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EPIGRAFE

“N&o possuis casa, navio, terra. Mas tens um cdo.” — trecho do poema

“Consolo na praia”, de Carlos Drummond de Andrade.



Eficacia de métodos diagnésticos de Giardia spp em
caes: revisao sistematica

Bianca Evelin Belao

RESUMO

Apesar de haverem diversas opg¢des diagndsticas na deteccao de Giardia spp em
caes, pouco se sabe sobre a eficacia dos testes disponiveis. A partir disso, uma
revisdo sistematica foi elaborada com base na hipotese da existéncia de um método
diagndstico com sensibilidade e especificidade superior entre todos os descritos na
literatura. As bases de dados consultadas foram PubMed e Capes, com o uso dos
termos “Giardiasis AND Diagnosis AND Dogs”, e os critérios de inclusdo foram
trabalhos publicados entre 2007 e 2017, escritos em lingua inglesa e que avaliavam
resultados dos métodos diagndsticos apenas em céaes. Cinco artigos atenderam a
esses critérios. Na interpretacdo desses estudos, foi concluido que ndo ha um
método que se mostre mais eficaz no diagndstico de Giardia spp em caes quando
utilizado isoladamente, porém a combinacdo de técnicas como a flutuagcdo em
sulfato de zinco e o ELISA aumenta significativamente a sensibilidade dos

resultados, agregando confiabilidade ao diagndstico.

Palavras-chave: Giardiase. Ensaio de imunoadsorgao enzimatica.

Imunofluorescéncia. Gastroenterite.



Efficacy of diagnosis methods of Giardia spp in
dogs: systematic review

Bianca Evelin Belao

SUMMARY

Although there are several diagnostic options in the detection of Giardia spp in dogs,
little is known about the effectiveness of the available tests. From this, a systematic
review was elaborated based on the hypothesis of existence of a diagnostic method
with higher sensitivity and specificity among all those described in the literature. The
databases consulted were PubMed and Capes, using the terms “Giardiasis AND
Diagnosis AND Dogs”, and the inclusion criteria were articles published between
2007 and 2017, written in English language and evaluating results of diagnostic
methods only in dogs. Five articles attended to these criteria. In the interpretation of
these studies, it was concluded that there is no method that is more effective in the
diagnosis of Giardia spp in dogs when used individually, but the combination of
techniques such as zinc sulfate flotation and ELISA significantly increases the

sensitivity of the results, adding reliability to the diagnosis.

Palavras-chave: Giardiasis. Enzyme immunoadsorption assay.
Immunofluorescence. Gastroenteritis.
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ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ensaio imunoenzimatico
em fase sdlida);

F ZnSO4 = Flutuagao em sulfato de zinco;

IFD = Imunofluorescéncia direta;

SNAP G = Giardia SNAP Test;

SNAP | = SNAP Imunocromatografia para detec¢ao de antigenos;

SRT = Single Rapid Test (teste unico rapido);

TRT = Triple Rapid Test (teste triplo rapido).
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1 INTRODUGAO

Giardia spp sao flagelados encontrados no trato intestinal de humanos,
animais domésticos e silvestres, como passaros e anfibios do mundo todo. Este
género contém multiplas espécies, que sdo em sua maioria indistinguiveis
morfologicamente, sendo identificadas as espécies Giardia duodenalis, Giardia
agilis, Giardia muris, Giardia microti, Giardia ardeae e Giardia psittaci. A primeira
delas € uma sinonimia de Giardia intestinalis ou Giardia lamblia, sendo a espécie
que infecta pessoas, caes e gatos (TANGTRONGSUP; SCORZA; 2010).

A infecgao ocorre pela ingestao de cistos de Giardia spp na agua e alimentos
contaminados. O excistamento inicia-se no estdbmago, pela a¢cdo do pH &acido na
parede do cisto, e termina no duodeno (SOGAYAR; GUIMARAES; 2000). Assim,
ocorre a ruptura da parede do cisto e a liberacdo de dois trofozoitos, os quais se
aderem a superficie das células epiteliais das microvilosidades do duodeno e do
jejuno dos hospedeiros. Esta aderéncia acontece por meio de uma forga de sucgéo
ou pela contragcado de proteinas do disco adesivo ventral, e também pode ocorrer
pela interacdo de proteinas do protozoario com receptores de células epiteliais.
Apods, acontece multiplicagao por fissao binaria, e estabelecimento do protozoario na
mucosa do intestino delgado. O processo de formagédo dos cistos ocorre devido a
resposta imunoldgica e esses sao eliminados nas fezes uma a duas semanas apos a
infeccdo, sendo que em condicbes adequadas de temperatura e umidade
permanecem infectantes por no minimo dois meses (JERICO et al., 2015).

A manifestacao clinica mais comum da giardiase é a intestinal. As diarreias
variam entre agudas, crbénicas ou intermitentes (MUNDIM et al., 2003). Os sintomas
sdo caracterizados por fezes pastosas, fétidas ou diarreicas, com muco,
esteatorreia, irritabilidade, nauseas, constipacdo intestinal, dores abdominais,
desidratacdo e emagrecimento (JERICO et al., 2015). Estes aparecem de um a sete
dias antes da deteccao de cistos de Giardia spp nas fezes. O paciente pode evoluir
para cura ou avancar para uma fase crénica que pode durar anos com a eliminagao
de cistos sem sinais clinicos ou com apresentagao de episodios de diarreia (RIVERA
et al., 2002).
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O diagndstico baseia-se na detecgao de cistos ou trofozoitos de Giardia spp
nas fezes, entretanto os animais podem eliminar cistos de maneira intermitente. A
identificacdo dos mesmos pode ser realizada por meio de exame microscopico das
fezes frescas, através das técnicas de flutuagdo em sulfato de zinco ou em
sacarose. Em amostras diarreicas, os trofozoitos sao identificados por sua
movimentagdo circular. O método de ensaio imunoabsorvente ligado a enzima
(ELISA) pode ser utilizado para diagnostico de Giardia spp, e visa detectar
coproantigenos nas fezes (JERICO et al., 2015).

A elevada ocorréncia de giardiase em cées, o alto numero de casos
diagnosticados erroneamente e as diversas opgbes diagnosticas dessa doencga
levaram ao seguinte questionamento: “qual o método de maior especificidade e
sensibilidade para diagnosticar giardiase em caes?”, dando origem a essa revisao
sistematica, cujo objetivo € investigar a hipétese de que ha um método mais eficaz

para diagnosticar infec¢des por Giardia spp.
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2 MATERIAL E METODOS

Esta revisdo sistematica consiste em um levantamento bibliografico que foi
realizado e revisado em maio de 2017 e teve como bases de dados o PubMed e o
portal Capes. A pergunta para a elaboragdo da revisdo sistematica foi estruturada
com base nos elementos do PICO, conceituado pela “Medicina Baseada em
Evidéncia”: Paciente: caes com suspeita de giardiase; Intervencdo: métodos
diagnodsticos; Comparacgao: diferentes testes diagndsticos; Outcome/desfecho: teste
de maior sensibilidade e especificidade na detecgao de Giardia spp. Essa pergunta
de pesquisa gerou a seguinte estratégia para busca nas bases de dados informadas:
Giardiasis AND diagnosis AND dogs. Apés refinamento da pesquisa para artigos
entre 2007 e 2017, foram identificados 97 e 254 estudos nas bases de dados
PubMed e Capes, respectivamente. Pela analise do resumo, da metodologia e
selegdo de trabalhos que foram escritos em inglés e avaliavam testes diagndsticos
realizados apenas em caes, foram selecionados cinco artigos entre 2007 e 2016.

Literatura complementar foi utilizada na elaboracao da introducéo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1 - Métodos diagnésticos e numero de animais investigados nos
estudos selecionados de acordo com autor e ano

Autor Ano N°de animais Método diagnéstico
GEURDENT. et al. 2008 413 Flutuacdo em sacarose/
IFD/ SNAP |
RISHNIW M. et al. 2010 20 F ZnSO4/IFD/ ELISA/
SNAP G
RIMHANEN-FINNE R. 2007 150 IFD/ELISA
et al.
COSTA M. et al. 2016 51 SNAP G /F ZnSO4/ SRT/
TRT
ALVES J.; SANTOS 2016 49 F ZnSO,4 e ELISA
A.

Na Tabela 1 podem ser observados os testes diagndsticos utilizados em cada
estudo, sendo que a maioria dos trabalhos selecionados estudaram a eficacia dos
testes de flutuagdo em ZnSO,, imunofluorescéncia direta e ELISA. Estes métodos
sdo os mais comumente encontrados na literatura, justificando o maior interesse dos
autores em avaliar sua sensibilidade e especificidade na deteccao de Giardia spp.

GEURDEN et al. (2008) comparou trés métodos diagndsticos (Tabela 1). As
amostras fecais foram obtidas de animais conduzidos pelos proprietarios as clinicas
veterinarias por desordens gastrointestinais (141) e de caes selecionados
randomicamente cujo historico clinico era desconhecido (272). Como concluséo, as
técnicas de flutuagdo em sacarose, imunofluorescéncia direta e SNAP
Imunocromatografia foram consideradas bastante especificas para identificar Giardia
duodenalis nesses animais, apresentando taxa de especificidade de 92 a 95%. O
teste de imunofluorescéncia direta (IFD) foi ligeiramente mais especifico e sensivel
que os demais.

Em amostras fecais de 20 caes com apresentagdo subclinica de giardiase,
coletadas trés vezes por semana durante 120 dias, foi realizada imunofluorescéncia
direta em sua totalidade, flutuagdo em sulfato de zinco em aproximadamente 34
amostras de cada animal e testes de coproantigenos em aproximadamente 17
amostras por cdo. Resultados semelhantes em relagdo ao teste de IFD foram
constatados, com demonstragao de superioridade aos demais meétodos avaliados,

principalmente em relacao a flutuacdo em sulfato de zinco, que apresentava muitos
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resultados falso-negativos, mesmo quando realizada por profissional altamente
qualificado e em condi¢cdes de prevaléncia alta. Por meio do ELISA e do Giardia
SNAP Test foi verificada maior sensibilidade (93%) em relacdo a técnica de
flutuacdo em ZnSO, (72-78%) . Esse trabalho concluiu que a acuracia de testes
considerados padrao ouro para diagnéstico da infecgao por Giardia spp em caes é
questionavel (RISHNIW et al., 2010).

Em um terceiro trabalho, um total de 150 amostras fecais caninas de
consisténcia normal foram utilizadas, sendo que para 133 animais foram coletadas
duas aliquotas, e apenas uma para 17 animais num intervalo de 5 a 7 dias. O teste
de IFD foi utilizado como padrao ouro, e os animais foram considerados positivos
quando apresentavam uma ou duas amostras reagentes sucessivas para Giardia
spp. Comparado a IFD, o teste ELISA obteve uma sensibilidade de 100% e
especificidade de 95%. Portanto, ndo houve demonstracdo de superioridade da
acuracia da imunofluorescéncia, como ocorreu nos resultados de Geurden et al
(2008) e Rishniw et al (2010) . Também foi constatado que os antigenos utilizados
para o Giardia ELISA, preparados a partir de fezes humanas, foram capazes de
detectar gendtipos especificos para animais. Devido a eliminagédo intermitente de
cistos de Giardia spp nas fezes, a literatura recomenda a utilizacdo de duas
amostras para o diagnostico da doenca. Nesse estudo, porém, uma amostra fecal
demonstrou-se suficiente para detectar a infecgao nos caes. Também foi observado
que o numero de caes positivos € maior nos animais jovens, e que todos os caes
infectados apresentavam gendtipos especificos para animais, o que indica um risco
reduzido de transmiss&o zoondtica (RIMHANEN-FINNE R. et al., 2007).

Dentre os 51 animais cujas amostras foram coletadas no estudo de COSTA et
al. (2016), 41 apresentavam histérico de diarreia em suas anamneses. Foi
comparada a eficacia da técnica de flutuacdo em ZnSO,4 em relagdo ao SNAP
Giardia Test e a outros dois kits comerciais, o Single Rapid e o Triple Rapid Giardia
Tests. No primeiro método diagnostico, as amostras foram consideradas positivas
quando os dois avaliadores (com experiéncia na técnica) identificavam cistos de
Giardia spp. O SNAP Test foi tido como positivo quando tanto a area a ser testada
quanto o ponto controle se coravam em azul em até 5 minutos. Ja o SRT e o TRT
foram considerados positivos quando as faixas da area de teste e da area de
controle do kit se coravam em vermelho (COSTA et al., 2016).
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Houve diferenga significativa entre os resultados positivos do SRT e do TRT,
sendo que o TRT teve 24 casos confirmados de infecgdo, enquanto o SRT teve
apenas 15 casos. Considerando que os testes sao produzidos pelo mesmo
fabricante e possivelmente contém o mesmo anticorpo para deteccao de Giardia
spp, essa discrepancia entre os resultados é dificil de ser explicada. No entanto,
essa informacéo nao é fornecida pelo fabricante. Uma possibilidade apontada por El-
Nahas (2013) seria que o Single Test € desenvolvido para caes e gatos, enquanto
que o Triple Test € voltado apenas para caes, o que poderia indicar uso de
diferentes anticorpos ou limites de detecgéo, justificando a baixa sensibilidade do
Single Test (COSTA et al., 2016).

No estudo supramencionado, o teste de flutuacdo em ZnSO4 e SNAP G foram
considerados métodos de referéncia, devido ao seu amplo uso na rotina clinica e ao
grande numero de trabalhos avaliando a performance dos mesmos, indicando alta
especificidade apesar da sensibilidade relativamente baixa. No entanto, Mekaru et al
(2007) demonstrou que quando esses testes sdo realizados em paralelo e seus
resultados sdo comparados aqueles onde a imunofluorescéncia direta foi empregada
como padrdo ouro, a sensibilidade combinada dos métodos tem um aumento
significativo (de 0,85 para 0,98). Por esse motivo, os resultados foram considerados
positivos verdadeiros quando detectados no SNAP e/ou teste de flutuacdo em
ZnSO4. Este trabalho concluiu que ambos os testes rapidos apresentam
sensibilidade menor que a combinacao dos testes SNAP G e de flutuagdo em sulfato
de zinco (COSTA et al., 2016).

Também foi avaliada a prevaléncia de Giardia spp em caes jovens unindo as
técnicas de ELISA e flutuagdo em ZnSO,4 em um outro trabalho. Das 49 amostras
fecais analisadas, cinco foram positivas com a técnica de flutuagcao e seis com o
teste ELISA. Na combinagdo de ambos os resultados, cinco caes foram positivos
para infecgao por Giardia spp. Desse modo, foi concluido que a associagao dessas
técnicas aumenta a capacidade diagndstica na rotina clinica e diminui o risco de
resultados falso-positivos, uma vez que a sensibilidade aumenta significativamente
com essa manobra. Esse procedimento também se mostra vantajoso pelo fato de
ambos os testes serem de facil execucdo e baixo investimento financeiro, pois néo

exigem equipamentos caros para sua realizagdo (ALVES; SANTOS. 2016).
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A técnica de flutuagdo em ZnSO,4. uma das mais comumente utilizadas na
rotina clinica, possui baixa sensibilidade quando empregada isoladamente, mesmo
se realizada por profissional especializado na técnica, potencializando o risco de
resultados falso-negativos. Por isso, deve ser associada a outros testes para
aumentar sua confiabilidade (ALVES; SANTOS; 2016; COSTA et al.,, 2016;
RISHNIW et al., 2010).

Apos o levantamento de trabalhos para realizacdo desta revisdo sistematica,
foi constatado que ha uma caréncia de estudos clinicos randomizados avaliando a
eficacia dos diferentes métodos diagndsticos da giardiase em céaes, fazendo-se

necessaria a realizagao de mais experimentos.
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4 CONCLUSAO

Por meio da interpretagdo de estudos ja existentes, é possivel concluir
que nao ha um teste diagndstico que se mostre superior em relagdo aos
demais quando utilizado isoladamente na deteccédo de Giardia spp. Porém, a
combinacdo de técnicas como a flutuagdo em sulfato de zinco e o ELISA é
altamente recomendavel na rotina clinica, uma vez que a sensibilidade dos
resultados obtidos tem um aumento significativo, agregando confiabilidade ao

diagndstico para posterior instituicdo da terapéutica correta.
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