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Resumo

A tricomonose aviaria € uma doenca que afeta, sobretudo, o trato digestivo superior
das aves, sendo causada por um protozoario flagelado denominado Trichomonas gallinae. Os
principais hospedeiros naturais deste agente s&o o0s Columbiformes, sendo a infecdo,
frequentemente, assintomatica.

Com o presente estudo pretendeu-se obter informacdes acerca da prevaléncia da
infecdo por T. gallinae e consequentes efeitos patogénicos em aves silvestres.

Para tal, foram definidos os seguintes objetivos especificos: (1) detecdo e
caraterizacdo de Trichomonas gallinae em aves silvestres e (2) avaliagdo do impacto da
infecdo sobre a salde das aves infetadas.

A populacdo em estudo consistiu em animais que ingressaram no Centro de
Recuperacdo de Aves Silvestres de Lisboa (LXCRAS), principalmente aves noturnas nao
provenientes de cativeiro. A metodologia utilizada para a elaboracdo deste trabalho foi a
recolha de amostras fecais, de forma a realizar um exame direto ao microscopio para a
pesquisa de protozoarios madveis, e posterior cultivo, em laboratério, no meio de cultura
Diamond modificado.

Todas as amostras foram negativas quanto a presenca do agente, tanto no exame
direto ao microscopio, como na cultura em meio Diamond. A dieta variada das espécies
analisadas pode colocar-se como um fator que justifique a auséncia de resultados positivos
quanto a presenca do agente. Pode, ainda, ter acontecido que o0 nimero de parasitas presentes
nas amostras fosse muito reduzido e inferior ao limite de detecéo das técnicas de diagndstico
utilizadas.

O estudo da tricomonose é importante visto que é causada por um agente com um
amplo espetro de patogenicidade, que pode ir desde assintomatico a altamente virulento. E,
também, um importante diagnostico diferencial para doencas que tém a mesma apresentagédo

clinica mas que nem sempre sdo desencadeadas por este agente.

Palavras-chave: Trichomonas; Protozoario; Parasita; Tricomonose Aviaria; Aves



Abstract

Avian trichomoniasis affects primarily the upper digestive tract of birds and it is
caused by a flagellated protozoan parasite named Trichomonas gallinae. The main natural
hosts of this agent are the Columbiformes, where the infection is often asymptomatic.

This study aimed to obtain information about the prevalence of T. gallinae infection
and consequent pathological effects in wild birds.

For that, the proposed specific goals were: (1) detection and characterization of
Trichomonas gallinae in wild birds and (2) evaluation of the impact of infection in infected
birds health.

The population studied were animals attended in the Center for Recovery of Wild
Birds in Lisbon, (LXCRAS), especially nocturnal birds that did not came from captivity. The
methodology used was the collection of fecal samples, to perform a direct microscopic
examination for the detection of mobile protozoa, and further culture in the laboratory using
the modified Diamond medium.

All samples were negative for the presence of the agent, both in microscopic direct
examination and in culture on modified Diamond medium. The diverse diet of the studied
species can be a factor justifying the absence of positive results. Also, it is not possible to
exclude the hypothesis that the number of parasites present in samples could be very low or
lower than the detection limit of the diagnostic techniques.

The study of trichomoniasis is important since it is caused by an agent with a broad
spectrum of patogenecity, which can range from asymptomatic to highly virulent.It is also an
important differential diagnostic of other diseases that have the same clinical presentation but

that are not always triggered by this agent.

Key-words: Trichomonas; Protozoan; Parasite; Avian Trichomonosis; Birds



Abreviaturas, Siglas e Simbolos

% - Percentagem

pum - Micrometro

AG - Estirpe Amherst

EUA - Estados Unidos da América

g/L - Grama por litro

1A - Imunoglobulina A

JB - Estirpe de Jones Barn

LXCRAS - Centro de Recuperacdo de Aves Silvestres de Lisboa
mg - Miligrama

mg/L - Miligrama por litro

Neg - Negativo

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase, do inglés “Polymerase Chain Reaction”
RNA - Acido Ribonucleico, do inglés “Ribonucleic acid”
SG - Estirpe Stabler-gallinae

u.l. - Unidade Internacional

V.F.Xira - Vila Franca de Xira
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1. INTRODUCAO

A Tricomonose é uma doenca causada pelo protozoéario flagelado Trichomonas
gallinae (Forrester & Foster, 2009).

E uma patologia que afeta, primariamente, o trato digestivo superior e respiratorio de
Columbiformes, Falconiformes, Psitaciformes e, ocasionalmente, outras Ordens de Aves,
nomeadamente Passeriformes e Galiformes. Os efeitos causados pelo parasita variam de
formas subclinicas a estados de doenca significativos que, por sua vez, podem resultar em
necrose multiorganica grave, caseificacdo, invasdo dos tecidos vizinhos e morte (Forrester &
Foster, 2009). Embora muitos casos desta doenca se relacionem com aves individuais ou
ocupantes de ninhos, sdo conhecidas epizootias de proporg¢Ges consideraveis, especialmente
entre Columbiformes (Forrester & Foster, 2009).

A Tricomonose é, também, conhecida como Canker ou Roup em Columbiformes,

Psitaciformes e outras aves e Frounce em aves de rapina (Rupley, 1997; Cooper, 2002).

1.1 Historia

A tricomonose é, provavelmente, a doenca de vida selvagem mais antiga que se
encontra documentada (Forrester & Foster, 2009).

Alguns anos antes da causa da doenca ser descoberta, existiam descri¢fes de lesGes
em aves de rapina utilizadas em falcoaria. Um desses exemplos é um livro, que se pensa ter
sido escrito por volta de 1500, que contém uma descri¢cdo detalhada da doenca que hoje
conhecemos como tricomonose (Forrester & Foster, 2009).

No entanto, 0 agente etiologico sé foi descoberto em 1878, cerca de 300 anos apos a
edicéo do livro, por Rivolta (Forrester & Foster, 2009).

Rivolta descreveu o organismo retirado do trato digestivo superior e do figado, de
um Pombo-das-rochas (Columba livia). Aos agentes retirados do trato digestivo superior e do
figado chamou, respetivamente, Cercomonas gallinae e Cercomonas hepaticum. Mais tarde,
apos estudos sobre a classificagdo do parasita, ambas as espécies de Cercomonas foram
reconhecidas como Trichomonas gallinae (Forrester & Foster, 2009).

Nos 100 anos que se seguiram a descoberta de Rivolta surgiram indmeros trabalhos

acerca da nomenclatura, morfologia, hospedeiros e distribuicdo geogréafica do parasita. Outros



autores conduziram, ainda, investigacdes sobre meios de cultura e necessidades nutricionais
do parasita. Estes estudos serviram de base para outros sobre metodos de diagnostico,

tratamento, patogenicidade e imunidade (Forrester & Foster, 2009).

1.2 Classificacdo

O parasita, Trochomonas gallinae, € um organismo eucariota, pertencente ao
Reino Protista, Filo Protozoa, Sub-filo Sarcomastigophora, Classe Mastigophora, Ordem
Trichomonadida, Familia Trichomonadidae, Género Trichomonas e Espécie T. gallinae
(Figura 1) (Urquhart et al., 1996; Gaspar da Silva et al., 2007).

Nos protozoéarios, tal como acontece na maioria dos organismos, a informacéo
genética é armazenada num compartimento celular bem individualizado, o nucleo sendo por
isso, classificados como eucariotas (Urquhart et al., 1996).

A classificacdo do Filo Protozoa é bastante complexa e assenta essencialmente nas
diferengas bésicas na estrutura e ciclo evolutivo dos principais sub-filos (Urquhart et al.,
1996).

Reino Protista
Filo Protozoa

" 4
&
Sub-filo Sarcomastigophora
4
Classe Mastigophora
«
»

Ordem Trichomonadida

Espécie Trichomonas gallinae

Figura 1 - Esquema da classificagdo taxonomica de Trichomonas gallinae.



1.3 Morfologia

Os protozoarios, bem como as outras células eucariotas, sdo constituidos por uma
variedade de estruturas celulares, sub-celulares e organelos com carateristicas organizacionais
complexas e fungbes importantes e especificas para a homeostase do organismo, sendo 0s
principais o nucleo, o reticulo endoplasmatico, 0 complexo de Golgi, as mitocondrias e 0s
lisossomas (Urquhart et al., 1996).

O género Trichomonas spp. € um protozoario com forma de péra ou redonda, com
cerca de 12,5 a 10 um de comprimento (Figura 2). Possui um axoéstilo, um bastdo com
estrutura hialina com funcéo de suporte, quatro flagelos anteriores ou livres e uma membrana
ondulatéria que se prolonga num flagelo posterior (Figura 3). Estes flagelos servem,
principalmente, para a locomocao do protozoario (Urquhart et. al., 1996; Forrester & Foster,
2009).

A reproducdo destes parasitas € assexuada e acontece por fissao binéria.

Figura 2 - Esfregagco bucal de um pombo naturalmente infetado por Trichomonas
gallinae corado com Giemsa (x1000) (Abd EI-Rahman, et al,. 2008).

Quatro flagelos
anteriores

Nembrana
ondulante

/2 do

corpo) Comprimento do corpo

(Aproximadamente 15
micrometros)

N Axostilo
Flagelo posterior

Figura 3 - Esquema da morfologia de Trichomonas gallinae (adaptado de Miller-Keane
2003).
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Na ultima década, foi descrito que este parasita tem estadios de pseudoquisto (Figura
4), adquirindo formas esféricas que interiorizam os flagelos (Forrester & Foster, 2009). No
entanto, ndo possuem uma verdadeira parede de quisto, mas comportam-se como formas
resistentes sob condicGes de stress ambiental, como a desidratacdo que, em condi¢Oes
extremas de calor, pode levar o parasita a reverter a forma de trofozoito (Forrester & Foster,
2009). O seu papel na epidemiologia da tricomonose ainda nao se encontra esclarecido, mas
sabe-se que pseudoquistos de espécies relacionadas, como Tritrichomonas foetus, de um

bovino, foram encontrados aderentes as células epiteliais vaginais, numa propor¢do mais

elevada que a forma de trofozoito, sugerindo um papel na infecdo das células do hospedeiro
final (Forrester & Foster, 2009).

a {t)

o

Figura 4 — Fotografias de microscopia eletronica de trofozoitos (a-c) e formacéo de
pseudoquistos (d-f), de uma estirpe de Trichomonas gallinae obtidas de um Pombo-das-
rochas (Columba livia), cultivados axenicamente “in vitro”. E de notar a invaginagdo do
flagelo e o desaparecimento da membrana ondulante nos organismos (d) e (e),

respetivamente. A imagem (f) representa um pseudoquisto. AF: flagelo anterior; UM:
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membrana ondulante; AX: axdéstilo; PC: canal periflagelar (Adaptado de Forrester & Foster,
2009).

1.4 Distribuicdo

A tricomonose aviaria tem distribuicdo cosmopolita, tendo sido descrita em varios
Paises, exceto na Antartica e Gronelandia. Sabe-se que ocorre em animais de cativeiro, bem
como em animais silvestres, e que a sua distribuicdo esta intimamente relacionada com a do
Pombo-das-Rochas (Columba livia), um dos hospedeiros mais importantes (Cole, R.A, 1999;
Forrester & Foster, 2009; Bunbury et al., 2007).

A infecdo pode ocorrer em qualquer altura do ano, mas a maioria dos surtos s&o
descritos no fim da Primavera, durante o Verdo e Outono (Cole, R.A, 1999; Bunbury et al.,
2007).

Acredita-se que este agente terd sido introduzido nos Estados Unidos da América
(EUA) num carregamento de aves proveniente da Europa, no inicio do ano de 1600 (Saggese,
2007).

A Figura 5 ilustra os surtos de tricomonose descritos até a data, por todo 0 mundo.

Z
K
.

Figura 5 - Distribuicdo geogréfica de Trichomonas gallinae. Os pontos indicam areas onde
foram descritas infegdes, tanto em aves de cativeiro como aves de vida livre (Forrester &
Foster, 2009).

12



1.5 Epidemiologia

A tricomonose € bastante comum nos Columbiformes e em aves de rapina, sobretudo
nos Falconideos e outras aves ornitdéfagas (Sansano et al., 2007). Pensa-se que 0 reservatorio
seja 0 pombo-das-rochas (Columba livia); contudo, para além desta espécie, sabe-se que
ocorre em 18 outras espécies de Columbiformes, 26 de Falconiformes e nove de
Stringiformes (Bunbury et al., 2007). Outros hospedeiros possiveis incluem Psitaciformes,
Passeriformes, Galiformes, Gruiformes e Anseriformes (Forrester & Foster, 2009; Sansano et
al., 2005).

Entre 1950 e 1960 foi deliberadamente introduzida na Peninsula Ibérica a
mixomatose, doenca viral que afeta exclusivamente lagomorfos (coelhos), a fim de controlar a
populacdo de lagomorfos entdo existente, considerada praga. Os coelhos constituiam uma
presa natural para estas aves nomeadamente para a Aguia-de-bonelli (Hieraaetus fasciatus)
(Saggese, 2007). Com o seu desaparecimento, estas aves foram obrigadas a reestruturar a sua
alimentacdo para recursos abundantes mas poucos utilizados, os pombos domésticos,
Columba livia domestica (Sagesse, 2007). Uma das medidas implementadas como parte
integrante do plano de recuperagdo da Aguia-de-bonelli consistiu na recuperacdo de pombais
tradicionais na area de distribuicdo desta ave de rapina, aumentando a populacdo de pombos.

A tricomonose em pombos domeésticos evolui de forma subclinica. As condicGes de
higiene das instalacGes ndo sdo determinantes para que ocorra a doenga, considerando que o
mais importante é o estado imunitéario do hospedeiro nomeadamente o contato anterior com o
parasita (Acosta et al., 2009).

As aves portadoras do parasita disseminam-no nos comedouros e bebedouros de
forma direta (Jordan, 1996), permitindo que 0 mesmo se mantenha a circular nos pombais, de
forma subclinica, sugerindo que a incidéncia da tricomonose subclinica em pombos seja
elevada. Acosta e colaboradores (2009) realizaram um estudo em Cuba, sobre a incidéncia de
Trichomonas gallinae em pombos domésticos tendo observado que dos 107 animais que
apresentavam sinais clinicos, 91 (85,04%) resultaram positivos a Trichomonas gallinae, o
mesmo acontecendo com 180 de 268 (67,16%) das aves assintomaticas estudadas. Estes
resultados diferem dos de outros autores que revelam uma incidéncia mais baixa, conforme a
seguir descrito. Em Espanha, Sanchez e Sansano (2006) estudaram a prevaléncia de T.
gallinae numa populacdo de Pombos-das-rochas (Columba livia) silvestres, tendo concluido

que 36% (166/457) das aves assintomaticas estavam parasitadas.
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Considerando que os Columbiformes sdo um reservatorio do parasita, este afeta,
principalmente, aves jovens e pode ser fatal nos quatro a 18 dias apds a infecdo (Cole, 1999).
A reestruturacdo da cadeia alimentar levou a um aumento da exposi¢do por este protozoario
em aves jovens alimentadas com pombos infetados e, também, a um maior fracasso
reprodutivo em algumas populacées de aves, nomeadamente, Aguias-de-bonelli (Hieraaetus
fasciatus) (Forrester & Foster, 2009; Saggese, 2007; Sansano et al., 2007).

Na Flérida (EUA), durante a primavera do ano de 2001 ocorreu um surto
envolvendo, pelo menos, mil Rolas-turcas (Streptopelia decaocto) (Forrester & Foster, 2009).
Na necrdpsia, foram encontradas lesdes tipicas de tricomonose, principalmente no figado,
embora algumas aves exibissem sinais de “Canker” na cavidade oral, esofago e papo. Este
surto tornou-se complicado devido a presenca de infe¢fes concomitantes com Paramyxovirus,
que dificultou a interpretacdo da causa de morte. No decorrer do mesmo ano, e no que se
seguiu, no sudoeste de Espanha (Hofle et al., 2004) e sul de Inglaterra (Forrester & Foster,
2009) foram descritos casos de tricomonose que resultaram na morte de cerca de 2600
pombos.

Na Tabela 1, sdo apresentados alguns exemplos de surtos por Trichomonas gallinae
ocorridos nos EUA.

Outro estudo, elaborado no Canada, em 2007, teve como objetivo relacionar surtos
de morte em Fringilideos (Carpodacus purpureus e Carduelis tristis) com uma possivel
infecdo por T. gallinae. O diagndstico de tricomonose foi feito através de necropsias e
confirmado por PCR, tendo mostrado que os animais que haviam morrido se alimentavam de
um comedouro comum e todos foram diagnosticados com tricomonose. Esta é a primeira
identificacdo de tricomonose em Fringilideos no Canadd, indicando que neste Pais a
tricomonose é uma doenca emergente (Forzan et al., 2010).

Na Alemanha, Krone e colaboradores (2005), realizaram um estudo para determinar a
prevaléncia de Trichomonas gallinae em Acores (Accipiter gentlis). Estas aves colonizaram
areas urbanas e suburbanas de Berlim, na Alemanha, bem como outras cidades Europeias, em
particular em Riga, na Letonia e Breslavia, na Polonia. Pensa-se que esta colonizacdo tenha
sido devida ao aumento de presas, especialmente o Pombo-das-Rochas (Columba livia f.
domestica) e a sua adaptacdo as atividades humanas. Os autores analisaram pombos recém-
nascidos, na area de Berlim, no periodo de 1999 a 2001, tendo obtido uma percentagem de

positivos para este parasita de 65,1%. Este resultado confirma a elevada exposicao dos Agores
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a Trichomonas gallinae nao apresentando contudo quaisquer sinais clinicos (Krone et al.,

2005).

Tabela 1 - Surtos ocorridos em aves durante o periodo de 1949 a 1991, devido a

Trichomonas gallinae (Adaptado de Forrester & Foster, 2009).

Periodo Area
temporal Magnitude Geogréfica Comentarios
Ocorréncia de um surto de tricomonose
Dezenas de milhares de | Sudeste dos | praticamente em todos os Estados da regido; a
1949- Rolas-Carpideiras EUA magnitude das mortes focou a atencédo para a
1951 (Zenaida macroura) devastacdo que este parasita pode causar e
estimulou a investigacdo sobre a ecologia desta
doenca.
De 25.000 a 50.000
1950- Rolas-carpideiras Alabama As aves reprodutoras foram suspeitas como o
1951 (Zenaida macroura) por foco da infegdo; pensa-se que a mortalidade
ano tenha sido subestimada.
Algumas centenas de
1972 Rolas-carpideiras Nebraska Os paétios ferroviarios e os elevadores de graos
(Zenaida macroura) foram pontos focais de infegdo; as aves
alimentavam-se de grdos derramados.
Aproximadamente 800
Rolas-carpideiras Novo As perdas mais significativas ocorreram em
1985 (Zenaida macroura) México locais comuns de alimentagéo, nos comedouros,
perto da Cidade de Las Cruces.
Pelo menos 16.000
1988 Pombas-de-coleira- Califérnia A primeira grande epizootia de tricomonose
branca (Patagioenas nesta espécie.
fasciata)
Aproximadamente 800 | Carolina do .
1991 Rolas-carpideiras Norte

(Zenaida macroura)

Varios autores sugeriram que a tricomonose teve um papel importante na extingdo do

Pombo-passageiro (Ectopistes migratorius) (Forrester & Foster, 2009). N&o existem dados

definitivos que suportem esta ideia, mas 0s Pombos-das-rochas foram introduzidos na

América do Norte pelos primeiros Colonizadores e poderiam vir infetados com estirpes

virulentas de T. gallinae. Estes Pombos-das-rochas podem assim ter sido a origem das

infecdes nas espécies nativas de Pombos-passageiro (Forrester & Foster, 2009).
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Em cada ano, tem vindo a observar-se um aumento do ndmero de animais parasitados,
abrangendo Columbiformes, Aves de Rapina, Fringilideos, entre outros (Figura 6) (Sansano et
al., 2007). Estes dados tornam-se bastante preocupantes na medida em que serdo necessarias
mais
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investigacOes para se concluir se o parasita estd a adaptar-se a outras espécies ou se, neste

momento, existem estirpes, ndo identificadas, especificas de hospedeiro.
Figura 6 - Frequéncia de tricomonose em aves silvestres (Adaptado de Forrester &
Foster, 2009).

1.6 Transmissdo e Ciclo de Vida

O ciclo de vida do parasita € direto (Cooper, 2002), sendo 0 organismo transmitido
de um hospedeiro para outro (Forrester & Foster, 2009) sem o envolvimento de hospedeiros
intermediarios ou paraténicos (Cole, 1999).

A transmissdo ocorre de diversas formas, principalmente de forma direta entre
Columbiformes, por contato direto entre individuos, entre adultos e crias durante a
alimentacdo, sobretudo por regurgitacdo (leite de pombo), através dos comportamentos de
corte, por contato direto entre animais infetados e sdos durante a alimentacéo, por ingestao de

agua contaminada e através de fémites como por exemplo instrumentos utilizados para a



alimentacdo e abeberamento ou mesmo pela ingestdo de aves mortas infetadas, no caso de
aves ornitéfagas (Figura 7) (Forrester & Foster, 2009; Cole, 1999; Cooper, 2002).

Outra forma de transmissdo da doenga é o contato direto entre aves através dos
alimentos regurgitados, comportamento observado, quer na alimentacdo das crias,
particularmente importante considerando a sua fragil imunidade e suscetibilidade a infecdes,
quer na corte de algumas espécies. No caso dos Columbiformes, a alimentacdo das crias é
feita através do “leite de pombo” (composto sobretudo por células descamadas da parede do
papo que tem como fungdo nutrir os borrachos durante os primeiros 10-14 dias de idade),
sendo uma possivel explicacdo para a tricomonose ser tdo comum em algumas espécies desta
Ordem de aves.

O surgimento, a extensdo e a gravidade da doenca dependem, ndo sé da estirpe do
parasita mas, também, da idade e do sistema imunitario do individuo, ou seja, animais
imunocomprometidos sdo mais suscetiveis a desenvolver a doenca (Forrester & Foster, 2009).

O periodo de incubacdo é de quatro a 14 dias e o parasita consegue sobreviver, pelo
menos, cinco dias em alimentos, normalmente em graos e carcagas de aves mortas, entre 20
minutos a varias horas na agua, sendo extremamente sensivel ao calor e a desidratacdo (Cole,
1999).
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Figura 7 - Esquema ilustrativo das vias de transmissdo da tricomonose (Adaptado de
Forrester & Foster, 2009).
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Foi demonstrado experimentalmente que basta a transferéncia de um Gnico parasita
para causar doenca. Este procedimento foi provado por Stabler e Kihara em 1954, que
procederam a infe¢cdo de cinco pombos-das-rochas, com a estirpe Jones’ Barn (JB),
provocando nestes individuos lesdes e sinais tipicos de tricomonose levando a morte nos oito
a 14 dias apos a infecéo (Forrester & Foster, 2009).

Os Columbiformes séo, frequentemente, assintomaticos quando infetados (Forrester
& Foster, 2009). Alguns desenvolvem imunidade a doenca e aos efeitos nefastos causados por
estirpes virulentas devido a uma infecdo prévia com estirpes avirulentas funcionando, assim,
como portadores do agente. Estes individuos podem ter infecGes secundarias concomitantes,
com estirpes virulentas ou avirulentas, propagando-as a outros individuos (Forrester & Foster,
2009).

1.7 Desenvolvimento e origem da doenca e manifestacdes

As infecdes causadas por algumas estirpes de Trichomonas gallinae podem ocorrer
sem haver manifestacdo da doenca, em contraste com outras que variam de levemente
patogénicas a muito patogénicas (Forrester & Foster, 2009). Esta variagdo nos tipos de
patogenicidade, pensa-se estar relacionada com uma maior diversidade antigénica em estirpes
avirulentas que podem estimular uma resposta imunitaria mais intensa por parte do
hospedeiro definitivo (Forrester & Foster, 2009).

As estirpes virulentas mais conhecidas sdo as estirpes de Jones’ Barn e Eiberg ou
IBERG. Alguns exemplos de estirpes avirulentas ou apatogénicas sdo a estirpe de Amherst e
Stabler-gallinae (Forrester & Foster, 2009).

A estirpe de Jones’ Barn tem a capacidade de matar pombos nao imunes, apenas 0ito
dias apds a infegdo. A patogenicidade da estirpe de JB diminui se cultivada em meios de
cultura sintéticos, sendo restabelecida quando a estirpe é inoculada em pombos ndo imunes
(Forrester & Foster, 2009).

As estirpes com menor capacidade patogénica, Sdo as que ndo provocam
manifestacdo clinica da doenca, ou seja, o individuo ndo apresenta sinais clinicos, mas é
portador; as estirpes muito patogénicas, sdo as que produzem lesdes do tipo caseosas e/ou
fibronecroticas na orofaringe, eséfago e papo, podendo invadir locais ndo usuais como o
cranio, 0ssos nasais, entre outros (Cole, 1999). Infegdes com estirpes menos patogénicas

resultam em hipersialia e alguma inflamacéao da cavidade oral e garganta, contrastando com as
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infecdes provocadas por estirpes mais virulentas. Algumas estirpes extremamente virulentas
causam lesdes apenas no cranio, pescoco e papo, mas outras sdo capazes de invadir 6rgaos
internos como o figado, pulmdes e sacos aéreos, pericardio e pancreas através da circulagdo
sanguinea (Forrester & Foster, 2009).

Em casos graves, a morte pode resultar tdo cedo quanto quatro dias apos a infecdo. A
progressdo da doenca foi descrita da seguinte forma: As lesdes, inicialmente, podem ser
pequenas e ruborizadas (flush), podendo desenvolver mais tarde projecdes no seu centro que
coalescem formando massas grandes e caseosas na cavidade oral e/ou na regido faringica
(Forrester & Foster, 2009). Estas massas podem bloquear completamente a passagem de
alimento levando a uma emaciacdo do individuo e morte por inani¢do. No entanto, a morte
pode ocorrer também como resultado de uma faléncia respiratoria, caso a lesdo esteja a
bloquear a traqueia ou por disfungdo hepatica se os organismos invadirem o figado (Forrester
& Foster, 2009).

Os pulmdes e outros 6rgdos podem ser afetados se a infecdo for devida a uma estirpe
altamente virulenta. Os fatores inerentes ao hospedeiro (espécie, idade, estado imunitario), ao
invés das carateristicas do agente etioldgico, podem ser mais determinantes para determinar
que oOrgdos sdo afetados com a doenca. Por exemplo, a estirpe JB de Trichomonas gallinae,
altamente patogénica, invade o figado dos pombos-das-rochas (Columba livia); por sua vez a
mesma estirpe, quando infeta outras espécies como a Rola-carpideira (Zenaida macroura)
invade preferencialmente os pulmdes (Forrester & Foster, 2009).

Foram estudadas as alteracdes histopatoldgicas associadas a infecGes por estirpes
altamente virulentas de Trichomonas gallinae, estirpes JB e a Eiberg, em Pombos-das-rochas,
tendo sido concluido que o tempo requerido para que o0s parasitas atingissem o figado e
causassem morte seria entre trés a dez dias apos infecéo, para a estirpe JB e entre sete a 17
dias apo6s infecéo para a estirpe Eiberg (Forrester & Foster, 2009). Durante o estudo, algumas
aves morreram entre o quinto e o décimo dia ap6s a infecdo. A resposta patoldgica dos
Pombos-das-rochas, infetados com a estirpe JB, foi descrita como uma inflamacéo purulenta.
Mais tarde, concluiu-se que estes individuos morreram devido a uma destruicdo hepatica
massiva (Forrester & Foster, 2009).

N&o existem estudos experimentais comparativos da patogénese da tricomonose em
Falconiformes, Psitaciformes e outras aves, porém sabe-se que as areas afetadas incluem a
cavidade oral e nasal, esofago, papo e por vezes, tecidos moles, cranio e varios 0rgaos

internos como o coracdo (Forrester & Foster, 2009). Na Arabia Saudita foi descrita a
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existéncia de estomatite devido a Pseudomonas aeruginosa, como uma sequela de
tricomonose em FalcGes Sacre (Falco Cherrug) de cativeiro (Samour, 2000; Forrester &
Foster, 2009). Em Psitaciformes de cativeiro, a doenca foi descrita como afetando a cavidade
oral, papo, esofago, faringe, interior das narinas, seios nasais e outros constituintes do trato
respiratorio (Forrester & Foster, 2009).

Alguns estudos demonstraram a existéncia de particulas virais ou virus intracelulares
em algumas estirpes de Trichomonas vaginalis e Tritrichomonas foetus. No entanto, o papel
destes virus na patogénese da doenca ainda ndo estd esclarecido, nem identificado em

Trichomonas gallinae (Forrester & Foster, 2009).

1.8 Sinais Clinicos

Os principais sinais clinicos da doenca estdo relacionados com lesbes orais que
impedem ou impossibilitam a alimentacdo e, por vezes, a respiracdo. Devido a esta situacao
os individuos afetados podem apresentar perda de peso, indiferenca a estimulos externos e,
por vezes, auséncia de grooming causando um mau estado da plumagem (Forrester & Foster,
2009).

Em situacBes mais agudas pode observar-se o desenvolvimento de lesGes do tipo
proliferativas, por vezes caseosas e/ou fibronecréticas da orofaringe e do aparelho digestivo
superior das aves (Figura 8), em especial do papo e es6fago, podendo também, localizar-se ao
redor do bico e olhos, conferindo a face um aspeto inchado (Cole, 1999). Por vezes, associado

a estes sinais, pode ocorrer hipersialia (Forrester & Foster, 2009).

Figura 8 - Ave com formacdo de lesdes caseosas na cavidade oral (The Merck
Veterinay Manual, 2014).
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As lesBes caseosas normalmente sdo pequenas, bem definidas, com aspeto que varia
de cremoso a amarelado (Figura8) (Cole, 1999)

As aves de rapina podem demonstrar alguns dos sinais acima descritos, normalmente
acompanhados de dispneia, obstrucdo parcial da glote e exsudacdo oral e nasal (Forrester &
Foster, 2009). Em Psitaciformes de cativeiro, 0s sinais sdo vagos, apresentando debilidade,
diarreia, vomito repetitivo e mau estado da plumagem (Cole, R.A, 1999; Forrester & Foster,
2009).

As infecbes devido a estirpes menos patogénicas podem, apenas, apresentar sinais
gerais como hipersialia e inflamacdo da mucosa (Forrester & Foster, 2009).

As lesdes proliferativas caseosas ou fibronecroticas tendem a aumentar de tamanho e
por vezes, dificultar ou impedir a alimentacdo, 0 abeberamento e a respiracdo das aves,
podendo levar a morte por inanicdao ou asfixia/hipoxia, no caso de haver obstrucdo da glote
(Cole, 1999; Forrester & Foster, 2009).

Os individuos afetados podem, no entanto, apresentar sinais inespecificos como
depressdo, diarreia, anorexia, dispneia, disfagia e regurgitagdo resultantes da formacdo de
placas no trato digestivo superior ou mesmo, inflamag6es do papo (ingluvite) (Forzan et al.,
2010).

Numa fase crénica da doenca estas lesbes podem infiltrar-se no cranio e 0ssos do
bico, atingindo o encéfalo e eventualmente, atingir as visceras como o figado, bacgo, pancreas,
coragdo, pulmdes e sacos aéreos, provocando necrose nesses locais (Forrester & Foster,
2009).

Alguns autores defendem que esta doenga pode afetar a capacidade reprodutiva das
aves, principalmente da Aguia-de-Bonelli (Hieraaetus fasciatus), tornando-se uma
preocupacdo na conservacdo e maneio de algumas espécies em extin¢do (Hoefle et al,. 2000;
Real et al., 2000).

1.9 Diagnostico

O diagndstico de tricomonose baseia-se na conjugacdo da informagdo obtida na
historia e anamnese, durante o exame fisico, por observacao dos sinais clinicos e lesdes, pela

observacdo do parasita ao microscopio, pela cultura do parasita em meio especifico, meio
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Diamond ou ainda, por técnicas moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR,
do inglés “Polymerase Chain Reaction™).

A presenca de Trichomonas spp. pode ser detetada através da pesquisa de
protozoéarios flagelados maoveis por observacdo microscopica de esfregacos do muco da
cavidade oral e da area orofaringica, utilizando zaragatoas estéreis humedecidas em soro
fisioldgico. Nas situacdes em que o numero de organismos € baixo, pode ser Util inocular as
amostras retiradas por esfregaco, num meio de cultura especifico e examina-las apds os
organismos terem tido tempo suficiente para se multiplicarem (Forrester & Foster, 2009).

Devido as suas capacidades biossintéticas especificas, as necessidades nutricionais
dos protozoarios ainda sdo pouco conhecidas em comparacao com outros microorganismos.
Os protozoarios apresentam necessidades muito mais complexas, pois 0os meios devem conter
varias substancias metabolicas pré-formadas e intermediarios biossintéticos. A nutricdo dos
protozoarios é feita geralmente através de pinocitose, quando se trata de absorcdo de fluidos,
ou através de fagocitose quando se trata de fragmentos sélidos (Urquhart et. al., 1996). Os
individuos multiplicam-se rapidamente em culturas axénicas, ou seja livres de qualquer
organismo, ou agnotobidticas, em varios meios, tanto liquidos como semiliquidos (Forrester
& Foster, 2009).

Trichomonas gallinae cresce rapidamente numa variedade de meios liquidos e semi-
solidos. O meio mais utilizado é o meio de Diamond, podendo-se utilizar uma modificacdo do
mesmo com adicdo de antibidticos e antifingicos de modo a inibir o crescimento de
contaminantes (Forrester & Foster, 2009).

A identificacdo definitiva do parasita é conseguida através da amplificacdo do seu
DNA, por PCR (Forrester & Foster, 2009), limitada pelo escasso conhecimento genético do
parasita. Alguns autores desenvolveram outras técnicas laboratoriais para identificagdo do
parasita, tal como a hibridacdo in-situ, no entanto esta técnica ndo consegue diferenciar
Histomonas meleagridis de Trichomonas gallinae e Tetratrichomonas gallinarum (Liebhart et
al., 2006; Mostegl et al., 2010).

Lesdes causadas por fungos (Aspergillus sp., Candida sp.), forma diftérica da variola
aviaria (Poxvirus), Herpesvirus que afetam Strigiformes, infecdes por nematodes (Capillaria
sp.), situacdes de desidratacdo ou deficiéncias vitaminicas (vitamina A) podem ser
semelhantes as causadas por Trichomonas gallinae e devem ser consideradas como

diagnosticos diferenciais (Forrester & Foster, 2009).
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Aves que recuperem de tricomonose muitas vezes ndo apresentam pregas faringicas
(localizadas na parte posterior da faringe) como resultado de um processo necrotizante
ocorrido durante a infecdo. A pesquisa da existéncia de pregas faringicas pode ser Util para
identificar casos prévios de doenca, pelo menos em algumas espécies, especialmente em
Columbiformes (Forrester & Foster, 2009).

1.10 Imunidade

Diversos autores estudaram os aspetos imunoldgicos da infecdo por Trichomonas
gallinae em Columbiformes (Forrester & Foster, 2009). Em Maryland, foram testados
pombos de uma &rea epizodtica da Carolina do Sul e de outra area onde ndo havia ocorréncia
de nenhum surto epizodtico ha pelo menos trés anos. Neste estudo foi concluido que 85% dos
pombos da area epizodtica eram imunes a tricomonose, comparativamente com os da area nao
epizoodtica, onde a imunidade era de 69% (Forrester & Foster, 2009).

As aves infetadas com estirpes moderadamente virulentas e avirulentas de T. gallinae
tém uma forte protecdo contra os efeitos patoldgicos de uma infecdo subsequente por uma
estirpe virulenta (Forrester & Foster, 2009). Esta imunidade estd associada tanto a
componente humoral como celular. A fagocitose dos parasitas parece ser suficiente para deter
a doenca em infecBes primarias que envolvem estirpes avirulentas ou moderadamente
virulentas, mas o mesmo ndo se verifica quando a infecdo € mediada por estirpes
extremamente virulentas. O papel exato da fagocitose em aves imunes ndo é conhecido
(Forrester & Foster, 2009). Os anticorpos podem ser mais importantes e tém demonstrado que
conferem protecdo. Foi demonstrado, ainda, que a imunoglobulina A (IgA), encontrada no
leite de pombo é, também, transferida para a circulagdo sanguinea das aves jovens,
provavelmente por pinocitose. Pensa-se que a IgA pode representar um papel importante na
transferéncia da imunidade para T. gallinae, mas tal hipdtese ainda ndo foi investigada
(Forrester & Foster, 2009).

Estudos experimentais, que envolveram a inducdo da resisténcia a infecgdo
subcutanea com T. gallinae, conduzidos em ratos de laboratdrio resultaram em confirmacGes

adicionais de que ocorre protecdo imunitaria (Warren et al., 1961). Warren e colaboradores
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(1961) concluiram que ocorreu protecdo imunitaria total face a infecdo com Trichomonas
gallinae em 50% dos animais testados.

Stabler (1954) referiu que a imunidade diminui gradualmente apds o término da
infecdo, mas ndo publicou dados para comprovar esta citacdo (Forrester & Foster, 2009).

Pouco foi publicado sobre a imunidade para além do que os autores supracitados
investigaram e publicaram; no entanto, existem estudos sobre organismos da mesma familia,
tais como Tritrichomonas foetus em gado bovino e Trichomonas vaginalis em humanos, que
podem oferecer novas perspetivas em relacdo aos aspetos imunoldgicos e da infecdo em

relacdo a doenca em questdo (Forrester & Foster, 2009).

111 Impacto na satde dos animais domésticos

N&o existem dados referentes a tricomonose e/ou infe¢gbes com Trichomonas
gallinae em aves de capoeira. No entanto, ocasionalmente, sdo observadas tais infe¢cbes em
perus e galinhas, sendo que, nos perus, sdo, ainda, mais raras (Forrester & Foster, 2009).

Existem, também, alguns registos de infecbes em Psitaciformes mantidos como
animais de cativeiro, pensando-se que possam ter sido originadas a partir de Pombos-das-

rochas ou outros Columbiformes (Forrester & Foster, 2009).

1.12 Impacto na populacéo silvestre

A tricomonose tem um efeito negativo no hospedeiro mas, tal como muitas doencas
que afetam populagdes silvestres, o impacto a nivel da populagéo é dificil de medir (Forrester
& Foster, 2009).

Estima-se que a razdo pela qual a populacdo de aves silvestres é afetada pela
tricomonose seja pela concentracdo destes animais em comedouros/bebedouros, também
frequentados pelos animais que transportam a doenca, principalmente Columbiformes,
especialmente a Rola-turca (Streptopelia decaoto). Outra explicagdo possivel para este
aumento de tricomonose € o aumento do nimero de Columbiformes em &reas urbanas e
suburbanas, havendo, possivelmente, uma disseminagao da tricomonose nesses locais.

Pombos-torcazes comuns (Columba palumbus) infetados com uma estirpe néo

patogénica de T. gallinae ndo apresentavam lesGes, mas apresentavam niveis baixos de massa
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corporal e reservas de gordura (Villanda et. al., 2006). Os autores concluiram que, embora
ndo sendo fatal para estes individuos, estes efeitos poderiam levar a uma elevada
suscetibilidade a predacdo ou outras doengas e, consequentemente, exercer um impacto
negativo na populacdo. Adicionalmente, os autores afirmaram que o aumento da
suscetibilidade de individuos infetados a predacdo iria tornar-se um risco elevado de
exposicao das aves de rapina a infecdo por T. gallinae (Forrester & Foster, 2009).

O efeito da tricomonose em populacbes de Falcdes peregrinos (Falco peregrinus),
que se alimentavam de Columbiformes, foi avaliado, tendo sido concluido que, apesar de
existir evidéncia que alguns falcGes e outras aves de rapina estavam infetados com a doenca, o

impacto na populacao era negligenciavel (Forrester & Foster, 2009).

1.13 Tratamento

O tratamento de aves de vida livre é complexo. Enquanto que a mortalidade, durante
um surto de tricomonose em Pombos-torcazes em Espanha (Hofle et. al, 2004), cessou apds a
utilizacdo de dimetridazol na alimentacéo, foram observados efeitos nefastos em espécies que
ndo eram alvo de tratamento (Forrester & Foster, 2009; Villanua et. al., 2006).

O dimetridazol pode ser tdxico para as aves (Forrester & Foster, 2009), tendo este
efeito sido notado pela reducdo no nimero de populacdes de frangos e perdiz-vermelha
(Alectoris rufa), no estudo acima descrito (Villanua et. al., 2006). Em contraste, o carnidazol,
o0 ronidazol e o dimetridazol foram utilizados, com sucesso limitado, no tratamento de uma
subpopulacdo de Pombos-cor-de-rosa (Columba mayeri), nas ilhas Mauricias, aumentando
com sucesso a sobrevivéncia de recém-nascidos, juvenis e adultos (Forrester & Foster, 2009).
Neste programa de recuperagdo para os Pombos-cor-de-rosa (Columba mayeri), nas ilhas
Mauricias, concluiu-se que a sobrevivéncia dos recém-nascidos aumentava, até 30 dias,
quando tratados com Carnidazol (Forrester & Foster, 2009); no entanto, o tratamento néo
tinha 0 mesmo efeito na sobrevivéncia até aos 150 dias de vida.

O tratamento mais eficaz consiste em administrar farmacos do grupo dos
nitroimidazois, sendo que os mais utilizados sdo o metronidazol, o dimetridazol e o

carnidazol. O metronidazol é o mais utilizado devido a sua elevada eficacia e maior margem
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de seguranca e ao ser administrado em doses mais baixas que os outros farmacos. Este dado €
importante visto que ha muitos casos de intoxicacbes medicamentosas.

O metronidazol é utilizado com uma concentragdo de 0,5%, sendo que é
administrada a dose de 25mg/pombo por via subcutanea, uma vez por dia durante cinco dias;
o dimetridazol € utilizado com uma concentracdo de 40% sendo administrado a uma dosagem
de 1g/L na &gua de bebida durante cinco dias, seguido por 0,5¢/L na adgua de bebida por mais
dez dias. O ronidazol € administrado com a concentra¢do de 1% na dose de 4g/L na &gua e
bebida durante 12 dias e o carnidazol é utilizado administrando a dose de 10mg/pombo por
via oral, uma Unica vez (Lumeij & Zwijnenberg, 1990; Forrester & Foster, 2009).

O dimetridazol tem sido utilizado com sucesso na agua de bebida para tratar
Pombos-das-rochas, enquanto o metronidazol e o carnidazol tém sido utilizados em aves de
rapina (Forrester & Foster, 2009). No entanto, existem falhas terapéuticas devido a
resisténcias aos nitroimidazois documentadas em pombos, devido a utilizacdo dos farmacos
como prevencao da doenca (Lumeij & Zwijnenberg, 1990).

Em casos de infecdo com baixa carga parasitaria, normalmente, ndo se recomenda
tratamento, porque pensa-se que estas estirpes de baixa patogenicidade conferem alguma
defesa imunitaria contra a infecdo por estirpes mais patogénicas.

Véarios compostos sintéticos demonstraram evidéncia de atividade potente contra T.
gallinae, bem como baixa toxicidade para o hospedeiro e podem ser boas alternativas aos
nitroimidazois, quando existe resisténcia a estes farmacos (Forrester & Foster, 2009).

O habitat das aves deve ser monitorizado, caso sejam aves de cativeiro; para além
disso € importante saber o estado das aves infetadas, instituir quarentena e evitar a entrada de
aves de vida livre, principalmente pombos, que se presuma terem estado em contato com
outros pombos.

A alimentacéo é um ponto bastante negligenciado no tratamento mas € um dos mais
importantes. Deve-se manter uma alimentacdo equilibrada, visto que este pode ser um factor
predisponente para o aparecimento da doenga, como no caso da hipovitaminose A, ou quando
as aves sdo alimentadas com grdos muito duros e grandes. Assim sendo, deve-se administrar
uma dieta apropriada, com grdos pequenos (no caso de aves granivoras) e de elevada
digestibilidade, com suplementos vitaminicos, principalmente a vitamina A. No caso de a
alimentacdo estar impossibilitada devido & localizacdo das placas deve-se ponderar a

alimentacdo com sonda, bem como fluidoterapia.
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E muito importante proceder-se a uma limpeza diaria da boca com zaragatoas
estéreis embebidas em solucGes desinfetantes ou com pomadas que contenham metronidazol,
para reduzir a carga parasitaria local e acelerar a recuperagdo. No caso de obstrucbes graves
pode ser necessario o desbridamento cirurgico das lesGes (Samour & Naldo, 2003).

E muito importante implementar boas praticas de higiene como a desinfecdo dos
comedouros e bebedouros, com renovacéo diaria de comida e bebida e evitar a entrada de
aves novas nao rastreadas para T. gallinae (Lumeij & Zwijnenberg, 1990).

A fim de determinar a eficacia do tratamento, deve-se realizar, novamente, pesquisa
da presenca do parasita. Este passo é bastante atil para aferir se o tratamento estd a ser
suficiente ou ndo; caso ndo esteja a ser eficaz, pode decidir-se um aumento da dose do
farmaco em questdo no tratamento inicial ou mesmo prolongar a duragdo do tratamento.

E de realcar que a tricomonose pode n&o causar doenca por si s6 mas, ao deprimir o
sistema imunitério do hospedeiro, predispde para o aparecimento de outras doengas, pelo que
ndo € incomum haver patologias concomitantes com a tricomonose. Do mesmo modo, outras

patologias podem predispor ao aparecimento da tricomonose (Forrester & Foster, 2009).

1.14 Prevencéo e Controlo

A principal forma de prevenir a disseminacdo desta doenca é eliminando as
principais fontes de infecdo (Forrester & Foster, 2009) o que na pratica sO se torna exequivel
em animais de cativeiro, sendo bastante mais complicado aplicar estas normas a vida silvatica
(Forrester & Foster, 2009).

Uma das principais formas de disseminacdo, como ja referido anteriormente, é
através dos pombos. No caso de serem pombos de cativeiro, deve-se proceder ao seu refugo,
testa-los para determinar se sdo portadores e eventualmente, trata-los.

E necessario que estes animais estejam separados das outras aves, de forma a
diminuir a probabilidade de contaminagdo. E de notar que qualquer ave que esteja em
recuperacdo da tricomonose, ou outra patologia, deve ser colocada numa enfermaria até a

infecdo estar completamente resolvida e a imunidade devidamente restabelecida.
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Tanto as fontes de agua como as de alimento sdo pontos criticos na disseminacéo
desta patologia e, como tal, devem ser limpas e desinfetadas, pelo menos, duas vezes ao dia,
com uma solucdo de &gua e hipoclorito de sodio a 10% (Forrester & Foster, 2009).

Como ja referido anteriormente, estes métodos de prevencao sdo dificeis de aplicar
no ambiente (Forrester & Foster, 2009), pois a alimentacdo das aves é dificil de controlar, as
fontes de agua naturais onde eles se abastecem estdo, muitas vezes, contaminadas com
parasitas, bactérias, fungos e também, por quimicos e outras substancias produzidas pelo
Homem.

O ideal seria impedir a aproximacdo dos Columbiformes ao habitat natural das aves
silvestres e se possivel, alimenta-las com outras espécies ndo contaminadas, ou previamente
congeladas, visto que este parasita é meséfilo e ndo resiste a temperaturas extremas (Forrester
& Foster, 2009).

As aves gravemente infetadas, tanto de cativeiro como as selvagens, devem ser

submetidas a eutandsia para evitar a disseminacao da doenca.

1.15 Objetivos do estudo

Perante o estado da arte acima descrito, e dada a escassez de informacdo sobre esta
parasitose em Portugal, foram definidos os seguintes objectivos:
e Detectar a presenca de infeccdo por Trichomonas gallinae em aves silvestres
acolhidas no Centro de Recuperacdo de Aves Silvestres de Lisboa
(LXCRAS).
e Avaliar os efeitos da presenca do parasita no estado de saude das aves

infectadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 POPULACAO EM ESTUDO

Os animais envolvidos no presente estudo foram obtidos no Centro de Recuperagéo
de Animais Silvestres de Lisboa (LXCRAS), no periodo compreendido entre Janeiro de 2012
e Maio de 2012. De forma a minimizar o stress e manipulacdo desnecessaria dos animais, as
recolhas foram agendadas para 0 momento do exame fisico, quando os animais davam entrada
no centro ou quando coordenadas com outros procedimentos médicos.

Por se pretender detetar apenas infecGes em aves silvestres, apenas foram recolhidas
amostras de animais que tenham ingressado no LXCRAS até sete dias anteriores ao dia da
recolha e analise de amostras. Foram excluidas aves que tivessem permanecido em cativeiro
antes do ingresso no LXCRAS.

Para cada animal foram registados os seguintes dados: espécie, idade, sexo, presenca
de alteracdes patoldgicas, biometrias (peso, musculo, gordura), data e local em que o animal

foi recolhido.
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2.2 RECOLHA DE AMOSTRAS E DETEGAO DE Trichomonas gallinae

Apds o exame de estado geral e exame detalhado da cavidade oral, para pesquisa de
lesbes caracteristicas de Trichomonas, realizado por um Médico Veterinério, recolheram-se
amostras de muco da orofaringe e papo com uma zaragatoa estéril humedecida em lactato de
ringer estéril. A contencdo do individuo foi feita de forma manual sem recurso a
sedacdo/anestesia.

Com a zaragatoa preparou-se um exame a fresco entre lamina e lamela com uma gota
de lactato de ringer. A lamina foi imediatamente observada ao microscopio dptico, com a
objetiva de 40x para a pesquisa de protozoarios moveis, compativeis com Trichomonas spp.

A zaragatoa que continha o resto da amostra foi colocada num microtubo contendo
cerca de 1ml de soro fisioldgico, e imediatamente transportado até ao laboratdrio para cultivo.

No laboratério da Faculdade de Medicina Veterinaria, da Universidade Luséfona de
Humanidade e Tecnologias, inoculou-se, cada amostra obtida, num tubo de ensaio contendo
10ml do meio de cultura Diamond com adicdo de 40mg de Gentamicina e 10.000 U.l. de
nistatina, por forma a inibir o crescimento bacteriano e fungico. Colocou-se o meio de cultura
inoculado a incubar numa estufa a uma temperatura de 37° C, durante sete dias consecutivos.

A cada 24 horas foi recolhida uma gota do meio de cultura e preparado um exame a
fresco para pesquisa de Trichomonas spp.

Cada amostra era considerada negativa quando ndo eram observados protozoarios
moveis ao final dos sete dias.
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3. RESULTADOS

No presente estudo foram analisados 23 animais pertencentes a oito espécies

diferentes de aves (Tabela 2).

Ave/ Nome Comum Espécie Numero de Aves
Bufo-real Bubo bubo 1
Mocho-galego Athene noctua 1
Coruja-das-torres Tyto alba 5
Aguia-de-asa-redonda Buteo buteo 1
Coruja-do-mato Strix aluco 11
Peneireiro-vulgar Falco tinnunulus 2
Coruja-pequena Asio otus 1
Coruja-do-nabal Asio flammeus 1
Total 23

Tabela 2 - Numeros totais de cada espécie estudadas

A Maioria das aves em estudo era proveniente do Distrito de Lisboa 68%,

principalmente, dos concelhos de Vila Franca de Xira 14%, Cascais 18% e Sintra 14%. E de

realcar que também foram analisados alguns animais dos Distritos de Setubal 27%, Santarém
8% e Evora 5% (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 — Distribuicdo das aves estudadas.
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Figura 10 - Proveniéncia dos animais estudados por Distrito. ® Origem dos

individuos examinados durante o presente estudo.

Em trés das aves estudadas foram identificados sinais clinicos compativeis com
infecéo por Trichomonas gallinae, placas de cor esbranqui¢ada na orofaringe, um abcesso na
cavidade oral e regurgitacdo. Na Tabela 3, encontram-se resumidos todos os dados

epidemioldgicos e clinicos das aves em estudo.
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Tabela 3 - Identificacdo das aves estudadas.

Idade | Sexo Concelho Lesdes Peso ()

Asio flammeus A Ind Amadora a.l. 246
Buteo buteo A Ind Belas Placas caseosas 541
Asio otus A Ind Benavente a.l. 207
Strix aluco A Ind Cascais a.l. 387
Falco tinnunulus A F Cascais a.l. 174
Strix aluco J Ind Cascais a.l. 331
Strix aluco A Ind Cascais a.l.

Tyto alba A Ind Coruche a.l. 232
Tyto alba Ind Ind Evora a.l. 314
Bubo bubo A M Loures a.l. 1668
Strix aluco J Ind Mafra a.l. 339
Strix aluco J Ind Palmela a.l. 351
Strix aluco J Ind Palmela a.l.

Strix aluco J Ind Palmela a.l.

Falco tinnunulus J Ind Seixal a.l. 205
Tyto alba A Ind Seixal Regurgitacédo 296
Strix aluco J Ind Setubal a.l. 385
Strix aluco J Ind Setubal a.l. 336
Strix aluco Ind Ind Sintra a.l. 436
Strix aluco Ind Ind Sintra Abcesso Cav. Oral 482
Tyto alba A Ind Vila F.X. a.l.

Athene noctua Ind Ind Vila Franca de Xira a.l. 133
Tyto alba A Ind Vila Franca de Xira a.l. 250

A - Adulto, J - Juvenil/jovem, F - Fémea, M - Macho, Ind - Indeterminado, a.l. - Auséncia de lesdes.

Apds a observacéo direta e cultura das amostras ndo foi identificado a presenca de T.

gallinae em nenhuma das amostras (Tabela 4). Apenas num animal, Buteo buteo, foram

identificados parasitas da espécie Capillaria aurophila.

Tabela 4 - Resultados do exame direto e da cultura das aves em estudo.

Espécies
Bufo-real (Bubo bubo), (n=1)
Mocho-galego (Athene noctua), (n=1)
Corja-das-torres (Tyto alba), (n=15)
Aguia-de-asa-redonda (Buteo btteo), n= 1)
Coruja-do-mato (Strix aluco), n=11)
Peneireiro-vulgar (Falco tinnunculus), n=2)
Coruja-pequena (Asio otus), n=1)

Coruja-do-nabal (Asio flammeus), n=1)
Neg — Negativo.

Resultado

Exame direto

Neg
Neg
Neg

Capillaria aurophila
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4. DISCUSSAO

Este estudo teve como principal objetivo, como ja referido anteriormente, a avaliacdo
do grau de infeccdo por Trichomonas gallinae em aves silvestres de vida livre. Foram
analisadas 23 aves de vida livre, que deram entrada no LXCRAS, das quais apenas trés
correspondendo a 13% apresentavam sintomatologia.

Conforme apresentado na Tabela 4, todos os individuos, mesmo 0s que apresentavam
sintomatologia ou lesbes suspeitas, foram negativos a Trichomonas gallinae, tanto pelo
exame direto ao microscopio como por cultura no meio Diamond.

Apenas trés das aves analisadas apresentavam sinais clinicos (Tabela 3), tendo-se
observando placas caseosas na orofaringe numa Aguia-de-asa-redonda, um abcesso na
cavidade oral numa Coruja-do-mato e historia de regurgitacdo numa Coruja-das-torres,
consistentes com tricomonose. No exame a fresco da orofaringe do Bufo-real foram detetados
ovos de Capillaria aerophila.

Considerando as espécies estudadas, e tendo em conta que a principal fonte de
infecdo, em aves de rapina, € a ingestdo de pombos infetados, a auséncia de resultados
positivos podera ser explicada pela sua dieta, suportando a hipdtese de que a alimentacdo
preferencial ndo é constituida por outras aves. Nos Falconiformes a alimentacéo € bastante
variada consoante a espécie, no caso da Aguia-de-asa-redonda (Buteo buteo) a alimentac&o é
constituida, preferencialmente, por ratos do campo e coelhos jovens, podendo, também,
incluir aves, arganazes, répteis e anfibios. O Peneireiro-comum (Falco tinnunculus) apresenta
uma preferéncia alimentar por pequenos roedores e insetos.

As aves de rapina, geralmente, ndo bebem &gua, obtendo-a a partir das presas
ingeridas. Deste modo, a transmissao de Trichomonas por ingestdo de dgua contaminada ndo
tem grande expressdo neste grupo de aves.

Na Ordem Strigiformes, em Portugal, a dieta do Bufo real (Bubo bubo) e,
maioritariamente, constituida por coelhos, no entanto, pode incluir presas muito variadas,
como outros Strigiformes. A Coruja-das-torres (Tyto alba) alimenta-se de pequenos roedores
e musaranhos. A Coruja-do-mato (Strix aluco) alimenta-se, preferencialmente, de pequenos
roedores mas, também, de aves, répteis, anfibios e insetos. O Mocho-galego (Athene noctua)
tem no topo da dieta insetos e minhocas, embora esta possa ser sazonal, ingerindo mais
micromamiferos no verdo e outono e mais aves na primavera. A Coruja-do-nabal (Asio
flammeus) e a Coruja-pequena (Asio otus) tém como base da dieta os micromamiferos, no

entanto, no caso da Coruja-pequena (A. otus), as aves podem constituir até 50% da dieta na
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época reprodutiva. A diversidade da dieta destas aves pode diminuir o risco de contaminacgéo
com tricomonas por ingestdo de pombos visto que, raramente, esta ave esta no topo da cadeia
alimentar das espécies analisadas. Outro ponto interessante é o fato de a maior parte dos
individuos analisados neste estudo serem aves noturnas, ou seja a caga é maioritariamente
feita ao anoitecer, altura em que os pombos sdo menos avistados (Tapada Nacional de Mafra,
2015). Apesar dos strigiformes cagarem aves que estdo a dormir seria de esperar uma
prevaléncia de infecdo reduzida o que parece, também, suportar os resultados obtidos (Tabela
4).

Outro dos factores que pode ter influenciado os resultados podera ter sido o
acondicionamento e transporte das amostras do centro onde foram recolhidas até ao local
onde foram cultivadas no meio Diamond. Apesar do tempo de viagem entre o centro
LXCRAS e as instalagcdes onde se localizava a incubadora ser relativamente curto, cerca de 15
a 20 minutos, principalmente em amostras com poucos parasitas, estes podem ter perdido a
sua viabilidade visto serem muito sensiveis as diferencas de temperatura.

Pode, ainda, ter acontecido que o numero de Trichomonas presentes nas amostras
fosse muito reduzido e inferior ao limite de dete¢do das técnicas de diagndstico utilizadas.

As técnicas utilizadas sdo pouco sensiveis para a deteccdo da presenca do parasita.

Existem outras técnicas, ja referidas anteriormente, como a PCR, mais sensiveis, mas
que, também, apresentam limitacdes a considerar, nomeadamente a escassez de espécies de
trichomonas com genoma total ou parcialmente sequenciado e disponivel nas bases de dados
genéticas. Outra das limitacdes foi o preco desta reaccdo e posterior sequenciacdo dos
fragmentos sequenciados, uma vez gque o presente estudo foi realizado com recursos limitados
gue ndo permitiu 0 acesso a esta técnica de diagnostico.

Seria interessante, apés recolha de amostras frescas, desenvolver uma técnica de
detecdo répida in loco para detecdo precisa do parasita, reduzindo a probabilidade de
degradacéo da amostra no decorrer do transporte para o laboratorio.

Holt et. al. realizaram um estudo no Tenessee, em 2015, cujo principal enfoque
residia na avaliacdo da aplicabilidade dos papeis de filtro na preservacdo de DNA de
Trichomonas gallinae, para posterior detecdo molecular através da técnica de PCR. Os
autores concluiram que este ndo € um método preferencial para detecdo de Trichomonas
gallinae, no entanto, referem que estudos futuros poderdo otimizar a técnica para este parasita

em estudo.
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As técnicas de diagnostico utilizadas no presente estudo, sdo pouco sensiveis a
detecdo da presenca do parasita. No futuro, seria interessante realizar, também, a reacdo de
PCR para detetar a presenca deste agente, uma vez que € considerada uma técnica muito
sensivel.

Neste trabalho, como ja referido anteriormente, o enfoque principal assentou no
estudo da prevaléncia da tricomonose em aves silvestres. A populacdo que foi possivel
estudar foi limitada, tanto em namero de individuos como de espécies, para além disso, todas
as aves se encntravam assintomaticas, excepto trés que apresentavam lesdes orais, histéria de
regurgitacdo e um abcesso bucal. Sabe-se que a infecdo por este parasita pode ser
assintomatica, como descrito, na Alemanha, por Krone e colaboradores, em 2005, cujo
objetivo assentava em determinar a prevaléncia de Trichomonas gallinae em Agores, que se
apresentavam sem sinais clinicos. Os autores concluiram que 65,1% das aves em estudo eram
positivas a presenca do parasita; no entanto, eram provenientes de uma area epizoo6tica. Outro
estudo, realizado em Maryland, determinou, igualmente, que 85% dos pombos estudados,
provenientes de uma area epizoo6tica, eram imunes ao parasita (Forrester & Foster, 2009). De
alguma forma, os resultados obtidos no presente trabalho, poderdo ter uma explicacdo
idéntica.

A resposta bioldgica, que diferentes espécies apresentam a infecdo pelo parasita,

pode, também, justificar os resultados obtidos no presente estudo.
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5. CONCLUSAO

A importancia do estudo da tricomonose assenta no fato de a prevaléncia e incidéncia
desta patologia estar a aumentar em aves silvestres. Outrora pensava-se que se tratava de uma
doenca de baixa patogenicidade; contudo, atualmente existem estudos que demonstram o
amplo espetro de patogenicidade que este parasita pode assumir, desde assintomatico, como
acontece em algumas espécies de Columbiformes, a altamente virulento. Os fatores que
afetam a viruléncia da estirpe ainda ndo s@o totalmente conhecidos, mas sabe-se que, em
certas espécies de hospedeiros, um sé parasita € capaz de desencadear doenca e, até, a morte.

Com este estudo, pretendeu-se detetar a presenca de Trichomonas gallinae e o
seu impacto na saude de aves silvestres. Os resultados sugerem que a tricomonose ndo parece
afetar as aves que dao entrada do LXCRAS provenientes da regido da Grande Lisboa, Ribatejo
e Alto Alentejo. No entanto, sdo necessarios mais estudos tanto a nivel de controlo de
tricomonose, como nos métodos para a sua detecdo e classificacdo de estirpes, nomeadamente
por PCR.

Concluiu-se que a tricomonose é um diagnostico diferencial importante para uma
série de apresentacGes clinicas em aves silvestres que chegam ao LXCRAS e que 0s sinais
classicos (nomeadamente placas caseosas na orofaringe, regurgitacdo, dispneia, entre outros)
nem sempre s&o causados por este parasita.

No futuro, a determinacdo dos varios genotipos circulantes poderia elucidar quanto a
dindmica da transmissdo do parasita e oferecer potenciais opcdes de mitigacdo do parasita no
meio circulante.

E necessario continuar a haver uma vigilancia continua da populagdo de aves
selvagens, para um melhor conhecimento da prevaléncia e distribuicdo das estirpes, de
Trichomonas gallinae, de forma a permitir estimar o nimero e tipo de espécies que o parasita
adquire a capacidade de infetar, com a sua evolucédo e adaptacéo, no decorrer do tempo.

O conhecimento das populacgdes de risco, de possiveis surtos de tricomonose, é um
fator determinante na abordagem da prevencdo na ocorréncia de surtos epizodticos, no que
respeita ao tratamento farmacoldgico e erradicacdo de aves infetadas. Seria, também,
interessante a existéncia de dados de monotorizagéo, fruto da vigilancia mencionada acima,

para estudos de sobrevivéncia e imunidade.
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