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“Sempre é preciso saber quando wma etapa chega ao final...

Se insistirmos em permanecer nela mais do que o tempo necessario,
perdemos a alegria e o sentido das outras etapas que precisamos viver.

Encerrando ciclos, fechando portas, terminando capitulos. Ndo importa
0 nome que damos, o que importa é deixar no passado os momentos da
vida que jd se acabaram.

Foi despedida do trabalho? Terminou uma relacdo? Deixou a casa dos
pais? Partiu para viver em outro pais? A amizade tdo longamente
cultivada desapareceu sem explicacoes?

Yocé pode passar muito tempo se perguntando por que isso aconteceu.

Pode dizer para si mesmo que ndo dard mais um passo enquanto ndo
entender as razdes que levaram certas coisas, que eram tdo importantes
e solidas em sua vida serem subitamente transformadas em po. Mas tal
atitude serd um desgaste imenso para todos: seus pais, seus amigos, seus
filhos, seus irmdos, todos estardo encerrando capitulos, virando a folha,

seguindo adiante, e todos sofrevdo ao ver que vocé estd parado.

Ninguém pode estar ao mesmo tempo no presente e no passado, nem
mesmo quando tentamos entender as coisas que acontecem conosco.

O que passou ndo voltard: ndo podemos ser eternamente meninos,
adolescentes tardios, filhos que se sentem culpados ou rancorosos com os
pais, amantes que revivem noite e dia uma ligacdo com quem ja foi
embora e ndo tem a menor intencdo de voltar.

As coisas passam e o melhor que fazemos é deixar que elas realmente
possam ir embora...

Pov isso é tdo importante (por mais doloroso que seja!) destruir
recordacoes, mudar de casa, dar muitas coisas para orfanatos, vender
ou doar os [ivros que tem.

Tudo neste mundo visivel é uma manifestacdo do mundo invisivel, do
que estd acontecendo em nosso coracdo... e o desfazer-se de certas
lembrancas significa também abrir espaco para que outras tomem o seu
lugar.



Deixar ir embora. Soltar. Desprender-se.
Ninguém estd jogando nesta vida com cartas marcadas, portanto ds
vezes ganhamos, e ds vezes perdemos.

Ndo espere que devolvam algo, ndo espere que reconhecam seu esforco,
que descubram seu génio, que entendam seu amovr. Pare de ligar sua
televisdo emocional e assistir sempre ao mesmo programa, que mostra
como vocé sofreu com determinada pevda: isso o estard apenas
envenenando, e nada mais.

Ndo hd nada mais perigoso que rompimentos amorosos que ndo sao
aceitos, promessas de emprego que ndo tém data marcada para
comecar, decisdes que sempre sdo adiadas em nome do "momento ideal.

Antes de comecar um capitulo novo, é preciso terminar o antigo: diga a
si mesmo que o que passou, jamais voltara!

Lembre-se de que houve uma época em que podia viver sem aquilo, sem
aquela pessoa - nada é insubstituivel, um hdabito ndo é uma necessidade.
Pode parecer 0bvio, pode mesmo ser dificil, mas é muito importante.

Encerrando ciclos. Ndo por causa do ovgulho, por incapacidade, ou por
soberba, mas porque simplesmente aquilo jd ndo se encaixa mais na sua
vida.

Feche a porta, mude o disco, limpe a casa, sacuda a poeira. Deixe de ser
quem era, e se transforme em quem é. Torna-te uma pessoa melhor e
assegura-te de que sabes bem quem és tu proprio, antes de conheceres
alguém e de esperares que ele veja quem tu és..

E lembra-te:
Tudo o que chega, chega sempre por alguma razdo”
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RESUMO

GALINDO, M. K. F. Microbiota Fingica e Parasitas presentes em Tropidurus
hispidus (Spix 1825), Pernambuco, Brasil. Fungal microbiota and parasites found in
Tropidurus hispidus (Spix 1825), Pernambuco, Brazil. 2012. 99f. Dissertagéo
(Mestranda em Ecologia) - Universidade do Minho, Campus Gualtar, Braga — Portugal,
2012.

O conhecimento da prevaléncia de micro-organismos em uma populagao animal numa
determinada regido geografica é importante para compreensado da distribuicdo das
doengas mais comuns da espécie em estudo e sua importancia para saude publica.
Com o crescimento demografico e o processo de urbanizagdo, houve um
estreitamento na relagdo entre a populacdo humana e os animais domésticos e
silvestres, resultando na disseminagdo de agentes infecciosos e parasitarios para
novos hospedeiros € ambientes. Logo, o estudo ecoepidemiolégico de animais
silvestres e sua microbiota sdo de extrema importdncia para conhecer, intervir e
recomendar acbes que visem o controle de zoonoses. Considerando a rica
biodiversidade do Brasil, principalmente no que diz respeito a fauna de lagartos, este
trabalho teve como objetivo avaliar a riqueza, diversidade e frequéncia da microbiota
fungica e parasitaria de Tropidurus hispidus e analisar seu potencial zoonético, ja que
a espécie coexiste com seres humanos, animais domésticos e de producido. A
investigacao das doengas infecciosas e parasitarias ocorreu no contexto etiolégico,
ecoldgico e epidemiolégico do meio urbano. Foram realizados exames microbiolégicos
de swabs de cavidade oral, visando a pesquisa de fungos filamentosos e leveduras,
exames coproparasitolégicos para pesquisa de enteroparasitas e inspecao visual para
pesquisa de acaros. Os 50 animais foram capturados por meio de coletas ativas
manuais utilizando lago de Lutz, em area domiciliar e peridomiciliar do bairro de Sitio
dos Pintos, localizado na Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco, Nordeste do
Brasil. Os fungos isolados neste estudo foram Candida spp, Geotrichum sp.,
Paecilomyces sp., Cladosporium spp., Penicillium sp., Fusarium sp., Alternaria sp.,
Beauveria sp., Aspergillus spp., Coccidioides sp. e Mycelia strerilia. Constatou-se
crescimento fungico em 100% das amostras analisadas, observando-se maior
ocorréncia de fungos filamentosos (100%) em relagcdo a leveduras (10%). Em 32%
(n=16) das amostras, houve associacdo entre géneros e/ou espécies de fungos. Na
pesquisa de ectoparasitas, 47 lagartos apresentaram-se infestados, correspondendo a
uma prevaléncia de 94%. Destes, 100% estavam exclusivamente infestados pelo

acaro Eutrombicula alfreddugesi e 2,08% estavam co-infestados por larvas do



carrapato Rhipicephalus sanguineus. Quanto aos helmintos e protozoarios, constatou-
se uma prevaléncia de infecgdo enteroparasitaria de 98% (n=49), que incluiu os
lagartos infectados com, no minimo, um parasita. Houve associagdo entre dois ou
mais géneros de enteroparasitos, em 87,75% (n=43) dos individuos. Foram
identificados os nematdides: Parapharyngodon sp., Physalopetara sp. e uma espécie
de ascarideo; e protozoarios da familia Eimeriidae: Eimeria sp. A frequéncia de
ocorréncia dos nematodides foi de: 87,75% (n= 43), 53,06% (n=26) e 46,93% (n=23)
para Parapharyngodon sp., Physaloptera sp. e uma espécie de ascarideo,
respectivamente. Os protozoarios do género Eimeria apresentaram frequéncia de
ocorréncia de 87,75% (n=43). A partir desses resultados, conclui-se que existe uma
gama muito variada de fungos e parasitas em T. hispidus. Sendo assim, por
compartilharem o mesmo ambiente com humanos e animais domésticos, essa espécie
de lagarto pode apresentar risco a saude publica, especialmente para individuos

imunocomprometidos.

Palavras-chave: Epidemiologia, zoonoses, lagartos, fungos, parasitas.



ABSTRACT

GALINDO, M. K. F. Microbiota Fingica e Parasitas presentes em Tropidurus
hispidus (Spix 1825), Pernambuco, Brasil. Fungal microbiota and parasites found in
Tropidurus hispidus (Spix 1825), Pernambuco, Brazil. 2012. 99f. Dissertagéo
(Mestranda em Ecologia) - Universidade do Minho, Campus Gualtar, Braga — Portugal,
2012.

The knowledge of the prevalence of microorganisms in an animal population within a
particular geographic region is important for understanding the distribution of the most
common diseases of the studied species and its importance to public health. With
population growth and urbanization, there was a narrowing in the relationship between
humans and domestic and wild animals, resulting in the spread of infectious and
parasite agents to new hosts and environments. Therefore, the ecoepidemiologic study
of wild animals and their microbiota are extremely important to understand, intervene
and recommend actions that address the control of zoonoses. Considering lizards
biodiversity of Brazil, this study aimed to evaluate the richness, diversity and the
parasitic and fungal microbiota of Tropidurus hispidus frequency and analyzing the
zoonotic potential, since the species coexists with human beings, domestic and
production animals. The infectious and parasitic diseases survey was analyzed in the
context of etiologic, epidemiological and ecological urbanism. Microbiological swabs of
the oral cavity examinations were carried out, and examined for filamentous fungi and
yeasts, fecal examinations for parasitic diseases research and visual inspection for
mite. The 50 animals used in the research were captured by means of active
collections, manuals and tie Lutz, in a domiciliary area of Sitio dos Pintos
neighborhood, located in the Metropolitan Region of Recife, Pernambuco, Northeastern
Brazil. Fungi isolated in this study were Candida spp, Geotrichum sp., Paecilomyces
sp, Cladosporium spp, Penicillium sp, Fusarium sp, Alternaria sp., Beauveria sp.,
Aspergillus spp., Coccidioides sp. and Mycelia sterilia. Fungal growth was found in
100% of the samples analyzed, with a higher occurrence of filamentous fungi (100%)
compared to yeast (10%). There was association between gender and/or species of
fungi in 32% (n=16) of the samples. Regarding the survey of ectoparasites, forty-seven
lizards were infested, corresponding to a prevalence of 94%. Of these, 100% were
exclusively infested by the mite Eutrombicula alfreddugesi and only 2.08% were co-
infested by larvae of the tick Rhipicephalus sanguineus. Enteroparasitic infection was
found in 98% (n = 49), which included lizards infected with at least one parasite. There

was association between two or more gender of helminths and protozoa in 87,75% (n =



46) of individuals. Nematodes have been identified: Parapharyngodon sp.,
Physalopetara sp. and a kind of ascarid; and protozoans of Eimeriidae family: Eimeria
sp. The prevalence rate of nematodes was 87.75% (n = 43), 53,06% (n = 26) and
46,93% (n=23) for Parapharyngodon sp., Physaloptera sp. and a kind of ascarid,
respectively. The protozoa of genus showed prevalence rate of 87,75% (n = 43).
Based on these results, there is a very wide range of fungi and parasites in T. hispidus.
Therefore, as they share the same environment with humans and domestic animals,
this species of lizard may represent a risk to public health, especially for

immunocompromised individuals.

Keywords: epidemiology, zoonosis, lizards, fungi, parasites.
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Figura 32 — Ovo de ascaridio observado ao microscopio optico em objetiva de 10x
(Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 33 — Oocisto ndo esporulado da familia Eimeriidae observado ao microscopio
Optico em objetiva de 10x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 34 — Oocistos de Eimeria sp. observados ao microscépio optico em objetiva de
10x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 35 — Larva de Parapharyngodon sp. observada ao microscépio 6ptico em
objetiva de 10x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).
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1. INTRODUGAO

1.1 Consideragoes sobre “répteis”: Brasil e Portugal.

Responsavel pelo estudo de anfibios e “répteis” a herpetologia representa,
atualmente, uma das ciéncias naturais que mais cresce proporcionalmente ao nimero
de pesquisadores e aos recursos disponibilizados pelos 6rgaos de fomento (MOURA
et al. 2011). Mais de 80% da diversidade dos dois grupos ocorre em regides Tropicais,
onde as paisagens naturais estdo sendo rapidamente destruidas pela ocupacao
humana (POUGH et al. 2004.). Estes animais possuem alta especificidade
microambiental e pequena capacidade de adequar-se a interferéncia antropica,
tornando-os extremamente vulneraveis as mudangas ambientais; consequentemente,
sdo excelentes bioindicadores do grau de conservagdo de ecossistemas naturais
(VITT & CALDWELL 2001; MOURA op. cit.).

A juncao de anfibios e répteis como objetos de estudo da herpetologia deve-se,
principalmente, a semelhanga dos métodos de amostragem (LEMA 2002), contudo é
importante ressaltar a inquietude da comunidade cientifica em relagdo a esta
classificagdo, uma vez que herpetologia significa o estudo daqueles que rastejam
(Herpeto — rastejar e Logia — estudo). Sendo assim, espera-se, provavelmente, em
meédio prazo, que sejam estabelecidas novas denominagbes para tal (MOURA et al.
2011).

Os Reptilia surgiram a partir de ancestrais anfibios ha cerca de 320 milhbes de
anos e representam os vertebrados amniotas mais primitivos de que se tem
conhecimento (POUGH et al 2004; ROELANTS 2007). Compreendem
aproximadamente 9.000 espécies conhecidas, divididas em quatro grandes
subclasses: Chelonia, Crocodylia, Squamata e Rynchoncephala (UETZ et al.- 2011). O
Brasil é o segundo pais com maior riqueza de “répteis”, contando com 732 espécies
naturalmente ocorrentes e se reproduzindo no territério. Destas, 248 sao de lagartos
(BERNILS et al. 2011), das quais, 116 ocorrem no estado de Pernambuco (MOURA et
al. 2011).

Portugal totaliza 35 espécies de “répteis”, sendo 15 de lagartos. Sao elas:

Chamaeleo chamaeleon, Podarcis bocagei, Podarcis hispanica, Podarcis carbonelli,




Lacerta dugesii — espécie endémica da llha da Madeira -, Lacerta monticola, Lacerta
schreiberi, Lacerta lepida, Acanthodactylus erythrurus, Psammodromus algirus,
Psammodromus hispanicus, Tarentola mauritanica, Tarentola bischoffi, Anguis fragilis
e Hemidactylus turcicus (CABRAL et al. 2005; LOUREIRO et al. 2008). Destas, P.
bocagei, P. hispénica, H. turcicus, T. mauritanica e L. dugesii ocorrem numa enorme
variedade de habitats, estando presentes tanto em biétipos naturais como em areas

urbanas em proximidade com o homem (LOUREIRO et al. op.cit.).

1.2 Consideracoes sobre os lagartos T. hispidus

Os individuos do género Tropidurus pertencem ao clado Sauropsida,
Squamata, Sauria, Tropiduridae, e encontra-se difundido pela porgao continental da
América do Sul, a leste e a oeste dos Andes. Seus representantes podem ainda ser
encontrados do sul da Venezuela ao leste, através das Guianas, até o nordeste
brasileiro, do oeste ao sul da regido Amazénica até o leste da Bolivia, extremo norte
do Uruguai e porgdo central da Argentina (FROST et al. 2001; SANTANA et al. 2011).
Frost (2001) realizou uma revisdo filogenética das espécies de Tropidurus,
considerando caracteres moleculares e morfolégicos, dividindo as 21 espécies em
quatro grupos: torquatus, spinulosus, bogerti e semitaeniatus. A espécie Tropidurus
hispidus (SPIX 1825), abordada neste estudo, pertence ao grupo torquatus e € uma
das mais abundantes no nordeste brasileiro. Distribui-se por 14 estados do pais, nove
destes pertencentes a regido Nordeste, desde o litoral norte de Salvador até o
Maranh&o, abrangendo também toda a caatinga nordestina (DIAZ-URIARTE 2000;
ABREU et al. 2002).

Quanto ao uso do habitat, é generalista, encontrada frequentemente em areas
urbanas, preservadas abertas, em ambientes com construgbes de origem antrdpica
como muros e casas (Figuras 01 e 02) (FREIRE 2001; LIRA-FILHO 2003); e em
florestas de diferentes dominios morfoclimaticos: Mata Atlantica (LIRA-FILHO op. cit,;
SILVA et al. 2006; MENDONCA, 2007; LIRA-FILHO et al.. 2008; MOURA et al. 2011),
incluindo restinga (FREIRE 1996) e Brejos de altitude (BORGES- NOJOSA E
CARAMASCHI 2003); Caatinga (VANZOLINI 1974; VANZOLINI 1986; VITT 1995);
Cerrado (VITT 1991; COLLI et al. 1997); Floresta Amazénica (CUNHA 1961; VITT et
al. 1996) e Savana do Amazonas (COLI et al. 1997). Possui primariamente habito
terrestre em ambientes de borda de floresta (CARVALHO & VILAR 2005),
afloramentos rochosos (Figura 03) (MENDONCA 2007) e mata interdunar (FREIRE
1996), e secundariamente, habito arboricola (VITT 1995; MOURA et al. 2011).
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Figura 01 - T. hispidus encontrado em area externa de residéncia, Sitio dos Pintos,
Recife — PE (Fonte: GALINDO, M.K.F. 2012).

Figura 02 - T. hispidus encontrado em afloramento rochoso (Fonte: MARINHO, T.
2007).




Em relacio a caracterizacao biomorfométrica, T. hispidus € um animal grande
e robusto, considerado a maior espécie do género, podendo alcangar 35 cm de
comprimento total (RODRIGUES 1987; FREIRE 2001). Dorsalmente, apresenta
coloragdo préxima ao castanho-escuro, caracterizado por pontos brancos distribuidos
desde o focinho até a porgdo mediana da cauda. Ventralmente, a coloragao é uniforme
e semelhante ao bege, apresentando um dimorfismo sexual de facil identificagdo no
adulto, pois apenas os machos apresentam na regido pélvica manchas elipsoides
pretas (RODRIGUES 1987; MOURA et al. 2011) (Figura 04). Quanto a estratégia de
forrageamento, T. hispidus é do tipo senta-e-espera (“sit and wait” strategy),

dependendo de estimulos visuais para detectar presas (VITT 1995). Com maior

atividade no periodo diurno, alimenta-se essencialmente de artropodes, algumas
plantas, flores e de pequenos vertebrados (VAN SLUYS et al. 2004).

Figura 03 — Dimorfismo sexual em T. hispidus, evidenciando manchas elipsoéides
pretas no macho (Fonte: GALINDO, M.K.F. 2012).

Apesar da existéncia de estudos ecoldgicos relacionados com reprodugéo,
periodo de atividade, dieta, uso de habitat e regulacdo de temperatura (SADEK 1981;
HUEY 1982; VITT 1990; BERGALLO & ROCHA 1993; HERTZ et al. 1993; VITT 1995;
COLLI et al. 1997; RIBEIRO et al. 2008), sdo poucas as pesquisas que abordam
agentes infecciosos e parasitarios que acometem lagartos, especialmente T. hispidus
(PORTO & MILANEZ 1979; GARCIA-ADELL e ROCA 1988; AHO et al. 1990;
JIMENEZ et al. 2008; BOTELHO et al 2011). O estudo das interagdes entre meio
ambiente, agente etioldgico e hospedeiro, analisado individual ou coletivamente,

podem servir como modelos importantes para o entendimento do processo saude-



doenca em pesquisas ecoldgicas, biologicas e epidemiologicas (SILVA 2004),

possuindo carater relevante para a saude publica e animal.

1.2 Consideragoes sobre fungos

Os fungos surgiram ha cerca de 480 milhdes de anos e representam um grupo
muito diverso de organismos adaptados a viver em praticamente todos os ambientes e
nichos ecoldgicos. Calcula-se que exista cerca de 1,5 milhdo de espécies fungicas no
planeta Terra (HECKMAN et al. 2001; SULLIVAN et al. 2005). Aproximadamente
250.000 espécies foram identificadas, contudo, isto significa uma minoria da
biodiversidade total das espécies fungicas. Destas milhares de espécies descritas,
cerca de 200 sio reconhecidas como patogénicas, ou seja, capazes de provocar
doencas em hospedeiros humanos e outros animais (LACAZ et al. 2002; CHARLIER
et al. 2005; DEACON 2006).

S&o microrganismos eucariontes, cuja membrana plasmatica tem, na sua
constituicdo, ergosterol, que garante a manutencdo da integridade da mesma.
Possuem parede celular composta de polissacarideos, algumas outras
macromoléculas e, por aproveitarem a energia contida em ligagdes quimicas dos
diversos nutrientes, sdo considerados heterotréficos (SIDRIM & ROCHA 2004).
Reproduzem-se de duas formas: assexuada ou anamorfa e sexuada ou teleomorfa. A
maioria dos fungos manifesta a forma assexuada, sendo esta a base para sua

classificagdo taxondmica, caracterizando-se de acordo com sua estrutura morfoldgica.

As leveduras sdo unicelulares e possuem como unidade estrutural os
blastoconidios. Os fungos filamentosos s&o multicelulares e possuem unidade
estrutural denominada hifa. Existe, ainda, um subgrupo denominado fungos
dimérficos, que se apresenta sob ambas as formas, dependendo de varios fatores,
principalmente da temperatura (HOOG 2000; LARONE 2000; LACAZ et al. 2002;
SIDRIM & ROCHA 2004). Essas caracteristicas sdo importantes para a identificagao,
pois a classificagdo dos fungos filamentosos € realizada, em regra, pelas
caracteristicas morfologicas, tanto macro (cor, aspecto, textura da colbénia), quanto
microscopicas (forma e cor da hifa, presenga ou ndo de septos, tipo e arranjo de
esporos). A identificacdo de leveduras, por outro lado, é realizada, principalmente,
através de caracteristicas fisioldgicas e testes bioquimicos, pois sua morfologia néo é
muito variada e ndo permite distingdo entre espécies ou, até mesmo, entre géneros
(BARNETT et al. 2000; LACAZ et al. 2002; KURTZMAN et al. 2011).



Ha relatos de afecgdes fungicas em todas as ordens e subordens da classe
Reptilia, exceto na ordem Rhynchocephala. Leveduras e fungos filamentosos
aparecem como causadores de micoses cutdneas e sistémicas nos “répteis”,
entretanto, a maioria € atribuida aos fungos de solo oportunistas (saprofitas) que
invadem o organismo sob circunstancias favoraveis (MADER 2006). Geralmente,
essas micoses estdo associadas a infeccbes bacterianas, comprometimento do
sistema imunoldgico ou a fatores como estresse, manejo inadequado em cativeiro, ma
nutricdo e uso prolongado de antimicrobianos (KOLESNIKOVAS et al. 2007).

Candida albicans é oportunista e pode, secundariamente, invadir o trato
alimentar superior de “répteis”, especialmente de lagartos (FRYE 1991; HEATLEY
2001; ANDERSON & WACK 2003; MADER op.cit.). Estudos descrevem isolamentos
de Absidia sp., Mucor sp., Rhizopus sp., Aspergillus sp. e Candida sp. em “répteis”
com pneumonia (MADER 2006). Aspergillus sp., Microsporum sp. e leveduras podem,
ocasionalmente, crescer em culturas de esfregagos orais de “répteis”; no entanto,
podem nao ser a causa primaria de enfermidades (STEININGER 2005). Osteomielite
fungica periodontal foi descrita em camaleao (Furcifer pardalis) (HEATLEY op.cit.) e
estomatite fungica causada por Sporothrix schenkii e Paecilomyces sp. foi
diagnosticada em uma populacdo de cascavéis (Sistrurus miliarius barbouri)
(CHEATWOOD 2003).

Ainda assim, sao poucos os estudos relacionando a incidéncia e a distribuigao
dos patégenos nas populagbes selvagens de vida livre (CATAO-DIAS 2008; ALBANO
2009). Esses estudos se referem a casos isolados, necessitando de dados
epidemioldgicos a respeito da microbiota oral, ocular e habitante de tegumento. A
identificacdo das espécies fungicas que fazem parte da microbiota em animais
silvestres higidos é importante para reconhecimento daquelas causadoras de doenga,
pois podem representar potencial patogénico, principalmente para individuos
imunocomprometidos (MADER 2006; ALBANO op.cit.).

1.2 Consideracdes sobre enteroparasitas

Estudos relacionados a fauna de helmintos e protozoarios sao importantes para
o entendimento dos efeitos causados na estrutura e dindmica das populagdes de seus
hospedeiros (POUGH et al. 2004), pois podem ser agentes na regulagdo do tamanho
populacional e na distribuicdo geografica em varias classes de vertebrados (GOATER

1994; RICKLEFS 1996). A relagcao parasita-hospedeiro envolve interagbes que vao



desde mudancas etolégicas (WIKELSKI 1999), fisiolégicas (SCHALL et al. 1982;
HEIDEMAN 1997) e morfolégicas (JOHNSON et al. 1999).

Os helmintos pertencem a diversos filos do reino animal, constituindo um
numeroso grupo, que engloba todos os vermes, de tamanho e formas variadas
(RUPPERT et al. 2005). Existem dois grupos de helmintos que se destacam pela
importancia médico-veterinaria. Sao eles: o Filo Nemathelmintes, que compreende os
nematédeos, e o Filo Platyhelminthes, formado pelos cestédeos e trematddeos.
Durante a fase parasitaria, os helmintos vivem no ftrato gastrointestinal dos
hospedeiros humanos ou animais. Os ovos sao eliminados juntamente com as fezes,
sofrendo sucessivas transformagbes até atingirem o estagio de larvas, que darao
prosseguimento ao ciclo biolégico e atingirdao outros hospedeiros. Os ovos larvados
também podem ser infectantes para os humanos e outros animais quando ingeridos
(BROOKS 1988; FORTES 1997).

Os Protozoa apresentam uma diversidade ampla e heterogénea de micro-
organismos, englobando sete filos: Euglenozoa, Chlorophyta, Choanoflagellata,
Retortamonada, Axostylata, Alveolata e Protozoa Ameboides (RUPPERT et al. 2005).
O filo Alveolata compreende mais de 17.000 espécies, englobando patégenos de
grande importadncia médica e veterinaria, como o0s géneros: Plasmodium,
Cryptosporidium, Babesia, Toxoplasma e Eimeria (RUPPERT et al. op. cit.; BELLI et
al. 2005). A familia Eimeriidae agrupa a maioria das espécies de coccidios,
compreendendo mais de 1.700 espécies de protozoarios (LEVINE 1988) que podem
infectar diversos hospedeiros vertebrados e invertebrados (CURRENT et al. 1990).
Possuem um ciclo de vida monoxénico com fases de reproducdo assexuada e
sexuada (HAMMOND 1973; CURRENT et al. op. cit.). A merogonia e gametogonia
ocorrem dentro das células do hospedeiro, e a esporogonia, no meio ambiente. Os
oocistos eliminados nas fezes do hospedeiro ndao sao infectantes, pois nédo estao
esporulados. A esporulagdo ocorrera no ambiente, de um a cinco dias, em condicbes
ideais de oxigénio, temperatura e umidade. Somente os oocistos esporulados sao
infectantes e podem permanecer viaveis por dois a trés meses no ambiente (LEVINE
1988).

Mesmo havendo estudos disponiveis na literatura sobre enteroparasitas de
lagartos - principalmente relacionados a descricdo de novas espécies e listas
taxondmicas (FONTES et al. 2003), o conhecimento da fauna de helmintos e

protozoarios e o0s respectivos impactos nesses animais ainda é escasso,



especialmente em algumas regides do pais (SOUZA et al. 2007; VRCIBRADIC et al.
2007). No Brasil, as pesquisas limitam-se basicamente as areas de restinga do
sudeste (ROCHA & VRCIBRADIC 2003; ROCHA et al. 2003). Outros biomas, que
possuem uma diversidade maior de lagartos, quando comparados as restingas - como
o Cerrado, o Pantanal e os ambientes de ilha - carecem de informagdes. Além disso,
muitos dados sdo baseados em espécies com ampla distribuicdo geografica e/ou
sinantropicas, como Ameiva ameiva (LAINSON et al. 2003) e Hemidactylus mabouia
(MARTINEZ-RIVERA et al. 2003).

Lagartos séo hospedeiros de uma ampla variedade de enteroparasitas, que
podem ser adquiridos via ingestao de presas infectadas, material vegetal contaminado,
coprofagia, geofagia ou penetragdo ativa das larvas (ANDERSON 2000). Assim, a
infeccdo por helmintos e enteroprotozoarios estd amplamente relacionada a dieta,
modo de forrageamento e uso de habitat (GOLDBERG & BURSEY 1992; ROCA 1993;
RIBAS et al. 1998). Segundo Avila et al. (2010), os enteroparasitas mais
frequentemente encontrados em T. hispidus s&o: Parapharyngodon sceleratus,
Pharyngodon sp., Rhabdias sp., Oswaldofilaria petersi, Physaloptera retusa e
Oochoristica bressalui, além de Strongyluris oscari. Botélho et al. (2011) descrevem,
também para T. hispidus, os enteroparasitas Ancylostoma sp., Capillaria,

Strongyloides sp., Balantidium sp., Ascarideo, Isospora e Eimeria spp.

Estudos sobre endoparasitas que albergam T. hispidus sao muito importantes,
em virtude de a espécie conviver e compartilhar o mesmo nicho urbano que o ser
humano, animais domésticos e de producdo. Esta proximidade pode aumentar a
ocorréncia de contaminagbes diretas e indiretas através das fezes dos lagartos
(ANDERSON 2000; POUGH et al. 2004). Como ha o risco em potencial de infec¢ao
para seres humanos e outros animais, o levantamento da microbiota parasitaria dessa

espécie € de extrema relevancia para a saude publica.

1.3 Consideragoes sobre ectoparasitas

Os Acari sdo um taxon de aracnideos bastante diverso, contendo cerca de
40.000 espécies de acaros e carrapatos. Do ponto de vista da saude e economia, os
acaros sao os aracnideos mais importantes para o homem. Embora a maioria deles
seja de vida livre, muitas espécies sao parasitas de humanos e outros animais
(RUPPERT et al. 2005). Geralmente microscépicos - entre 0,1 e 2 mm de

comprimento - podem ser encontrados em diferentes ambientes conforme seus



habitos de vida, principalmente os alimentares. Podem ser fit6fagos, micofagos,
predadores de ovos de insetos e de outros acaros, além de hematofagos
(FLECHTAMNN 1976; GUIMARAES et al. 2001; PALLINI et al. 1997; MATIOLI 2002).
Muitos acaros s6 sdo parasitas enquanto larvas, infestando a pele dos vertebrados
nesse estadio, como aquelas da Familia Trombiculidae. Emergem do ovo depositado
no solo com trés pares de patas; apds um periodo semidormente, sofrem uma muda e
tornam-se ninfas de vida livre. Uma muda posterior transforma a ninfa em adulto
(RUPPERT et al. op. cit.).

Maiores que os acaros, medindo de 3 a 12 mm de comprimento, os carrapatos
pertencem a mesma Ordem, no entanto, sdo hematéfagos obrigatorios
(FLECHTMANN op. cit.; CAMICAS et al. 1998; LABRUNA 2001a, 2001b e 2002b).
Infestam todos os grupos de vertebrados terrestres e, algumas vezes, sao vetores de
patéogenos. Nos humanos, sdo responsaveis pela transmissdo de febre maculosa,
tularemia, febre bovina, febre recorrente e doenga de Lyme (RUPPERT et al. 2005).
Seu ciclo de vida é semelhante ao dos acaros. Entretanto, apds cada alimentagao, o
carrapato cai do hospedeiro, sofrendo uma muda antes de se fixar a outro (RUPPERT
et al. op. cit.). As larvas possuem trés pares de patas e escudo incompleto; as ninfas
possuem gautro pares de patas e escudo incompleto; e os adultos, quatro pares de
patas e aparelho genital (FORTES 1993; PALLINI et al. 2002).

Acaros e lagartos parecem demonstrar uma antiga relagdo, tanto que algumas
familias de lagartos desenvolveram, através de eventos filogenéticos independentes,
dobras cutaneas, formando estruturas denominadas sacos acarinos, em diferentes
regides do corpo (RODRIGUES 1987; BAUER 1993). Segundo Arnold (1986), estas
estruturas funcionam como uma adaptacao para limitar a distribuicido de ectoparasitas
em seus corpos e, assim, reduzir os seus danos. No entanto, Bauer et al. (1990)
discordam dessa idéia, considerando o aparecimento de bolsas de acaro como evento

filogenético independente, sem valor adaptativo.

Dentre os ectoparasitas encontrados em lagartos, os da familia Trombiculidae
representam aos acaros mais amplamente distribuidos na Regidao Neotropical,
parasitando uma grande variedade de vertebrados terrestres, incluindo anfibios,
“répteis”, aves e mamiferos (DANIEL & STEKOLNIKOV 2004; KLUKOSWSKI 2004;
LARESCHI 2006; RUBIO & SIMONETTI 2009). Estudos anteriores acerca de

ectoparasitas do lagarto T. hispidus descrevem infestacao pelos acaros da espécie



Eutrombicula alfreddugesi (EWING 1938) (CUNHA-—BARROS& ROCHA 2000;
CARVALHO et al. 2006; DELFINO et al. 2011).

Quanto a infestacdo por carrapatos em animais ectotérmicos, ha poucas
informagdes sobre a biologia, distribuigdo, hospedeiros habituais e capacidade vetorial
de agentes patologicos (GUIMARAES et al. 2001). Entretanto, trés espécies de
carrapatos sao descritas infestando anfibios e “répteis” em Pernambuco, todas
pertencentes ao género Amblyomma (EVANS et al. 2000; GUIMARAES op. cit.;
TEIXEIRA et al. 2003; ONOFRIO et al. 2006; DANTAS-TORRES et al. 2008). No
Brasil, Amblyomma spp. sao os principais vetores de Rickettsias ao homem e a outros
mamiferos (GALVAO & RIBEIRO 1993). Pesquisas em carrapatos atestaram a
presengca de Rickettsia rickettsii, agente etiolégico da febre maculosa, em Minas
Gerais (GALVAO et al. 2002), Sdo Paulo (LEMOS et al. 2001), Rio de Janeiro
(ROZENTAL et al. 2002) e Espirito Santo (SEXTON et al. 1993).

Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE 1906) (Acari: Ixodida), também
conhecido como carrapato vermelho do cdo, € amplamente difundido em todo o
mundo, sendo a espécie de carrapato de maior distribuicdo mundial (WALKER et al.
2000; DANTAS- TORRES 2008). Embora esteja primariamente associada a caes,
(WALKER; KEIRANS; HORAK 2000; DANTAS-TORRES 2008), esta espécie pode ser
encontrada parasitando outros animais domésticos, silvestres e o homem (WALKER et
al op. cit.; SZABO et al. 2008). O numero de relatos de parasitismo humano por R.
sanguineus aumentou nos Uultimos anos (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO;
BRANDAO-FILHO; LOULY et al. 2006), o que sugere a importancia desta espécie
como vetor de doengas infecciosas emergentes e reemergentes em humanos, animais
domésticos e silvestres (JONGEJAN 2004, DANTASTORRES 2007; PAROLA et al..
2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar a microbiota fungica e parasitaria de Tropidurus hispidus (SPIX 1825)
em area domiciliar e peridomiciliar urbana na cidade do Recife, Pernambuco, Nordeste

do Brasil.

2.2 Especificos

Isolar, identificar e analisar a frequéncia de ocorréncia e diversidade de fungos

filamentosos e leveduras presentes na cavidade oral de T. hispidus;

¢ Identificar, até o menor nivel taxonbmico possivel, enteroparasitas presentes

em fezes de T. hispidus e analisar sua frequéncia de ocorréncia e diversidade;

¢ Identificar e analisar a frequéncia de ocorréncia, riqueza e diversidade de

ectoparasitas;

e Avaliar o papel de disseminador desempenhado pela espécie em estudo,
atuando como potencial reservatorio de micro-organismos patogénicos para o

homem.

e Gerar subsidios cientificos para futuros estudos sobre lagartos de habitos

similares ocorrentes em Portugal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao da area

Recife, capital de Pernambuco, Nordeste do Brasil (Figura 05), localiza-se a 8°
03' 04" S de latitude e 34° 55' 00" O de longitude, com altitude de 4m (PREFEITURA
DO RECIFE 2012). E um dos municipios da RMR e possui uma area com 218,498 km?
de extensdo (IBGE 2010), composta por Morros: 67,43%, Planicies: 23,26%,
Aquaticas: 9,31% e Zonas Especiais de Preservacdo Ambiental - ZEPA: 5,58%
(PREFEITURA DO RECIFE op. cit.). O clima é quente e umido, com chuvas no outono
e inverno, apresentando floresta subperenifélia e Formacbes Litoraneas como
fitofisionomias predominantes (AB SABER 1977; CPRH 2003).
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Figura 04 — Localizagédo espacial do Estado de Pernambuco, destacado no mapa do
Brasil, com identificagdo da RMR e do municipio do Recife (Fonte: GALINDO, M. K. F.
2012).

A cidade esta dividida em seis RPA’s, para efeito de formulagdo, execucéao e
avaliagdo permanente das politicas e do planejamento governamentais: RPA 1 -
Centro: 11 bairros; RPA 2 - Norte: 18 bairros; RPA 3 - Noroeste: 29 bairros; RPA 4 -
Oeste: 12 bairros; RPA 5 - Sudoeste: 16 bairros; e RPA 6 - Sul: 8 bairros
(PREFEITURA DO RECIFE op. cit.). Por sua vez, Sitio dos Pintos (Figura 06),
localizada a 8° 00' 84" S de latitude e 34° 57' 66" O de longitude, € um bairro da cidade




do Recife, com area territorial de 178 hectares e populacdo residente de 5.660
habitantes, pertencente a RPA 3 (PREFEITURA DO RECIFE op. cit.).
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Figura 05 — Localizagao espacial do bairro de Sitio dos Pintos, destacado no mapa das
RPA'’s do municipio do Recife-PE (Fonte: PREFEITURA DO RECIFE 2012).

3.2 Coleta de amostras

A pesquisa foi desenvolvida em areas urbanas domiciliares e peridomiciliares
do bairro de Sitio dos Pintos. Os 50 animais da espécie T. hispidus foram capturados
vivos, através de coletas ativas manuais utilizando-se lago de Lutz (Figura 07). Os

individuos foram considerados higidos, pois ndo apresentavam nenhum sinal clinico



compativel com qualquer doencga. O trabalho de campo foi realizado entre Outubro de
2011 e Janeiro de 2012, no periodo diurno, a partir das 8h30min, com duragdo média
de 4h/dia.

Figura 06 — Captura de T. hispidus através de coletas ativas manuais utilizando lago
de Lutz (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Os animais foram imediatamente identificados por numero, sexo e enderego
onde ocorreram as capturas, e transportados vivos em recipientes adequados para o
LEHP/UFRPE. Em laboratério, foram aferidas caracteristicas biomorfométricas (peso,
comprimento rostro-cloacal e comprimento total) e pesquisa de ectoparasitas. Utilizou-
se um paquimetro digital Zaas (precisao de 0,01mm) e uma balanga Pesola (preciséo

de 0,1g) como instrumentos de medicdo. Dados detalhados encontram-se em Anexos.

3.2.1 Pesquisa de ectoparasitas

Para a pesquisa de ectoparasitas, o corpo de cada animal foi integralmente

examinado com auxilio de lupa manual. Constatando-se a presenga de ectoparasita,



realizou-se escovagdo contra as escamas e sacos acarinos sobre um papel branco,

utilizando-se uma escova dental de cerdas finas (Figura 08 e 09).

Figura 07 — Presencga de ectoparasita em escamas de T.hispidus (Fonte: GALINDO,
M. K. F. 2012).

Figura 08 — Pesquisa de ectoparasitas utilizando escova dental de cerdas finas (Fonte:
GALINDO, M. K. F. 2012).



Os ectoparasitas presos nas cerdas e os que cairam sobre o papel foram
acondicionados em eppendorfs contendo alcool 70% (Figura 10) posteriormente,
foram montados em lamina de microscopia (Figura 11) com uma gota de lactofenol
para clarificar as estruturas dos acaros e facilitar a identificagao pelo método direto. A
identificagao ocorreu de acordo com as chaves taxondémicas fornecidas por Wharton e
Fuller (1952), Aragéo e Fonseca (1961), Brennan e Goff (1977) e Guimaraes et al.
(2001).

Figura 09 — Acaros acondicionados em eppendorfs contendo &lcool 70% (Fonte:
GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 10 — Acaros montados em Iamina de microscopia (Fonte: GALINDO, M. K. F.
2012).



3.2.2 Pesquisa fangica

Apds pesados e mensurados no LEHP/UFRPE, os animais foram
transportados ao LM/UFRPE para realizagdo de swab de cavidade oral. Para tanto,
foram utilizados swabs estéreis com hastes flexiveis e de ponta de algodao hidrofilico.
Cada individuo, vivo e devidamente contido, teve a articulagdo temporo-mandibular
aberta (Figura 09) para a introdugéo e realizacao do swab na mucosa oral. Apds o
procedimento, o swab foi mergulhado em tubo de Falcon, devidamente identificado,

contendo 3mL de solugéo salina estéril.

Figura 11 — Contencéao e abertura da articulagdo temporo—mandibular de T. hispidus
para realizagdo de swab (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

As amostras foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultura
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (100mg/mL), em duplicata, e incubadas
em temperatura ambiente (T.A. = 28°Cx1°C), até que as colbnias fossem evidenciadas
(Figura12). Em seguida, foram confeccionadas laminas em coloragcédo azul de Aman e
azul de metileno, para reconhecimento de fungos filamentosos e leveduras, em nivel
de género. As bactérias encontradas foram descartadas. Apds o reconhecimento, as
colonias foram repicadas, isoladas e transferidas para meios especificos (Czapeck,
BDA, Agar Malte) para posterior identificagcado em nivel de espécie, utilizando-se para
isto, literaturas especificas (LARONE 2000; HOOG 2000; LACAZ et al. 2002). Todos
os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar, préximos ao Bico de

Bunsen.



Figura 12 — Procedimento de semeio e repicagem em capela de fluxo laminar (Fonte:
GALINDO, M. K. F. 2012).

Os fungos filamentosos isolados foram analisados quanto as caracteristicas
macromorfologicas, observando-se a superficie e o reverso das colbnias, cor, didmetro
e presencga de exsudato, pigmento e textura; e micromorfolodgicas, observando-se a
microscopia das col6nias pelo método da fita adesiva (onde um pequeno pedago da
fita & pressionado sobre a cultura em placa e colocado em I&mina com uma gota de
azul de metileno e observado ao miscroscopio). Também foi realizado microcultivo,
montando-se uma camara estéril em placa de Petri, utilizando-se papel filtro; sobre
este, um bastdo em forma de V e, sobre o bastdo, uma lamina de microscopia
contendo meio especifico para o género identificado. Um fragmento da colénia foi
semeado neste meio e coberto com laminula. O papel filtro foi umedecido com agua
destilada estéril, e a caAmara foi incubada até o crescimento visivel do fungo. Entao, a
laminula é retirada e colocada sobre outra I&mina contendo uma gota de azul de
Aman, sendo visualizada ao microscoépio para identificacdo das estruturas reprodutivas
dos fungos (LARONE 2000; HOOG 2000; LACAZ et al. 2002). A identificacéo foi
realizada com as colénias repicadas e purificadas em Batata Dextrose Agar (BDA):
batata inglesa 140g, glicose 20g, agar 16g e agua destilada (q.s.p) 1.000 ml; Agar
Czapeck (CZ): Sacarose 30g; NaNO3 3g; MgS0O4 0,5; Kcl 0,5g; FeSO4 + 7 H20
0,01g; K2PO4 1g; agar 16g e agua destilada (q.s.p) 1.000 ml (LACAZ op.cit.) e Agar



Malte: extrato de Malte 20g, peptona 1,0g, glicose 20g, agar 20g e agua destilada
(9.s.p) 1. 000 ml (PITT 1988).

A identificagdo das leveduras isoladas foi realizada pelos métodos
convencionais, como morfologia da col6nia, observando-se sua cor e aspecto, prova
do tubo germinativo e cultivo em lamina para prova de filamentagéo e clamiddsporo
(KURTZMAN & FELL 1998). Para a realizagao do teste de tubo germinativo, cepas de
leveduras foram inoculadas em 0,5 mL de soro humano e incubadas por um periodo
de 2h em estufa bacteriolégica a temperatura de 37°C. Em seguida, uma aliquota da
suspensao foi colocada entre lamina e laminula para observagdo microscopica em
objetiva de 40x (KURTZMAN & FELL op. cit.; LARONE 2000; HOOG 2000; LACAZ et
al. 2002). O teste de filamentagéo foi realizado depositando-se 3 ml de Agar-Fuba
fundido (Fuba 20g; Agar 10g e Tween 80 5 ml) (LACAZ et al. 2002), sobre uma lamina
contida em um suporte dentro de uma placa de Petri. Apds solidificacdo do meio,
foram semeadas as leveduras, com auxilio de uma agulha bacteriolégica em “L”,
desenhando-se trés estrias paralelas, cobrindo-as, em seguida, com laminula
esterilizada. A cultura em lamina foi mantida em cdmara umida, acrescentando-se 2mL
de agua destilada estéril na placa. Apos 72h, as laminas foram observadas em
microscopio optico em objetiva de 40x para visualizagédo de hifas ou formagao de
clamidésporos (KURTZMAN & FELL 1998). Concomitantemente, os isolados de
leveduras foram semeados em CHROMagar Candida® (Probac do Brasil) a 35°C por
48h.

3.2.3 Pesquisa de enteroparasitas

Para pesquisa de enteroparasitas, os lagartos foram mantidos presos em
recipientes no LEHP/UFRPE por, no maximo, 24h, em condigcdes adequadas de
temperatura, luminosidade e oxigénio, até que defecassem naturalmente. Apos
coleta de todos os materiais biolégicos, os animais foram soltos exatamente no
mesmo local onde foram capturados. As fezes foram acondicionadas em Eppendorfs

identificados com 0 nUmero dos animais e encaminhados para o LDP/UFRPE.

As amostras fecais foram submetidas ao método de centrifugo-flutuagcdo em
solugdo de sacarose (d = 1,203g/cm®) (Figura 11) e ao método direto a fresco para
obtencgdo dos ovos e oocistos, sendo confeccionadas trés laminas, para cada técnica

realizada. As fezes que continham oocistos, foram depositados em tubos de ensaio



com 2mL de Dicromato de Potassio (K,Cr,O7) 2,5% para o processo de esporulagcao

em temperatura ambiente e visualizagao perfeita dos esporocistos e esporozoitos.

Figura 13 — Amostras fecais submetidas ao método de centrifugo-flutuagdo em
solugdo de sacarose (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

As larvas de helmintos encontradas nas fezes foram clarificadas em Xileno®
para facilitar a identificagcdo e montadas com Entellan® entre [Amina e laminula. A
identificacao de larvas, ovos e oocistos foi realizada pela comparagcéo da morfologia
encontrada com aquela de espécies previamente descritas na literatura (VICENT
1993; AVILA et al. 2010). As estruturas parasitarias foram identificadas até o menor
nivel taxondmico possivel. A leitura das laminas ocorreu em microscépio optico sob
objetiva de 10x e 40x (Figura 14).

)

Figura 14 — Leitura de ldmina em microscépio 6ptico (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os individuos analisados nesta pesquisa apresentaram comprimento total
variando entre 75mm e 290mm e peso variando entre 6g e 64g. O comprimento total
médio foi de 197,28mm e o peso médio de 26,08g. Dos lagartos capturados, 52% (n=
26) foram identificados como fémeas, apresentando comprimento e peso médio de
176,13mm e 17,429, respectivamente. Os machos, 48% (n= 24) apresentaram
comprimento e peso médio maior em relacédo a fémea, sendo 220,19mm e 34,169,
respectivamente. Mais de 90% dos animais apresentavam-se infestados por
ectoparasitas e infectados por fungos, helmintos e enteroprotozoarios. Desta forma,
nao se observou relacado entre infeccido e infestagdo com sexo, peso e comprimento

dos lagartos analisados.

4.1. Fungos

Constatou-se crescimento fungico em 100% (n=50) das amostras
analisadas, com maior ocorréncia de fungos filamentosos (100%), em relagdo a
leveduras (10%). Foram isolados nove géneros de fungos filamentosos: Mycelia
sterilia (34%), Cladosporium spp. (32%), Penicillium spp. (20%), Aspergillus spp.
(18%), Fusarium sp. (10%), Paecilomyces sp. (8%), Alternaria sp. (2%), Beauveria sp.
(2%) e Coccidioides sp. (2%). Dois géneros de leveduras: Candida spp. (6%),
Geotrichum sp. (4%) (Figuras 15 — 27). Em 32% (n=16) das amostras, houve alguma
associagao entre géneros e/ou espécies de fungos. Foi constatado maior prevaléncia
de associacdo entre os géneros Cladosporium spp. e Penicillium spp.Dados mais

detalhados em anexo.

As espécies fungicas identificadas foram Cladosporium sphaerospermum, C.
herbarum, C. Cladosporioides, Aspergillus terreus, A.granulosus, A. fumigatus, A.
niger, A. flavus, Fusarium solani, Candida tropicalis e C. parapsilosis. Dentre as
espécies isoladas, as que apresentaram maior frequéncia foram C. herbarum (14%),
C. cladosporioides (12%) e F. solani (10%). As leveduras identificadas como C.
tropicalis e C. parapsilosis pela prova do tubo germinativo e cultivo em lamina para
prova de filamentagdo e clamiddsporo, quando submetidas ao CHROMagar®,
exibiram colénias de cor azul e lilas, respectivamente, corroborando a identificacao

dessas espécies.




354 O Micelya sterilia

30 B Cladosporium spp.
0O Penicillium sp.
251 O Aspergillus spp.

B Fusarium sp.

20
O Paecilomyces sp.
15 B Candida sp.
O Geotrichum sp.
10+
B Alternaria sp.
54 @ Coccidioides sp.
O Beauveria sp.
0 -

Figura 15 — Frequéncia de ocorréncia (sobre 100%) dos fungos isolados a partir de
swabs de cavidade oral de T.hispidus.

Pode-se observar que os fungos filamentosos e leveduras identificados sao
saprofitas, comumente isolados do solo, fezes de animais, vegetais, matéria organica
em decomposicdo e ar atmosférico (LACAZ 2002). O fato dos animais estudados
possuirem esses fungos na cavidade oral deve-se, provavelmente, aos habitos
alimentares, pois nenhum individuo apresentou lesées na cavidade oral, nem qualquer
outro sinal clinico compativel com doenga, enfatizando a importancia da avaliagao da
microbiota fungica oral desses animais. Embora os fungos isolados sejam inofensivos
em individuos saudaveis, podem tornar-se patogénicos em individuos

imunodeprimidos.
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Figura 16 — A, B e C: micromorfologia de conidios e conidiéforos de Cladosporium
cladosporioides, C. sphaerospermum e C. herbarum, respectivamente (Fonte:
GALINDO, M. K. F. 2012).




Alguns estudos descrevem a ocorréncia de fungos em 6érgaos internos,
amostras de pele e em fezes de lagartos de vida livre (Agama agama) e lagartixa de
parede (Hemidactylus sp.) (ENWEANI et al. 2009). Entretanto, relatos de
fungos isolados da cavidade oral de “répteis” sdo escassos. Os dados disponiveis
estdo limitados a leveduras em animais doentes e necropsiados e isolados de outros
locais do corpo. (KOSTKA et al. 1997; CHEATWOOD 2003). Desta forma, os achados
do presente estudo, constituem-se no primeiro registro da presenca de fungos em

cavidade oral de T. hispidus.-

Figura 17 — Macromorfologia de Penicillium spp. (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 18 — Macro e micromorfologia de Beauveria sp. (Fonte: GALINDO, M. K. F.
2012).



Figura 19 — A e B: Macro e micromorfologia de Paecilomyces sp., respectivamente
(Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 20 —Micromorfologia de Coccidioides sp. observada em objetiva de 40x (Fonte:
GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 21 — A e B: Macro e micromorfologia de Alternaria sp., respectivamente (Fonte:
GALINDO, M. K. F. 2012).



Figura 22 — A e B: Macromorfologia de Candida parapsilosis e C. tropicalis,
respectivamente (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 23 — A e B: Macromorfologia de Aspergillus terreus e A. granulosus,
respectivamente (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 24 — A e B: Macromorfologia de Aspergillus fumigatus e A. flavus,
respectivamente (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).



Figura 25 —Micromorfologia de Aspergillus niger em obejetiva de 40x (Fonte:
GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 26 — A e B: Macro e micromorfologia de Fusarium solani, respectivamente
(Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 27 — A e B: Micromorfologia de Geotrichum sp. (Fonte: GALINDO, M. K. F.
2012).



4.2. Ectoparasitas

No presente estudo, 47 lagartos apresentaram-se infestados por ectoparasitas,
correspondendo a uma frequéncia de ocorréncia 94%. Destes, 100% estavam
exclusivamente infestados pelo acaro E.alfreddugesi (Figura 22) e 2,08% (n=1), co-
infestados por larvas do carrapato R. sanguineus (Figura 23). E. alfreddugesi
(OUDEMANS 1910) foi encontrado em todos os estudos de infestagdo por acaros de
lagartos no Brasil. As taxas de infestagéo oscilaram de 5% em Ameiva ameiva a 100%
em espécies de Tropidurus (CUNHA-BARROS e ROCHA 2000; ROCHA et al. 2008).

A prevaléncia de infestagéo total por E. alfreddugesi € compativel com taxas
encontradas em outros estudos (CUNHA-BARROS e ROCHA 2000; CARVALHO
2006; ROCHA et al. 2008). As larvas de E. alfreddugesi encontraram-se dispersas
pelo corpo do animal, diferindo dos achados de Rocha et al. (2008), que encontrou
maior indice de infestagdo nos “sacos acarinos” de T. hispidus. No entanto, Cunha-
Barros e Rocha (2000) descrevem que, além das bolsas de acaro, as rugas cutaneas
foram as preferencialmente infestadas (talvez porque estes animais tém escamas

agregadas que favorecem a protecgéao e, por consequéncia, a alimentagao dos acaros).

Figura 28 — Eutrombicula alfreddugesi observado em microscopio éptico na objetiva de
10x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).



De acordo com Dantas-Torres (2008), trés espécies de carrapatos sao
conhecidas por infestarem anfibios e “répteis” em Pernambuco, todas pertencentes ao
genero Amblyomma. Nao ha relatos, até o presente momento, de parasitismo por R.
sanguineus em lagartos. Entretanto, no presente estudo, constatou-se a presenca de
larvas de R. sanguineus localizadas em “saco acarino” de T. hispidus, representando,
assim, o primeiro relato desta espécie de carrapato infestando um animal ectotérmico.
Embora o parasitismo aqui relatado possa simplesmente indicar a co-existéncia entre
o lagarto e caes domésticos, referindo-se a um fato isolado e acidental, pode, também,
indicar uma via de disseminacéo antes desconhecida deste carrapato.

Figura 29 — Larvas de Rhipicephalus sanguineus observado em microscopio éptico na
objetiva de 10x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

4.3. Enteroparasitas

No presente estudo, constatou-se uma prevaléncia de infeccao
enteroparasitaria de 98% (n=49), que incluiu os lagartos infectados com, no minimo,
um parasita. Houve associagdo entre 2 ou mais géneros de enteroparasitas, em
87,75% (n=43) dos individuos. Esse achado corrobora os estudos de Ribas et al.
(1998) e Van Sluys et al. (1994), que registraram frequéncia de ocorréncia de infecgao
por enteroparasitas em espécies de Tropidurus, de 95,80% e 81%, respectivamente.



Os enteroparasitas identificados nas amostras fecais de T. hispidus
constituiram-se de 3 géneros de nematdides: Parapharyngodon sp. (Figura 30),
Physaloptera sp. (Figura 31) e uma espécie de ascarideo (Figura 32), apresentando
frequéncia de ocorréncia de 87,75% (n= 43), 53,06% (n=26) e 46,93% (n=23)
respectivamente. Foram encontrados protozoarios pertencentes a familia Eimeriidae,
apresentando frequéncia de ocorréncia de 87,75% (n=43). As amostras apresentaram
oocistos ndo esporulados (Figura 33), identificando-se apenas oocistos do género
Eimeria ap6s a esporulagédo (Figura 34). Larvas de Parapharyngodon sp. foram
encontradas nas fezes de 3 lagartos (Figura 35).

Estudos ecolégicos envolvendo infecgbes por enteroparasitas em anfibios e
“répteis” cresceram nos ultimos anos (JANOVY et al. 1992), porém, ainda sdo poucas
as pesquisas referentes a fauna de helmintos e protozoarios em lagartos. No Brasil, ha
relatos de infecgdo por Physaloptera lutzy, P. retuza e Parapharyngodon sceleratus
em Tropidurus spp. (GOLDBERG 2004; BURSEY 2007). Botélho (2011) descreveu
Ascarideos, Ancylostoma sp., Capillaria sp., Strongyloides sp., Isospora sp., Eimeria
sp., dentre outros, para T. hispidus.

Figura 30 — Ovos de Parapharyngodon sp.observados ao microscépio Optico na
objetiva de 40x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).



Figura 31 — Ovo de Physaloptera sp.observado ao microscopio éptico em objetiva de
40x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 32 — Ovo de ascaridio observado ao microscopio optico em objetiva de 10x
(Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).



Figura 33 — Oocisto ndo esporulado da familia Eimeriidae observado ao microscépio
optico em objetiva de 10x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 34 — Oocistos de Eimeria sp. observados ao microscépio 6ptico em objetiva de
10x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).

Figura 35 — Larva de Parapharyngodon sp. observada ao microscépio 6ptico em
objetiva de 10x (Fonte: GALINDO, M. K. F. 2012).
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5. CONCLUSOES

A agdo antropica ocasiona alteragdes significativas no equilibrio dos
sistemas naturais como, por exemplo, a fragmentagdo e perda de habitat. Os
processos sociais, caracterizados pelo aumento da populagao, urbanizacao e avangos
agropecuarios, intensificaram os impactos da interferéncia humana na paisagem
(CORREA & PASSOS 2001; CERQUEIRA et al. 2005). Além disso, as alteragdes que
o0 homem introduziu no meio ambiente abriram caminho a adaptacdo de espécies
silvestres as condicbes domiciliares e peridomiciliares. Esta aproximacao possibilita a
disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios para novos hospedeiros e
ambientes (CORREA & PASSOS op.cit.).

A maioria dos agentes etiolégicos pode estar presente em animais selvagens
de ecossistemas silvestres, e a escassez de informacao sobre a ecoepidemiologia
destes animais € um dos fatores de duvidas e falhas quando se procura utiliza-la no
estudo e controle de zoonoses (SILVA 2004). A identificacdo de animais silvestres
como reservatorio e sua relevancia na cadeia epidemiolégica de determinadas

doencas, principalmente de carater zoondtico, € fundamental a saude publica.

Embora seja sabido que muitas das doencgas infecciosas humanas previamente
desconhecidas emergiram de reservatorios silvestres, ainda sdo inUmeras as lacunas
quanto a epidemiologia dessas enfermidades, incluindo o papel do homem e de outros
animais. Tampouco os fungos foram devidamente estudados nos animais silvestres,
relacionando sua incidéncia e a distribuicdo dos diversos agentes etiologicos nas
populagdes de vida livre. Assim a identificacao das espécies fungicas que fazem parte
da microbiota em animais silvestres saudaveis € condicdo primordial para o

reconhecimento daquelas causadoras de processos patologicos.

A microbiota fungica oral de lagartos pode estar composta de Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Cladosporium sp., Beuveria sp., Coccidioides sp., Selenophoma sp.,
Paecilomyces sp., Geotrichum sp., Alternaria sp., Fusarium sp. e Candida sp., sendo
estes fungos potencialmente patogénicos causadores de micoses oportunistas ao
homem e animais. Os fungos filamentosos e leveduras identificados sdo saprofitas,
comumente isolados do solo, fezes de animais, vegetais, matéria organica em

decomposigdo e ar atmosférico. Entretanto, podem tornar-se patogénicos quando




ocorrem alteragbes no microambiente local, o que determina a transicdo da forma

saprobias para a de parasitismo.

Para a confirmacdo da identificacdo de Coccidioides sp., &€ necessario um
marcador especifico para definir o fungo patogénico em questédo, destacando que a
manipulacdo deste microrganismo exige precauc¢des de biosseguranga risco 3.
Infelizmente, ndo conseguimos realizar a analise de DNA pela técnica de PCR,
entretanto, pesquisas futuras quanto a abordagem molecular, comprovados em um
numero maior de amostras para identificagao fungica, podera validar um novo método
de investigacdo epidemiolégica com foco na prevencdo de surtos de micoses

sistémicas.

A presenca de R. sanguineus em T. hispidus sugere a possivel participagao
desses artropodes como vetores de agentes patogénicos para outros animais e
humanos. Sendo assim, a identificacdo de animais silvestres como reservatorio e sua
relevancia na cadeia epidemioldgica de determinadas doencas, principalmente de

carater zoonatico, é fundamental a saude publica.

Em relagédo as infecgbes enteroparasitarias em T. hispidus, mais estudos séo
necessarios em virtude da espécie conviver e compartilhar o mesmo nicho urbano que
o ser humano, animais domésticos e de producdo. Esta proximidade pode aumentar a
ocorréncia de contaminagdes diretas e indiretas através das fezes dos lagartos. Como
ha o risco em potencial de transmissdo para seres humanos e outros animais, o
levantamento da microbiota parasitaria dessa espécie é de extrema relevancia para a
saude publica. Além disso, é importante obtermos um conhecimento mais profundo

dos padrdes ecolégicos das comunidades de endoparasitas dessa espécie.
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7. ANEXOS

Anexo 1. ldentificagcdo dos exemplares de T.hispidus segundo o sexo e local de
captura.

ANIMAL SEXO ENDERECO DE CAPTURA
A1 F Av. Luis Antonio de Araujo, 96 — Sitio dos Pintos
A2 M Av. Luis Antonio de Araujo, 96 — Sitio dos Pintos
A3 F Av. Luis Antonio de Araujo, 96 — Sitio dos Pintos
A4 F Rua Baréo de Capibaribe, 113A — Sitio dos Pintos
A5 M Rua Barao de Capibaribe, 113A — Sitio dos Pintos
A6 M Av. Dom Manoel de Medeiros,218 — Sitio dos Pintos
A7 F Rua Baréo de Capibaribe, 114 — Sitio dos Pintos
A8 M Rua Barao de Capibaribe, 114 — Sitio dos Pintos
A9 M Rua Barao de Capibaribe, 114 — Sitio dos Pintos
A10 M Rua Baréo de Capibaribe, 114 — Sitio dos Pintos
A11 F Rua Baréao de Capibaribe, 114 — Sitio dos Pintos
A12 F Rua Baréao de Capibaribe, 114 — Sitio dos Pintos
A13 F Rua Baréo de Capibaribe, 1330 — Sitio dos Pintos
A14 M Rua Barao de Capibaribe, s/n® — Sitio dos Pintos
A15 F Rua Barao de Capibaribe, s/n® — Sitio dos Pintos
A16 F Rua Barao de Capibaribe, s/n° — Sitio dos Pintos
A17 M Rua Barao de Capibaribe, 190 — Sitio dos Pintos
A18 M Rua Barao de Capibaribe, 190 — Sitio dos Pintos
A19 M Rua Barao de Capibaribe, 345A — Sitio dos Pintos
A20 M Rua Luiz Antonio Araujo, 240 — Sitio dos Pintos
A21 F Rua Luiz Antonio Araujo, 240 — Sitio dos Pintos
A22 F Rua Luiz Antonio Araujo, 240 — Sitio dos Pintos
A23 F Rua Luiz Antonio Araujo, 240 — Sitio dos Pintos
A24 M Rua Luiz Antonio Araujo, 240 — Sitio dos Pintos
A25 F Rua Luiz Antonio Araujo, 240 — Sitio dos Pintos
A26 F Rua Antonio Felipe, 48 — Sitio dos Pintos
A27 M Rua Barao de capibaribe, 112 — Sitio dos Pintos
A28 F Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
A29 M Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
A30 F Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
A31 M Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
A32 M Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
A33 M Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
A34 F Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
A35 F Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos




A36
A37
A38
A39
A40
Ad1
A42
A43
Ad4
A45
A46
A47
A48
A49
A50

Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,96 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sao Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sao Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sao Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sao Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sdo Braz,37 — Sitio dos Pintos
Rua do Sitio Sao Braz,37 — Sitio dos Pintos

M: macho
F: fémea




Anexo 2. Dados biométricos e morfométricos dos exemplares de T.hispidus coletados

no bairro de Sitio dos Pintos, Recife-PE.

ANIMAL PESO CRC cC CT

A1 79 71 mm 117,19 mm 183,19 mm
A2 40g 102,01 mm 164,26 mm 265,27 mm
A3 109 67,71 mm 122,07 mm 183,78 mm
A4 25¢g 96,27 mm 99,81mm 195,08 mm
A5 349 99,50 mm AC 99,50 mm
A6 409 98,78 mm 172,20 mm 277,98 mm
A7 23g 90 mm 90 mm 180 mm
A8 30g 100 mm 110 mm 210 mm
A9 179 90 mm 105,20 mm 135,20 mm
A10 40g 105 mm 120 mm 225 mm
A11 199 85 mm 110 mm 195 mm
A12 69 65 mm 65 mm 130 mm
A13 20g 85 mm 115 mm 200 mm
A14 22g 87,50 mm 90 mm 177,50 mm
A15 149 80 mm 65 mm 145 mm
A16 149 77 mm 140 mm 217 mm
A17 35¢g 100 mm 120 mm 220 mm
A18 199 87, 50 mm 132,50 mm 220 mm
A19 25¢g 80 mm 160 mm 240 mm
A20 499 110 mm 125 mm 235 mm
A21 8g 65 mm 45 mm 110 mm
A22 20g 80 mm AC 80 mm

A23 11g 75 mm AC 75 mm

A24 33g 100 mm AC 100 mm
A25 20g 80 mm 75 mm 155 mm
A26 20g 80mm AC 80 mm
A27 269 95 mm 165 mm 260 mm
A28 15¢g 80 mm 110 mm 190 mm

A29 52¢g 120 mm 130 mm 250 mm
A30 189 80 mm 110mm 190 mm
A31 31g 100 mm 140 mm 240 mm
A32 29g 97,50 mm 127,75 mm 225,25 mm
A33 379 115 mm AC 115 mm
A34 269 110 mm 90,50 mm 270,50 mm
A35 30g 105 mm 95 mm 200 mm
A36 179 80 mm 120 mm 200 mm
A37 25¢g 97,50 mm 112,50 mm 210 mm
A38 479 120 mm 170 mm 290 mm
A39 479 105 mm 160 mm 265 mm



A40
A41
A42
A43
A44
A45
A46
A47
A48
A49
A50

22g
25¢g
20g
31g
12g
12g
649
45¢g
18g
18g
369

85 mm
91,50 mm
85 mm
104 mm
68 mm
72 mm
115 mm
104 mm
78 mm
80 mm

98 mm

100 mm
138,5 mm
82 mm
140 mm
127 mm
118 mm
172 mm
174 mm
119 mm
131 mm
142 mm

185 mm
230 mm
167 mm
244 mm
195 mm
190 mm
287 mm
278 mm
197 mm
211 mm
240 mm

CRC: Comprimento rostro-cloacal

CC: Comprimento caudal

CT: Comprimento total
AC: Autotomia caudal




Anexo 3. Método de Centrifugo — flutuacdo em solucdo de sacarose (d = 1,203g/cm?®)
para analise fecal (OGASSAWARA; BENASSI 1980) - MODIFICADO

Preparo das solugodes:

Solucdo A (d=1,275g/ cm?)

. 781 mL de agua destilada
. 1 kg de agucar refinado
Aquecer até a solucgao ficar transparente.

Solucdo B (d=1,203g/ cm®) — solucdo de uso

Diluicdo da solugdo A na proporcao de 3 partes da solugdo A para 1 parte de agua

destilada.

Observacao: Sempre conservar a solugdo em geladeira para evitar o crescimento de

fungos e leveduras.

1. Homogeneizar em béquer, 1g de fezes, aproximadamente, em 9ml da solugao
B;

2. Filtrar utilizando uma peneira de malha fina e transferir a suspensao para um
tubo de centrifuga conico. Centrifugar a aproximadamente 1500 rpm, durante 10

minutos;

3. Apo6s a centrifugagédo, com o auxilio de uma alga de platina, retirar uma gota
da superficie e colocar em lamina de microscopia. Sob a gota, colocar laminula
de 10x10mm;

4. Observar em microscopio, no aumento de 10x, primeiramente, e depois no

aumento de 40x.



Anexo 4. Método direto a fresco para analise fecal (CIMERMAN e CIMERMAN 2001).

1. Adicionar uma gota de agua destilada sobre uma lamina de microscopia;

2. Colocar uma aliquota das fezes, com auxilio de agulha bacterioldgica, sobre a

gota de agua destilada.

3. Homogeinizar cuidadosamente e colocar sobre a amostra, uma laminula de 10

X 10 mm;

4. Observar em microscopio, no aumento de 10x, primeiramente, e depois no

aumento de 40x.



Anexo 5. Fungos filamentosos e leveduras isolados de cavidade oral de T. hispidus.

ANIMAL FILAMENTOSOS LEVEDURAS
A1 Cladosporium cladosporioides -
A2 C. cladosporioides -

Fusarium solani
A3 Cladosporium sphaerospermum -

Penicillium sp. -

A4 Mycelia sterilia -
A5 Mycelia sterilia -
A6 Mycelia sterilia -
A7 Mycelia sterilia -
A8 Fusarium solani -
A9 Cladosporium herbarum -
A10 Paecilomyces sp. -
A11 Paecilomyces sp. -

Aspergillus flavus -

A12 Mycelia sterilia -
A13 Mycelia sterilia -
A14 Aspergillus niger -

Penicillium sp

A15 Coccidioides sp. -

A16 C. sphaerospermum -

A17 A. terreus -

A18 C. sphaerospermum Geotrichum sp.
A19 Penicillium sp. -

A20 Mycelia sterilia -

A21 Mycelia sterilia Geotrichum sp.
A22 Aspergillus granulosus -

C. cladosporioides
A23 Mycelia sterilia -

A24 Paecilomyces sp. Candida parapsilosis



A25 C. herbarum -

Paecilomyces sp.

A26 A. terreus -
A27 Penicillium sp. -
A28 C. herbarum -
A29 Mycelia sterilia -
A30 Penicillium sp. -
A31 F. solani C. parapsilosis
A.terreus
C. herbarum

Beauveria sp.
A32 Mycelia sterilia -
A33 C. cladosporioides -
Penicillium sp. -
A34 A. terreus -
A35 Penicillium sp. -

C. cladosporioides -

A36 C. cladosporioides -
F. solani

A37 C. herbarum -

A38 Mycelia sterilia -

A39 Mycelia sterilia -

A40 A. fumigatus -

Penicillium sp. -

Ad41 Mycelia sterilia -
A42 Mycelia sterilia -
A43 A. fumigatus -
Ad4 C. herbarum -
F. solani -
A45 Mycelia sterilia -
A46 Penicillium sp. Candida tropicalis

A47 A. fumigatus -



A48 Alternaria sp.
Penicillium sp.
A49 C. herbarum

A50 Mycelia sterilia




