamanho diminuto dos representantes de alguns géneros,
assim como a dificuldade de se encontrar na literatura as chaves de identificagcdo, tornam o
trabalho do taxonomista bastante arduo e demorado. Como alternativa tem-se utilizado a
identificacdo molecular, cujos resultados sdo rapidos, além de sensiveis e confiaveis. Todos os
estadios de vida dos nematoides podem ser utilizados nas analises do DNA e inumeras regides
gendmicas tém sido estudadas para a identificacdo confiavel das espécies (Oliveira ef al., 2011a).
No entanto, apesar das inimeras vantagens da utiliza¢do da biologia molecular, esta ndo deve ser
a unica ferramenta para a identificagdo especifica. Alguns autores indicam a integracao entre as
informagdes moleculares e os dados morfologicos para a identificagdo correta das espécies de
nematoides (Tomazini et al., 2013).

Acredita-se ainda que os avancos no conhecimento do nematoide responsavel pela otite
parasitaria dos bovinos poderiam ser uteis na elucidagdo de pontos ainda ndo totalmente
conhecidos tais como o ciclo bioldgico e a forma de transmissdo entre hospedeiros. Além disso,
acredita-se que o esclarecimento da etiologia das infeccdes secundarias poderia auxiliar na
escolha do protocolo mais eficaz para o tratamento da rhabditiose. A soma destes conhecimentos
levaria a ganhos consideraveis para o produtor rural e elevariam a importancia cientifica deste
estudo, ao ultrapassar os limites da universidade.

ii. OBJETIVO GERAL

Contribuir para o conhecimento de alguns aspectos do controle e da identificacdo de
microrganismos associados a otite parasitaria em bovinos da raca Gir de duas fazendas leiteiras
do estado de Minas Gerais.

iii. ~MATERIAL E METODOS

iii.1  Estrutura da redacio

Abordou-se no presente estudo temas diversos da infec¢do parasitaria do conduto auditivo
externo (CAE) de bovinos e, com o objetivo de tornar mais dindmica a apresentacdo, optou-se
pelo desenvolvimento do texto no formato de capitulos. Tal disposi¢cao também contribuira para
a edicdo das publicagdes cientificas resultantes do estudo. Cada capitulo sera apresentado com
seus respectivos topicos: introdugdo, objetivos, revisdo de literatura, material ¢ métodos,
resultados e discussdo. O trabalho de conclusao sera apresentado em trés capitulos, como descrito
abaixo:

Capitulo I — Taxonomia integrada de nematoides associados a otite parasitaria em bovinos;

Capitulo II — Estudo microbiolégico do conduto auditivo externo de bovinos da raca Gir, com e
sem otite parasitaria.

Capitulo III — Avaliagdo da eficacia de um protocolo de controle de parasitos auriculares em um
rebanho bovino da raga Gir.

Além do exposto, para evitar repeticdes de tdpicos, a metodologia comum a todas as etapas
deste trabalho segue descrita a seguir:



iii.2 Locais do estudo

O estudo foi realizado em duas fazendas no estado de Minas Gerais: a primeira, localizada em
Teoéfilo Otoni, regido nordeste, denominada Fazenda 1. A segunda, pertencente a Empresa de
Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG), localizada em Itabira, regido central,
denominada Fazenda 2 (Figuras 1 A e B). Vale esclarecer que essa ultima foi selecionada devido
a caracteristica especial do seu rebanho bovino, considerado “fechado”, sem introdugdo de
animais externos.

O municipio de Teofilo Otoni esta localizado na Mesorregido do Vale do Mucuri, a nordeste
da capital Belo Horizonte, a cerca de 450 km de distancia. A area do municipio, segundo o IBGE
(IBGE, 2013), é de 3.242,818km?. Situa-se a 17°51227" de latitude sul ¢ 41°30'19" de longitude
oeste. O relevo do municipio ¢ predominantemente montanhoso (cerca de 60%) e a altitude
maxima chega aos 1.138 metros, enquanto que a altitude minima é de 366 metros. O clima é do
tipo Aw segundo Koppen, caracterizando-se por duas estacdes bem distintas com invernos secos
e com temperaturas amenas e verdes chuvosos com temperaturas bastante elevadas. Fevereiro,
assim como em Itabira, também ¢ o més mais quente, com média maxima de 32,3°C e minima de
19,9°C. O més de julho é o mais frio, com 26,6°C de média maxima ¢ 14,1°C de média minima.
A precipitacdo média anual é de 959 mm, variando bastante entre agosto, o més mais seco (17,8
mm) e dezembro, o mais chuvoso (182,8 mm de média).

Itabira pertencente a Mesorregiao Metropolitana de Belo Horizonte, capital do estado, da qual
fica distante cerca de 110 km. A area do municipio, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2013), é de 1.253,704 km?, sendo que 12,4377 km? constituem a zona urbana
e os 3.223,19 km? restantes constituem a zona rural. Situa-se a 19°37'09" de latitude sul e
43°13'37" de longitude oeste ¢ esta a uma distancia de 111 quilémetros a nordeste da capital
mineira. O relevo do municipio de Itabira ¢ predominantemente montanhoso sendo que apenas
30% dos terrenos sejam ondulados ou planos. O clima ¢é caracterizado, ainda segundo o IBGE,
como tropical subquente e semiumido (tipo Aw segundo Koppen), tendo temperatura média anual
de 21,7°C com invernos secos € amenos e verdes chuvosos com temperaturas elevadas. O més
mais quente ¢ fevereiro com temperatura média de 23,8°C. Julho € o més mais frio apresentando
24,8°C e 12,5°C de médias maxima e minima. A precipitagdo média anual é de 1.489,3 mm, com
variagdo inferior chegando a apenas 8,2 mm em julho e a 350,6 mm em dezembro, o més mais
chuvoso.

iii.3 Animais

Para o experimento foram estudados 37 bovinos da raga Gir de diferentes faixas etarias. Na
fazenda 1 foi coletado material da secre¢do auricular de cinco bovinos adultos. Na fazenda 2,
todos os 32 animais, participaram da pesquisa. A coleta de secre¢do auricular para as analises
morfologicas e moleculares foi feita apenas em animais com otite clinica. Os estudos
microbiologicos foram realizados em 12 animais, seis com sinais de otite e seis sadios. O
protocolo de controle foi testado em todos os animais da fazenda 2, com e sem otite (Figura 1C e
D).

Este estudo foi certificado junto a Comité de Etica em Experimentacio Animal da UFMG
(CETEA), sobre o protocolo n°. 198/2013.
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Figura 1 Localizac¢do da fazenda 1no municipio de Teéfilo Otoni - MG (A) e da fazenda 2 no municipio de Itabira - MG
(B) Animais da raga Gir estudados na fazenda 1 (C) e na fazenda 2 (D). .



I. CAPITULO1

TAXONOMIA INTEGRADA DE NEMATOIDES ASSOCIADOS A OTITE
PARASITARIA EM BOVINOS

RESUMO

Este estudo teve o objetivo de identificar o nematoide associado a otite parasitaria em dois
rebanhos bovinos da raga Gir no estado de Minas Gerais. Espécimes de nematoides foram isolados
da secregao auricular de vacas com sinais clinicos de otite. Estes nematoides foram cultivados em
placas de agar sangue bovino desfibrinado 5%. Realizou-se o sequenciamento de fragmentos da
expansdo D2/D3 do 28S rDNA, utilizando-se a tecnologia do cddigo de barras do DNA e analise
filogenética do material obtido. As analises moleculares identificaram os espécimes estudados
como Metarhabditis blumi, uma vez que o fragmento sequenciado apresentou alto grau de
homologia com um isolado dessa espécie depositado no GenBank com acesso nimero
EU195965.1. A arvore filogenética com as demais populagdes do género Metarhabditis
confirmou o agrupamento da populacao brasileira como M. blumi. Foram realizadas analises
morfologicas e morfométricas dos espécimes de nematoides das mesmas populagdes, utilizando-
se microscopia de luz e eletronica de varredura. De acordo com os estudos taxondmicos dos
parasitos isolados, foram identificados nematoides das espécies M. costai e M. freitasi. Nas
amostras estudadas ndo foram encontrados espécimes com caracteristicas morfoldgicas e
morfométricas que se assemelhassem a descri¢do da espécie M. blumi.

Palavras chaves: Nematoides; cdigo de barras do DNA; 28S rDNA, morfologia; morfometria.
ABSTRACT

The aim of this study was to identify the nematode parasite associated with otitis in two cattle
herds Gyr in the state of Minas Gerais. Specimens of nematodes were isolated from ear secretion
of cows with clinical signs of otitis. These nematodes were cultured on bovine defibrinated blood
agar plates 5%. The sequencing fragments of D2 / D3 285 rDNA expansion was performed using
the technology of the DNA barcode and phylogenetic analysis of the material obtained. Molecular
analysis have identified the species as Metarhabditis blumi, since the sequenced fragment showed
a high degree of similarity with a single element of this species deposited in GenBank under
access number EU195965.1. The phylogenetic tree with the other populations of Metarhabditis
gender confirmed the grouping of the brasilian population as M. Blumi. Morphological and
morphometric analyzes of nematode specimens of the same populations were performed using
light microscopy and scanning electron microscopy. According to the taxonomic studies of
isolated parasites, nematode species M. costai and M. freitasi were identified. Specimens with
morphological and morphometric characteristics similar to the description of the species M.
blumi were not found in the samples.

Keywords: Nematodes; DNA barcode; 28S rRNA, morphology,; morphometry.



I.1 INTRODUCAO

A otite externa desencadeada por nematoides rhabditiformes estd presente na maioria dos
rebanhos da raga Gir, com altos indices de prevaléncia. Ela € economicamente importante devido
as lesdes que acarreta nos animais e deve ser encarada como problema sanitirio em paises de
clima tropical. Os animais adultos sdo mais susceptiveis a infeccdo e em geral o quadro clinico se
agrava com a idade. Os nematoides sdo especificos de bovinos de orelha longa e pertencem a
familia Rhabditidae. Em paises da Africa os casos de otite foram creditados as espécies Rhabditis
bovis e M. blumi. No Brasil, Martins Jr. (1985), apds coletar amostras da secrecao auricular de
bovinos com sinais clinicos de otite, fez a primeira descricdo das duas espécies do género
Rhabditis responsaveis pela doenca no pais: R. freitasi € R. costai. Nao ha registros posteriores
na literatura sobre estudos de identificacdo das espécies de nematoides encontrados no canal
auditivo de bovinos com otite. Provavelmente a limitacdo esta relacioanda ao tamanho diminuto
do parasito, bem como ao vasto numero de representantes na familia Rhabditidae restringido as
citagdes a categoria de género.

A identificagdo taxondémica dos nematoides ¢ feita, tradicionalmente, pela analise minuciosa
de caracteristicas morfoldgicas e da morfometria dos espécimes adultos, machos e fémeas, ao
microscopio de luz (ML). A microscopia eletronica de varredura (MEV) tem sido bastante
utilizada para elucidar algumas estruturas externas contribuindo para o diagnostico especifico.
Para tanto € necessario o conhecimento dos caracteres utilizados nas chaves de identificacdo além
da correta coleta, fixa¢do e preservagdo do parasito para a analise das estruturas.

Devido a crescente disponibilidade de metodologias para o conhecimento sobre o genoma de
organismos, tem-se observado um vasto numero de publicagdes utilizando as técnicas
moleculares para identificagdo de espécies parasitarias. Atualmente, as analises de regides
especificas do DNA sdo consideradas de facil realizagao, rapidas, de custo relativamente baixo e
com resultados confiaveis. Deve ser salientado, que todos os estadios de desenvolvimento do
parasito, incluindo os ovos, podem ser utilizados para a determinacdo especifica. E ainda, algumas
técnicas moleculares permitem a identificacdo de cada uma das espécies presentes em uma
amostra mista.

As opgodes disponiveis para a identificacdo das espécies possuem vantagens e desvantagens,
portanto, a melhor alternativa & correlacionar os resultados das analises morfologicas e
moleculares, utilizando o conceito de taxonomia integrada, para a obtencdo de resultados mais

confiaveis.

\

Devido a escassez de pesquisas a respeito dos nematoides associados pela otite bovina
pretendeu-se contribuir para o conhecimento das espécies envolvidas, por meio de estudos
morfométricos, morfologicos e tecnologia de cddigo de barras do DNA para os estudos
moleculares. Ao final das analises, fez-se a correlagdo dos resultados, utilizando-se o conceito de
taxonomia integrativa.

1.2  OBJETIVOS

e Coletar e isolar os nematoides em cultura de Agar sangue

e Coletar e fixar nematoides para estudos de microscopia de luz, microscopia eletrénica de
varredura e estudos moleculares;

e Diagnosticar por estudos de morfologia e morfometria os nematoides encontrados nas
amostras coletadas em conduto auditivo de bovinos com otite parasitaria;



e Diagnosticar, por meio da técnica de codigo de barras do DNA, as espécies de nematoide
encontradas em bovinos naturalmente infestados;

e (Caracterizar a ultraestrutura de superficie dos nematoides utilizando a microscopia eletronica
de varredura;

e Correlacionar os resultados das andlises moleculares e morfologicas, utilizando o conceito de
taxonomia integrativa, para identificar as espécies de nematoides.

1.3 REVISAO DE LITERATURA

O primeiro relato de otite parasitaria em bovinos da raga Gir no Brasil foi feito por Martins Jr.
et al. (1971). A doenca ¢ causada por nematoides da familia Rhabditidae e os animais podem
apresentar sinais clinicos que vao de leves a muito graves, especialmente os adultos (Leite et al.,
1993; Leite et al., 2012). A inflamagdo local e a presenca de secre¢do auricular de cor amarela
com aspecto fluido ¢ caracteristica com presenga de iniimeros parasitos (Duarte ¢ Hamdan, 2004).
Vieira et al. (2001), relataram consideraveis prejuizos econdmicos devido aos gastos com
medicamentos, diminuicao dos indices produtivos, desvalorizagdo comercial e morte de animais
em decorréncia da otite cronica. A doenga ¢ amplamente disseminada nos rebanhos Gir, com
relatos nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Goias, Paraiba e Distrito Federal
(Leite et al., 1993; Vieira et al., 1998, Brito et al., 2005, Abdalla et al., 2008 e Leite et al., 2013).
As taxas de prevaléncia encontradas pelos autores variam entre 52,2% e 100%.

As acdes terapéuticas comumente praticadas para o controle da otite associada a nematoides
tém se mostrado insuficientes (Leite ef al., 2012). Segundo Duarte e Hamdan (2004), isso se deve
ao desconhecimento de certos aspectos relacionados ao agente etiologico da doenca e as
interagdes parasito-hospedeiro. Alguns autores defendem que os representantes da familia
Rhabditidae, essencialmente de vida livre, estariam em pré-adaptacdo ao parasitismo (Campos et
al.,2002). Desse modo apresentariam o ciclo biologico dividido em duas fases distintas, uma pré-
parasitaria, que ocorreria no meio ambiente, ¢ outra parasitaria (Park et al., 2012). Estudos
realizados por Jibbo (1966) corroboram esta hipotese e sugeriram que R. bovis, considerado o
agente etiologico da otite parasitaria de bovinos na Tanzania, passaria parte do seu ciclo no solo.
O mesmo parece acontecer com a espécie M. blumi, que foi isolada de amostra de solo e descrita
por Sudhaus (1979) e posteriormente citada por Msolla et al. (1993) como responsavel pela otite
parasitaria em bovinos de orelhas longas. Os nematoides isolados do CAE de bovinos sdo
cultivados facilmente em laboratorio e o ciclo bioldgico in vitro ja foi determinado (Vieira et al.,
1998). Contudo, ndo foram encontrados estudos que descrevessem o ciclo em condi¢des naturais,
no solo ou no hospedeiro. Outra caracteristica deste nematoide que tem acarretado muitas dtvidas
esta relacionada ao mecanismo de infec¢do dos hospedeiros. Alguns estudos atribuem a 4caros e
a moscas a tarefa de iniciar a infec¢do (Odongo e D’Souza, 1989, Vieira et al. (1998). Outros
consideram que os proprios bovinos levariam o nematoide as orelhas ao coga-las com as patas
sujas de terra contaminada com o parasita (Duarte € Hamdan, 2004). Devido ao grande nimero
de questdes ainda pouco esclarecidas a respeito dos nematoides associados a otite parasitaria dos
bovinos, Silvestre ¢ Humbert (2000) sugeriram que a identificacdo precisa das espécies dos
parasitos ¢ questdo fundamental na obtencdo de informagdes bdsicas que auxiliardo no
estabelecimento de programas preventivos e de tratamento.

Os primeiros relatos de otite parasitaria relacionada a nematoides em bovinos, tanto na Africa
quanto no Brasil, creditaram a doenca a espécies do género Rhabditis. Jibbo (1966) citou a espécie
R. bovis. Msolla et al. (1993), por sua vez, atribuiram a otite a espécie R. blumi e Martins Jr.
(1985) descreveu duas espécies parasitando o CAE de bovinos zebuinos da raga Gir, R. costai e
R. freitasi. A classificagdo taxonomica das espécies permaneceu inalterada até Sudhaus (2011)



realizar uma revisao nos representantes da familia Rhabditidae e transferir as espécies R. blumi,
R. costai e R. freitasi para o género Metarhabditis. Desta maneira, a partir do estudo deste autor,
todas as espécies de nematoides que até entdo eram relacionadas a otite de bovinos passaram a
pertencer ao género Metarhabditis. Todos os representantes deste género compartilham
semelhangas no aparato bucal, no posicionamento do colar esofagiano ¢ do anel nervoso, no
formato e dimensodes do corpo, no niimero de papilas e no formato e comprimento dos espiculos.

Espécies dos géneros Rhabditis e Metarhabditis podem ser encontradas em associagio
saprofita com vegetais e invertebrados ou como parasitos facultativos de animais e de seres
humanos (Park et al., 2012).

A familia Rhabditidae possui cerca 360 espécies conhecidas e encontradas em habitats
bastante variados (Sudhaus, 2010). O género Rhabditis (Dujardin, 1845) ¢ classificado na
superfamilia Rhabditoidea, familia Rhabditidae (Oerley, 1880) e subfamilia Rhabditinae (Oerley,
1880) Micoletzky, 1922. Este género comporta dezenas de espécies, que, no entanto, ainda ndo
foram completamente identificadas e descritas (Park er al., 2012). No caso da parasitose auricular
de bovinos, a maioria das publicagdes tem se restringido a descrigdo do parasito apenas ao nivel
de género. Recentemente, Sudhaus (2011) em uma revisdo da familia Rhabditidae, considerou
sete espécies como pertencentes ao género Metarhabditis (Tahseen et al., 2004). Assim, as
seguintes espécies passaram a fazer parte deste género: M. andrassyana (Tahseen et al., 2004);
M. adenobia (Poinar, 1971) Sudhaus, 2011; M. amsactae (Ali et al., 2011) Sudhaus, 2011; M.
blumi (Sudhaus, 1974) Sudhaus, 2011; M. costai (Martins Jr., 1985) Sudhaus, 2011; M. freitasi
(Martins Jr., 1985) Sudhaus, 2011 e M. rainai (Carta e Osbrink, 2005) Sudhaus, 2011.

As espécies do gé€nero Rhabditis possuem corpo fusiforme e cilindrico com comprimento
variando entre 0,5 a 2,9 mm. A cuticula pode ser lisa ou anelada observando-se finas estriagdes.
Os labios sdao pouco desenvolvidos, fechados ou fortemente separados, e com presenca de
pequena papila labial. Na extremidade anterior ¢ observado um estoma dividido em cinco partes,
um longo esdfago terminando em um bulbo e anel nervoso presente. O poro excretor situado ao
nivel da junc¢do do istmo com o bulbo. A fémea apresenta a vulva préximo a metade do corpo.
Machos com espiculos livres e simples com presenca de oito pares de papilas genitais e cauda
cOnica em ambos os sexos (Andrassy, 1983; Sudhaus, 2010). O género Metarhabditis, proposto
por Tahseen ef al. (2004), tem caracteristicas bem semelhante ao anterior. Para diferenciar seus
espécimes dos demais da familia Rhabditidae, Sudhaus (2011) destacou que eles possuem corpo
delgado e ventralmente curvado, com estriagdes transversais e longitudinais na cuticula. A
abertura oral é rodeada por trés labios, cada um deles apresentando uma ligeira depressdo
mediana. O estoma, estreito, alongado e tubular, tem metade do seu comprimento coberto pelo
colar esofagiano. No metastoma ¢é possivel visualizar pequenos denticulos ao redor do aparato
glotoide. As fémeas sdo didelfas e no longo utero ¢ possivel visualizar ovos embrionados.
Também sdo encontradas fémeas dioicas e hermafroditas. A vagina tem a parede espessada na
regido proximal e labios salientes projetando-se para o exterior. A cauda longa tem formato
conodide e termina em ponta fina. Na regido posterior dos machos ¢é bastante evidente a bursa do
tipo leptoderana com oito pares de papilas genitais. Dois fasmideos tubulares estdo localizados
logo apds o ultimo par de papilas. Os espiculos s@o robustos e ndo fundidos na por¢ado distal, mas
com uma conexao transversal na base. A cauda € cOnica e apresenta um pequeno ponto na regido
terminal.

A identificacdo taxondmica tradicional necessita de analises minuciosas das caracteristicas
morfologicas e da morfometria dos individuos (Consoli et al., 2012). Nos estudos de microscopia
de luz (ML) sdo medidos o comprimento ¢ largura total do corpo, do esofago, do estoma, da
cauda, dos espiculos, do gubernaculo, da distdncia da vulva a cauda, dos ovos, dentre outras



estruturas. Sdo examinados e medidos pelo menos 10 machos e 10 fémeas para os céalculos dos
valores da razdo de De Man (De Man, 1876): a = comprimento total do corpo/maior didmetro do
corpo; b = comprimento total do corpo/distincia da extremidade anterior até o esofago, ¢ =
comprimento do corpo/comprimento da cauda e V = percentual da razdo entre a distancia da vulva
e o tamanho do corpo. Além disso, as caracteristicas da bursa copuladora e a quantidade e
distribuicdo das papilas sdo usadas para a diferenciagdo das espécies. As imagens obtidas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) possibilitam a melhor visualizagdo das estruturas
externas do corpo do nematoide e somadas as imagens feitas em ML, auxiliam na comparagéo e
diferenciagdo entre nematoides (Oliveira et. al, 2011a). A identificagio morfologica de
nematoides demanda bastante tempo e ¢ considerada de dificil execu¢do devido ao tamanho
reduzido dos espécimes, a grande variedade de espécies existentes e a dificuldade em encontrar
na literatura estudos taxondmicos comparativos das espécies (McKeand, 1988; Floyd et al. 2002;
Oliveira et al., 2011b).

Como alternativa tem-se optado cada vez mais pela utilizagdo de técnicas moleculares como
auxiliares aos estudos taxonomicos (Floyd et al., 2002). Elas sao consideradas bastante eficientes
na identificagdo de inimeras espécies de nematoides (Powers et al., 1997; Oliveira et al., 2009)
e permitem a identificagdo especifica de todos os estadios de desenvolvimento. Além disso,
nematoides com deformacgdes ou fragmentos, cuja identificacdo morfoldgica ¢ dificultada, podem
ser caracterizados com o uso de técnicas moleculares (Silvestre ¢ Humbert, 2000). Nas
identificacdes moleculares sdo utilizadas técnicas de replicacdo do DNA ribossomal ou do
genoma mitocondrial com o auxilio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tradicional ou de
suas variagdes. Existem aquelas que estudam o polimorfismo do DNA amplificado ao acaso
(RAPD), o polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo (PCR- RFLP) e aquela conhecida
como Cddigo de Barras do DNA, na qual realiza-se a reacdo de PCR convencional, com primers
universais. Esta Ultima tem sido utilizada rotineiramente, em especial para identificacdo de
nematoides de interesse fitossanitario. Suas principais vantagens consistem na rapidez,
simplicidade e no baixo custo do processo (Oliveira et al., 2009). A tecnologia se baseia na
variagdo existente em um pequeno fragmento do DNA mitocondrial ou ribossomico, o qual seria
especifico para cada espécie. As sequéncias de DNA provenientes da técnica sdo facilmente
comparadas com as sequéncias de outras espécies depositadas no banco de dados genético
(Powers, 2004). Sdo inumeras as utilidades do codigo de barras do DNA tornando-o uma
importante ferramenta para os estudos taxondmicos e para os servicos oficiais de defesa animal e
vegetal (Stoeckle et al., 2005, Oliveira et al., 2009).

14 MATERIAL E METODOS

Os nematoides analisados neste estudo foram obtidos diretamente da secre¢do auricular de
bovinos da raga Gir com otite parasitaria ou ap6s serem cultivados in vitro no laboratorio de
parasitoses do departamento de medicina veterinaria preventiva da EV UFMG. Os bovinos
pertenciam as propriedades localizadas no municipio de Teofilo Otoni (fazenda 1) e no municipio
de Itabira (fazenda 2). Foram analisados também os nematoides encontrados em uma amostra
coletada do piso do brete no momento em que os bovinos estudados foram contidos para obtengao
de amostras da secrecao auricular.

Com o objetivo de comparar os individuos de uma espécie conhecida com os nematoides

isolados neste estudo, solicitou-se espécimes da espécie M. blumi, cepa DF5010, ao
Caenorhabditis Genetics Center (CGC), localizado na Universidade de Minnesota - USA. A
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amostra foi enviada pela transportadora Fedex, em placa de Petri contendo meio de cultura e
acondicionada em embalagem propria.

1.4.1 Data e local de coleta das amostras de nematoides

Em dezembro de 2012, vinte e cinco fémeas bovinas adultas da raga Gir pertencentes ao
rebanho da fazenda 1, foram contidas em brete para inspe¢do do pavilhdo auricular e da porgéo
inicial do conduto auditivo externo (CAE). Cinco animais apresentaram sinais de otite parasitaria,
caracterizados pela presenca de otorréia de cor amarela clara, aspecto fluido e odor putrido. Para
confirmar a presen¢a de nematoides, introduziu-se uma zaragatoa estéril na porgao inicial do CAE
de uma das orelhas de cada animal, em movimentos circulares, como preconizado por Leite et al.
(1994). Em seguida as zaragatoas foram colocadas, individualmente, em tubos transparentes, que
foram mantidos por 5 minutos a luz solar direta para visualizacdo dos nematoides. Apos a
confirmacdo macroscopica da presenca dos parasitos, os tubos foram identificados
individualmente e transportados em caixas de isopor a temperatura ambiente ao laboratdrio de
parasitoses. Espécimes foram isolados destas amostras e repicados em meio de cultura agar
sangue dando origem a populagao Fz1.

Em janeiro de 2013, na fazenda 2, quando se iniciou o protocolo de controle da otite parasitaria
descrito no capitulo III, foram coletadas amostras da secrecdo auricular de trés vacas da raga Gir
com sinais clinicos de otite parasitaria. As amostras foram coletadas conforme descrito no
paragrafo anterior e identificadas como Fz2-Gama, Fz2-737, Fz2-FGVI2. Nesta ocasido todos os
animais do rebanho passaram por diagnostico parasitologico utilizando-se o método do lavado
auricular. Apds a passagem de todos os animais pelo brete, verificou-se que parte do liquido
resultante do procedimento havia caido no piso. Com o auxilio de uma zaragatoa, coletou-se uma
amostra deste liquido, a qual foi identificada como amostra Fz2-Piso. As quatro amostras foram
transportadas em caixas de isopor a temperatura ambiente ao laboratdrio, onde foram cultivadas
separadamente.

Em fevereiro de 2014, foram realizadas coletas em quatros vacas com otite parasitaria, na
fazenda 2. As amostras obtidas foram enviadas ao laboratorio onde foram feitas culturas
individuais de fémeas gravidas, isoladas aleatoriamente de cada amostra.

Em junho de 2014, foram realizadas novas coletas no CAE dos mesmos animais dessa fazenda
para isolamento de nematoides para as andlises morfologicas.

1.4.2 Cultivo dos nematoides

Para a separacdo dos nematoides foi utilizada a técnica de Baermann e Moraes modificada
(Moraes, 1948). Cada zaragatoa foi colocada sob uma gaze em funil por um periodo de seis horas.
Apos este periodo o tubo acoplado foi retirado vertido em placa de Petri e observado em
microscopio estereoscopico. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, cerca de 30 espécimes, de
ambos os sexos, de cada uma das cinco populagdes foram colocados em placas individuais,
contendo agar sangue bovino desfibrinado 5% (Figura .1 A). As placas, ap0s identificacdo, foram
mantidas em cdmara umida a temperatura ambiente (Figura 1.1 B).

As cinco populagdes obtidas nas fazendas 1 e 2 em dezembro de 2012 e janeiro de 2013 (Fzl1,
Fz2-Gama, Fz2-737, Fz2-FGVI2 e Fz2-Piso) foram mantidas em cultivo no laboratorio de
parasitoses da EV UFMG como populagdes estoque.

1.4.2.1 Protocolo de cultivo de fémeas de nematoides gravidas
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As amostras de secrecdo auricular, coletadas em fevereiro de 2014, foram coletadas de quatro
vacas com otite clinica. Cada uma delas foi considerada como uma populacido e identificada com
a letra inicial do nome de cada animal (F, I, G e B). No laboratdrio de parasitoses, os nematoides
coletados pela técnica de Baermann e Moraes modificada (Moraes, 1948), foram observados em
microscopio estereoscopico (Figura 1.1 C, D e E). Com o auxilio de um estilete, foram
selecionadas 20 fémeas gravidas, uma a uma, totalizando 80 fémeas (Figura 1.1 F). Elas foram
colocadas, individualmente, em placas de cultivo de células de seis pogos, contendo agar-agar
0,5% ao qual foi adicionado sangue bovino desfibrinado (FiguraI.1 G). Cada poco foi identificado
com a letra de identificacdo da populagdo e numerado de 1 a 20 (ex.: G19, referindo-se a 19*
fémea isolada da amostra de secrecdo auricular da vaca G). As placas foram envoltas em filme de
PVC para manter os compartimentos isolados e mantidas em estufa a temperatura de 36°C durante
sete dias (Figura 1.1 H). Diariamente substituiu-se o filme de PVC para permitir a aeracdo das
culturas. Decorrido o periodo de cultivo, com o auxilio do microscopio estereoscopico, avaliou-
se o desenvolvimento dos nematoides e constatou-se que do total de 80 fémeas gravidas, 78
completaram o ciclo. Posteriormente, de cada cultura, foram selecionados dois espécimes adultos,
um macho ¢ uma fémea, totalizando 156 amostras. Os espécimes foram transferidos,
individualmente, para microtubos tipo Eppendorf contendo solugdo salina, identificados com a
letra da populagdo, com o numero da fémea gravida que o originou e com o sexo do espécime
(ex.: G53F) e enviados ao laboratorio de genética da EV UFMG, para as analises moleculares. A
mesma quantidade de espécimes, machos e fémeas, foram selecionados para os estudos
morfologicos e morfométricos e para as imagens em MEV, realizados no laboratorio de
helmintologia da UERJ.

1.4.3 Locais de realizacdo das andlises moleculares e dos estudos morfométricos e
morfologicos

Os estudos morfologicos e morfométricos dos nematoides coletados nas duas fazendas foram
realizados sob a forma de colaboragdo entre o laboratorio de parasitoses do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da EV UFMG e o laboratorio de helmintologia Romero Lacasas
Porto do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UERJ, Rio de Janeiro -
RJ.

1.4.4 Fixacdo dos nematoides

Os espécimes de nematoides selecionados diretamente da secre¢do auricular e dos cultivos em
meio de cultura foram fixados quimicamente por imersdo em solugdo de AFA (alcool 95%,
formaldeido 3% e acido acético 2%), a quente (80°C) ou em solucdo de Karnovsk (glutaraldeido
2,5%, formaldeido recém preparado a 4% em tampao de Cacodilato de Sédio 0,1M, pH 7,2).

Os individuos da espécie M. blumi, proveniente do CGC, foram fixados em solugdo de
Karnovsk.

1.4.5 Preparo e envio das amostras para as andlises moleculares e morfologicas

De cada uma das populagdes estoque mantidas no laboratério de parasitoses (Fz1, Fz2-Gama,
Fz2-737, Fz2-FGVI2 e Fz2-Piso), selecionou-se, aleatoriamente, cerca de 200 espécimes de
nematoide, os quais foram colocados individualmente em tubos de microcentrifuga, contendo
solugdo de NaCl 1M. Em seguida foram enviados, via Sedex, em caixa de isopor a temperatura
ambiente, ao laboratorio de Nematologia do Instituto Biologico, onde foram realizadas as
primeiras analises moleculares.
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De cada populagdo estoque, selecionou-se outros 100 espécimes (50 ja fixados e 50 espécimes
vivos, mantidos em frascos contendo meio de cultura) que foram enviados ao laboratorio de
helmintologia da UERIJ. Estes ultimos, tdo logo chegaram ao laboratério, foram fixados em
solucdo de Karnovsk.

Todos os espécimes de nematoides selecionados das culturas das fémeas gravidas e das
amostras coletadas em julho de 2014 na fazenda 2, foram fixados quimicamente. A metade dos
espécimes foram fixados em solu¢do de AFA e a outra metade em solu¢do de Karnovsk. Todas
as amostras foram enviadas ao laboratorio de helmintologia da UERJ, via Sedex, em caixas de
isopor, em temperatura ambiente, acondicionadas em tubos tipo Eppendorf identificados.
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Figura L.1 Isolamento dos nematoides das amostras de secre¢do auricular coletadas nas fazendas 1 ¢ 2 (A). Cultivo
das populagdes de nematoides coletados nas fazendas 1 e 2 em cadmara umida a temperatura ambiente (B). Filtro de
Baermann (C), tubo coletor contendo nematoides no fundo (D), placa de Petri contendo os nematoides isolados (E),
coleta dos nematoides com o auxilio do estilete (F). Cultivos individuais de fémeas gravidas em placas contendo
agar-agar 0,5% e sangue bovino desfibrinado (G ¢ H).
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1.4.6 Andlises moleculares

Os estudos moleculares dos nematoides coletados nas duas fazendas foram realizados sob a
forma de colaboragdo entre o laboratério de Parasitoses do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da EV UFMG, o laboratorio de Nematologia do Instituto Bioldgico, Campinas - SP e
o laboratorio de Genética da EV UFMG, Belo Horizonte - MG. As duas analises foram realizadas
de maneira independente, utilizando-se a mesma tecnologia do cédigo de barras do DNA, de
acordo com Oliveira et al. (2009). As analises filogenéticas ficaram sob a responsabilidade do
laboratério de Nematologia. Os espécimes analisados foram selecionados das cinco populagdes
mantidas em cultura no laboratdrio de parasitoses da EV UFMG. Os espécimes provenientes das
culturas das fémeas gravidas foram analisados apenas no laboratdrio de genética.

1.4.6.1 Instituto Biologico (Campinas - SP)
1.4.6.1.1  Aplicacio da tecnologia do codigo de barras do DNA

No laboratorio de Nematologia do Instituto Bioldgico, dos 200 espécimes enviados, foram
analisados ao acaso dois espécimes de cada uma das amostras Fz1, Fz2-Gama, Fz2-737 e Fz2-
FGVI2 e quatro espécimes da amostra denominada Fz2-Piso para a extracdo do DNA, totalizando
12 espécimes.

Extracdo do DNA: Para a extragdo do DNA genomico foi utilizado o método da proteinase-K
(WLB: Worm Lysis Buffer), segundo Williams et al. (1994). Cada espécime foi colocado em
tubo de microcentrifuga contendo uma gota de 15 u/ WLB e incubado a 20 °C negativos por 15
min. Posteriormente, os tubos foram incubados a 60°C por 1 hora, 95°C por 15 minutos e
resfriados a 4°C.

Reacio de PCR: Para a reagio de PCR, foi utilizado o kit de PCR Go Taq® Hot Start Green
Master Mix, fabricante Promega Corporation — Sao Paulo/SP. Para inicio, em um tubo de
microcentrifuga de 0,2 mL, foi adicionado 12,5 uL do Go Taq®, 10 uL de NFW (Nuclease Free
Water), 1 uL do primer D2 (5'- ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3"), 1 uL do primer D3
(5'-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3") (Al-Banna et al., 2004) e 0,5 uL de DNA gendmico,
totalizando um volume final de 25 uL. As condi¢des de amplificacdo foram 94°C por 4 minutos
(1 ciclo), 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55 °C por 1,5 minuto, 72°C por 2 minutos, seguido por
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Apos a amplificagdo do DNA, 5 uL do produto da PCR
foram utilizados para eletroforese, em tampao 1X TBE (Sambrook ef al., 1989), em gel de
agarose, a 1%, corado com brometo de etidio (0,02 pg/mL), visualizado em um transiluminador
de luz UV e fotografado.

Sequenciamento e identificacao: O sequenciamento dos fragmentos amplificados da expansdo
D2/D3 foi realizado utilizando o kit Big Dye Terminator, fabricante Applied Biosystems - Sdo
Paulo/SP e foram realizados no Laboratério de Bioquimica Fitopatoldgica do Instituto Biologico,
SP.

Para cada reacao, foi preparada uma mistura contendo 2 uL de reagente Big Dye, 3,2 uM do
primer para o sentido anverso ou para o sentido reverso, 3,0 4L do produto previamente
amplificado contendo aproximadamente 400 ng de DNA e 2,0 mL de agua. A reagdo para
sequenciamento foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante (Applied Biosystems). O
produto amplificado foi purificado novamente, por precipitacdo, com isopropanol em microtubos.
Ap6s a desnaturagdo das amostras a 95°C por 3 minutos, foi realizada eletroforese em aparelho
ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied Biosystem).
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As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com auxilio do software BioEdit
Sequence Alignment Editor. As sequéncias de Metarhabditis obtidas foram comparadas as
sequéncias de outras espécies de nematoides depositadas no banco de dados (GenBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para a identificagdo de similaridade, utilizando-se o programa
BLASTN 2.2.19+ (Zhang et al. 2000).

1.4.6.1.2  Andlises filogenéticas

Para essa etapa, foi utilizado inicialmente o programa CLUTALX v. 1.81 (Thompson et al.,
1997), para cria¢do dos alinhamentos multiplos entre as diferentes sequéncias dos fragmentos da
expansao D2/D3 da regido 28S rDNA das diferentes populagdes analisadas. Apos o alinhamento,
foi realizada uma edi¢ao manual através do programa GeneDoc (Nicholas et al., 1997), onde as
colunas filogeneticamente ndo informativas foram excluidas das andlises. As analises
filogenéticas foram realizadas com o programa TREE-PUZZLE (Strimmer e Von Haeseler, 1996)
e com os aplicativos do programa PHYLIP v.3.6? sub-rotina DNAML (Felsenstein e Churchill,
1996). O programa TREE-PUZZLE estimou os seguintes pardmetros: taxa esperada de
transicao/transversdo (Ts/Tv) e o parametro alfa associado a distribuicdo gama. O modelo original
de substituicdo selecionado para as andlises filogenéticas foi o F84 + G+I, de acordo com o
programa DNAML, dentro do pacote PHYLIP. A espécie Oscheius myriophila foi selecionada
como grupo externo. A arvore filogenética de maxima verossimilhanga foi estimada com o
aplicativo PHYLIP DNAML, sendo que as analises de bootstrap foram feitas a partir de 1000
repeti¢des, utilizando-se os aplicativos PHYLIP SEQBOOT e CONSENSE.

1.4.6.2  Laboratorio de genética da EV UFMG

Nesta etapa do estudo foram analisados outros 121 espécimes de nematoides, sendo 38,
escolhidos ao acaso, nas cinco populagdes estoque mantidas em cultura no laboratério de
parasitoses e 83 selecionados nas culturas das fémeas gravidas isoladas.

Extragdo de DNA: Extraiu-se o DNA gendmico utilizando-se o protocolo descrito por Sambrook
et al. (1989) modificado: utilizou-se o tampao de digestdo (Tris HCI 10 mM, EDTA 0,5 mM,
NaCl 5M, SDS 2% e DTT 0,65M) e proteinase K. Em seguida adicionou-se
fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1, v/v/v) e precipitou-se o DNA obtido com acetato
de sodio 3M e etanol 100%. O pellet foi entdo lavado com etanol 70% e re-suspendido em tampao
Tris-EDTA. As amostras foram incubadas, overnight, a -4°C e, em seguida, a 56°C por 30
minutos. A avaliacdo da concentragdo e da pureza (razdo absorbancia A260/A280) do DNA
extraido foi realizada por meio de espectrofotometro NanoDrop. As amostras que possuiam o
resultado da razao 260/280, superior a 1,80, foram consideradas puras. A integridade do DNA foi
analisada por meio da realizacdo de eletroforese em gel de agarose 1% com tampao TBE 1X. As
amostras de DNA foram armazenadas em freezer a -20°C.

Reacdo de PCR: Para a reacdo de PCR, foi utilizado o kit de PCR Go Taq® Hot Start Green
Master Mix, fabricante Promega Corporation — Sao Paulo/SP. Em um tubo de microcentrifuga de
0,2 mL, foi adicionado 12,5 pL do Go Taq®, com brometo de etidio (0,02 ug/mL) foi visualizado
em um transiluminador de luz UV e fotografado. A regido do gene nuclear de RNA ribosomal de
28S foi amplificada utilizando os primers D2F (5 — ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG -
3’) e D2R (5’ - TCGGAGGGAACCAGCTACTA - 3’) (adaptado de Tomazini et al., 2012). A
PCR de 25uL foi feita utilizando-se 10,5 pL de agua ultrapura, 6,25 pL de tampao 5x Colorless
Go Taq Flexi (Promega, USA), 2,5 uL de MgCl,25 mM (Promega, USA), 0,25 uL de cada primer
(10 uM), 2,5 uL de cada ANTP (1 mM), 0,25 pL de DNA Polimerase GoTaq Hot Start (Promega)
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(5 U/ pL) e 2,5 uL de DNA molde (50-100 ng/ puL). As condigdes da PCR no termociclador
automatico (Veriti— Life Technologies, USA) foram as seguintes: desnaturagao inicial a 95°C por
7 min, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 60 s, anelamento a 55°C por 60 s e extensao
a 72°C por 60 s, com uma etapa final de alongamento a 72°C por 10 min (adaptado de Mraeek,
2006).

Sequenciamento e identificacio: Os produtos de PCR (5 pL) foram visualizados em géis de
agarose e selecionados para o sequenciamento. As sequéncias foram determinadas bi-
direcionalmente para pelo menos dois diferentes amplicons utilizando o kit BigDyeTerminator
v.3.1 Cycle Sequencing no sequenciador automatico de DNA ABI 3130 (ambos de Life
Technologies, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. As sequéncias senso e anti-senso
foram alinhadas e editadas usando o software SeqScape (LifeTechnologies). Estas também foram
alinhadas e comparadas utilizando o software MEGAS (Tamura ef al., 2011). Foram realizadas
buscas no GenBank™ para identificar a similaridade das sequéncias depositadas no site do
National Center for Biotechnology Information utilizando o servidor de rede BLAST.

1.4.7  Andlises morfologicas e morfométricas
1.4.7.1 Montagem de ldminas e morfometria em microscopia de luz (ML)

Para as analises morfométrica e morfologica os nematoides, previamente fixados, foram
diafanizados em lactofenol de Amann e montados entre ldmina e laminula para observagdo em
microscopio Otico Zeiss Standart 20, acoplado a uma camara clara. Os desenhos foram realizados
neste equipamento, escaneados e posteriormente vetorizados utilizando-se o software Corel Draw
5.0. As imagens foram capturadas pelo sistema de digitalizacdo de imagens (Olympus DP-030)
acoplado ao microscopio de luz Olympus BX-51.

Foram analisados nos espécimes de ambos os sexos comprimento total do corpo; largura do
corpo (regido média); comprimento e largura do estoma; comprimento do es6fago e comprimento
da cauda. Nos espécimes machos analisaram-se os comprimentos do espiculo esquerdo, do
espiculo direito e do gubernaculo. Com os dados acima foram calculados os valores classicos de
De Man (De Man, 1876, Cobb, 1914 e Thorne, 1949): a (relagdo entre o comprimento do corpo
e a maior largura do corpo), b (relag@o entre o comprimento do corpo e a distancia da extremidade
anterior até a valvula esofagica-intestinal), ¢ (relagdo entre o comprimento do corpo ¢ o
comprimento da cauda) para todos os espécimes. Nas fémeas calculou-se ainda o V, que ¢ a
distancia da vulva até a extremidade anterior em relagdo ao tamanho do corpo, representado em
percentual. Posteriormente, com os resultados obtidos, calculou-se a média, o desvio padrdo e a
amplitude maxima de cada uma das caracteristicas.

Utilizou-se as chaves de identificagdo e os estudos de Andréassy (1983), Sudhaus (1974),
Martins Jr. (1985), Carta e Osbrink (2005) Sudhaus (2011) e Asif et al. (2013) para a comparagao
entre espécies estudadas.

1.4.7.2 Morfologia por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para as imagens por MEV convencional, os nematoides, j4 fixados em solu¢do de Karnovsk,
foram lavados em PBS e posteriormente fixados em laminulas recobertas com gelatina 1% (Sigma
- Porcine Skin). Em seguida realizou-se a pds-fixagdo em tetroxido de 6smio (OsO4) 1%,
ferrocianeto de potassio (K4 [Fe(CN)s]) 0,8% e cloreto de calcio (CaCl,) 5 mM em agua destilada
por 40 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas em
agua destilada, desidratadas em série crescente de etanol (30%-100%) por 30 minutos em cada
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etapa e secadas pelo método de ponto critico em CO, liquido. Finalmente as laminulas foram
coladas com a utilizagdo de fita adesiva impregnada com carbono em suportes metalicos. As
amostras secas, depois de montadas, foram recobertas com uma camada de aproximadamente
15nm de espessura de ouro por 30 segundos e analisadas no MEV convencional FEI Quanta 250
operados a 20 kV.

.5 RESULTADOS
1.5.1 Andlises moleculares para identificagdo dos nematoides
1.5.1.1 Instituto Biolégico

Nos estudos moleculares realizados nesta etapa do presente trabalho, a amplificagdo e o
sequenciamento da expansdo D2/D3 do gene 28S do rDNA das cinco populagdes analisadas,
forneceu duas sequéncias, uma no sentido anverso e outra no sentido reverso. Apos o alinhamento
das sequéncias, obteve-se uma sequéncia consenso com 531 pares de bases (pb). As cinco
sequéncias deste fragmento de rDNA obtidas das populagdes de Minas Gerais foram idénticas
entre si e também a sequéncia do mesmo fragmento da cultura DF5010 da espécie Metarhabditis
blumi depositada no GenBank (acesso ntimero EU195965.1), considerando e-value 0,0 e
similaridade de 100% (Tabela 1.1). De acordo com estes resultados, concluiu-se que todas os
espécimes estudados pertenciam a espécie M. blumi (Sudhaus, 1985) Sudhaus 2011. As
sequéncias das populacdes analisadas neste estudo foram depositadas no GenBank e receberam
os codigos de acesso nimeros KM233152-KM233156.

Natabela I.1 estao detalhados os resultados da comparacdo das sequéncias da expansdo D2/D3
da regido 28S do rDNA das cinco populagdes de nematoides estudadas com as sequéncias de
espécies de nematoides depositadas no Genbank.
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Tabela 1.1 Comparacdo da sequéncia da expansdao D2/D3 da regido 28S do rDNA da populagio
Fzl de Metarhabditis blumi proveniente de Teofilo Otoni, MG e das populagdes Fz2Gama,
Fz2737, Fz2FGVI2 e Fz2Piso, provenientes de Itabira, MG, com as sequéncias de espécies de
nematoides depositadas no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Espécie % de identidade Cédigo de acesso no Genbank
Metarhabditis blumi strain DF5010 100 EU195965.1
Metarhabditis rainai strain DF5091 82 EU195966.1
Rhabditis sp. Tumian-2007 80 EU273599.1
Rhabditis sp. Hy CM-2010 82 HM474859.1
Rhabditis dolichura 86 EF417150.1
Rhabditis sp. K CM-2010 81 HM474860.1
Rhabditis sp. BC7735 85 EU303298.1
Rhabditis sp. DF5059 85 EU195964.1
Rhabditis terricola 85 EF417152.1
Rhabditis brassicae 85 EU195963.1
Rhabditis sp. SB347 76 EU195960.1
Rhabditis sp. BCM-2010 84 HM474857.1
Rhabditis nidrosiensis 79 AM399067.1

Analise filogenética: Com o objetivo de se estudar a heterogeneidade e agrupamentos entre
espécies do género Metarhabditis, foram incluidas no presente estudo filogenético as sequéncias
da expansdo D2/D3 da regido 28S de varias espécies de Metarhabditis depositadas no GenBank,
juntamente com as quatro populacdes de M. blumi provenientes do conduto auditivo de bovino
(Fzl, Fz2Gama, Fz2737 ¢ Fz2FGVI2) e daquela obtida da amostra coletada no piso do brete
(Fz2Piso). No total foram 19 sequéncias analisadas.

Ap6s o alinhamento, todas as sequéncias da expansido D2/D3 apresentaram-se no tamanho de
517pb, incluindo a sequéncia do O. miryophilla, utilizado como grupo externo. A partir do
alinhamento das sequéncias de Rhabditis sp.e de Metarhabditis sp., produziu-se uma arvore
filogenética (Figura 1.2), onde verificou-se que todas as populagdes provenientes do conduto
auditivo de bovino (Fzl, Fz2Gama, Fz2737 ¢ Fz2FGVI2) ou do piso do brete (Fz2Piso)
permaneceram no mesmo grupo que a espécie M. blumi, confirmando o agrupamento dos
nematoides das amostras analisadas como M. blumi.
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Figura L2 Relagdo filogenética de espécies de Metarhabditis ¢ de Rhabditis com a espécie M. blumi
originarias do Brasil (Fz1, Fz2-Gama, Fz2-737, Fz2-FGVI2 ¢ Fz2-Piso) ¢ sua similaridade com populagdes
obtidas do GenBank, baseada no alinhamento da sequéncia da regido D2/D3 28S DNAr. A arvore
filogenética de maxima verossimilhanga foi estimada com o aplicativo PHYLIP DNAML. Oscheius
myriophila foi utilizado como grupo externo.

1.5.1.2  Laboratorio de genética da EV UFMG

Dos 38 espécimes analisados nesta etapa, obteve-se resultados da amplificacdo da expansdo
D2/D3 do gene 28S do rDNA de 34 deles. Produziu-se sequéncias com homologia de 99% com
a sequéncia de M. blumi depositada no GenBank (acesso numero EU195965.1). Com esses
resultados, concluiu-se que todos os espécimes destas amostras pertenciam a espécie M. blumi
(Sudhaus, 1985) Sudhaus 2011.

Dos 83 espécimes originados das fémeas gravidas analisados, obteve-se a sequéncia consenso
de 54 deles. O tamanho médio das sequéncias da expansdo D2/D3 obtidas ap6s o alinhamento foi
de 540pb. Ao serem comparadas com as sequéncias de outras espécies de nematoides depositadas
no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), apresentaram maior similaridade
com a mesma sequéncia da espécie M. blumi citada acima, com valores variando entre 94 a 99%
e cobertura entre 98 e 100%. Os resultados de cada amostra encontram-se detalhados na Tabela
L.2.
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Tabela 1.2 Resultados da comparacdo das sequéncias dos 54 espécimes provenientes do
cultivo de fémeas gravidas, oriundas da secre¢do auricular de quatro vacas da fazenda 1,
Ipatinga - MG com a sequéncia da espécie M. blumi depositada no GenBank (acesso
numero EU195965.1).

Populacio Amostra Espécie Cobertura Identidade Codigo de acesso
F3F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.35
F4F Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.10
FOF Metarhabditis blumi 100%0 98%o6 EU195965.11

FoM Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.12
F F13F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.33
F14F Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.8
F15F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.36
F18F Metrarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.9
F18M  Metarhabditis blumi 100%0 98%o6 EU195965.34
I123F Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.19
123M Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.20
I125F Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.21
I25M Metarhabditis blumi 99% 97% EU195965.46
127F Metrarhabditis blumi 100% 97% EU195965.47
127M Merarhabditis blumi 100% 98%6 EU195965.22
I28F Metarhabditis blumi 100%0 98%o6 EU195965.48
I I130F Merarhabditis blumi 98% 96%6 EU195965.49
I30M Metarhabditis blumi 100%0 98%o6 EU195965.50
I133F Metrarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.51
I35F Metarhabditis blumi 100%0 97% EU195965.52
I136F Metarhabditis blumi 100% 98%6 EU195965.53
I36M Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.54
137M Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.55
G41F Metarhabditis blumi 100%0 98%o6 EU195965.37
G45F Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.13
G46F Metarhabditis blumi 100%0 95% EU195965.14
G46M  Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.38
G53F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.39
G54M  Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.18
G G55M Metarhabditis blumi 99% 99%6 EU195965.45
G56M  Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.40
G57F Metarhabditis blumi 100%0 96%6 EU195965.41
G57M  Metarhabditis blumi 100% 98%6 EU195965.42
G58F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.16
G58M  Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.17
G59M  Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.43
GO61F Metarhabditis blumi 99% 98%6 EU195965.44
B62F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.23
B64F Metarhabditis blumi 100% 94%% EU195965.24
B64M  Metarhabditis blumi 100%0 98%o6 EU195965.1
BG65F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.2
B67F Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.3
B67M  Metarhabditis blumi 100%0 97% EU195965.25
B70F Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.4
B71M  Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.26
B B72M  Metarhabditis blumi 100% 99%% EU195965.27
B74F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.28
B74M  Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.5
B75F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.29
B75M  Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.30
B76F Metarhabditis blumi 100%0 99%6 EU195965.31
B76M  Metarhabditis blumi 99% 94°%% EU195965.6
B77F Metarhabditis blumi 98%o 98%o6 EU195965.7

B77M  Metarhabditis blumi 100% 99%0 EU195965.32




1.5.2  Anadlises morfologicas para identificacdo especifica

Nas amostras coletadas dos bovinos das fazendas 1 e 2, tanto nas cultivadas quanto nas a
fresco, foram encontrados parasitos das espécies M. freitasi e M costai, identificados neste estudo
como MfMG2015 e McMG2015, respectivamente (Tabela 1.3, 1.4 e 1.5). Foi encontrado também
um outro nematoide do qual ndo foi possivel concluir o diagnoéstico diferencial e, portanto, sera
apenas citado neste estudo. O diagnostico diferencial de fémeas das duas espécies foi dificultado
diante da grande semelhanca existente entre os espécimes deste sexo. Apenas o material do cultivo
das fémeas gravidas permitiu a identificacao de fémeas da espécie M. freitasi. Diante da limitagao,
foram estudados exemplares machos das duas espécies por ML e MEV e as fémeas apenas por
ML.

Os resultados demonstraram que os parasitos coletados diretamente na secrecdo auricular dos
animais eram morfologicamente semelhantes aos espécimes que foram cultivados no laboratdrio
EV UFMG em meio de cultura 4gar sangue. A identificacdo das espécies foi feita a partir do
estudo de caracteristicas morfolégicas citadas em chaves de classificagdo utilizadas em
publicagdes mencionadas na metodologia. Considerou-se mais um caractere taxondmico para os
machos, baseado na relacdo entre o comprimento total da cauda e a largura do primeiro tergo do
tronco dorsal, como um parametro diferencial para as duas espécies ja identificadas em relacao a
terceira que sera estudada em pesquisa posterior. Apenas exemplares machos da espécie M. blumi
da amostra importada do CGC foram analisados sob ML ¢ MEV ¢ os resultados obtidos foram
comparados com os dados das espécies M. costai e M. freitasi identificadas neste estudo. Nas
amostras estudadas ndo foram encontrados espécimes com caracteristicas morfoldgicas que se
assemelhassem a descrigdo da espécie M. blumi.

Os resultados das analises morfométricas dos nematoides machos coletados no CAE dos
animais com sinais clinicos de otite e da espécie M. blumi obtidos na amostra importada do CGC,
estao representados na Tabela 1.3

As medidas das caracteristicas morfoldgicas dos machos das duas espécies identificadas neste
estudo e da espécie M. blumi (DF5010), cuja amostra foi enviada pelo CGC, estao detalhadas na
Tabela I.4. Adicionou-se a estas, os dados das descri¢des das espécies M. costai, M. freitasi e M.
blumi, publicadas por Sudhaus (1974), Martins Jr. (1985) e Carta ¢ Osbrink (2005) para
comparacao.
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Tabela 1.3 Comparacdes das medidas das caracteristicas anatomicas dos espécimes machos das
espécies Metarhabditis freitasi, M. costai coletadas da secregdo auricular de bovinos com otite
parasitaria nas fazendas 1 e 2, localizadas nos municipios de Teodfilo Otoni e Itabira - MG e da
M. blumi da cultura DF5010 mantida no CGC - USA. Todas as mensuragdes estdo em um e
representadas pelas médias e desvio padrdo, seguidas pelos intervalos obtidos (nos paréntesis).

M. costai M. fireitasi M . blumi

Caracteristicas (um) Mc MG15 Mf MG15 DF5010*
Machosn =10 Machosn =10 Machosn =10
1059,2 + 82,2 971,2+ 87,0 945,4 + 129,3

Comprimento total

(993,7 - 1221,0)

(861,2 - 1070,0)

(725,6 - 1089,7)

Laroura mixima 522+ 6,6 590+ 7,9 52,9+52
e (43,5 - 63,5) (51,3 - 74,2) (43,6 - 63.8)
Estoma (Comprimento) 23,8427 26,0 2,1 248422
stoma (Lomptimento (19,0 - 27.,2) (24,3 - 30,6) (22,4 -27,6)
Bstoma (Largura) 42410 42406 46+05
sroma tharea (3.2-5.6) (32-50) (3.6-5.2)
Eebfaso SE 190,1 + 12,0 2058 + 14,8 180,2
£ (183,1 - 213,7) (172,6 - 215,3) (1383 - 205,1)
Eeofacn T 214,74 123 231,84 15,9 206,8 = 20,6
Sotago (183,1 - 213,7) (198,3 - 261,7) (169.8 - 232,7)
Eenicul » 3890+ 46 40,6+ 2,7 43,4427
spiculo esquerdo (33,4 - 44.8) (33,9 -43,1) (40,6 - 45,8)
Eeniculo dircito 422+ 5.4 40,6 = 3,3 412+29
P (34,7 - 50,6) (32,8 - 44,7) (37,6 - 45.5)
Espicul 40,4+ 4,8 41,825
spicuios (34,0 - 47,7) (39,1 - 45,6)
Guberniculo 26,2+ 0,3 246+2,5 288+ 3,5
(26,5 - 26,0) (21,8 - 26,6) (26,3 -31,3)
Coud 41,8+ 1,1 438+48 56,8+ 8,1
auda (40,5 - 43.,7) (37,6 - 48,9) (40,0 - 70,0)
14+02 78+ 1,5 153=2,1
PB A0, 81, 32,
Cauda 1,1-1,7) (6,0 -9,8) (14,0 - 19,2)
40+ 0.4 50+ 0,6 73+ 1,4
Cauda/LTD SED CED ©ED
o (3.8-4.5) (4,5-5,6) (4.5-8.3)
) 204413 16,7+ 3,0 17,9+ 1,8
Razdes de De Man a (19,2 - 22.8) (12,7 - 21,8) (15,6 - 20,7)
49+02 42+ 04 45+03
Rewdes de De M 90, 20, 50,
azdes de De Man b “7-5.1) (3,6 - 4.8) (4.1-5,0)
3 250+22 223422 16,5+ 1,8
Razdes de De Man ¢ (22,8 - 29.2) (18,8 -27.2) (14,4 -19,2)
Distribuic@o papilas 1+1+1/3+2+F 1+1+1/3+2+F 1+1+1/3+2+F

Legenda: Comprimento do esdfago (Es6fago SE); Comprimento do es6fafo desde o inicio do estoma até o final do
bulbo (Esdfago T); Comprimento da cauda até a cloca (Cauda); Comprimento da cauda até o trémino da bursa
(Cauda PB); razdo entre o comprimento da cauda e a largura do primeiro ter¢o do tronco dorsal (Cauda/LTD).

Razdes de De Man: a: comprimento do corpo/ largura maxima do corpo; b: comprimento do corpo/eséfago T e c:
comprimento do corpo/cauda. Todas as mensuragdes estdo em pm e representadas pelas médias desvio padrio,
seguidas pelos intervalos obtidos (nos paréntesis).

* Cultura de M. blumi DF5010 mantida no Caenorhabditis Genetics Center (CGC)- University of Missouri - USA

e usadas como espécie modelo.

23



Tabela 1.4 Comparagoes das medidas das caracteristicas anatdmicas dos espécimes machos coletados da secregdo auricular de bovinos com otite parasitaria nas fazendas
1 e 2, localizadas nos municipios de Tedfilo Otoni e Itabira - MG, com as descri¢oes das espécies Metarhabditis freitasi, M. costai e M. blumi encontradas na literatura.
Todas as mensuragdes estdo em pum e representadas pelas médias e desvio padrao, seguidas pelos intervalos obtidos (nos paréntesis).

M . costai M. freitasi M . blumi
Caracteristicas (;um) Mc MG15 Martins, 1985 Asif et al., 2013 Mf MG15 Martins, 1985 DF5010* Sudhaus, 1974 Carta e Osbrink, 2005
Machos n = 10 Machos n =10 Machosn =7 Machos n = 10 Machos n = 10 Machos n =10 Machos n =10 Machos n =10
Combrimento total 1059,2 + 82,2 1012,0 + 150,0 777.8 + 136.3 971,2 + 87,0 1235,0 + 135,0 9454+ 1293 1381,0 + 292,0
P (993,7 - 1221,0) (844,0 - 1175,0) (608,0 - 1058,0) (861,2 - 1070,0) (1035,0 - 1405,0) (725,6 - 1089,7) (995 - 1415) (1102,0 - 1758)
L . 522+ 6,6 64,0 £ 11,0 32,1+ 12,0 59,0+ 7,9 73,0 £ 10,0 52,0452 66,0 + 18,0
argura maxima (43,5 - 63,5) (51,0 - 79,0) (27,0 - 42,0) (51,3 -74,2) (54,0 - 88,0) (43,6 - 63.8) (49.0 - 68,0) (43.0 - 86,0
et c mento) 23,8 £2,7 34,1422 26,0 £ 2,1 19,7428 24,8422 20,0 £ 5,0
stoma (Comprimento (19,0 - 27,2) N (30,0 - 38,0) (24,3 - 30,6) (17,4 - 23,9) (22,4 - 27.,6) (25,0 - 27,0) (22,0 - 36,0)
et L ) 42410 32402 42406 4,6+ 0,5 24,0 £2,0
stoma (Largura (3.2-5.6) N (3.0-3.5) (3.2-5,0) - (3.6-5.2) (3.0 - 5,0) (22,0 - 26,0)
. . 190,1 + 12,0 192,0 + 6,0 205,8 + 14,8 163,0 = 16,0 1802 +21.4
Esofago SE - - -
(183,1-213,7) (183,0 - 198,0) (172,6 - 215,3) (146,0 - 193,0) (138,3 - 205,1)
2147+ 12,3 231,8+ 15,9
Esofago T - - - 225,0 + 21,4 - -
Sotage (183,1-213.,7) (198,3 - 261,7) ; y
Eenicul a 38,0+ 4,6 40,0+ 5,5 40,6 £ 2,7 47,0 £43 43,4+27
spiculo esquerdo (33,4 - 44.8) (32,0 - 43,0) - (33,9-43,1) (43,0 - 52,0) (40,6 - 45.8) - -
Espiculo direit 42,2454 40,0 + 6,0 40,6 3,3 450+ 5,5 41,2£29
spiculo direito (34,7 - 50,6) (33,0 - 50,0) - (32.8 - 44.7) (35,0 - 52,0) (37.6 - 45.5) - N
- 404 +48 34,123 41,8+2,5 54,0+ 5,0
Espiculos - -
(34,0 - 47,7) (33,0 - 50,0) (30,0 - 38,0) (39,1 - 45,6) (45,0 - 51,0) (48,0 - 63,0)
, 26,0 21,0+ 1.9 14,0+ 1.6 24,6425 20,0 £ 1.6 28,8+ 3.5 27,0+ 6,0
Guberndculo
(26,0) (20,0 - 24,0) (12,0 - 16,0) (21,8 -27,6) (17,0 - 22,0) (26,3 - 31,3) (16,0 - 227,0) (20,0 - 31,0)
Caud 41,8+ 1,1 37,0428 41,8+ 1,1 43,8448 41,0 £ 7,0 56,8+ 8,1 59,0 £ 10,0
auda (40,5 - 43.7) (35,0 - 42,0) (40,5 - 43.7) (37.6 - 48.9) (35,0 - 48,0) (40,0 - 70,0) (50.0 - 66.0) (46,0 - 73,0)
14402 7.8+ 1,5
Cauda PB 11-1.7) - - (6,0-9.8) - - - -
4,0+04 5,0+ 0,6
Cauda/LTD (3.8 -4.5) - - 4.5 -5.6) - - - -
Rewdes de De Man a 20,4+ 1,3 16,1+ 1,4 21,2+23 16,7 + 3,0 17,2 + 3,1 17,9+ 1.8 16,0+ 3,0
* (19,2 -22,8) (14,0 - 17,0) (17,0 - 26,4) (12,7 - 21,8) (14,0 - 25,5) (15,6 - 20,7) (17,3 -22,3) (12,0 - 20,0)
Rewdes de De Man b 49+02 5308 42405 42404 7.6+ 08 45403 5.0+ 1,0
i “4.7-5.1) “44-6,7) (3.6-5.5) (3.6-4.8) (6,7-9.1) (4,1-5,0) (4,2-5.9) (3,0-6,0)
Rewdes de De M 25,05+ 2,2 27,1439 26,6 + 4,2 223£22 30,3 + 5,1 16,5+ 1,8 17,0 + 4,0
azoes de De Man ¢ (22,8 - 29,2) (23,2 -34,2) (20,7 -33,2) (18,8 -27,2) (23,9 - 39.,5) (14,4 - 19.2) (17,0 - 27,0) (12,0 - 24,0)
Distribuigdo papilas 1+1/13+2+F 1+1+1()+3+ 2+ F 1+1/13+2+F 1+1 +1/3 +2+F 1+1+1()+3+ 2+ F 1+1+1/3+2+F 1+1+1/3+2+F -

Legenda: Comprimento do esdfago (Esdfago SE); Comprimento do eséfafo desde o inicio do estoma até o final do bulbo (Eséfago T); Comprimento da cauda até a cloca (Cauda); Comprimento da cauda até o trémino da bursa (Cauda PB); razdo
entre o comprimento da cauda ¢ a largura do primeiro tergo do tronco dorsal (Cauda/LT D). Razdes de De Man: a: comprimento do corpo/ largura méxima do corpo; b: comprimento do corpo/esdfago T ¢ c: comprimento do corpo/cauda. Todas as
mensuragdes estdio em pm e representadas pelas médias desvio padrio, seguidas pelos intervalos obtidos (nos paréntesis).

* Cultura DF5010 de M. blumi mantida no Caenorhabditis Genetics Center - University of Missouri - USA e usadas como espécie modelo para comparagao com as espécies descritas neste estudo.
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Na Tabela L.5 estdo detalhadas as medidas das fémeas de M. freitasi isoladas das amostras
deste estudo e também as medidas das fémeas da espécie M. costai descritas por Martins Jr. (1985)
e por Asif et al. (2013) e da espécie M. blumi descrita por Sudhaus (1974) e por Carta e Osbrink
(2005) para comparagao.

Tabela I.5 Comparacdes das medidas das caracteristicas anatdmicas dos espécimes fémeas, coletados da
secre¢do auricular de bovinos com otite parasitaria nas fazendas 1 e 2, com as descri¢cdes das espécies
Metarhabditis freitasi, M. costai ¢ M. blumi encontradas na literatura. Todas as mensuracdes estdo em pm
e representadas pelas médias e desvio padrdo, seguidas pelos intervalos obtidos (nos paréntesis).

M. freitasi M. costai M. blumi
Caracteristicas (um) MfMGIS  Martins Jr., 1985  Martins Jr., 1985  Asifetal., 2013 Sudhaus, 1974 Carta e Osbrink, 2005 *
Fémeasn =4 Fémeasn =10 Fémeasn =10 Fémeasn =8 Fémeasn =10 Fémeasn =10
Comrinento ol docopg | [V148% 1245 15301550 1160+ 112,0 85,0+ 65,8 . 1381,04292,0
P PO 8387-11186)  (12530-17140)  (9740-13050)  (191,0-978,0) (1324- 1819) (1102,0 - 1758,0)
Mo diametro do corne 62,570 98,0+ 13,0 72,0499 03£28 ; 92,0340
& (524-618)  (130-117,0) (53,0 86,0) (38,0-46,0) (48,0-52,0) (570- 152,0)
Estoma (Comprimento) 264233 21,0+20 240£17 U3£26 - 29050
stoma (Lomprimento (23.4-304) (19,0-26,0) (22,0-260) (21,0-29,0) (29,0-35,0) (22,0-36,0)
Estoma (Largura) 3603 42£06 34£08 3908 - 5107
8 (3,1-44) (3,5-52) (26-43) (3.0-50) (3.0-50) (3.8-5)
b 2000+80 2010+ 250 210+ 110
& (192,0-2103)  (1760-262,0) (191,0 - 2240)
e 11444365 13,0 15,0 96,0 8,0 148145 . 1290 £ 39,0
(102-1806)  (112,0-1540) §70-1130)  (600-93,0) (156-221) (89,0-221,0)
, 50,7+ 10,3 500467
t -
Ovos (Comprimento) (31.3-660) (440~ 660)
8735 33,0433
Ovos (L 743, 043, ] ] ] )
vos (Larqura) (23,5-350) (260-32,0)
162448 157417 164+2,0 20313 . 159428
Rasbes de DE MAN 244, NESH 4, 341, 9+2,
az0cs ¢ ! (13,5-273) (133-18,1) (132-198) (182-22,7) (180-23,0) (11,0-20,0)
45£06 76:19 55404 4304 . 6,108
Ragbes de DEMAN b S*0, 61, S0, 30, 10,
e (40-59) (65-85) (50-60) (37-47) (50-60) (53-12)
88+28 17417 17417 17416 . 1,122
Razdes de DEMAN
azdes de ¢ (18-145) 82-141) 82-141) (93-13,6) (7,0-10,0) (17-148)
ven 522461 52,0+ 16,0 513431 _ _ 53
" (42,9-654) (50,0 - 56,0) (45,0- 55.4) (49-57)

Legenda: Comprimento do esofago (Esofago SE); Comprimento do eséfafo desde o inicio do estoma até o final do bulbo (Esofago T); Comprimento da cauda até a cloca (Cauda);
Comprimento da cauda até o trémino da bursa (Cauda PB); razéo entre o comprimento da cauda e a largura do primeiro ter¢o do tronco dorsal (Cauda/LTD). Razdes de De Man: a:
comprimento do corpo/ largura maxima do corpo; b: comprimento do corpo/esofago T e c¢: comprimento do corpo/cauda. Distancia da vulva até a extremidade anterior,
representado em percentual desta proporgdo em relagdo ao tamanho do corpo. Distancia da vulva até a extremidade anterior, representado em percentual desta proporgdo em
relagdo ao tamanho do corpo. V%: Distancia da vulva até a extremidade anterior, representado em percentual desta proporgdo em relagdo ao tamanho do corpo. Todas as
mensuragdes estdo em pm e representadas pelas médias desvio padrdo, seguidas pelos intervalos obtidos (nos paréntesis).

* Cultura DF5010 de M. blumi mantida no Caenorhabditis Genetics Center - University of Missouri - USA e usadas como espécie modelo para comparagio com as espécies descritas
neste estudo.
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1.5.2.1 Metarhabditis costai (Martins Jr., 1985) Sudhaus 2011

Foram estudados seis espécimes machos de M. costai por meio de microscopia de luz (Tabelas
1.3 e 1.4) e eletronica de varredura observando-se as seguintes caracteristicas: comprimento médio
do corpo variando em 1059,2 £ 82,2 um (993,7- 1221 um) com largura maxima de 52,2 = 6,6 um
(43,5 - 63,5 um). Na extremidade anterior destaca-se a abertura bucal com formato triangular,
ladeada por trés labios, um dorsal, com quatro papilas labiais ¢ dois latero-ventrais com trés
papilas. Como caracteristica importante destaca-se uma ligeira depressdo mediana em cada um
dos labios que pode ser confundida com uma separagdo completa. O estoma € retilineo com 4,2
+ 1,0 um (3,2 - 5,6 um) de largura e comprimento de 23,8 + 2,7 um (19-27,2), dos quais a metade
¢é recoberta pelo colar esofaringeano. O aparato glotdide é bem evidente, localizado no limite entre
o estoma e o eso6fago, cujo comprimento foi de 190,1 £ 12 pm (183,1-213,7 um). Na regido
posterior os espiculos robustos sdo bem evidentes e apresentam a ponta em forma de flecha,
perceptivel 8 MEV. O espiculo do lado direito ¢ ligeiramente maior que o do lado esquerdo e o
comprimento médio dos dois é de 40,4 + 4,8 um (34-47,7 um). Ambos sdo sustentados pelo
gubernaculo que tem formato de calha e comprimento de 26,2 + 0,3 pm (26- 26,5 um). A estrutura
caracteristica desta espécie € a bursa, que € do tipo leptoderana, com formato bem arredondado
recobrindo as papilas, os fasmideos e a por¢ao proximal da cauda (Figuras 1.4 e 1.5). As papilas
genitais sdo distribuidas em oito pares localizados ao longo da bursa. O primeiro par ¢
ligeiramente menor que os outros sete e se encontra isolado dos demais, localizado proximo a
linha mediana dos espiculos. Os dois pares seguintes estdo ligeiramente afastados entre si, sendo
que o terceiro par esta localizado na mesma linha da abertura da cloaca. O quarto, o quinto e o
sexto par estao localizados bem proximos entre si ¢ afastados dos demais. Pelas imagens de MEV
(Figura 1.6) € possivel verificar que o quinto par de papilas se projeta dorsalmente na bursa. Os
dois ultimos pares estdo bem proximos entre si e afastados dos trés anteriores. O comprimento do
sétimo e oitavo pares ¢ ligeiramente menor se comparado com o das outras papilas, com excegdo
do primeiro par. Os fasmideos sdo pequenas estruturas tubulares, localizadas logo apos as ltimas
papilas. As papilas e fasmideos sdo assim distribuidos: 1+1/1/3+2+F. A cauda, curta e estreita,
tem comprimento total de 41,8 + 1,1 pm (40,5 - 43,7 um). A projecdo, a partir da por¢do terminal
da bursa, é curta, variando de 1,1 a 1,7 um, o que dificulta a sua visualizagcdo. O diametro do
primeiro terco anterior da cauda variou de 9,2 a 11,9 um. As razdes de De Man foram: a= 20,4 +
1,3(19,2-22,8),b=4,9+£0,2 (4,7-5,1) e c=25+2,2 (22,8 - 29,2).
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Figura 1.3 Esquema baseado em imagens obtidas em microscopia de luz, mostrando a
morfologia dos machos do Metarhabditis costai.

Legenda: A: Visdo geral do corpo; B: Extremidade anterior, mostrando o estoma e a
porgdo inicial do esdfago; C: Extremidade posterior em visdo lateral, mostrando o
contorno da bursa, os espiculos e o gubernaculo. D: Extremidade posterior, em visdo
ventral, mostrando os espiculos, distribuigdo das papilas e a morfologia da bursa
copuladora.
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Figura 1.4 Imagens de microscopia de luz de machos de M. costai.

Legenda: A - Regido anterior mostrando o estoma, o colar esofagiano e o aparato glotdide; B - Extremidade
posterior em visdo ventral, mostrando a bursa, a distribui¢do das papilas e os espiculos; C - Visdo lateral da
extremidade posterior mostrando a bursa em orientagdo lateral e a distribuicdo das papilas genitais; D -

Detalhe da regido terminal da bursa, mostrando os Ultimos pares de papilas genitais, destacando os pares
pos-cloacais e a proximidade entre o quarto € o quinto par.
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Figura 1.5 Imagens de microscopia eletronica de varredura de machos de Metarhabditis costai.

Legenda: A - Imagem da extremidade anterior com destaque para o labio dorsal (LD) e dois latero-
ventrais (LV); B - Extremidade anterior, com destaque para a abertura triangular, os dois anfideos
(a). As setas mostram as quatro papilas do labio dorsal e as trés de cada labio latero-ventral; C -
Imagem lateral da bursa com os espiculos projetados e os primeiros pares de papilas; D - Detalhe
da regido distal dos espiculos, mostrando a morfologia da ponta em forma de seta ou flecha; E -
Imagem da face dorsal da bursa com destaque para a orientacdo dorsal do quinto par de papilas.

($107) ojorooeIe)
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1.5.2.2 Metarhabditis freitasi (Martins Jr., 1985) Sudhaus 2011.

Os dez exemplares machos desta espécie foram isolados das amostras de secreg@o auricular
coletadas nas fazendas 1 e 2 e de material cultivado no laboratério os quais foram analisados sob
microscopia de luz e eletronica de varredura (Figuras 1.9, [.10 e I.11). As fémeas, em nlimero de
quatro, foram obtidas a partir das culturas de fémeas gravidas e analisadas sob microscopia de
luz. (Figuras 1.7 e L.8).

As medidas principais foram: tamanho do corpo da fémea 1014,8 + 124.5 um (838,7-1118,6
um) de comprimento e 63,1 + 23,0um (44,4-110,9 um) de largura, enquanto os machos sdo
menores ¢ t€ém corpo com 971,2 = 87 um (861,2-1070 pm) de comprimento total ¢ 59 + 7,9 um
(51,3-74,2 um) de largura. Na extremidade anterior dos espécimes de ambos os sexos observa-se
o estoma tubular, recoberto, a partir da sua por¢do mediana, pelo colar esofagiano. O
comprimento do estoma ¢ de 24,5 + 2,2 um (22,2-29,4 um) nas fémeas e de 26,0 + 2,1 um (24,3-
30,6 um) nos machos. A abertura do estoma tem formato triangular e é ladeado por trés labios
delicados, um dorsal e dois latero-ventrais. Ao MEV foi possivel visualizar proximo a eles,
papilas sensoriais, duas de cada lado do labio dorsal e trés ao lado de cada labio latero-ventral. E
ainda, dois anfideos, 6rgaos sensoriais de formato arredondado, localizados entre o labio dorsal e
os dois latero-ventais, separando a face dorsal da ventral. O es6fago, cuja porcao inicial € retilinea,
apresenta ligeiro estreitamento na por¢ao mediana, caracterizando o istmo que ¢ circundado pelo
anel nervoso. Na sua porgao distal ¢ bem evidente a dilatacdo da parede com a formagao do bulbo
esofagico de formato globoso. Nas fémeas o es6fago mede 200 = 8 um (192-210,3 pm) de
comprimento e 18,8 £ 3,4 um (15-22 pm) de largura e nos machos esta estrutura mede 205,8 +
14,8 um (172,6-215,3 um) de comprimento € 39,6 + 2,9 um (35,4 - 42,9 um) de largura na regido
média.
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morfologia das fémeas de M. freitasi.

Figura 1.6 Esquema baseado em imagens obtidas por microscopia de luz mostrando a

Legendas: A - Visao geral da morfologia do corpo, mostrando o esdfago, anel nervoso,
distribuicdo dos ovos e a abertura da vulva ¢ do anus; B - Extremidade anterior,
mostrando o estoma, colar esofagiano, o aparato glotdide e a porcéo inicial do esdfago;
C - Extremidade posterior mostrando a abertura do anus e a terminagao afilada da cauda;

D - Ovo ndo embrionado e embrionado
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Figura 1.7 Imagens de microscopia de luz de fémeas de M. freitasi.

Legendas: A - Visdo geral do corpo, posicionado lateralmente, mostrando estruturas internas e ovos;
B - Extremidade anterior, mostrando o estoma, a abertura oral, o colar esofagiano e o aparato
glotdide; C - Regido final do esdfago, mostrando a parte distal do istmo e o bulbo esofagico (BE);
D - Regido média do corpo, exibindo ovos e dentre eles um embrionado; E- Detalhe da abertura da
vulva; F - Extremidade posterior, mostrando a abertura do anus e a terminagdo afilada da cauda.

(S107) ojo1voeIR)
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Na por¢ao distal do corpo dos machos esta localizado o par de espiculos em forma de foice.
Logo apds a sua base observa-se um curto adelgagamento que logo depois se alarga até a porgao
medial, onde verifica-se a maior largura dos espiculos. Dai eles vao se estreitando até a ponta em
forma de flecha. Eles medem 40,6 + 3,7 um (33,9-44,7 um) de comprimento e localizam-se sobre
o gubernaculo, que mede 24,6 £ 2,5 (21,8-26,5 um) de comprimento. A cauda tem comprimento
total de 43,8+ 4,8 um (37,6-48,9 um) e a maior largura é 8,7 £ 1 um (7-9,8 um). A porgao que se
projeta logo apo6s o final da bursa mede 7,8 + 1,5 pm (6-9,8 um) de comprimento e ¢ bem delgada
desde o final da bursa até sua porg¢do terminal. O didmetro do primeiro tergo anterior da cauda é
de 8,7 £ 1 um (7-9,8 um). A bolsa copuladora leptoderana, é fechada na por¢do proximal de
formato triangular. Na por¢ado distal ela termina de forma abrupta, logo apds o pequeno par de
fasmideos, formando uma depressdo de cada lado da projecdo externa da cauda. As papilas
genitais ¢ os fasmideos estdo distribuidos na seguinte configuracdo: 1+1 + 1/2/1 +2+F. O
primeiro, o segundo e o terceiro par de papilas genitais estdo igualmente separados entre si.
Enquanto o primeiro e o segundo pares se localizam antes da cloaca, o terceiro estd na mesma
linha da abertura dela. O quarto e o quinto pares de papilas estdo bem proéximos entre si e
ligeiramente afastados do sexto par, que esta distante dos dois ultimos pares posicionados bem
proximos um do outro. Pelas imagens do MEV ¢ possivel visualizar que o sétimo par de papilas
€ o unico que se projeta dorsalmente na bursa. As razdes de De Man dos espécimes machos sdo:
a= 16,7+ 3 um (12,7 - 21,8 um), b= 4,2 + 0,4 um (3,6-4,8 um) ¢ c= 22,3 + 2,2 um (18,8-27,2
pm).

As fémeas desta espécie tém o corpo fusiforme, estreito na regido do aparelho bucal e que vai
se espessando gradativamente até atingir a largura maxima na regido da vulva, que se localiza
proximo a metade do comprimento do corpo. A partir deste ponto o corpo novamente vai se
estreitando, a principio de forma suave, até chegar ao anus. Dai em diante a espessura do corpo
diminui bastante até a cauda que tem forma de um cone e ¢ bem afilada. O poro excretor esta
localizado na mesma linha do istmo. Por microscopia de luz foi possivel observar o utero
contendo ovos embrionados de parede espessa com 54 + 6,1 um (49-59,9 um) de comprimento e
33,4+ 4,1 um (29,7-39,4 um) de largura. A cuticula das fémeas tem aspecto mais liso que a dos
machos e apresenta espessura média de 1 pm. A MEV, foi possivel perceber que nos individuos
de ambos os sexos, a cuticula ¢ mais lisa na regido apical da extremidade anterior. Ao longo do
corpo sdo observadas finas estriagdes transversais e dois conjuntos de quatro linhas longitudinais,
delimitando as porg¢des dorsal e ventral.
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Figura 1.8 Esquema baseado em imagens obtidas por microscopia de luz mostrando a
morfologia dos machos do Metarhabditis freitasi.

Legendas: A - Visdo geral do corpo posicionado lateralmente, mostrando o esofago, anel
nervoso ¢ a dobra da alga testicular; B - Extremidade anterior, mostrando o estoma, o
aparato glotdide e a porcao inicial do es6fago; C- Extremidade posterior em visdo lateral
mostrando o gubernaculo; D - Extremidade posterior em visdo ventral mostrando o
contorno da bursa, os espiculos, a distribuigdo das papilas genitais e a projecdo do
apéndice caudal na regido po6s-bursa.

($107) ooroorre)
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Figura 1.9 Imagens de microscopia de luz dos machos de M. freitasi.

Legendas: A - Imagem do corpo posicionado lateralmente, mostrando o eséfago, anel nervoso e a
dobra da alga testicular; B - Imagem da extremidade anterior, mostrando o estoma, o aparato
glotéide e a porcido inicial do eso6fago; C e D - Extremidade posterior em visdo lateral e ventral,
respectivamente, mostrando o contorno da bursa, os espiculos, o gubernaculo (seta), distribuigdo
das papilas genitais (PG5 e PG7). Destaque para a projecdo do apéndice caudal na regido pos-
bursa.

($107) ojorooeIe)
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Figura 1.10 Imagens de MEV de machos de M. freitasi. Legendas: A Extremidade anterior
mostrando a abertura oral triangular, uma par de anfideos (a), um labio dorsal (LD) ¢ dois latero-
ventrais (LV) ornamentados por papilas; B, C e D - Imagens em sequéncia das regides anterior,
média e posterior, mostrando as estrias longitudinais; E - Regido posterior, mostrando a bursa
em visao lateral; F - Extremidade posterior, em visdo lateral mostrando a regido distal da cauda,
a sétima papila genital, orientada para a face dorsal da bursa, ¢ o recorte da bursa; G -
Extremidade posterior, em visdo lateral, mostrando o detalhe do recorte cuticular da bursa; H -
Extremidade posterior em visdo latero-ventral, mostrando a distribui¢cdo das papilas genitais e o
espiculo; I - Extremidade distal do espiculo mostrando a ponta em forma de flecha ou seta; J -
Detalhe da extremidade posterior, mostrando o sétimo (PG7), oitavo (PG8) par de papilas e um
dos fasmideos (F) posterior ao tltimo par de papilas; L- Extremidade posterior, regido da
abertura da cloaca, mostrando a sensila (S), bem proximo da abertura cloacal.

(S107) O101008IE)
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Metarhabditis blumi (Sudhaus, 1974) Sudhaus 2011 (DF5010) CGC - USA

Dez espécimes da espécie M. blumi (DF5010), provenientes do CGC, foram analisados em
suas caracteristicas morfométricas ¢ morfologicas, a ML (Figura 1.12). Os espécimes sdo
alongados e fusiformes com comprimento total de 954,4 um (725,6 -1089,7 um) e diametro
maximo de 52,9 pum (43,6 - 63,8 um), na regido da curvatura do testiculo. Na regido anterior
observa-se os trés labios rudimentares, que apresentam pequenas reentrancias na regido mediana
que falsamente sugerem que sdo divididos. O estoma cilindrico mede 29,0 um (22,0 - 36,0 pm)
de comprimento e 24,0 pum (22,0 - 26,0 um) de largura, tem cerca de dois tercos do seu
comprimento envolto pelo colar esofagiano. O es6fago, cujo comprimento ¢ de 180,2 um (138,3
- 205,1 um), € liso e sem ondulagdes. Sua espessura aumenta ligeiramente, do istmo em diante,
de forma uniforme até a metade do seu comprimento. A partir dai, até o inicio do bulbo, ocorre
um pequeno estreitamento onde o anel nervoso circunda o eséfago e onde o poro excretor se
localiza. A cauda tem comprimento total de 56,8 um, variando de 37,6 a 48,9 um e largura
maxima de 8,7 um. A por¢do que se projeta logo apos o final da bursa mede 15,3 um de
comprimento ¢ ¢ bem afilada. A largura do primeiro ter¢o do tronco dorsal mediu 7,3 pm,
variando de 4,5 a 8,3 um A bursa, do tipo leptoderana, é aberta na regido proximal. Na por¢ado
distal da bursa é possivel visualizar uma depressdo em forma de degrau bem préximo a regido
onde a cauda se projeta. Os oito pares de papilas genitais sdo distribuidos conforme esquema:
(1+14+1/3+2+r). Os trés primeiros pares sdo pré-cloacais e igualmente distantes entre si. O
primeiro par ¢ o menor dentre todos e esta localizado logo apos o inicio da bursa. Abaixo da linha
da cloaca estdo localizados o quarto, o quinto ¢ o sexto pares de papilas, bem proéximos entre si.
Na porc¢ao distal da bursa estdo as duas ultimas papilas e um par de fasmideos bem delgado, mais
parecido com espinhos. O quinto e sétimo pares estdo direcionados dorsalmente, ao contrario dos
outros que se direcionam ventralmente. Os espiculos sdo curvos e robustos, com comprimento
chegando a 41,8 + 2,5 um (39,1 - 45,6 um). Eles sdo separados, mas quando estdo projetados
formam uma ponta fina em formato de seta. O gubernaculo ¢ delgado, levemente curvo e mede
28,8 £ 3,5 um (26,3 - 31,3 um) de comprimento. A cuticula tem cerca de 0,8 um de espessura e
possui estrias longitudinais e transversais.
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Figura 1.11 Imagens em microscopia luz de machos do Metarhabditis blumi (DF 5010).

Legenda: A - Regido anterior mostrando o estoma, o colar esofagiano ¢ o aparato glotoide; B -
Extremidade posterior em visdo ventral, com destaque para a bursa, a distribui¢do das papilas, os
espiculos e a proje¢do da cauda pos bursa bastante delgada. E possivel visualizar a depressdo na
porc¢do distal da bursa, em forma de degrau, antes da projecdo da cauda; C - Visdo lateral da
extremidade posterior mostrando a bursa e a distribui¢do das papilas genitais.
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1.6 DISCUSSAO

A otite parasitaria ¢ considerada um grave problema sanitario para os criadores de bovinos da
raca Gir do Brasil. Tanto pelos prejuizos que ela acarreta a satide dos animais, quanto pela
dificuldade em controla-la em um rebanho com animais infectados. Outro fator que deve ser
considerado ¢ o aspecto sanitario das exportagdes de animais para outros paises. Na literatura
recente ja sdo encontrados registros de casos da doenga em paises da América Latina, como a
Colombia e a Venezuela (Cardona ef al., 2012; Cardona-Alvarez ef al., 2014). Neste ultimo, os
autores associaram diretamente a presenca da parasitose no pais aos animais que foram
importados do Brasil (Forlano et al., 2014). Acredita-se que medidas efetivas para o controle desta
doenga devem ser firmemente consideradas, entretanto, ¢ necessario o conhecimento do seu
agente etiologico. A falta de informagdes epidemiologicas e especialmente, o desconhecimento
das interagdes parasito-hospedeiro, dificultam o desenvolvimento de estratégias eficientes no
combate e na eliminacdo da parasitose. Desse modo, o estudo taxonomico dos parasitos
auriculares de bovinos € essencial na identificagcdo precisa das espécies envolvidas e na obtengdo
de subsidios basicos para a elaboragdo de programas de prevengdo e tratamento eficientes.

As analises moleculares utilizando-se primers universais podem ser usadas para a construgao
de arvores filogenéticas, para a avaliagdo do nivel de evolugdo populacional e especialmente, para
determinar a identidade taxonomica de plantas, fungos, protozoarios e vertebrados (Powers et al.,
1997, Al-Banna et a., 2004). A técnica do cddigo de barras do DNA faz parte de um sistema
projetado para identificar espécies de maneira rdpida, precisa e automatizada utilizando
fragmentos curtos e padronizados de regides do DNA ribossomal ou mitocondrial (Herbert e
Gregory, 2005). Acredita-se que a sequéncia de nucleotideos de um gene comum serve como um
identificador inico para cada espécie. Tal caracteristica possibilitaria a identificagdo de amostras
simples ou compostas por um poo! de espécies (Oliveira et al., 2011a). Apds consulta ao banco
de dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), verificou-se que a regido gendmica dos
nematoides do género Rhabditis e Metarhabditis mais estudada é a D2/D3 do gene 28S, situada
no DNA ribossémico (rDNA). Portanto esse foi o fragmento do DNA analisado neste estudo.

A comparagdo das sequéncias da expansdo D2/D3 do gene 28S do rDNA dos 12 espécimes
analisadas no Instituto Biologico com as espécies de Rhabditis e Metarhabditis depositadas no
Genbank permitiu concluir que todos eles pertenciam a uma mesma espécie, Metarhabditis blumi
(Sudhaus, 1974) Sudhaus 2011. A similaridade de 100% com a sequéncia da espécie M. blumi, e
a arvore filogenética resultante, reforgam a afirmativa que, segundo as analises moleculares, os
animais das duas propriedades estavam parasitados por M. blumi. Da mesma forma, as analises
realizadas dos 34 espécimes, no laboratério de genética da EV UFMG, permitiram concluir que
todos pertenciam a esta espécie. As sequéncias consenso da expansdo D2/D3 apresentaram
similaridade de 99% com a M. blumi, cepa DF5010 CGC. Os espécimes analisados nesta etapa
do estudo, foram selecionados aleatoriamente das amostras estudadas, como fizeram Oliveira et
al. (2009a) ao identificar espécies de nematoides encontrados em folhas de lirios e batata semente.
Mesmo com poucos parasitos escolhidos aleatoriamente, os resultados alcangados com a
tecnologia de cddigo de barras do DNA permitiram que os autores afirmassem com seguranca
que os espécimes eram das espécies em questdo.

A identificagdo de apenas uma espécie de nematoide no CAE de bovinos com otite parasitaria,
nos dois rebanhos estudados mostrou-se diferente do estudo de Martins Jr. (1985) em que que
isolou e identificou duas espécies. Este autor utilizou técnicas taxondmicas tradicionais,
analisando a morfologia e a morfometria dos espécimes adultos, assim como no estudo atual,
porém ndo foram utilizadas analises moleculares de identificacao.
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Os espécimes analisados neste estudo foram originados de amostras de secre¢do auricular
contendo grande quantidade de nematoides. Esperava-se, portanto, que fossem encontradas mais
de uma espécie e em diferentes propor¢des de ocorréncia. Objetivando analisar amostras de
diferentes espécies, selecionou-se, aleatoriamente, 78 fémeas gravidas diretamente da secrecdo
auricular de quatro vacas com otite. Estas fémeas foram cultivadas separadamente in vitro,
obtendo-se assim, culturas originarias de cada uma delas. Destas culturas, apds a utilizagdo da
mesma técnica do cddigo de barras do DNA das andlises anteriores, obteve-se as sequéncias
consenso de 54 espécimes. Todas as sequéncias apresentaram maior similaridade com a sequéncia
da espécie M. blumi, porém com percentuais variando de 94 a 99%. Oliveira et al. (2009b),
afirmaram ser necessaria homologia de pelo menos 95% entre as sequéncias para se confirmar a
espécie do individuo. Percentuais menores que 95% poderiam indicar variabilidade
intraespecifica ou amostras de espécie ainda nao descrita ou que ndo tenha a sequéncia do DNA
cadastrada no banco de dados. Este poderia ser o caso das amostras B64F e B76M que
apresentaram similaridade de 94%. A variacdo no percentual de homologia com a sequéncia da
espécie M. blumi sugere também a possibilidade de haver mais de uma espécie habitando o CAE
dos bovinos desta fazenda ou mesmo uma falha no sequenciamento dos fragmentos. Os resultados
obtidos levantaram a necessidade da repeti¢cao dos protocolos de sequenciamentos deste material
ja que estudos anteriores comprovaram a especificidade da expansdo D2/D3 do gene 28S do
rDNA para a identificagdo das espécies do género Metarhabditis. Estudos futuros poderiam
sequenciar regides diferentes do DNA ou mesmo do genoma mitocondrial dos espécimes
acrescentando informacdes na identificacdo da espécie de nematoide parasita do CAE dos
bovinos.

A espécie M. blumi ja havia sido relatada anteriormente na Europa em forma de vida livre
em amostras de solo imido (Sudhaus, 1974) e na Africa e Asia respectivamente, parasitando o
CAE de bovinos e como parasito de besouros (Msolla et al., 1993; Park et al., 2012). Diante
desses resultados acredita-se que este seja o primeiro relato da espécie fora destes continentes,
ampliando assim, sua abrangéncia geografica. Estudo recente relata a presenca de M. blumi no
conduto auditivo de seres humanos com sinais clinicos bastante semelhantes aqueles encontrados
em bovinos (Teschner ef al., 2014). Os autores isolaram parasitos dessa espécie a partir de estudos
moleculares da regido ITS2, obtendo-se 100% de homologia com a sequéncia M. blumi (acesso
numero DQ121436). Este estudo demonstra a importancia desta espécie como um dos agentes
etiologicos da otite parasitaria.

Nos estudos morfoldgicos dos parasitos obtidos, tanto da secregdo auricular como do cultivo
in vitro, foram identificados trés diferentes nematoides: Metarhabditis costai, M. freitasi e
provavelmente Rhabditis sp. Esses resultados n3o corroboram as analises moleculares que
apontam como espécie encontrada nessas amostras a M. blumi. Por outo lado as analises de
morfologia e morfometria estdio em conformidade com o estudo de Martins Jr. (1985) que
identificou M. costai e M. freitasi como as espécies responsaveis pela otite parasitaria de bovinos
da raga Gir no Brasil.

A espécie M. costai foi descrita pela primeira vez por Martins Jr. (1985), apos ser isolada da
secrecdo auricular de bovinos da raca Gir com otite no estado de Sao Paulo, Brasil.
Posteriormente, Asif et al. (2013) isolaram espécimes de M. costai de amostras de terra contendo
esterco animal em uma fazenda da India. O presente estudo seria a terceira referéncia do
isolamento desta espécie na literatura, que, a semelhanca do estudo de Martins Jr. (1985) foi
encontrada no CAE de bovinos Gir. Nao foram encontradas na literatura relatos desta parasitose
auricular em bovinos da India, porém o estudo de Asif et al. (2013) relata a presenga desta espécie
no solo do pais onde a raga Gir se originou. Estes dados poderiam sustentar a hipotese de que este
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nematoide, apresentando parte do ciclo em vida livre, teria ampliadas as chances de infectar os
bovinos, seja de forma mecanica ou com o auxilio de vetores como sugerido por Odongo ¢
D’Souza (1989), Vieira et al. (1998) e Duarte e Hamdan (2004).

Os nematoides da espécie M. costai identificados neste estudo apresentaram caracteristicas
morfologicas e morfométricas bastante semelhantes aqueles descritos por Martins Jr. (1985) e
Asif et al. (2013). Na extremidade anterior observou-se a mesma orientacdo dos labios, do
formato triangular da abertura bucal e das caracteristicas do istmo, do bulbo e do anel nervoso.
Na regido posterior, as trés descrigdes destacam a semelhanca de formato da bursa copuladora
leptoderana, da distribuicdo das papilas e da pequena e delicada proje¢ao caudal pds-bursa.
Algumas diferencas, especialmente em relagao aos aspectos morfométricos, foram detectadas ao
serem comparados os espécimes do atual estudo com as descrigdes de M. costai, realizadas por
Martins Jr. (1985) e Asifet al. (2013). Os espécimes analisados neste estudo apresentaram o corpo
mais comprido e estreito do que aqueles descritos nas duas publicagcdes anteriores. Estas
caracteristicas resultaram no maior valor da razdo De Man “a” entre as trés descrigdes (19,2-
22,8um). Quanto ao valor “b”, este foi maior nos espécimes descritos por Martins Jr. (1985). Os
nematoides descritos por Asif e col. (2013) apresentaram o estoma maior (30-38um) que os
espécimes deste estudo, tanto de maneira absoluta, quanto proporcionalmente em relagdo ao
comprimento do corpo (4,4%). Por sua vez, o gubernaculo descrito por estes autores apresentou
comprimento médio menor que os nematoides deste estudo (40,4 ¢ 34,1um, respectivamente).
Quanto as caracteristicas morfoldgicas, uma caracteristica que apresentou diferencas entre os trés
estudos foi o aparato glotdide, descrito aqui e por Martins Jr. (1985) possuindo trés dnquios e por
Asif et al. (2013) provido de quatro a cinco e ornamentados por denticulos. Estes autores
atribuiram aos espécimes 6 labios, distribuidos em pares. Estes achados sdo ligeiramente
diferentes dos encontrados neste estudo em que se observou, tanto a ML quando a MEV, a
presenga de trés 1abios com uma leve depressdo mediana que ndo caracteriza uma separacao total.
Porém as diferengas descritas acima ndo inviabilizam a identificacdo dos espécimes ja que estas
poderiam ser consideradas como variagdes intraespecificas.

Martins Jr. (1985) isolaram a espécie M. fireitasi do ouvido de bovinos com sinais de otite, no
Municipio de Formosa em Minas Gerais. No estudo atual os nematoides estavam parasitando o
ouvido dos bovinos das duas propriedades estudadas. Os resultados das analises morfologicas
deste estudo permitiram concluir que esta ¢ a mesma espécie descrita Martins Jr. (1985). Porém,
da mesma forma como aconteceu com a espécie M. costai, algumas estruturas apresentaram
medidas ligeiramente diferentes da descricdo de Martins Jr. (1985), sugerindo variagdes entre
espécimes da mesma espécie. Tanto os exemplares machos quanto as fémeas analisadas neste
estudo foram menores ¢ mais finos do que os descritos por Martins Jr. (1985), entretanto estes
valores ndo fizeram com que houvesse diferengas entre as razdes “a” de De Man, que foram
semelhantes. Tanto as razdes “b” e “c” quanto o comprimento da cauda foram menores nas fémeas
deste estudo. J4 a cauda dos machos foi ligeiramente maior que dos espécimes de Martins Jr.
(1985). Por outro lado, o estoma apresentou maior comprimento ¢ menor diametro do que o das
fémeas da descrigdo original, o mesmo acontecendo com os machos. Enquanto os espiculos foram
maiores nos espécimes da descri¢ao original, o gubernaculo deles foi menor que dos nematoides
deste estudo. As analises realizadas neste estudo, utilizando-se a MEV, possibilitaram a descrigdo
de estruturas de dificil visualizacdo na MO. Ficaram bem evidentes os trés labios, dois latero-
ventrais, nos quais estavam inseridas trés papilas em cada, e um dorsal, apresentando quatro
papilas. Martins Jr. (1985) descreveu os trés labios, porém, com apenas duas papilas em cada um
deles.
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Ao comparar as espécies M. freitasi e M. costai isoladas neste estudo verificou-se que ambas
apresentaram estruturas similares, o mesmo tendo ocorrido na descrigdo feita por Martins Jr.
(1985). Esta semelhanca entre as espécies dificultou a diferenciacdo, porém, determinadas
caracteristicas morfométricas e morfolégicas como o comprimento e largura do corpo,
comprimento do esofago e do estoma, o formato dos labios, o formato e o comprimento da bursa
e da cauda, possibilitaram separar as espécies. Como somente as fémeas da espécie M. freitasi
foram identificadas neste estudo, utilizou-se as caracteristicas dos machos para determinar as
espécies estudadas. Na regido anterior dos espécimes a maior diferenca estava nos labios, que sdo
mais delicados na espécie M. freitasi. No entanto, seus espécimes eram mais compridos ¢ mais
largos do que os da espécie M. costai e também possuiam o estoma e o esdéfago mais compridos.
Todos os valores de De Man foram menores na espécie M. freitasi do que na M. costai. A bursa
do M. costai apresentou-se mais comprida, larga e arredondada, em formato de meia lua, enquanto
na M. freitasi, ela tem formato triangular, com uma leve reentrncia na regido distal. Quanto a
cauda, apesar de ambas as espécies apresentarem o comprimento total semelhante, a por¢do ndo
recoberta pela bursa ¢é significativamente mais curta na M. costai (1,4 um) do que na M. freitasi
(7,8 um). A razao entre o comprimento do corpo ¢ a largura do primeiro ter¢o do tronco dorsal
foi menor na M. costai do que na M. frreitasi, ou seja, 4,0 um e 5,0 um, respectivamente.

Quanto aos espécimes de M. blumi (DF5010), solicitados junto ao CGC, as analises
morfométricas mostraram resultados ligeiramente diferentes aos da descri¢ao original da espécie
(Sudhaus, 1974) e ao estudo de Carta e Osbrinck (2005). Estes ultimos, que também analisaram
amostras da mesma cultura do atual estudo (M. blumi DF5010), ja haviam detectado ligeiras
diferengas. Estas foram atribuidas ao longo periodo de cultivo o qual predisporia a mutagdes ¢ a
mudangas nos parametros morfométricos, em especial, no comprimento e largura do corpo € no
comprimento da cauda. Ao serem comparados com os espécimes de M. costai ¢ M. freitasi
verificou-se diferengas em algumas estruturas, o que permitiu concluir que os espécimes de M.
blumi originados do CGC eram diferentes dos nematoides identificados neste estudo. A espécie
M. costai apresentou os trés valores das razoes de De Man maiores, ja na espécie M. freitasi,
apenas o valor “c” foi maior do que em M. blumi. A cauda de M. blumi apresentou-se mais
comprida se comparada com a M. costai € a M. freitasi, enquanto a projecdo poés bursa foi
aproximadamente 10 vezes mais comprida do que na M. costai e cerca do dobro do comprimento
da M. freitasi. O resultado da razdo entre o comprimento do corpo e a largura do primeiro terco
do tronco dorsal da cauda também foi maior na M. blumi (7,3 um) do que nas M. costai (4,0 pm)
e na M. freitasi (5,0 um). Em relacdo as diferencas morfologicas, a espécie M. costai, apresentou
a bursa mais larga, arredondada ¢ em formato de meia lua. Na M. blumi o formato também ¢
arredondado, porém a finalizagdo da bursa ocorre de forma abrupta com a formagdo de uma
reentrancia em forma de degrau proximo a projecdo da cauda (Sudhaus, 1974). Na espécie M.
freitasi a bursa € estreita e tem formato de um triangulo is6sceles em que o vértice distal coincide
com a projecdo da cauda delgada. Em relacdo aos espiculos, a espécie M. blumi apresentou o
comprimento ligeiramente maior do que nas outras espécies. Os resultados da comparagdo entre
as espécies isoladas do CAE dos bovinos com a amostra de M. blumi oriunda do CGC sugerem
que sdo trés espécies diferentes. Vale ressaltar que Sudhaus (1991), ao relacionar as espécies da
familia Rhabditidae descritas entre os anos de 1976 e 1986, sugeriu que M. costai ¢ M. freitasi
eram idénticas a M. blumi (Sudhaus 2011), o que diverge dos resultados do estudo atual.

Os resultados das analises moleculares e morfoldgicas para identificagdo das espécies de
nematoides presentes na secrecdo auricular de bovinos com otite parasitaria levam a
questionamentos que provavelmente s6 poderdo ser respondidos com a continuidade dos estudos
utilizando-se, tanto as metodologias utilizadas neste estudo quanto associagdes com outras
diferentes técnicas além do estudo de um maior numero de exemplares de nematoides. O uso da
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técnica de codigo de barras genético € defendido por inimeros pesquisadores como uma solugéo
rapida, eficiente e de baixo custo para identificar toda a biodiversidade do nosso planeta, inclusive
nematoides (Floyd et al., 2002; Oliveira et al., 2009; Consoli et al., 2012; Stoeckler et al., 2015).
Eles acreditam que a taxonomia convencional além de ser um processo lento, necessita de
taxonomistas de amplo conhecimento, devido especialmente a dificuldade em discriminar as
variagoes intra ¢ interespecificas. No entanto, pesquisadores como Solé-Cava (2008) questionam
a utilizacao da técnica sem a associacdo da taxonomia convencional para auxiliar na interpretagdo
dos resultados moleculares.

Vale frisar que seria de enorme valia para este estudo a analise das ldminas montadas com
as espécies M. costai e o M. freitasi depositadas na cole¢do de helmintologia do Departamento de
Parasitologia do ICB-UFMG por Martins Jr. (1985). Entretanto, essa avaliagdo ndo foi possivel
pois as mesmas nao encontradas na colegdo. Soma-se ao exposto a evidente necessidade de se
utilizar, tanto as técnicas morfoldgicas de taxonomia convencional quanto as moleculares de
identificacdo especifica, de maneira conjunta e complementar. O diagndstico molecular de
nematoides tem proporcionado novas oportunidades a Nematologia, incrementando a capacidade
de analisar grande nimero de amostras ou detectar mix de espécies, mas nao pode ser considerado
de maneira isolada (Pires e Marinori, 2012). Acredita-se que seria ideal que as espécies, cujas
sequéncias estejam no GenBank, sejam previamente analisadas por um taxonomista.

.77 CONCLUSOES

e De acordo com as andlises moleculares utilizando a tecnologia de codigo de barras do DNA
para obtencao das sequéncias consenso da expansdo D2/D3 do gene 28S do rDNA, os
nematoides originarios das populagoes Fz1, Fz2-Gama, Fz2-737, Fz2-FGVI2 e Fz2-Piso das
fazendas de Minas Gerais, pertencem a espécie Metarhabditis blumi (Sudhaus, 1985) Sudhaus
2011.

e A arvore filogenética resultante do alinhamento das sequéncias de Rhabditis sp.e de
Metarhabditis sp. depositadas no GenBank, com as cinco populagdes estudadas confirmou o
agrupamento dos nematoides das amostras analisadas como M. blumi.

e Nas amostras coletadas dos bovinos das fazendas 1 e 2, tanto nas cultivadas quanto nas a
fresco, foram identificados morfologicamente, parasitos das espécies M. freitasi e M costai.
Foi identificado também um outro nematoide do qual nao foi possivel concluir o diagndstico
diferencial.

e E de acordo com as analises morfométricas ¢ morfoldgicas, em nenhuma das amostras
analisadas identificou-se espécimes da espécie M. blumi.

e Novos estudos morfoldgicos e moleculares devem ser realizados para elucidar quais sdo as
espécies de nematoides presentes na secrecao auricular dos bovinos da raga Gir.

I.8§ CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo sugerem que a expansdo D2/D3 do gene 28S do rDNA ¢ eficaz na
diferenciagdo dos espécimes de nematoides do género Metarhabditis. As analises morfoldgicas e
morfométricas mostraram que os nematoides isolados do conduto auditivo dos bovinos das duas
fazendas estudadas eram de espécies ja descritas em estudo anterior, porém ainda nio cadastradas
no GenBank. Sugere-se que os estudos taxondmicos e moleculares sejam aprofundados e sempre
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realizados em conjunto, utilizando-se um nimero maior de espécimes e ampliando-se a coleta de
amostras em outros rebanhos de bovinos da raga Gir em todo o pais.
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II. CAPITULO?2

ESTUDO MICROBIOLOGICO DO CONDUTO AUDITIVO EXTERNO DE BOVINOS
DA RACA GIR, COM E SEM OTITE PARASITARIA.

RESUMO

Avaliou-se com este estudo o perfil microbiolégico do conduto auditivo externo (CAE) de
bovinos da raca Gir sadios e com otite relacionada a nematoides da familia Rhabditidae. Foram
utilizadas 12 fémeas adultas, com idade entre cinco e oito anos, pertencentes a Fazenda
Experimental da EPAMIG, Itabira, MG. Os animais foram separados em dois grupos: seis com
otite (COP) e seis sem otite (SOP). Foram realizados cultivos bacterianos e fingicos das amostras
coletadas no CAE dos 12 animais. De cada animal foram feitas quatro coletas totalizando 47
amostras, ja que um dos animais nao estava presente na ultima coleta. Em todas amostras houve
crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em culturas puras ou em associagoes.
No total foram 38 isolados bacterianos no grupo dos animais com otite e 34 no grupo dos animais
sadios. As bactérias Gram-negativas foram mais prevalentes tanto nas amostras do grupo COP
(65,8%), quanto naquelas do grupo SOP (60,0%). Os géneros mais prevalentes em ambos 0s
grupos foram Staphylococcus sp. e o Pseudomonas spp. Os testes de sensibilidade aos antibioticos
realizados em todos os isolados bacterianos indicaram que as bactérias mais resistentes foram as
isoladas dos animais com otite parasitaria. Quanto aos fungos, foram 34 isolados fingicos em 17
amostras do grupo COP ¢ 14 em 11 amostras do grupo SOP. O género mais prevalente em ambos
os grupos foi o Aspergillus sp.

Palavras chave: Microrganismos, multirresisténcia, antibidticos, otite parasitaria, Gir.
ABSTRACT

The goal of this study was the evaluation of the microbiological profile of the external auditory
canal (EAC) of Gir cattle with and without otitis related to nematodes of Rhabditidae family.
Twelve adult females from the Experimental Farm EPAMIG, Itabira, MG were studied, which
were aged between five and eight years. The animals were separated into two groups. six with
otitis (COP) and six without otitis (SOP). Bacterial and fungal cultures of samples collected in
the EAC of these 12 animals were performed. Four samples have been taken of each animal.
Forth seven samples was analyzed, as one of the animals was not present in the last collection
day. In all samples, it was observed the growth of Gram-positive and Gram-negative bacteria in
pure or mixed cultures. Thirty-eight bacterial isolates was isolated in the group of animals with
otitis and 34 in the group of animals without otitis. Gram-negative bacteria are the most prevalent
in both groups: COP (65.8%) and SOP (60.0%). The most frequent genera in both groups were
Staphylococcus sp. and Pseudomonas spp. The sensitivity tests against antibiotic performed on
all bacterial isolates indicated that the most resistant bacteria were present in animals with otitis
parasitic. The fungi were also studied. Thirty-four fungi isolated were obtained in 17 samples of
the COP group and 14 in 11 samples of the SOP group were studied. The most frequent genre in
both groups was Aspergillus sp.

Keywords: Microorganisms; multi resistance, antibiotics, parasitic otitis, Gir.
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II.1 INTRODUCAO

A otite externa causada por nematoides da familia Rhabditidae ocorre frequentemente em
bovinos da raga Gir. Veterinarios e criadores relacionam os casos de otite parasitaria a elevados
prejuizos devido & diminui¢do dos indices produtivos e & morte dos animais cronicamente
afetados. Quando parasitado, o conduto auditivo externo (CAE) torna-se susceptivel a
proliferacdo de microrganismos devido ao aumento da temperatura ¢ da umidade local e ao
actimulo de certimen, frequentes em processos inflamatérios. Duarte e Hamdan (2004) sugeriram
que a ineficiéncia dos tratamentos da otite parasitaria teria como causa as infecgdes secundarias
decorrentes da presenga dos parasitos. Bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, além de
fungos e leveduras, ja foram associados a casos de otite parasitaria em bovinos. No entanto, sdo
escassos os relatos na literatura a respeito da flora normal do ouvido de bovinos higidos. Este
estudo teve como objetivo conhecer a microbiota do conduto auditivo externo de bovinos da raca
Gir, sadios e com sinais clinicos de otite parasitaria causada pelo nematoide. Acredita-se que o
conhecimento da microflora auricular dos bovinos podera auxiliar na determinagdo de protocolos
de tratamento e controle eficientes contra os parasitos auriculares de bovinos da raga Gir.

1.2 OBJETIVOS

e Determinar o perfil microbioldgico do conduto auditivo externo (CAE) de bovinos sadios e
com sinais clinicos de otite parasitaria;

e Conbhecer o perfil de sensibilidade aos antibidticos das bactérias isoladas das amostras obtidas
no CAE dos animais com e sem otite.

I1.3 REVISAO DE LITERATURA

O ouvido dos animais domésticos ¢ dividido em trés compartimentos interligados entre si:
ouvido externo, ouvido médio e ouvido interno. De acordo com Sisson ¢ Ghandhi (1986), o
primeiro, constituido de pavilhdo auricular e conduto auditivo externo (CAE), possui epiderme
semelhante a da pele. Na sua por¢do mais profunda localiza-se o timpano, membrana que separa
o ambiente externo do interior do corpo do animal. Ja o ouvido médio, também chamado de
cavidade timpanica, ¢ onde se localizam os ossiculos (martelo, estribo ¢ bigorna) e a trompa de
Eustaquio, com ligagdo direta com a faringe. O ouvido interno, a por¢do mais especializada, é
subdividido em coclea, por¢do acustica e 6rgao vestibular. Segundo Santos (1979), as otites sdo
classificadas de acordo com a localizagdo onde o processo esta presente em: externas, médias e
internas.

Casos de otite ocorrem em todos os animais domésticos e sua etiologia inclui fungos,
leveduras, parasitos e bactérias. E uma doenga frequente em cies de todas as idades, sendo um
dos principais motivos para as consultas na clinica veterinaria (Oliveira ef al., 2012; Petrov et al.,
2013). Gatos, equinos, suinos ¢ pequenos ruminantes também sdo acometidos (Jensen et al., 1982;
Al-Farwachi e Al-Hassan, 2008). De maneira geral os trés tipos de otite sdo comuns em bovinos.
Entretanto, as otites que acometem as por¢des média e interna do ouvido de animais jovens sdo
mais comuns (Jensen et al., 1982; Yeruham et al., 1999; Santos et al., 2005). Um caso incomum
de otite média bilateral, de origem bacteriana, foi descrito em uma vaca leiteira por Yeruham e
Elad (2004). De acordo com relatos de Nunes ¢ Nunes (1975), a extensdo da otite externa até o
ouvido médio é uma ocorréncia frequente em casos de infec¢do por parasitos das orelhas e de
corpos estranhos penetrantes. A otite média também pode originar-se do aparelho respiratorio,
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com o agente etioldogico propagando-se ao ouvido pela Trompa de Eustiquio ou por via
hematogena (Rosemberg e Stober, 1993; Macy, 2004).

A inflamacdo do ouvido externo tem inumeros fatores predisponentes e perpetuantes, tais
como: anatomia das orelhas, umidade local excessiva, corpos estranhos, uso prolongado de
antibioticos sistémicos, ocorréncia de neoplasias, imunossupressdo e parasitos, tais como fungos,
leveduras, moscas, acaros ¢ nematoides (Rosemberg e Stober, 1993). Os sinais clinicos iniciais
sd0 hiperemia seguida de acimulo de cerimen, secrecao amarelada e fluida localizada na porg¢ao
inicial do CAE. As vezes o processo inflamatdrio tem evolugdo cronica, ocorrendo ulceragdes ou
hiperplasias e hiperqueratose, com constri¢cdo do lumen. As infec¢des bacterianas secundarias sdo
frequentes. A ruptura da membrana timpanica acontece devido a necrose ou ao acumulo de
secre¢ao purulenta no local, e como consequéncia ocorre a propagacdo da infec¢ao a por¢ao média
do ouvido.

De maneira similar as outras espécies animais, a otite externa também ocorre em bovinos de
todas as faixas etarias. Em bezerros, ela geralmente ¢ decorrente de sequelas de infeccdes
respiratorias (Al-Farwachi e Al-Hassan, 2009). Os parasitos auriculares sdo importantes agentes
etiologicos da doenca. Autores como Leite et al. (1989b) e Duarte ¢ Hamdan (2004) consideram
os nematoides do género Rhabditis e dcaros do género Raillietia como os agentes primarios da
otite em bovinos. Os acaros ndo fazem distin¢ao de idade ou raga do hospedeiro, j4 o nematoide
s0 ¢ encontrado em animais da raga Gir, com idade superior a 18 meses (Duarte ef al., 2001a;
Leite et al., 2012).

A doenga causada pelo nematoide auricular ¢ um grave problema sanitario que acarreta
diminui¢do dos indices produtivos podendo, inclusive, levar a morte os animais cronicamente
afetados (Msolla et al., 1993; Vieira et al. 2001; Duarte & Hamdan 2004; Brito et al. 2005; Leite
etal.,2012). Apesar da doenga ter sido descrita no Brasil em 1974, ainda € considerada um desafio
para veterinarios e criadores devido a ineficiéncia dos protocolos de tratamentos utilizados (Leite
et al., 2012). Quando ndo ocorre tratamento adequado a cronicidade da infecgdo € acompanhada
pelo crescimento de microrganismos como bactérias, fungos e leveduras (Duarte e Hamdan,
2004). Nestes casos a otite externa pode evoluir para a otite média e interna, com graves
consequéncias para o animal. Dune et al. (2004) relataram a morte de uma vaca Gir devido a um
abscesso cerebelar secundario a otite associada ao nematoide.

Os agentes microbiologicos presentes no sistema auditivo dos animais domésticos, sadios e
com otite, tém sido objeto de inimeros estudos realizados em seres humanos e em algumas
espécies animais. Em cédes e gatos o assunto tem grande relevancia devido a proximidade ¢ a
importancia afetiva destas espécies para os homens (Oliveira ef al., 2012; Petrov et al., 2013).
Leite et al. (1987) descreveram a flora bacteriana em diferentes locais do aparelho auditivo de
bovinos sadios ¢ parasitados pelo acaro Raillietia auris. Foram isolados Micrococcus e Bacillus,
além de Bastonetes Gram-negativos ndo classificados nos ouvidos higidos e parasitados.
Bactérias Gram-negativas dos géneros Proteus, Pseudomonas e Corynebacterium pyogenes,
foram as mais prevalentes no CAE com otite. Al-Farwachi e Ai- Hassan (2009), isolaram
cocobacilos Pasteurella multocida e Mannheimia hemolytica de bezerros com otite e Escherichia
coli e Klebsiella pneumonia de animais higidos, porém nao foram encontrados parasitos
auriculares.

Com relagdo a presenca de fungos e leveduras no CAE de bovinos, Duarte et al. (1999) ¢
Duarte et al. (2001b) isolaram os géneros Candida, Aspergillus e Malassezia, assim como as
espécies Rhodotorula mucilaginosa e Micelia sterilia em animais com otite parasitaria.

47



De acordo com Duarte e Handam (2004), a ineficiéncia dos tratamentos da otite parasitaria
em bovinos pode ser atribuida ao desconhecimento dos produtos mais indicados, em especial,
contra as infecgdes bactérianas e fingicas, secundarias a infeccdo por nematoides. Este estudo
teve como objetivo investigar os microrganismos presentes no CAE de dois grupos de bovinos da
raca Gir, com ¢ sem sinais clinicos de otite causada por nematoides. Procurou-se tambem
conhecer o perfil da sensibilidade a antimicrobianos das bactérias isoladas em ambos os grupos.

IL.4 MATERIAL E METODOS

I1.4.1 Local de coleta das amostras e durac¢ao do estudo

As amostras utilizadas para a avaliagdo microbioldgica do conduto auditivo de bovinos da raca
Gir foram coletadas na fazenda 2 (Fazenda Experimental de Itabira (FEIT) - EPAMIQG), localizada
em Itabira, MG. Foram realizadas quatro coletas de material de cada animal, nos meses de julho
e novembro de 2013 e janeiro e abril de 2014.

I1.4.2 Diagnostico parasitolégico e selecio de animais

Os 32 animais do rebanho foram contidos em brete de madeira e, utilizando-se um cabresto de
corda, foi feita a imobilizagdo da cabega, de maneira que as orelhas ficassem livres. Realizou-se
a inspecdo visual do pavilhdo auricular e da porgao inicial do conduto auditivo externo (CAE).
Foi utilizada uma zaragatoa estéril para coletar uma amostra do CAE de cada animal. A amostra
foi colocada em um tubo de vidro transparente e em seguida mantida por 5 minutos a luz solar
direta para verificar a presen¢a de nematoides (Figura II.1 A e B), conforme preconizado por Leite
et al. (1989).

Apos este procedimento selecionou-se 12 fémeas adultas, com idade variando entre seis e oito
anos. Elas foram divididas em dois grupos de seis animais cada: grupo com otite (COP) e grupo
sem otite parasitaria (SOP). Os animais do grupo COP, numeradas de 1 a 6, apresentaram sinais
clinicos de otite parasitaria, caracterizado pela presenga de secrecdo amarelada na por¢ao inicial
do CAE, com odor desagradavel e grande quantidade de nematoides. Os animais do grupo SOP,
numerados de 7 a 12, estavam livres da infecgdo pelo parasito e apresentaram o CAE higido, com
pequena quantidade de cerimen de cor marrom.

I1.4.3 Coletas de amostras e analises microbiologicas

As amostras para avaliagdo microbioldgica foram coletadas da orelha direita de cada animal.
Utilizou-se uma zaragatoa estéril que foi friccionada, com movimentos rotatdrios na por¢ao inicial
do CAE (Leite et al., 1994). Em seguida cada zaragatoa foi colocada em tubo de ensaio
identificado, contendo meio de transporte (Stuart). As amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Micologia e Micotoxinas da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (LAMICO/EV-UFMG), onde foram feitas as analises microbioldgicas.

Foram realizados cultivos bacterianos e fungicos da amostra do CAE dos 12 animais, em
quatro coletas diferentes, totalizando 47 amostras. O animal de numero oito, pertencente ao grupo
SOP foi vendido em dezembro de 2013, portanto, s6 foram analisadas trés amostras deste animal.
As 47 amostras foram analisadas independentemente, mesmo quando pertenciam ao mesmo
animal. Cada uma delas foi classificada no grupo COP ou no grupo SOP, conforme pertencesse
a um bovino com ou sem sinais clinicos de otite parasitaria.

A avaliacdo dos microrganismos isolados nas amostras de secrecdo auricular, iniciou-se com
o exame direto de esfregagos submetidos a coloracap de Gram através de microscopia de luz de
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imersdo (1.000x). Em seguida, o material foi incubado por 24 a 48 horas a 35 + 2° C em placas
de Petri com cinco tipos distintos de agar, de acordo com o objetivo a ser alcancado:

o Agar sangue bovino (5%) desfibrinado - meio rico, utilizado para o isolamento de
microrganismos nao fastidiosos;

e Agar manitol salgado - meio seletivo para o isolamento e identificagdo presuntiva de
Staphylococcus spp. patogénicos;

o Agar MacConkey - meio seletivo para bactérias Gram negativas;

e Agar Sabouraud dextrose (SDA) com cloranfenicol - utilizado para o isolamento de fungos e
leveduras patogénicos

e Agar Sabouraud dextrose com azeite de oliva (1%) - utilizado para isolamento de leveduras
do género Malassezia.

Os cultivos em SDA foram incubados a 27 = 2° C por até sete dias, condi¢do mais favoravel
ao desenvolvimento de fungos filamentosos e leveduras e a 32 + 2° C favoravel ao
desenvolvimento de Malassezia sp. Todos os aspectos do crescimento das colonias foram
anotados e serviram como base para a identificagdo presuntiva.

As coldnias que apresentaram caracteristicas diferentes, em cada amostra, foram novamente
isoladas e foram realizados testes adicionais especificos com o objetivo de classifica-las em
géneros e/ou espécies (Pitt e Hocking, 2009; Koneman e Allen, 2008). Para classificagdo
presuntiva de bactérias Gram-positivas foram realizadas as provas de catalase, coagulase,
produg@o de hemolise em agar sangue, pigmentagcdo das coldnias, resisténcia a bacitracina e
oxidase. Para classificagdo das bactérias Gram-negativas utilizou-se as provas bioquimicas de
citrato, agar triplice ferro acucar (TSI), vermelho de metila (VM), Voges Proskauer (VP), indol e
motilidade.

11.4.4 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Apos a identificagdo bacteriana, cada colonia foi repicada em caldo infusdo de cérebro coragado
(BHI), incubadas a 37°C por 24 horas. O indculo resultante foi transferido, com a ajuda de
zaragatoa estéril, para placas de Petri, contendo agar Miieller Hinton, para avaliar a sensibilidade
bacteriana in vitro, segundo o método Kirby Bauer modificado. Foram utilizados os principais
antibidticos preconizados para a terapé€utica das otites, os quais foram disponibilizados pelo
LAMICO/EV-UFMG: Gentamicina, Ciprofloxacina, Sulfametoxazol + Trimetoprima,
Cefalexina, Cefalotina, Cefoxitina, Ceftiofur, Polimixina B, Florfenicol, Amoxilina, Amoxilina
+ Ac. Clavulanico, Ampicilina, Ampicilina + Sulbactam, Penicilina G, Oxacilina e Bacitracina.
Vale ressaltar que quando o estoque de discos de algumas bases foi insuficiente para a realizagdo
de todos os testes, estes foram substituidos por discos de bases do mesmo grupo (Figura IL.2 A e
B). A leitura foi realizada 24 horas apos a incubagdo das placas a 37°C, medindo-se os halos de
inibi¢do e comparando-os com tabelas fornecidas pelos fabricantes dos discos de antibidticos.

11.4.5 Analise estatistica

Utilizou-se a estatistica descritiva para analisar os resultados de frequéncia das bactérias ¢
fungos isolados nas amostras de secrecao auricular dos animais com e sem otite parasitaria.
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e Figura II.1 Coleta de amostra de secregdo auricular para analises microbioldgicas (A). Visualizagdo
dos nematoides presentes na amostra coletada (B).

Figura I1.2 Teste de sensibilidade a antimicrobianos. Capela com lamina de fluxo laminar do LAMICO,
onde foram processadas as amostras (A). Placa agar Miieller Hinton com os discos de bases de antibidticos
foram distribuidos uniformemente (B).
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II.5 RESULTADOS
IL.5.1 Resultados microbioldgicos das amostras submetidas a cultura bacteriana

Os resultados dos cultivos bacterianos da secrecdo auricular dos animais estudados,
totalizando 47 amostras, estdo relacionados na Tabela II.1.

Em todas as amostras coletadas no conduto auditivo dos bovinos houve crescimento de
bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, em culturas puras ou em associagdes. Isolou-se
apenas um tipo de bactéria em 15 das 24 amostras do grupo COP e em 13 das 23 amostras do
grupo SOP. No total, foram 38 isolados no grupo dos animais com otite ¢ 34 no grupo dos animais
sadios.

Na figura I1.3 detalhou-se prevaléncia do tipo de bactéria isolada das amostras, de acordo com
as caracteristicas tintoriais da parede celular. Verificou-se que o percentual de bactérias Gram-
negativas foi superior ao de Gram-positivas, tanto nas amostras do grupo COP (65,8%), quanto
naquelas do grupo SOP (60,0%).

Frequéncia bacteriana quanio ao tpo celular dos géneros isolados
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Figura IL.3. Frequéncia de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas das amostras coletadas do
CAE de animais dos grupos estudados.
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Tabela I1.1 Resultado do crescimento de bactérias nas amostras coletadas do conduto auditivo externo
de bovinos da raca Gir, na fazenda 2, localizada no municipio de Itabira, MG, nos meses de julho e
novembro de 2013 ¢ janeiro e abril de 2014.

Animal Julho 2013 Novembro 2013 Janeiro 2014 Abril 2014
Staphylococcus coagulase
1 Foca positiva
Pantoea spp. Pseudomonas spp. - Escherichia coli
) : Blaaitliess S0, Staph?/lococcus coagulase
negativa
2 Feijoada Citrobacter spp.
Pseudomonas spp. Pseudomonas spp. Bacilo Gram- ndo fermentador  Citrobacter spp.
Pantoea spp.
Staphylococcus coagulase Staphylococcus coagulase Staphylococcus coagulase
negativa positiva negativa
3 Iguana
Citrobacter spp. R
- Proteusspp. Bacilo Gram- nio fermentador Citrobacter spp.
Staphylococcus coagulase Staphylococcus coagulase Staphylococcus coagulase
4 Gama negativa positiva negativa
- Pseudomonas spp. Pseudomonas spp. Citrobacter spp.
B EEES ST . Staph}/lococcus coagulase .
negativa
5 Abdala
- Citrobacter spp. Bacilo Gram- ndo fermentador  Escherichia coli
Staphylococcus coagulase Staphylococcus coagulase
negativa negativa
6 Bondosa
Pseudomonas spp. Prot ) Pseudomonas spp.
Pantoea spp. roteusspp. Bacilo Gram- ndo fermentador .
Staphylococcus coagulase Staphylococcus coagulase
. negativa positiva
7 Imida

Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp.

Escherichia coli

8 Bacharela

Staphylococcus coagulase
negativa

Pseudomonas spp.

Staphylococcus coagulase
negativa

Bacilo Gram- ndo fermentador

Staphylococcus coagulase
negativa

Staphylococcus coagulase
negativa

Staphylococcus coagulase
negativa

9 Alasca
. ~ X . Pseudomonas aeruginosa
Bacilo Gram- fi tad Shigella spp. Pseud
aclo am- nao rermentador higella Spp seuaomonas aeruginosa Bacilo Gram- nio fermentador
) et llaaaass ST, Staph?)lococcus coagulase )
negativa
10 Babete

Bacilo Gram- ndo fermentador

Bacilo Gram- ndo fermentador

Bacilo Gram- ndo fermentador

11 Interagdo

Pantoea spp.

Pantoea spp.

Staphylococcus coagulase
negativa

Bacilo Gram- ndo fermentador

Staphylococcus coagulase
negativa

Bacilo Gram- ndo fermentador

12 Madural

Staphylococcus coagulase
negativa

Staphylococcus spp.

Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp.

Staphylococcus coagulase
negativa

Bacilo Gram- ndo fermentador

Os animais de 1 a 6 eram parasitados pelo nematoide auricular do género Rhabditis. Os animais de 7 a 12 ndo apresentaram sinais clinicos de otite parasitaria.
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Na Tabela I1.2 estdo detalhados a distribui¢do e o percentual dos isolados encontrados nas
amostras de ambos os grupos, de acordo com a presenga de apenas um tipo de bactéria ou a
associacdo de Gram-positivas e Gram-negativas. No grupo COP, identificou-se na maioria das
amostras isolado exclusivo de bactérias Gram-negativas (45,8%). Nas amostras dos animais
sadios, a maior prevaléncia foi da associag@o dos dois tipos bacterianos (43,5%).

Tabela I1.2 Frequéncia de bactérias isoladas das amostras coletadas nos dois grupos de
animais, em culturas puras e em associa¢des, de acordo com as caracteristicas tintoriais
da parede celular.

Bactérias cop Sop

isoladas * N° isolados Y N° isolados Yo
Gram + 5 20,8 4 17,4
Gram - 11 45,8 9 39,1
Gram + ¢ Gram - 8 333 10 43,5
Total 24 23

COP = Com otite parasitaria SOP = Sem otite parasitaria
* Foram consideradas as bactérias isoladas em culturas puras ou em associagdo de diferentes
géneros.

A analise das diferengas morfologicas das bactérias isoladas nas amostras de ambos os grupos
esta indicada na figura I1.4. O tipo mais prevalente nas amostras do grupo COP foi de bastonetes
Gram-negativos fermentadores (BGNF), com 34,2% do total. Em seguida, foram isolados os
bastonetes Gram-negativos ndo fermentadores (BGNnF) e os cocos Gram-positivos (CGP),
ambos com percentual de 31,6%. Apenas uma amostra deste grupo apresentou bastonetes Gram-
positivos (BGP), com percentual de 2,6% do total de amostras. Nas amostras coletadas do grupo
SOP, a maior prevaléncia foi de BGNnF (48,6%), seguida de CGP (40%) e de BGNF, com
prevaléncia de 11,4%. Nao foram encontrados BGP neste grupo.
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Frequéncia bacteriana quanto as diferengas morfologicas dos géneros isolados
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Figura II.4. Frequéncia de bactérias isoladas nos animais dos grupos estudados, de acordo com as
diferencas morfologicas e bioquimicas.

As frequéncias dos diferentes géneros de bactérias isolados nas amostras do conduto auditivo
de bovinos com e sem otite parasitaria estdo detalhadas na figura I1.5. O Staphylococcus foi o
género mais encontrado nas amostras dos dois grupos (31,6% no grupo COP ¢ 37,1% no grupo
SOP). No grupo COP, a segunda maior ocorréncia foi de Pseudomonas spp. (21,0%), seguido
pelo Citrobacter spp. que foi isolado em 15,8% das amostras. O género Pseudomonas foi isolado
em 20,0% dos animais sadios e Citrobacter spp. nao foi identificado neste grupo. O género
Pantoea foi encontrado em ambos os grupos, com prevaléncia de 7,9% no COP e de 5,7% no
SOP. Os géneros Escherichia e Proteus foram encontrados em 5,3% das amostras do grupo COP.
No grupo SOP, somente o género Escherichia foi isolado em 2,9% do total de amostras. Ambos
os géneros Micrococcus e Shigella tiveram frequéncia de 2,9% nas amostras do grupo SOP. O
género Bacillus foi isolado apenas no grupo COP em 2,9% das amostras. Finalmente as bactérias
BGNnF estavam presentes em 28,6% das amostras dos animais sadios e em 10,5% das amostras
do grupo com otite. Nao foi possivel a identificagdo em nivel de género destas bactérias.
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Frequéncia das bacterias isoladas nas amostras dos grupos com e sem
otite parasitaria.
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Figura I1.5 Frequéncias dos diferentes géneros de bactérias isoladas nas amostras coletadas do conduto
auditivo dos bovinos dos grupos estudados.

I1.5.2 Frequéncia de infeccoes por fungos

Os resultados do crescimento de fungos nas amostras coletadas nos meses de julho e
novembro de 2013 e nos meses de janeiro e abril de 2014 estdo na tabela 11.3. Os géneros presentes
em cada amostra também estao relacionados nesta tabela. Das 24 amostras do grupo COP, 17
delas estavam positivas para fungos e obteve-se 34 isolados. Das 23 amostras dos animais sadios,
11 estavam positivas e originaram 14 isolados. Em algumas amostras, os géneros Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula, Curvularia e Bipolaris foram encontrados
isoladamente. Em outras, foram isoladas associa¢des de até quatro géneros diferentes. Nos meses
de julho de julho de 2013 e janeiro de 2014, o CAE de todos os animais do grupo COP continham
fungos. As infec¢des eram simples ou continham até quatro espécies distintas. Neste mesmo
periodo foi detectada a maior incidéncia de espécies fungicas isoladas no grupo SOP. Entretanto
nem todas as amostras foram positivas. Nao foram isolados fungos nos animais de niamero 7, 8 e
10 no més de julho, assim como nos animais 7 € 10, no més de janeiro. No més de janeiro os
animais 9 e 11 apresentaram uma Unica espécie de fungo, enquanto na amostra do animal 12
foram encontradas duas espécies distintas. Nas amostras coletadas em novembro de 2013 e abril
de 2014, em ambos os grupos, houve um predominio de infec¢des simples e uma variedade de
géneros isolados.
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Tabela I1.3 Resultados do crescimento de fungos nas amostras coletadas nos meses de julho e novembro de
2013 e janeiro e abril de 2014.

Animal Julho 2013 Novembro 2013 Janeiro 2014 Abril 2014
Fungos Fungos Fungos Fungos

Aspergillus niger agregados Aspergillus niger agregados

1 Foca Aspergillus spp. - Aspergillus flavus -
Cladosporium spp. Aspergillus spp.
Aspergillus versicolor

.. Cladosporium spp. Penicillium spp. .

2 Feijoada o PP ! SPP - Aspergillus spp.
Penicillium spp. Cladosporium spp.
Rodothorula spp.

3 Tguana Cladosporium spp Penicillium spp. Aspelg{luvmgel agregados spelgzllusl spp
Rodothorula spp. Aspergillus spp. Cladosporium spp.
Cladosporium spp.

4 Gama Aspergillus flavus Aspergillus flavus
Penicillium spp.

5 Abdala Penicillium spp. - Aspergillus niger agregados -

6 Bondosa Aspe"rgll'lus spp. i Aspergl'llus niger agregados Aspergillus fumigatus
Penicillium spp. Aspergillus spp.

7 Imida Curvularia spp. - Aspergillus sexuado

8 Bacharela

9 Alasca

10 Babete

11 Interagdo

12 Madural

Cladosporium spp.

Penicillium spp.

Aspergillus versicolor
Aspergillus caespitosu

Bipolaris spp.

Cladosporium spp.

Aspergillus niger agregado

Aspergillus niger agregados
Fusarium spp.

Aspergillus niger agregados

Aspergillus niger agregados
Penicillium spp.

Os animais de 1 a 6 eram parasitados pelo nematoide auricular do género Rhabditis. Os animais de 7 a 12 ndo apresentaram sinais de otite

parasitaria.

Apenas os animais 2 ¢ 3 apresentaram infec¢des flngicas nas quatro coletas, porém com
diferentes géneros. Os animais 8 e 10 foram os unicos nos quais encontrou-se fungos em apenas
uma coleta e o ultimo deles ndo estava presente a coleta feita em abril/2014.

Como ilustrado na figura I1.6, o percentual de amostras positivas para fungos foi de 70,8% no
grupo COP e de 47,8% no grupo SOP. Todas as amostras positivas para fungos estavam
associadas com bactérias, caracterizando as chamadas infec¢des mistas.
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Figura I1.6 Frequéncia de infecgdes fungicas nas amostras coletadas nos animais dos grupos estudados.

A ocorréncia dos diferentes géneros de fungos nos dois grupos de animais estudados esta na
Figura I11.7. O Aspergillus foi o género mais frequente em ambos os grupos. No grupo COP
obteve-se um total de 34 isolados distintos. Destes, 58,8% eram de espécies do género
Aspergillus, as quais foram detalhadas anteriormente na Tabela 3. No grupo SOP obteve-se 14
isolados fungicos. O percentual de culturas do género Aspergillus foi de 50,0%. Os géneros
Cladosporium e Penicillium foram isolados em 17,6% das amostras do grupo COP e em 14,3%
do grupo SOP. O género Rodothorula foi isolado em 5,9% das amostras dos animais com otite,
ndo sendo encontrado nos animais sem otite. Finalmente, os géneros Curvularia, Bipolaris e
Fusarium estavam presentes nas amostras dos animais com otite com 7,1% de frequéncia.
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Frequéncia dos fungos isolados nas amostras dos animais com ¢ sem
otite parasitaria.
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Figura I1.7 Frequéncia dos diferentes géneros de fungos encontrados nas amostras coletadas nos animais
dos grupos estudados

11.5.3 Perfil de sensibilidade bacteriana in vitro

Para uma melhor visualiza¢do dos resultados do teste de sensibilidade aos antibidticos, as bactérias
isoladas e avaliadas in vifro foram divididas em dois grupos: Gram-negativas e Gram-positivas. Os
resultados obtidos das amostras coletadas nos animais dos grupos COP e SOP estdo detalhados na tabela
1L.4.
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Tabela 11.4 Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, no teste de difusdo com discos, em isolados
bacterianos obtidos das amostras coletadas dos animais dos grupos COP ¢ SOP nos meses de julho e
novembro de 2013 ¢ janeiro e abril de 2014.

Isolados Gram-negativos Isolados Gram-positivos
Antimicrobianos cop SOop cop sopP
S/T % S/T % S/T % S/T %

Aminoglicosideos

Gentamicina 20/21 95 15/17 88 13/13 100 13/14 93

Estreptomicina 15/21 71 12/16 75 3/4 75 5/5 100

Neomicina 10/15 67 8/14 57 3/4 75 5/5 100

Amicacina 17/17 100 15/16 94
Quinolonas

Enrofloxacina 13/17 77 9/16 56 9/10 90 6/10 60

Norfloxacina 12/17 57 14/16 87 1/2 50

Ciprofloxacina 12/15 80 11/12 91 12/13 92 10/10 100
Sulfonamidas + Pirimidinas

Sulfametoxazol + Trimetoprima 7/21 33 4/17 23 7/13 54 8/14 57
Cefalosporinas 1a geragio

Cefalexina 0/2 0 10/10 100 7/11 63

Cefalotina 1/6 17 0/1 0 10/10 100 10/12 83
Cefalosporinas 2a geragio

Cefoxitina 10/17 59 4/16 25 2/2 10
Cefalosporinas 3a geracio

Ceftiofur 9/15 60 2/15 13 10/10 100 6/10 60
Polimixinas

Polimixina B 2/4 50 0/1 0 11/14 79 13/14 93
Cloranfenicol

Florfenicol 4/10 40 1/5 20 4/4 100 3/3 100
Beta Lactamicos

Amoxilina 0/4 0 0/1 0 4/4 100 3/3 100

Amoxilina +Ac. Clavulanico 7/17 41 2/16 13 10/10 100 6/10 60

Ampicilina 1/10 10 1/6 17 4/4 100 3/3 100

Ampicilina + Sulbactam 5/11 46 9/10 90 5/8 62

Penicilina G 0/3 0 0/1 0 11/14 78 8/13 61

Oxacilina 4/10 40 3/9 33

Bacitracina 2/4 50 1/1 100 4/4 100 2/2 100

COP = Com otite parasitaria SOP = Sem otite parasitaria S= Sensivel T = Testado

Os testes de sensibilidade aos antibidticos foram realizados em todos os isolados bacterianos.
Verificou-se que o percentual de resisténcia das bactérias isoladas dos animais sadios foi
semelhante (34,7%) ao daquelas isoladas dos animais com otite (31,6%).

Gram-negativas: A amicacina teve 100% e 94% de eficiéncia para as bactérias do grupo COP e
do grupo SOP, respectivamente. A gentamicina e a ciprofloxacina também mostraram alta
eficiéncia em ambos os grupos: 95 ¢ 80% de eficiéncia para as bactérias isoladas do grupo COP
e 88 e 92% para as bactérias do grupo SOP, respectivamente. A enrofloxacina foi 77% eficiente
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contra as bactérias do grupo COP, enquanto aquelas do grupo SOP mostraram sensibilidade de
56%. A estreptomicina ¢ a neomicina mostraram eficiéncias proximas quando foram comparados
os isolados dos dois grupos de animais: 71 € 67% no COP e 75 e 57% no SOP, respectivamente.
A eficiéncia dos antibioticos ceftiofur, a cefoxitina e a polimixina B, para as bactérias do grupo
COP, foi de 60, 59 e 50%, respectivamente. Para as bactérias do grupo SOP, estes trés antibioticos
mostraram-se pouco eficientes. O ceftiofur e a cefoxitina mostraram eficiéncia de apenas 13 e
25%, respectivamente. A polimixina B ndo mostrou efeito algum nas bactérias do grupo SOP. A
sensibilidade bacteriana aos antibidticos amoxicilina + &cido clavulanico, florfenicol,
sulfametoxazol + trimetoprima, cefalotina e ampicilina foi inferior a 41,2% no grupo COP e ainda
menor no grupo SOP (< 23,5%). Os antibioticos amoxilina e penicilina G foram totalmente
ineficientes em ambos os grupos. A ampicilina e a cefalexina, foram testadas apenas no grupo
COP. A primeira apresentou eficiéncia de 45,5%, enquanto a segunda foi ineficiente. A
bacitracina foi 100% eficiente no teste de um isolado do grupo SOP e nas bactérias do grupo COP
teve 50% de eficiéncia, porém, a campo, ndo ¢ o antibidtico de escolha para o tratamento de
bactérias Gram-.

Gram-positivas: Nao houve diferencas significativas de sensibilidade destes isolados quando
comparados aos resultados dos animais com e sem otite, com exce¢do dos antibioticos
enrofloxacina, cefalexina, ceftiofur e ampicilina + sulbactam. Os antibioticos que obtiveram
100% de eficiéncia nos dois grupos foram a amoxilina, a ampicilina, a bacitracina e o florfenicol.
No grupo COP verificou-se 100% de eficiéncia dos seguintes antibidticos: gentamicina,
cefalexina, cefalotina, ceftiofur e amoxilina + 4cido clavulanico. J& no grupo SOP, a
estreptomicina, a neomicina, ciprofloxacina, e a cefoxitina foram 100% eficientes. No grupo
COP, estes trés primeiros antibidticos alcancaram 92,3%, 75,0% e 75,0% de eficiéncia,
respectivamente. A cefoxitina ndo foi testada neste grupo. A ampicilina + sulbactan e a
enrofloxacina apresentaram 90,0% de sensibilidade no grupo COP. No grupo SOP, estas duas
bases apresentaram efici€ncia de 62,5% e 60,0%, respectivamente. As bactérias isoladas do grupo
COP mostraram 78,6% de sensibilidade a penicilina G e polimixina B. J& no grupo SOP estes
antibioticos mostraram eficiéncias de 61,5% e 92,9%, respectivamente. O sulfametoxazol +
trimetoprima, ¢ a oxacilina apresentaram eficiéncia abaixo de 60 % nos dois grupos. A
norfloxacina, mostrou 50% de eficiéncia no grupo SOP e ndo foi testada nos animais do grupo
COP.

I.6 DISCUSSAO

Para uma melhor compreensao, na Figura I1.8 estdo resumidos os resultados deste estudo. As
infeccdes mistas, de fungos e bactérias, foram os resultados mais prevalentes, tanto nos animais
com otite (66,7%), quanto naqueles sem otite (47,8%). Além disso, é possivel verificar que a
associagdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram mais prevalentes no grupo SOP
(26,1 %) do que no grupo COP (8,3 %). Ao contrario, as amostras contendo exclusivamente
bactérias Gram-negativas foram mais frequentes no grupo COP (25,0%) do que no grupo SOP
(17,4%). Vale ressaltar mais uma vez, que ndo foram encontradas amostras infectadas
exclusivamente por fungos em nenhum grupo.
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Figura I1.8 Resultados das analises microbiologicas realizadas nas amostras coletadas dos animais com e
sem otite parasitaria.

O numero de isolados bacterianos obtidos neste estudo foi de 38 nas 24 amostras coletadas
dos animais com otite e de 34 nas 23 amostras daqueles sadios. Nao houve diferenca no total de
isolados bacterianos no CAE dos animais de ambos os grupos. Quanto aos fungos, obteve-se 34
isolados em 17 amostras positivas do grupo COP e 14 em 11 amostras do grupo SOP. As amostras
do grupo COP apresentaram trés vezes maior quantidade de isolados fiingicos do que as amostras
dos animais sadios. No entanto, vale ressaltar, que nem todas as amostras testadas foram positivas
para fungos.

As analises microbiologicas mostraram que, apesar do Staphylococcus ter sido,
individualmente, o género mais frequente nos dois grupos, as bactérias Gram-negativas
predominaram (Figura 3). No grupo SOP a prevaléncia dos géneros Gram-negativos mais
prevalentes, Pseudomonas spp. e BGNnF, resultou no total de 48,8%. No grupo COP, além destes
dois, somou-se a prevaléncia de 15,8% do género Citrobacter. Desta maneira, o total dos Gram-
negativos mais encontrados foi de 47,4%. Os resultados de Leite et al. (1987) corroboram em
parte o atual estudo pois as bactérias Gram-negativas também foram as mais prevalentes nos
animais com otite. Porém, o percentual deste grupo de bactérias foi inferior ao encontrado no
estudo atual e os bovinos estavam parasitados pelo acaro. Além disso, os autores ndo avaliaram a
microbiota do CAE de animais ndo parasitados. Msolla et al. (1986) e Odongo e Souza (1989),
ao estudarem bovinos com otite causada pelo nematoide, encontraram os géneros Staphylococcus,
Pseudomonas, Streptococcus e Corynebacterium. Estes autores ndo citaram a prevaléncia destas
bactérias isoladamente. Al-Farwachi e Ai- Hassan (2009) isolaram cocobacilos Pasteurella
multocida e Mannheimia hemolytica de bezerros com otite e Escherichia coli e Klebsiella
pneumonia de animais higidos. No entanto, os animais estudados ndo apresentaram parasitos
auriculares. Com relacdo a microbiota presente no CAE de pequenos ruminantes, Ali (2011)
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também encontrou maior prevaléncia dos géneros Pseudomonas e Staphylococcus em carneiros
sadios e com otite.

De acordo com Santos (1979) e Leite ef al. (1987) as bactérias Gram-negativas dos géneros
Pseudomonas, Proteus e Arcanobacterium sao amplamente associados a otites cronicas, causando
otorréia esverdeada e de mau odor. De maneira similar aos resultados destes autores, neste estudo
as bactérias Gram-negativas foram isoladas em percentuais elevados nos animais do grupo COP.
Além disso, este tipo de bactérias também foi bastante prevalente no grupo SOP. Tais resultados
sugerem que as bactérias encontradas no CAE dos animais com otite pertenceriam a sua
microbiota comensal. A patogenicidade destes microrganismos se daria devido as alteragdes
locais decorrentes do processo inflamatério provocado pela presenga dos nematoides. Duarte e
Hamdan (2004) também associaram o aumento de temperatura e ao edema desencadeados pelas
lesdes causadas pelos parasitos auriculares a proliferacdo de microrganismos da flora auricular
normal.

Com relagdo ao nimero de géneros fingicos que cresceram nas amostras analisadas, verificou-
se que o grupo dos animais com otite apresentaram cerca de 1,5 vezes mais fungos do que o grupo
dos animais sadios. No grupo COP, 70,8% das amostras estavam positivas para estes
microrganismos, enquanto no grupo SOP, apenas 47,8% do total continham fungos. Estudos
micoldgicos realizados apenas em bovinos Gir com otite por Duarte ef al. (2001), revelaram que
75,6% das amostras estavam positivas para fungos. Este valor, calculado de um total de 45
amostras de fémeas adultas, foi superior ao encontrado no atual estudo. Entretanto, estes autores
ndo estudaram a microbiota de animais higidos.

As associagoes de diferentes espécies ou géneros de fungos em uma mesma amostra foram
mais frequentes no grupo COP se comparado ao grupo SOP.

O género Aspergillus foi o mais frequente nas amostras dos dois grupos, representado pelas
espécies A. foetidus, A. versicolor, A. flavus, A. niger agregado, A. fumigatus e Aspergillus spp.
A porcentagem deste género no total de isolados foi de 58,8% nos animais parasitados e de 50,0%
nos animais sadios. Também foram isolados os géneros Cladosporium e Penicillium, Rodothorula
Curvularia, Bipolaris e Fusarium, porém, em menor frequéncia (Figura 5). Com excecao dos dois
primeiros que tiveram, cada um deles, prevaléncia de 17,6% no grupo COP e 14,3% no grupo
SOP. Duarte et al. (2001) encontraram os géneros Aspergillus, Rodothorula e Candida no CAE
dos bovinos com otite. No entanto, o género mais prevalente foi Malassezia, isolado em culturas
puras ou em associacdo com um ou mais fungos. Ja Duarte et al. (2004) conseguiram isolar o
género Malassezia do CAE de 38,1% bovinos sadios e de 63,3% bovinos com otite. Contrariando
os estudos acima, este género nao foi isolado em nenhuma amostra do presente estudo. Yeruham
et al. (1999) isolaram diversas espécies de Candida, além das espécies Pichia carsonii e
Rhodotorula rubra das orelhas de bezerros com otite. No total, foram 24 isolados fungicos obtidos
das amostras dos animais doentes. Ja das amostras dos animais sadios foram obtidos apenas cinco
isolados fungicos. Apesar dos bovinos estudados ndo apresentarem parasitos auriculares como no
estudo atual, ambos resultados foram similares com relagdo a presenca de fungos nos animais
com e sem otite.

Os fungos frequentemente estao envolvidos na etiologia das infec¢des do CAE dos bovinos e
na maioria dos casos, associados a bactérias (Duarte ¢ Hamdan, 2004). Os resultados do atual
estudo confirmam esta afirmativa, pois nenhuma amostra apresentou unicamente fungos. Ao
contrario, a associagdo destes microrganismos com bactérias foi o achado mais prevalente, tanto
nos animais com otite parasitaria (66,7%), quanto nos animais sadios (47,8%). Msolla et al.
(1987) e Duarte ¢ Hamdan (2004) também relataram a presenca de infecgdes mistas nos casos
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cronicos de otite parasitaria em bovinos. Yeruham et al. (1999) também encontraram associacdes
de bactérias e fungos nos casos de otite média e também no CAE de bezerros sadios. Os autores
concluiram que os microrganismos isolados destes ultimos poderiam ser considerados como
saprofitas ndo patogénicos. Em outras espécies também houve relatos de associagdes de
microrganismos nas infec¢des auriculares. Hayyawi (2012), ao estudar carneiros com sinais de
otite externa, conseguiram isolar as espécies Candida albicans e Aspergillus spp., além de
inimeras espécies bacterianas. Em outras espécies, inclusive no Homem, as infec¢des mistas ja
foram amplamente relatadas, ocasionando doencas otoldgicas € comprometendo a eficiéncia dos
protocolos de tratamento (Chengappa et al., 1984; Nogueira et al., 2008 e Petrov et al., 2013).

As amostras do CAE analisadas neste estudo foram coletadas nos mesmos animais, a cada trés
meses, durante o periodo entre julho de 2013 e abril de 2014. Nao foi aplicado nenhum produto
antifungico durante o periodo de coleta de amostras. No entanto, verificou-se que nos meses de
julho de 2013 e de janeiro de 2014, a prevaléncia de fungos isolados foi significativamente maior
do que nos outros dois meses, como pode ser observado na Tabela 3. Nao foram encontradas
evidéncias que pudessem explicar tais resultados.

A sensibilidade aos antibioticos foi mostrada na Tabela 4. Na metade das bases testadas, as
bactérias Gram-negativas isoladas nos dois grupos de animais, apresentaram sensibilidade
inferior a 50%. As bactérias Gram-positivas, mostraram sensibilidade inferior a 50% a apenas
duas bases testadas. Tais resultados permitiram inferir que os isolados Gram-negativos dos
animais sadios e com otite apresentaram maior resisténcia aos antibioticos do que as bactérias
Gram-positivas. Apenas trés antibidticos, gentamicina, amicacina e ciprofloxacina apresentaram
eficiéncia contra bactérias Gram-negativas acima de 80%. Por outro lado, a ampicilina apresentou
o pior resultado, com apenas 10% de eficiéncia. Os antibioticos do grupo dos Beta-lactamicos e
o Cloranfenicol foram os menos eficientes contra as bactérias Gram-negativas, com taxa de
sensibilidade inferior a 50,0%. A multirresisténcia das bactérias Gram-negativas foi encontrada
em varias amostras analisadas neste estudo. Contrariando as expectativas prévias dos autores
desse estudo, as bactérias Gram-negativas isoladas dos animais sadios mostraram resisténcia
antibide luz maior do que aquelas isoladas de otites cronicas. Principalmente com relacdo aos beta
lactamicos, a polimixina, ao florfenicol, a enrofloxacina e a todas as cefalosporinas. Este perfil
de sensibilidade também foi encontrado com relacdo as Gram-positivas. Aquelas isoladas dos
animais do grupo SOP foram mais resistentes as do grupo COP. Este foi o caso da gentamicina,
da enrofloxacina, das cefalosporinas, da amoxilina + acido clavulanico, da ampicilina +
sulbactam, da penicilina G e da oxacilina. Estes resultados poderiam ser atribuidos ao uso
indiscriminado de antibidticos de largo espectro para o tratamento de infecgdes bacterianas
durante a vida dos animais deste rebanho.

Poucos artigos sobre analise de sensibilidade aos antibidticos em bovinos foram encontrados
na literatura. A maioria dos estudos refere-se a cdes ou outros animais domésticos. Um dos
trabalhos sobre uso de antibiotico em bovinos com otite foi aquele desenvolvido por Yeruham et
al. (1999). Eles testaram a sensibilidade aos antibioticos de isolados de Pasteurella haemolytica
e P. multocida em um surto de otite média de bezerros leiteiros. Estas bactérias, ndo isoladas nas
amostras do estudo atual, apresentaram alta susceptibilidade a ampicilina, gentamicina e
enrofloxacina. A estreptomicina e a penicilina mostraram eficiéncias inferiores a 50%. Estes
resultados refor¢am a necessidade da realizacdo do teste de sensibilidade aos antibidticos, antes
do inicio de tratamento contra a otite, causada por parasitos ou nao.

No estudo conduzido por Ali (2011) isolou-se Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus do conduto auditivo de carneiros com otite externa. A primeira espécie bacteriana foi
altamente resistente a ampicilina, ao cloranfenicol e a eritromicina e sensivel a ciprofloxacina e
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ao norfloxacina. J4 a segunda, também foi sensivel aos dois ultimos antibidticos e também a
eritromicina e resistente a ampicilina e ao cloranfenicol. Tais resultados corroboram em parte o
estudo atual que demonstrou a resisténcia das bactérias Gram-negativas encontradas nos animais
com otite a ampicilina e sensibilidade a Ciprofloxacina. No entanto estas bactérias sé
apresentaram 57% de sensibilidade a Norfloxacina. Quanto as bactérias Gram-positivas, elas
também foram sensiveis a ampicilina e a ciprofloxacina, mas apresentaram apenas 50% de
sensibilidade a norfloxacina.

As bactérias Gram-positivas isoladas de cdes com otite por Petrov ef al. (2013), mostraram
alta sensibilidade as combinagdes de P-lactimicos e também aos aminoglicosideos, a
gentamicina, a amicacina e a tobramicina, com percentagem de sensibilidade entre 74% e 91%.
Além disso, os estafilococos apresentaram sensibilidade entre 40% e 68% ao cloranfenicol e a
enrofloxacina, respectivamente. Com relacdo as bactérias Gram-negativas, o comportamento
frente aos B-lactamicos variou de acordo com as espécies, sendo que a P. aeruginosa foi altamente
resistente. Por outro lado, esta espécie foi sensivel a enrofloxacina e a polimixina B e resistente
ao Cloranfenicol, a tetraciclina, a lincomicina ¢ a estreptomicina. Mesmo levando-se em
consideragdo que estes estudos foram realizados com cdes, ¢ possivel perceber algumas
similaridades dos resultados com os do estudo atual. As bactérias Gram-positivas isoladas dos
animais com otite também foram altamente sensiveis aos aminoglicosideos e aos B-lactamicos,
com excecdo a oxacilina, com sensibilidade de 40%. E ainda, mostraram sensibilidade alta ao
cloranfenicol, as cefalosporinas e as quinolonas. As bactérias Gram-negativas também foram
bastante resistentes aos B-lactdmicos, as cefalosporinas em especial as de 1* geracao, como ja era
esperado. Quanto ao cloranfenicol a porcentagem de resisténcia foi a mesma. Em relagdo a
enrofloxacina, as bactérias deste estudo mostraram uma sensibilidade de 77%, ligeiramente maior
do que os 68% encontrados no estudo de Petrov (2013).

Oliveira et al. (2012) estudaram 616 cdes com otite: Os isolados foram sensiveis
principalmente para norfloxacina (89,6%), gentamicina (83,3%), ofloxacina (80,2%), tobramicina
(74,3%), ciprofloxacina (73,2%) e enrofloxacina (69,4%). Em contraste, a maior resisténcia foi
observada com o uso da neomicina (30,8%) e cefalexina (27,6%). A ocorréncia de resisténcia
multipla a trés ou mais e a cinco ou mais dos antimicrobianos utilizados foi observada em
respectivamente, 34,9 e 15,5% dos isolados. No atual estudo, as bactérias isoladas do grupo COP
também foram sensiveis a gentamicina, a ciprofloxacina e a enrofloxacina e resistentes a
cefalexina. Porém, a sensibilidade a neomicina foi superior aos deste estudo (67,0 ¢ 30,8%,
respectivamente).

Ao estudar o perfil da sensibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas do CAE de caes
com otite, Santos (2007) verificou sensibilidade do género Staphylococcus acima de 94% a
cefalexina e de 70,5% a gentamicina. Porém com relagdo a Pseudomonas spp. estes antibioticos
mostraram taxas de resisténcia de 85,7%. Este género mostrou sensibilidade de 28,6% a
ciprofloxacina e a norfloxacina. No atual estudo, a sensibilidade das bactérias gram-positivas a
cefalexina e a gentamicina foi de 100%. Contrariando o estudo citado acima, a sensibilidade deste
grupo de bactérias a gentamicina foi de 100% e das Gram-negativas foi de 95%. A sensibilidade
destas bactérias a ciprofloxacina e a norfloxacina foi de 80,0 e 57,0%, respectivamente.

II.7 CONCLUSOES

Neste trabalho foi analisado o perfil microbiolégico do conduto auditivo externo de 12 bovinos
da raga Gir, seis deles parasitados por nematoides auriculares e seis sadios. Baseando-se nos
resultados obtidos e nas respectivas discussoes, pode-se concluir que:
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- Todas as amostras coletadas no CAE apresentaram crescimento bacteriano e o Staphylococcus
e 0 Pseudomonas foram os géneros mais frequentes;

- As amostras dos animais parasitados pelo nematoide apresentaram mais fungos do que as
amostras dos animais sadios, porém, o género fiingico mais prevalente, em ambos os grupos,
foi o Aspergillus.

- Os resultados do teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou altas taxas de
multirresisténcia das bactérias Gram-negativas de ambos os grupos de animais.

1.8 CONSIDERACOES FINAIS

A alta frequéncia de infec¢des mistas aliada a susceptibilidade variavel dos isolados aos
antimicrobianos sdo consideradas como agravantes da otite parasitaria. Entretanto, a semelhanca
do perfil microbiologico do CAE dos animais doentes e sadios sugere ser verdadeira a hipdtese
de que a inflamagao local causada pelo parasita auricular levaria a microbiota comensal a se tornar
patogénica. Aquelas espécies bacterianas mais adaptadas a ambientes quentes e umidos passariam
a proliferar intensamente e a ganhar o espago de outras menos eficientes. Portanto, deve-se
considerar a possibilidade de modificagdo do microambiente local afim de inviabilizar o
desenvolvimento do parasito. Esta poderia ser uma alternativa ao uso indiscriminado de
antibioticos ou antifingicos contra os agentes das infecdes secundarias. Estudos mais
aprofundados poderiam ser conduzidos utilizando-se produtos antiinflamatérios ou que
promovessem a desidratacdo da mucosa local ap6s a eliminacdo dos parasitos auriculares.

Os resultados do teste de sensibilidade aos antibidticos refor¢am a necessidade do uso racional
dos antibidticos na pratica terapéutica veterinaria. Deve ser considerada, principalmente, a
utilizagdo sem critérios técnicos de medicamentos convencionais contendo antibioticos cujas
bases tém mostrado altas taxas de resisténcia no campo.

65



III. CAPITULO 3

AVALIACAO DA EFICACIA DE UM PROTOCOLO DE CONTROLE CONTRA
PARASITOS AURICULARES EM UM REBANHO BOVINO DA RACA GIR

RESUMO

Avaliou-se neste estudo um protocolo de controle de parasitos auriculares em um rebanho
composto por 32 animais da raga Gir de idade variada, de ambos os sexos. O protocolo, que teve
inicio em janeiro de 2013 e duragdo de um ano, consistiu na utilizagdo mensal de um
antiparasitario topico, a base de organofosforado, no pavilhdo auricular dos bovinos. O objetivo
foi interromper o ciclo dos parasitos auriculares no hospedeiro e a eliminagdo tanto das
infestagdes pré-existentes quanto das reinfestacdes. Antes do inicio do protocolo as orelhas dos
animais foram inspecionadas e classificadas quanto a presenca e aspecto da secrecdo auricular.
Foi feito o lavado auricular para diagnostico da carga parasitaria do acaro e para a classificagdo
qualitativa da infec¢@o pelo nematoide. Outros dois lavados foram realizados em julho de 2013 e
em janeiro de 2014 e comparados com os resultados iniciais, para avaliar a eficiéncia do
protocolo. O protocolo de controle avaliado neste estudo mostrou-se ineficiente no combate as
infestagdes pelo nematoide. Ao final dos 12 meses, o nimero de orelhas parasitadas permaneceu
o mesmo do inicio do experimento. Além disso, verificou-se o agravamento das otites pré-
existentes. Quanto ao acaro, houve a diminuic¢ao significativa do ntimero de orelhas parasitadas e
na carga parasitaria do parasito, sem, contudo, levar a eliminagdo completa da infecgdo.

Palavras chave: Parasitos auriculares, bovino, protocolo de controle, organofosforado, Gir.

ABSTRACT

An ear parasites control protocol in a Gyr herd consisting of 32 animals of varying
age, of both sexes, was evaluated in this study. This protocol, which consisted of an
antiparasitic topic organophosphate-based, was used monthly in the ear of the cattle. The
tests were performed from January 2013 to January 2014. The aim of this treatment was
to interrupt the cycle of ear parasites in the host and the elimination of pre-existing
infestations and of the re-infestations. Before start treatments, the animal ears were
inspected and classified according to the presence and appearance of ear secretions.
Washing of the ear canals for diagnosis of parasite load mite and for the qualitative
classification of nematoide infection were performed. To evaluate the protocol efficiency,
other two washings were carried out in July 2013 and January 2014 and compared with
the initial results. The control protocol evaluated in this study was not effective in
combating infestations by nematode. At the end of 12 months, the number of parasitized
ears remained the same as the beginning of the experiment. Furthermore, the pre-existing
ear infections became stronger. About the mite, there was a significant decrease in the
number of infested ears and the parasite load. However, there was not the complete
eliminations of the infection.

Keywords: Parasites ear canal, bovine, control protocol, organophosphate, Gyr
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III.1 INTRODUCAO

A otite parasitaria que acomete bovinos da raca Gir causa inimeros prejuizos e € considerada
um problema sanitario grave que pode inviabilizar a criagdo destes animais. Os agentes
etiologicos sdo nematoides da familia Rhabditidae, responsaveis por sinais clinicos da doenga e
acaros do género Railiettia. O controle efetivo da parasitose, a despeito da variedade de protocolos
terapéuticos ja testados, ainda ndo foi alcancado. Nao existe no mercado nenhuma formulagio
quimica especifica para o controle das parasitoses auriculares de bovinos. Este estudo avaliou a
utilizagdo mensal e sistematica de um antiparasitario tépico no pavilhdo auricular dos bovinos,
com o objetivo de interromper o ciclo dos parasitos auriculares e a eliminagdo tanto das
infestagdes pré-existentes quanto das reinfestacdes.

II1.2 OBJETIVOS

e Avaliar a carga parasitaria de acaros e o grau de infeccdo de nematoides no conduto auditivo
externo de um rebanho de bovinos da raga Gir, com o auxilio de lavado auricular.

e Avaliar a eficiéncia de um protocolo de controle dos parasitos auriculares, utilizando um
produto, manipulado em forma de pasta, contendo o organofosforado triclorfon.

1.3 REVISAO DE LITERATURA

O Brasil ocupa 20,8% da extensao territorial das Américas € 47,7% da América do Sul. A area
destinada a pastagens corresponde a 21% do territorio nacional. A agropecuaria cresce a cada ano
e atualmente o pais € o terceiro maior produtor mundial de leite. Segundo o IBGE (2012), a
produgdo leiteira foi de 32 bilhdes de litros em 2011 e, estima-se que esta em ascensdo. Dentre
todas as ragas especializadas, destaca-se a raca Gir. Os animais, desta raca, a semelhanc¢a de todos
os zebuinos, sdo resistentes a parasitos ¢ a doengas de clima tropical (Gasparin, 2007). Tais
caracteristicas fazem com que seja considerada a melhor opgao para criadores que optem por
sistemas de producdo sustentaveis, com a utilizacdo de animais puros ou originarios do
cruzamento com outras ragas.

Apesar das qualidades inerentes aos animais da raga, um aspecto importante observado em
rebanhos de bovinos Gir, e que pode inviabilizar a sua criagdo, ¢ a ocorréncia frequente de otite
parasitaria. A doenga apresenta-se tanto sob a forma de casos isolados como doenga de rebanhos
(Leite et al. 1993). Ela pode ser causada por nematoides e acaros e, secundariamente, por bactérias
e fungos, apresentando-se de forma subclinica, aguda e cronica (Leite er al., 1994). A otite
causada por nematoides, que ocorre exclusivamente nesta raga, esta relacionada a sinais clinicos
que vao de leves, em animais acima de 18 meses, a muito graves, em adultos (Leite, 2010).

O agente etiologico mais frequentemente encontrado nos animais desta raga sdo os nematoides
do género Rhabditis, cujo primeiro relato no Brasil foi feito por Martins Jr. et al. (1971). Os
estudos clinicos e epidemiologicos realizados por este autor e por Leite et al. (1993), citaram
prevaléncias do parasito acima de 90% em animais adultos. Por sua vez, Vieira ef al. (199%),
estudando otites clinicas em bovinos da raca Gir no estado de Goias, encontraram 78% de
positividade por Rhabiditis sp em um total de 255 animais. Em Minas Gerais, Duarte et al. (2001a)
relataram uma prevaléncia de 60,1% em animais adultos e com chifres. No municipio de
Vassouras, Rio de Janeiro, Verocai et al. (2007), examinando 87 vacas puras da raga Gir que
apresentavam otite clinica, diagnosticaram 100% de positividade em ambos os condutos
auditivos. Um estudo atual, realizado por Leite et al. (2013) em um rebanho de 64 animais,
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encontrou o nematoide em 52,2% em vacas, em 22,2% em novilhas acima de 24 meses ¢ em
13,0% de bezerros acima de 15 meses.

A susceptibilidade dos animais da raga Gir a otite por nematoides estd relacionada a
conformacdo cranial, aos chifres e aos pavilhdes auriculares. Estas caracteristicas predispdem a
elevagdo da umidade e da temperatura no conduto auditivo externo (CAE), favorecendo a
sobrevivéncia do nematoide no local (Duarte ef al., 2001a; Campos et al., 2009). Até o momento
ndo foram encontradas referéncias na literatura a respeito desta parasitose em racgas bovinas de
orelhas curtas. O processo inflamatério causado pelo complexo parasitario/infeccioso, provoca
desconforto ao animal, e ndo raras vezes, o quadro evolui para otite média e interna, podendo
evoluir para o 6bito (Leite et al., 1994; Vieira ef al., 1998, Duarte e Hamdan, 2004). O sinal
clinico mais caracteristico, encontrado nos bovinos cronicamente infestados, ¢ a presenca de
secre¢do auricular amarelada, repleta de parasitos € com odor putrido.

Por sua vez, as infestagdes auriculares por adcaros do género Raillietia acometem todas as ragas
de bovinos, com distribuicdo mundial e foram descritas pela primeira vez ha mais de um século
(Nunes e Nunes, 1975). Sdo conhecidas trés espécies deste género, sendo a R.auris (Leidy, 1872;
Trouessart, 1902) especifica de bovinos, a R. flechtmanni, também encontrada em bufalos (Santos
e Faccini, 1996), enquanto a R. caprae que tem especificidade pelos pequenos ruminantes (Costa
etal., 1992). De acordo com Nunes e Nunes (1975), Leite (1989) e Faccini ef al. (1992) o nimero
de acaros por ouvido pode variar de um a mais de 160. As infestagdes sub-clinicas s3o comuns e
ndo costumam ser diagnosticadas devido ao tamanho do acaro, ao comprimento do CAE dos
bovinos e a localizacao do parasito no hospedeiro (Leite ef al. 1989a). As taxas de prevaléncia da
infecgcdo podem chegar 100% segundo estudos de Faccini et al. (1992), realizados em diversos
estados brasileiros. Araujo Filho ef al. (1996) e Boa-Morte e Oliveira (2008) encontraram
infestacdes em 45,2% a 100% dos rebanhos. Elas ocorrem preferencialmente em animais das
ragas Nelore e Guzera ¢ em menor numero nos bovinos Gir, Indubrasil, Holandés e mestigos
(Leite, 1989).

Nao foram encontradas na literatura, referéncias de casos de otites sintomaticas relacionadas
exclusivamente a Railiettia em animais da raga Gir. Segundo Nunes (1977), a R. auris ndo escava
tuneis na epiderme e alimenta-se apenas de cerimen e restos celulares. Porém, suas queliceras e
patas provocam lesdes na mucosa do CAE e membrana timpanica, culminando com o
desencadeamento de um quadro inflamatoério local (Ferry et al., 2011). Este aspecto clinico
embasaria a hipotese de que a presenga do acaro, aliadas a anatomia das orelhas dos bovinos Gir,
criariam um microambiente propicio a infec¢do pelo nematdide Rhabditis (Leite, 1989).

Com relagdo a infeccdo de ambos os parasitos, Nunes ef al. (1980) encontraram apenas um
animal duplamete parasitado, em um total de 60 bovinos. Por sua vez, Brito ez al. (2005) e Leite
et al. (2013), encontraram cerca de 6% de infestagdes mistas.

O diagnostico da rhabditiose se faz pela observacdo, a olho nu, da movimentagdo dos
nematoides coletados com uma zaragatoa e colocados em um frasco transparente (Leite et al.,
1994). As infestagdes subclinicas sdo diagnosticadas lavando-se o canal auditivo com agua
destilada, soro fisiologico ou alcool boricado a 3% (Facuri Filho ef al., 1990; Leite, 2010). Esta
técnica também ¢ utilizada para o diagnostico da presenca do acaro (Leite et al. 1989b), que se
localiza profundamente no CAE, préximo a membrana timpanica.

Protocolos de tratamento e prevencdo da otite causada por nematoides em bovinos ainda néo
foram completamente elucidados. Além disso, estudo conduzido por Leite et al. (2012) mostrou
que os criadores de bovinos da raga Gir ndo fazem disting@o entre protocolos de prevencao e de
tratamento da doenca. Uma grande variedade de produtos ja foi utilizada sem, contudo, haver
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relatos de cura definitiva (Vieira et al., 2001; Scott ef al., 2006). Alguns autores, porém, apesar
de ndo conseguirem a cura definitiva da doenga, t€m relatado resultados positivos. Leite (2010),
ao fazer 8 lavados sequenciais do CAE utilizando solug@o de hipoclorito de sodio a 0,025% e
alcool-éter (1:1), conseguiu eliminar o nematoide em todos os animais tratados. No entanto, apos
um ano, alguns deles apresentaram sinais de otite ¢ a presenga de nematoides. E ainda, o
tratamento foi considerado pelos autores como inviavel para a realizagdo em grandes rebanhos
devido ao longo tempo necessario para sua realizacao. Por sua vez, Teschner et al. (2014) trataram
com sucesso um homem com diagnéstico positivo para otite desencadeada por nematoides
utilizando lavado auricular com alcool. Campos et al. (2009) obtiveram bons resultados aplicando
moxidectina 10% por via subcutanea, acompanhada da aplicaga@o topica de uma solucdo a base de
triclorfon. Porém, a recidiva ocorreu 30 dias apds o final do tratamento.

Os melhores resultados no controle da parasitose, até o momento, foram alcangados
utilizando-se produtos a base de organofosforados, em especial, o triclorfon. Eles atuam como
inibidores da enzima acetilcolinesterase e interferem na neurotransmissao das terminagdes
nervosas colinérgicas. O parasito morre devido a disfungdo do sistema nervoso (Baldani, et al.,
1999). Os organofosforados foram amplamente utilizados na década de 1950 como
ectoparasiticidas e posteriormente como anti-helminticos. Eles sdo potencialmente toxicos para
0s seres vivos e em especial para parasitos, sejam eles, sarnas, piolhos, moscas, 4caros ou vermes
(Booth e McDonald, 1992). Estudos relatam a sua eficiéncia sobre parasitos do conduto auditivo
ou da pele. Uma solugdo otoldgica, a base de Diazinon a 1%, foi utilizada em caes infestados por
acaros do género Ofodectes, durante sete dias consecutivos, com eficacia de 100% (Souza et al.,
2006). Além da eficiéncia do triclorfon a 6% no tratamento de lesoes de pele causadas pela
Stephanofilaria, Miyakawa et al. (2012) destacaram a praticidade da aplica¢do da pasta e o baixo
custo do tratamento. O estudo conduzido por Bello et al. (2008) mostrou o controle efetivo da
infecgdo auricular pelo carrapato Dermacentor nitens em equinos com a aplicagdo bimensal de
uma pasta a base de triclorfon.

A importancia da raca Gir para o setor produtor de leite do Brasil demonstra a necessidade da
criacdo de um protocolo de controle eficaz da otite parasitaria. Até o momento ndo existe no
mercado nenhuma formulagdo quimica especifica contra os parasitos auriculares de bovinos. Em
especial, um produto que seja seguro, de facil aplicagdo e de custo acessivel. Neste estudo avaliou-
se a utilizacdo mensal e sistematica de um antiparasitario de uso topico no pavilhdo auricular dos
bovinos. O objetivo foi interromper o ciclo de ambos os parasitos auriculares e a eliminagao tanto
das infestagdes pré-existentes quanto das reinfestacdes.

IIL.4 MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram estudados os 32 bovinos da raca Gir, de ambos os sexos e com idades
variando de sete meses a sete anos, pertencentes ao rebanho fazenda 2, localizada em Itabira,
Minas Gerais.

I11.4.1 Inspecdo dos animais e classificacio das orelhas de acordo com a presenca e o
aspecto da secrecio auricular

O estudo teve inicio em janeiro de 2013, com a inspe¢@o dos animais, analisando sua condi¢ao
fisica e o estado nutricional. Em seguida, os mesmos foram contidos em brete de madeira e,
utilizando-se um cabresto de corda, foi feita a imobilizagdo da cabega, de maneira que as orelhas
ficassem livres. O pavilhdo auricular e o conduto auditivo externo foram avaliados para a
presenca, localizagdo e aspecto da secrecao auricular. De acordo com estes pardmetros, as orelhas
foram categorizadas de acordo com os critérios descritos na tabela IIL.1.
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Esta classificagdo foi utilizada nas andlises estatisticas que avaliaram a correlagdo entre a
presenca do nematoide e do acaro com a secre¢do auricular visualizada no CAE dos animais.
Além disso, estes dados, somados aos resultados do diagndstico parasitologico cuja metodologia
sera descrita a seguir, permitiram classificar os animais quanto ao grau da otite apresentada e
serviram como referéncia da evolucdo do tratamento.

Tabela IIL.1 Classificagdo auricular de acordo com a presenga, localizagdo e aspecto da secreg@o
encontrada no pavilhdo auricular e no CAE dos animais estudados (Figura III.1 A - B - C).

Classificacio das orelhas Caracterisiticas do CAE e do pavilhao auricular

CAE e pavilhdo auricular sem secre¢do, limpo ou contendo apenas

S- Semsecrecdo i -
cerumen de colora¢do marrom.

Presenga de secre¢do de cor amarela clara, fluida, visivel apenas na porgao

S+ Secrecdo moderada inicial do CAE.

Presenga de secrecdo de cor amarela clara, com odor caracteristico,

S Secregdo abundante localizada na porg¢éo inicial do CAE e no terco inicial do pavilhado auricular.

I11.4.2 Coleta de material para diagnostico parasitologico

O diagnéstico para a verificacdo da presenca dos parasitos auriculares (dcaros € nematoides)
foi feito utilizando-se a técnica preconizada por Leite et al.(1989b), com as variagdes sugeridas
por Leite (2010). Foi utilizada uma seringa automatica com capacidade de 30ml', acoplada a uma
ponteira plastica de micropipeta descartavel, a qual foi introduzida, delicadamente no CAE.
Posteriormente foi feita a lavagem sob pressdo do CAE de ambas as orelhas injetando 60ml de
agua destilada, em dois fluxos. O material resultante foi coletado, com o auxilio de um funil de
boca larga posicionado logo abaixo do pavilho auricular, em um tubo plastico de fundo cénico
tipo Falcon com capacidade de 60ml (Figura III.1D). Os tubos contendo o material do lavado
auricular foram identificados com o nimero do animal e o lado de cada orelha. Foram
armazenados em temperatura ambiente e imediatamente transportados a Escola de Veterinaria da
UFMG e processados no mesmo dia.

! Seringa dosadora para aplicagdo de ACATAK Pour On® - Novartis
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Figura III.1 (A - B - C) Imagens das orelhas dos bovinos sem secrecao auricular (S-), presenca moderada de secrecdo
(S+) e presenca de secregdo abundante (S++); coleta do lavado auricular para diagndstico parasitologico (D); observagao
do material coletado com o auxilio de microscopio estereoscopico (E); (F - G) aplicagdo da pasta antiparasitaria.
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No laboratorio de parasitoses (LP), o material foi vertido em placa de Petri (100x20), em cujo
fundo foram tracadas linhas. O lavado auricular foi observado com o auxilio de microscopio
estereoscopico (Metrimpex PZO-Labimex) para a presenca de parasitos (Figura III.1E).
Procedeu-se a contagem do niimero de 4caros obtendo-se a carga parasitaria (CP) presente em
cada orelha e a CP média entre os animais positivos. A fase do ciclo do parasito ou o sexo ndo
foram avaliados. Quanto ao nematoide, realizou-se a classificacdo qualitativa da infecgdo tendo
como referéncia a classificacdo sugerida por Leite et al. (2013): a secrecao auricular foi avaliada
no momento da coleta e classificada de acordo com a tabela III.1. Para quantificar o nimero de
nematoides encontrados no CAE foram utilizados os seguintes critérios:

e Amostra negativa (-);

e Amostra com até 50 espécimes (P+);

e Amostracom 51 a 100 espécimes (P++);

e Amostra com mais de 100 espécimes (P+++).

A tabela IIL.2 foi entdo elaborada com os quatro diferentes graus de otite encontrados nos
animais estudados.

Tabela III. 2 Classificag@o da otite parasitaria bovina, de acordo com a presenca, quantidade e o aspecto da secregdo
auricular e a presenca de nematoides.

Classificacao da otite Descricio dos sinais e achados clinicos

Grau 0 Ausente Auséncia de secrecdo auricular (S-) e de nematoides (-);

Auséncia de secrecdo auricular (S-) e presenga de até 50 especimes

Graul Subclinica de nematoides (P+);

Presenca de secregdo auricular (S+) e presenca de 51 a 100

Grau2 Leve espécimes de nematoides (P++);

Presenca de secrecdo auricular abundante (S++) e de mais de 100

Grau3 Moderada espécimes de nematoides (P+++).

Leite et al. (2013)

A categorizagdo dos graus de otite foi utilizada na avaliacdo da eficiéncia do protocolo de
tratamento testado neste estudo. Foram realizados trés diagnosticos parasitoldgicos durante o
periodo do estudo com os seguintes objetivos:

e Diagnostico 1- Em janeiro de 2013 - Avaliacdo inicial da infecg¢do de parasitos auriculares
presente no CAE dos animais, antes do tratamento;

e Diagnostico 2 - Em julho de 2013 - Primeira avaliagdo da eficiéncia do protocolo de controle
das parasitoses auriculares, apds seis meses de tratamento;

e Diagnoéstico 3 - Em janeiro de 2014 - Avaliacao final da eficiéncia do protocolo de controle
das parasitoses auriculares, apds 12 meses de tratamento.

72



I11.4.3 Protocolo de controle da otite parasitaria

O protocolo de controle da otite parasitaria foi iniciado em janeiro de 2013. Foi aplicado um
produto antiparasitario a base do organofosforado triclorfon, manipulado na forma de pasta’
(Bello et al., 2008), no pavilhdo auricular e conduto auditivo, antimero direito e esquerdo, de
todos os animais.

Os resultados do diagndstico 1 mostraram ndo haver diferenga significativa entre as
infestagdes encontradas nas orelhas do lado direito e do lado esquerdo, tanto com relagdo ao
nematoide quanto ao acaro (Kruskal Wallis, p=0,61, com nivel de significancia de 9%). Desta
maneira, cada orelha foi considerada como amostra independente, mesmo pertencendo a um
mesmo animal, de acordo com Sampaio (2007).

O protocolo de controle foi estabelecido em ambas as orelhas de todo o rebanho, totalizando
64 amostras. Os resultados do diagnostico 1, realizado nas orelhas ainda sem tratamento, foram
utilizados como grupo controle (GC) para as analises estatisticas feitas ao final do experimento.

Foram aplicados manualmente 20 gramas da pasta antiparasitaria em todo o pavilhao auricular
e também na por¢ado distal do CAE das orelhas (Figura III.1 F - G). Esse tratamento foi realizado
mensalmente e os animais foram mantidos no manejo normal da fazenda. Nos meses em que ndo
foi feito o lavado para diagndstico parasitologico, foram realizadas as aplicagdes topicas da pasta
e a avaliacao visual do pavilhdo auricular e do CAE para verificar a presenca de secregao.

1I1.4.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas de acordo com Sampaio (2007) com o auxilio do
programa estatistico InfoStat versdo 2013. A comparagdo entre a infeccao das orelhas de cada
animal foi feita utilizando-se o teste de Kruskal Wallis.

A eficiéncia do protocolo de controle foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney, com nivel de
significncia de 5%. Comparou-se os resultados dos diagnosticos parasitologicos 1, 2 e 3,
considerando-se a infecgdo inicial (diagndstico 1) como grupo controle (GC). Foi utilizada a
dispersdo de frequéncia dos dados categorizados apenas das orelhas que estavam parasitadas.

O teste de Spearman foi utilizado para analise de correlagdo entre as caracteristicas da secre¢ao
auricular e a infec¢do por cada um dos parasitos.

III.S RESULTADOS

Os resultados obtidos nos trés diagndsticos parasitologicos realizados nas orelhas dos bovinos
nos meses de janeiro e julho de 2013 e janeiro de 2014 sdo apresentados na tabela I11.3. No inicio
deste estudo, dos 32 animais do rebanho da fazenda 1, 46,9% estavam parasitados pelo nematoide
e 52,4% pelos acaros auriculares, em infestagdes simples ou mistas;

Em dezembro de 2013 quatro animais do plantel (1 vaca e 3 bezerros) foram vendidos e sairam
do experimento, portanto o nimero de orelhas (n) analisadas no diagndstico 3 passou a ser 56.

2 Formulagéo experimental — Deposito pedido de patente n°: 01409000335 CTIT/UFMG
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Tabela I11.3 Resultados dos diagnosticos parasitologicos e das inspecdes visuais feitos nos animais estudados feitos em janeiro de 2013, julho de 2013 e janeiro de 2014.

Diagnostico 1**

Diagnostico 2

Diagnostico 3

Nome do Idade * — — ~
Animal (anos) Nematoide Acaro Secrecio Nematoide Acaro Secrecio Nematoide Acaro Secrecio
OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE

Domada 8,2 - - 6 - - - ++ - 1 3 - - - - - - B B
Foca 7,4 +++ - - At At e S S - - A+ +++ - - ot
Feijoada 7,2 e - - B e e +4+ ++ - - B e e -+ - - ++ A+
Gaiata 6,2 - - 3 3 - - - - 1 - - - - - 1 - - -
Iguana 5,0 ++ +++ - ++ - ++ - - A+ A+ o+ A+ _ _ S+ 4+
Gama 6,6 +++ - - A+ +++ ++ - - +++ A+ +++ - - ++ A+
Abdala 6,3 ++ + - - ++ - ++ ++ - - +++ - 4+ ++ - - ++ -
Italico 5,9 + + 3 2 - - - - - 2 - - + - 11 _ _ _
Interagao 5.9 - - 8 4 - - - - - - - - - - _ _ _ _
Babete 5,7 - - 5 - - - - - 2 - - - - - 1 - - -
Imida 5,6 + + - - - - - - - - - - - + - _ _ _
Bacharela 5.3 + + 1 - - - - - - - - -
Alasca 4,3 - +++ 14 - - + - 3 _ _ _ _ _ 1 _ _ _
Jagungo 2,0 - - 3 1 - - - - - - - - - - - - -
Bonita 3.4 - - - 2 - - - ++ - 1 - - - + - - _ S+
Bondosa 3,1 +H+ +++ - - +++ -+ At ++ - - ++ - ++ 4+ - - 4+ 44
Carinhosa 3.1 - + - 1 - - + - - - - - + + _ _ _ _
Caxambu 3.1 - ++ 17 - - ++ + - - - - + + _ _ _ _
Celena 2,6 - - - 1 - - + - - - - - - - - 2 - -
Madra 2,6 + + 3 - - - - - 5 - ++ - e - - ++ 4+
Calista 2,5 + + 2 5 - - + - 3 - - - I 4t _ _ et _
Madural 2.4 - - 4 - - - + ++ - - - - + + _ _ _ _
Eva 1,0 - - 2 7 - - - - - - - _ _ _ _ _ _ _
Esmeralda 0,8 + + 4 4 - - - - 3 - - - - _ _ _ _ _
Eleita 0,6 ++ + - - + - - - - - - - - - - - _ _
Eldorado 0,3 - - - - - - - - - - _ -
Encantada 0,3 - - - - - - - - - _ _ _
Enfeitado 0,3 - - - - - - - - - - - - - - - - _ _
Enduro 0,2 - - - - - - - - - - _ _
Elevo 0,2 - - - 1 - - - - - - - - - - - _ _ _
Elegante 0,2 - - - - - - - - - 6 - - - - - - - -
Eldorado 0,2 - - - 1 - - - - - - - - - - - - _ _
Total de acaros 75 32 18 12 14 2

*A idade dos animais foicalculada no inicio do experimento.

**Diagnostico 1=Janeiro 2013 (GC)

Diagnoéstico 2 =Julho de 2013

As cruzes representam a classificagcdo qualitativa das infestagdes pelo nematoide e a presenga e quantidade de secregcdo auricular.

Diagnostico 3 =Janeiro de 2014.
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Na tabela 1.4 s@o observados os resultados das distribui¢des e os percentuais de orelhas
parasitadas pelo nematoide e a distribui¢do dos graus de otite verificados nos animais nos meses
de janeiro e julho de 2013 e em janeiro de 2014. Em janeiro de 2013 (diagnodstico 1) o nematoide
foi diagnosticado em 45,3% das orelhas estudadas. Destas, 15 apresentaram otite de grau 1, quatro
de grau 2 e 10 de grau 3. No diagndstico 2, quando foi realizada a primeira avaliagdo do protocolo
de controle verificou-se um percentual de 31,3% de orelhas parasitadas. Foram encontradas cinco
orelhas de grau 1, nove de grau 2 e seis de grau 3. Por ocasido do diagnostico 3, vinte e cinco
orelhas (44,6%) estavam parasitadas. Foram encontradas nove orelhas com otite de grau 1, duas
orelhas de grau 2 e 14 orelhas de grau 3.

Tabela IIL.4. Distribui¢do da infeccdo pelo nematoide e os graus de otite das orelhas
parasitadas, nos meses de janeiro/2013, julho/2013 ¢ janeiro/2014.

Distribuicio da infestacio

Diagnostico 1 * Diagnostico 2 Diagnostico 3

Orelhas n=64 n=64 n=56
n’ % n’ % n’ %
Parasitadas 29% 45,3 20% 31,3 25¢% 44,6
Grau 1 15 51,7 5 25,0 9 36,0
Grau 2 4 13,8 9 45,0 2 8,0
Grau 3 10 34,5 6 30,0 14 56,0
Nao parasitadas 35 54,7 44 55,4 31 55,4

*Grupo controle (pré tratamento)

Teste de Mann-Whitney (P>0,05). Valores seguidos por letras iguais ndo diferem
estatisticamente ao nivelde 5%de significdncia.

Na tabela II1.5 estdo relacionados os resultados das distribuicdes e os percentuais de orelhas
parasitadas pelo acaro e a carga parasitaria média encontrada nos meses de janeiro e julho de 2013
e em janeiro de 2014. O acaro foi encontrado parasitando 40,6% do total de orelhas (26/64), com
carga parasitaria média de 4,1 acaros/orelha diagndstico 1. No diagnostico 2 foram encontradas
11 orelhas parasitadas (17,2%), com CP média de 2,7 acaros por orelha. No diagnodstico 3, os
animais parasitodos foram cinco, 8,9% do total. A CP média foi de 3,2 acaros/orelha
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Tabela IIL.5. Distribuicdo da infecg@o pelo acaro Raillietia sp. e média da carga parasitaria
(CP) encontrada nas orelhas, nos meses de janeiro/2013, julho/2013 e janeiro/2014.

Distribuicao da infestacao

Orelhas Diagnostico 1 * Diagnostico 2 Diagnéstico 3
n=64 n=64 n=56
n0 OA) no % no OA)
Parasitadas 26° 40,6 11° 17,2 sb 8,9
Nao parasitadas 38 59.4 53 82,8 51 91,1
M édia CP 4,1 2,7 3,2

*Grupo controle (pré tratamento)

Teste de Mann-Whitney (P <0,05). Valores seguidos por letras diferentes diferem
estatisticamente ao nivelde 5%de significancia.

A pasta parasiticida testada para o controle da otite parasitaria aderiu bem as superficies
cutaneas do pavilhdo auricular dos bovinos. Foi possivel constatar visualmente a presenca de
residuos apos 30 dias da aplicacdo. No decorrer do experimento ndo foram observadas alteragdes
clinicocomportamental nos bovinos.

I11.6 DISCUSSAO

Os resultados do primeiro diagndstico parasitologico mostrou que 46,9% (15/32) dos animais
do rebanho estavam parasitados pelo nematoide auricular. Vinte e nove (45,3%) das orelhas
estavam positivas, destas, 15 apresentaram otite de grau 1, quatro de grau 2 e 10 de grau 3. O
resultado do diagndstico 2 mostrou um decréscimo no numero de orelhas parasitadas, passando
de 29 para 20, porém sem diferenca significativa. Observou-se uma mudanca na distribui¢do nos
graus de otite em que os casos de otite de grau 1 diminuiram, as de grau 2 aumentaram e as orelhas
que apresentaram otite de grau 3 diminuiram de 10 para seis. Apds 12 meses de tratamento o
percentual de orelhas positivas era semelhante ao do inicio do estudo (44,6%). Verificou-se que
o numero de orelhas com otite subclinica voltou a subir, o que pode ser explicado pelo menor
numero de orelhas que apresentaram otite de grau 2. Porém o que sugeriu um agravamento dos
sinais clinicos de otite no rebanho foi o aumento de casos de otite de grau 3, que passaram de seis
para 14.

Os resultados deste estudo sugerem que o protocolo de controle avaliado neste estudo
mostrou-se ineficiente no combate as infestagdes pelo nematoide. Apesar do ntimero de orelhas
parasitadas terem diminuido apos seis meses de tratamento, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05). Além disso, ao final de 12 meses o nimero de orelhas positivas manteve-se semelhante
aquele do inicio do experimento ¢ nao foram observados casos de eliminacdo do parasito. O
aumento do nimero de orelhas apresentando otite de grau 3 permitem inferir que a doenga se
agravou naqueles animais que anteriormente apresentavam a doenca de graus 1 ou 2. Estes
resultados estdo de acordo com as observagdes de Duarte ¢ Hamdan (2004), de que a otite
parasitaria, se nao for tratada adequadamente, pode evoluir, com o agravamento dos sinais
clinicos.

Apesar de n3o terem sido encontrados na literatura registros de cura desta parasitose
auricular, alguns tratamentos estudados mostraram melhores resultados do que o estudo atual.

Jibbo (1966) citou o uso de produtos a base de BHC (Hexaclorociclo-hexano) e de DDVP
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(diclorvos) com resultados positivos na eliminagdo da otite causada pelo nematoide, no entanto,
salientou a necessidade de novos tratamentos nos casos de reinfestagdes. Rescidivas sdo achados
frequentes como salientou Campos ef al. (2009ao0 utilizar uma solugdo tdpica a base de trichlorfon
associada a moxidectina 10%. No entanto a eficiéncia deste tratamento ndo impediu a rescidiva
da doenga apos 30 dias da alta clinica do animal. Odongo ¢ D’Souza (1989) relataram eficacia de
75% na utilizagdo de uma solugdo contendo o organofosforado e oxitetraciclina no controle dos
nematoides auriculares em bovinos. Vale ressaltar que este tratamento previa trés aplicagdes
topicas com intervalos de duas semanas. Apenas no estudo de Vieira et al. (2001) verificou-se a
ineficiéncia da aplicagdo Unica de uma pasta contendo organofosforado e dimetilsulfoxido no
tratamento da otite causada por nematoides.

Os resultados deste estudo sugerem que o principio ativo da pasta antiparasitaria ndo tenha
atingido as porgdes mais profundas do CAE mantendo, portanto, uma carga parasitaria suficiente
para a reproducgdo ativa do nematoide. Além disso, o parasito ¢ conhecido pela preferéncia por
local imido e com temperatura acima de 38°C, portanto, supde-se que o protocolo de controle
manteve as caracteristicas do CAE, permitindo a manutengdo do microambiente auricular com
condi¢des favoraveis para o desenvolvimento da parasitose.

Quanto a infeccdo pelo acaro, no inicio deste estudo, 59,4% dos animais (19/32) estavam
parasitados, em apenas uma orelha ou em ambas. Este percentual foi superior ao encontrado por
Leite (1989) e Leite (2010), que relataram 42,% de animais positivos em rebanhos da raca Gir.

Das 64 orelhas analisadas, verificou-se que antes do tratamento, 26 estavam parasitadas e a
CP média encontrada foi de 4,1 4caros/orelha. Apos seis meses de tratamento, houve a diminuicao
significativa no numero de orelhas parasitadas (p=0,0068). E ao final do estudo, no diagnostico
3, verificou-se que 91,1% dos animais estavam livres do parasito, porém a CP média havia
aumentado para 3,2 acaros/orelha, devido a coleta de 11 4caros em um animal (Tabela 1.5). Esta
foi a maior CP encontrada no diagndstico 3, porém inferior aquela observada no diagnoéstico 1 de
17 acaros por orelha (Tabela 1.3).

Estes resultados poderiam ser atribuidos tanto a uma agao direta do organofosforado sobre os
acaros presentes nos bovinos, como também a um fator repelente aqueles individuos do ambiente
externo, fato ainda ndo descrito na literatura. De acordo com Costa ef al. (1992) o adulto jovem
deste parasito ¢ bastante ativo. Ele sai do CAE do bovino, desce ao chdo a procura de novo
hospedeiro, onde se alimenta e faz o acasalamento e a deposicao dos ovos. A fase de protoninfa
ocorreria no meio ambiente. Portanto, os resultados obtidos neste estudo poderiam sugerir que os
acaros que conseguiram deixar o conduto auditivo de um bovino tratado, teriam dificuldade em
infestar a orelha de outro hospedeiro nas mesmas condi¢des. Apesar da diminuicao significativa
no numero de orelhas parasitadas, esperava-se que, apos um ano de tratamento, a infecgdo pelo
acaro fosse completamente eliminada. No entanto, credita-se a persisténcia da parasitose a
localizagio do caro no CAE. E possivel supor que alguns parasitos adultos, que normalmente
sd0 pouco ativos, permaneceram sobre a superficie do timpano, sem contato com a pasta,
passando a ser entdo, fonte de reinfestacdes.

A presenca de secrecdo auricular mostrou correlacdo positiva com a parasitose pelo
nematoides e negativa com a presenca do acaro do género Raillietia. Estes resultados corroboram
o estudo de Leite et al. (1989a) e Leite (2010) que citaram casos de infestagdes do acaro em
animais Gir sem a presenca de sinais clinicos.

No atual estudo, nao foram utilizados antibidticos, fungicidas ou mesmo anti-inflamatorios
para o tratamento dos casos considerados mais graves, como preconizado por Duarte e Hamdan
(2004). A inspecao visual do pavilhdo auricular e do CAE, somada ao resultado obtido no
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primeiro diagnostico parasitoldgico, realizados em janeiro de 2013, demonstraram que os animais
parasitados apresentaram graus de otite entre 0 ¢ 3. De acordo com Leite (2010), apenas os
animais que apresentassem otite de grau 4 (grave) ou 5 (muito grave) deveriam ser tratados, de
forma sistémica, com antibidticos e antinflamatoérios. Portanto, utilizou-se unicamente o
antiparasitario topico em todos os animais, tanto naqueles ndo parasitados como nos animais
positivos, independente do grau de otite que apresentassem. O objetivo foi avaliar a eficiéncia do
antiparasitario como método de controle da otite parasitiria e também como ferramenta de
prevencao de infestagdes de ambos os parasitos auriculares.

A escolha do produto utilizado no controle da otite parasitaria foi pautada em estudos que
indicaram a eficiéncia do principio ativo utilizado (organofosforado) no controle de helmintos e
acaros (Booth e McDonald, 1992) em diferentes espécies de animais dométicos. Souza et al
(2006) estudou a utilizagdo do organofosforado Diazinon a 1% e obteve 100% de eficacia em
otites de cdes causadas por Otodectes. Bello et al. (2008) conseguiram controlar a infec¢@o natural
por A. nitens nos pavilhdes auriculares e nos diverticulos nasais de equinos, utilizando uma pasta
carrapaticida a base de triclorfon. Miyakawa ef a/. (2012) utilizaram uma pasta a base de triclorfon
a 6% para tratar lesdes de pele causadas por Stephanofilaria.

Segundo Ayres e Almeida (2006), os organofosforados, em especial o triclofon, quando
utilizados na concentracao usada neste estudo, ndo deixam residuos no leite e ndo sdo toxicos para
os animais. As afirmac¢des de Booth ¢ McDonald (1992) corroboraram a tultima afirmagdo ao
destacarem a maior susceptibilidade aos organofosforados apresentada pelos parasitos em relacao
aos seus hospedeiros, tornando possivel a utilizagdo segura destes compostos como
antiparasitarios em animais domésticos. Portanto, acredita-se que mesmo que todo o farmaco
utilizado neste estudo fosse absorvido, a quantidade seria insuficiente para causar efeitos toxicos
e deixar residuos no leite ou na carne.

Outros critérios importantes para a escolha do produto utilizado no protocolo de controle
foram a facilidade do preparo, a praticidade e a rapidez da aplicagdo do mesmo. A pasta ndo
apresentou odor desagraddvel e ndo houve mudanga de aspecto durante o tratamento. A
preparagdo da mistura do triclorfon em p6 com os outros produtos da pasta foi simples e facil. Os
componentes da mistura tém baixo custo e sdo facilmente encontrados no comércio especializado.
O custo completo do protocolo foi calculado em R$ 28,00/por animal. Além disso, o manejo
mensal dos animais tornou-os ainda mais déceis, entrando no brete com facilidade e permitindo
a aplicagdo do produto sem demonstrar qualquer reagdo agressiva.

III.7 CONCLUSOES

e A avaliacdo inicial do grau de parasitismo auricular do rebanho estudado mostrou que 46,9%
dos animais estavam parasitados pelo nematoide e 59,4% pelo 4caro;

e O protocolo de controle avaliado nao foi eficiente no controle do nematoide auricular e nao
impediu o agravamento dos sinais clinicos de otite desencadeada por este parasito;

o A utilizagdo mensal do produto no CAE dos animais diminuiu significativamente o nimero
de orelhas parasitadas pelo acaro, porém ndo foi eficiente para eliminar a parasitose do
rebanho.
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II1.§ CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo demostraram a dimensdo das parasitoses auriculares em um
rebanho bovino da raga Gir em que cerca da metade dos animais estavam parasitados pelo acaro
ou pelo nematoide. Apesar das aplicagoes sistematicas do produto antiparasitario, os resultados
alcangados foram insatisfatorios levando a conclusdo que os estudos ndo podem cessar. Novos
produtos, com a utilizacdo de protocolos acessiveis aos produtores rurais, devem ser analisados
visando diminuir os prejuizos causados pela otite parasitaria.
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