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MORAES, L.F. Diversidade molecular de Giardia duodenalis em animais
domeésticos naregido de Botucatu, sp. Botucatu, 2021. 97p. Tese (Doutorado)
- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Giardia é um importante protozoario relacionado a quadros de diarreia em
animais e seres humanos, transmitido por via fecal-oral. Apesar de representar
um importante problema de saude publica mundial, pouco se conhece sobre o
papel efetivo dos animais na epidemiologia da giardiase, mesmo com o
desenvolvimento de técnicas moleculares que permitiram consideraveis
progressos na identificacdo e classificacdo deste protozoario. O objetivo do
presente estudo foi determinar a prevaléncia de Giardia sp. em cées, gatos e
pequenos ruminantes, além de detectar a diversidade molecular de Giardia
duodenalis pela avaliagdo dos loci gdh (glutamato desidrogenase), bg (B-
giardina) e tpi (triose fosfato isomerase) em caes e gatos da regido de Botucatu,
SP, determinando os assemblages e o papel dos animais de companhia como
potenciais reservatorios do parasita para a infeccdo em seres humanos.
Amostras de fezes foram avaliadas pela técnica coproparasitologica de
centrifugo-flutuacdo de sulfato de zinco, com prevaléncias de 8,7%, 10,4% e
6,6% para caes, gatos e pequenos ruminantes, respectivamente. Houve uma
maior prevaléncia dos assemblages C, D, A, respectivamente para 0os caes e
para os gatos foram detectados os assemblages A, B, C, E e F, sendo o
assemblage A de maior prevaléncia, seguida por F. Nao houve correlacéo entre
0s assemblages zoonéticos e o ambiente domiciliado. A deteccdo dos
assemblages A e B € um passo importante para sugerir um potencial zoonético
e indicar a participacdo dos cées, gatos e dos seres humanos no ciclo de
transmissao da G. duodenalis, aumentando a possibilidade de um problema de

saude publica envolvendo a giardiase.

Palavras-chave: Giardia, assemblage, zoonose, cées, gatos
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MORAES, L.F. Molecular diversity of Giardia duodenalis in domestic
animals from Botucatu (SP) region. Botucatu, 2021. 97p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Giardia is an important intestinal protozoon related to diarrhea in animals
and humans, transmitted by fecal oral route. Despite giardiasis representing an
important word public health problem, little is known about the effective role of
animals in epidemiology, even with the development of molecular techniques that
allowed considerable progress in the identification and classification of this
protozoan. The aim of the present study was set the prevalence of Giardia sp. in
dogs, cats and small ruminants, in addition to detect the molecular diversity of
Giardia duodenalis assessing gdh (glutamate dehydrogenase), bg (B-giardin)
and tpi (phosphate isomerase) loci in dogs and cats from Botucatu, SP. The
assessment of what assemblages are involved is important for evaluate the role
of companion and production animals as potential reservoirs of human infection.
Fecal samples were evaluated by centrifugal-flotation method, with prevalence of
8.7%, 10.4% and 6.6% for dogs, cats and small ruminants, respectively. From
the molecular analyzes there was a higher prevalence of assemblages C, D, A,
respectively for dogs, and for cats assemblages A, B, C, E and F were detected,
with assemblage A the most prevalent, followed by F. There was no correlate
between zoonotic assemblages and domiciled animals. The detection of
assemblages A and B is an important step to suggest a zoonotic potential and to
indicate the participation of dogs, cats and humans in the transmission of G.
duodenalis, increasing the possibility of a public health problem involving

giardiasis.

Key words: Giardia, assemblage, zoonosis, dogs, cats
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INTRODUCAO

Giardia € um dos protozoarios mais comuns de distribuicio mundial.
Trata-se de um enteroparasita ndo invasivo, com multiplicacdo assexuada que
coloniza o intestino delgado de diferentes espécies de hospedeiros vertebrados.
Giardia € um parasita flagelado, unicelular que se apresenta sob duas formas
evolutivas denominadas trofozoito e cisto (THOMPSON, 2000; BOWMAN, 2009;
WEESE & FULFORD, 2011).

As espécies do género Giardia podem infectar diversos hospedeiros,
como seres humanos, cdes, gatos, ruminantes, suinos, equinos e mamiferos
selvagens (Giardia duodenalis), além de aves (Giardia ardeae e Giardia psittaci),
répteis, anfibios (Giardia agilis) e roedores (Giardia microti, Giardia muris). Mais
recentemente, duas novas espécies foram descritas, Giardia cricetidarium em
hamsteres e Giardia peramelis em marsupiais denominados "bandicoots"
(THOMPSON, 2000; WEESE & FULFORD, 2011; RYAN & CACCIO, 2013;
HILLMAN et al., 2016; RYAN & ZAHEDI, 2019).

Apenas a espécie G. duodenalis (syn. Giardia intestinalis, Giardia lamblia)
€ capaz de infectar a espécie humana e outros mamiferos. A infec¢ao por Giardia
€ uma importante causa de diarreia em seres humanos e animais, transmitido
por via fecal oral, sendo comuns ocorrerem surtos a partir da ingestao de agua
e/ou alimentos contaminados pelo protozoario na sua forma de cistos,
resistentes no meio ambiente. Ademais, apresenta potencial zoondético, sendo
um importante problema de saude publica (THOMPSON, 2000; GALINDO et al.,
2006; KATAGIRI & RIBEIRO, 2015).

Mundialmente em seres humanos estima-se que cerca de 7% da
populacéo abriga Giardia no intestino delgado (BOWMAN, 2009). A infec¢ao por
Giardia duodenalis é mais prevalente em criancas do que em adultos e mais
comum em criangas institucionalizadas e de idade pré-escolar e escolar, com
maior prevaléncia até os dois anos de idade, aparentemente relacionada a
transmissdo direta de pessoa para pessoa. Esta descricdo epidemiolégica
possivelmente pode ser aplicada para os cédes e gatos, pois muitos relatos
apontaram uma maior incidéncia da doenca em filhotes e animais de canil e
abrigos. Deste modo, mesmo este parasita tendo um carater zoonético
controverso, faz-se necesséario o tratamento ou isolamento de um animal

infectado para proteger outros cédes e gatos de uma possivel infeccdo e a
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prevencdo de contaminagcdo ambiental por cistos potencialmente zoonoticos
(BOWMAN & LUCIO-FOSTER, 2010).

No Brasil, a prevaléncia de Giardia sp. em caes varia de 0,8 a 45%. Para
0S gatos e ruminantes a prevaléncia nacional varia entre 3,5% a 13,7% e 11,7%
a 24,8%, respectivamente (COELHO et al., 2017; RYAN & ZAHEDI, 2019). Ha
relatos de ocorréncia significativa de G. duodenalis em ovinos e vacas leiteiras
no Brasil, principalmente em animais jovens (PAZ E SILVA et al., 2012; 2014).

A gravidade da infeccdo € determinada pela interacdo entre a viruléncia
do parasita e estado nutricional, imunoldgico e de desenvolvimento do
hospedeiro; além da microflora natural intestinal e da presenca ou auséncia de
outros patogenos intestinais (CARVALHO et al., 2006; CACCIO & RYAN, 2008;
FENG & XIAO, 2011; SCORZA & LAPPIN, 2012; CERTAD et al., 2017).

Ha consideravel diversidade genética, sendo a espécie G. duodenalis
constituida por oito variantes ou grupamentos genéticos, denominados
assemblages (A-H). Essa divisdo entre assemblages € baseada nas diferencas
de suas proteinas ou polimorfismo de seu DNA, causando infeccdo nos seres
humanos, primatas e em mamiferos domésticos e selvagens. Em seres
humanos ha maior prevaléncia dos assemblages A e B. Cdes e gatos sdo
predominantemente infectados pelos assemblages canina-especifica (C ou D) e
felino-especifica (F). Para ruminantes grande parte das infecdes esta
relacionada ao assemblage hospedeiro-especifico E (CACCIO et al., 2008;
FENG & XIAO, 2011; RYAN & CACCIO, 2013; CERTAD et al., 2017;
WEGAYEHU et al., 2017).

Apenas a partir de estudos moleculares, para a determinacdo dos
assemblages envolvidos nas infeccfes, é possivel avaliar o papel dos animais
no ciclo da doengca como possiveis fontes potencialmente zoonéticas, ja que
morfologicamente os isolados que infectam diferentes hospedeiros sao
indistinguiveis (SPRONG et al., 2009; BALLWEBER et al., 2010).

Portanto, os objetivos deste estudo incluem a determinacdo da
prevaléncia de Giardia sp. em cdes, gatos e pequenos ruminantes e a
caracterizacao molecular dos isolados de G. duodenalis obtidos em amostras de
cades e gatos sequenciadas pelo método Sanger, determinando um perfil dos
assemblages envolvidos e a avaliagdo do possivel papel destes animais como

potenciais reservatérios de Giardia duodenalis para transmisséo inter e
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intraespécie. Além disso, serdo correlacionados dados sobre os assemblages e
o0 ambiente nos quais estes animais vivem (domicilio ou ndo domiciliados). Os
dados obtidos serdo importantes para se realizar avancos em a¢fes na saude

publica para a comunidade do municipio de Botucatu, SP.
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REVISAO DE LITERATURA

A giardiase é uma das parasitoses mais frequentes na clinica de
pequenos animais e sua importancia estd mais relacionada a dificuldade de
erradicagao, principalmente em ambientes coletivos, do que com a gravidade do
quadro clinico (PAZ E SILVA et al., 2012; 2014; WEGAYEHU et al., 2017).

Uma pequena quantidade de cistos é capaz de iniciar uma infec¢éo (10 a
100 cistos) (BALLWEBER et al., 2010; CERTAD et al., 2017; FARIA et al., 2017).
Assim, apesar dos animais de companhia representarem uma fonte de infecgcéo
importante para o ser humano, pouco se conhece sobre o papel efetivo desses
animais, e também dos animais de producdo, na epidemiologia da giardiase,
particularmente em relagéo a transmissdo zoonotica (CACCIO & RYAN, 2008;
KATAGIRI & RIBEIRO, 2015; THOMPSON, 2000; GIL et al., 2017).

1. Formas evolutivas do parasita

Os trofozoitos sé@o as formas ativas (Figuras 1 A e B) e possuem um
formato piriforme (“gota de lagrima”), apresentando dois ndcleos em seu tergo
anterior, dois axonemas delgados passando longitudinalmente entre os nucleos,
guatro pares de flagelos e um par de corpo mediano localizados no terco
posterior, em posicao transversal. Este parasita também possui um disco de
succdo ou disco adesivo ventral com o qual se fixa na mucosa intestinal
(THOMPSON, 2000; BOWMAN, 2009; WEESE & FULFORD, 2011).

A forma cistica (Figura 1 A e C) € o estagio do parasita resistente no meio
ambiente e a forma de transmissdo do protozoario, que pode sobreviver por
varios meses em um ambiente Umido e frio. Um cisto maduro possui dois
potenciais trofozoitos com seus axonemas, fragmentos dos discos ventrais e
guatro nucleos; sendo a forma frequentemente encontrada nas fezes dos
hospedeiros infectados. No entanto, os trofozoitos também podem ser
eliminados pelos hospedeiros juntamente com as fezes diarreicas, mas sao
incapazes de causar infeccdo pois, mesmo em agua fresca para consumo,
sofrem um processo de lise devido a sua inabilidade de osmoregulacao
(BOWMAN, 2009; WEESE & FULFORD, 2011).
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Figura 1: (A): Esquema de trofozoito e cisto de Giardia sp. Fonte: nature.com. (B) Fotomicrografia
de trofozoitos de Giardia sp., obtida por microscopia 6tica corada com Giemsa, aumento de 400x.
Fonte: google.com. (C): Cisto de Giardia sp. em avaliagdo microscépica com lugol, aumento de

400X. Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/giardiasis/index.html.

2. Ciclo de vida de Giardia sp.

O ciclo de vida de Giardia inicia-se pela ingestdo dos cistos por um
hospedeiro suscetivel. O desencistamento ocorre no duodeno ap0s o contato
com 0 suco gastrico e enzimas pancreaticas do hospedeiro. Os dois trofozoitos
encontrados no cisto se separam, amadurecem rapidamente e se aderem as
bordas em escova das vilosidades do epitélio intestinal, ndo invadindo as
camadas mais profundas da mucosa. A distribuicdo de Giardia no trato intestinal
varia de acordo com o hospedeiro e sua dieta. Em caes e seres humanos os
trofozoitos sdo encontrados do duodeno ao ileo e em gatos predominantemente
no jejuno e ileo. Os trofozoitos se multiplicam por divisao binaria e 0 mecanismo
de encistamento é desconhecido. O periodo pré-patente (periodo que decorre
entre a penetracdo do agente etioldgico e 0 aparecimento das primeiras formas
detectaveis do agente etioldgico) da giardiase € variavel, sendo em média de

guatro a 12 dias para os cées, cinco a 16 dias para os gatos, trés a cinco dias
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para bovinos e ovinos e 10 a 16 dias para seres humanos (SCORZA & LAPPIN,
2012) (Figura 2).

Contamination of water, foed, or
handsfomites with infective cysts.

Troghozoites are also
passed in stool but

they do not survive in
the environment.

Figura 2: Ciclo de vida da Giardia sp. Fonte: www.cdc.gov/dpdx/giardiasis/index.html

3. Sintomatologia Clinica
Estima-se aproximadamente 280 milhGes de casos de giardiase em seres
humanos por ano, sendo dentre os parasitas intestinais, 0 mais comum em
paises desenvolvidos. Na Asia, Africa e América Latina cerca de 200 milhdes de
pessoas apresentam a giardiase com sintomatologia clinica e estima-se 50.000
novos casos por ano da doenca. A maioria das infec¢des é auto limitante, no

entanto, as manifestagdes clinicas estendem-se desde casos assintomaticos a
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casos de diarreias agudas, intermitentes ou cronicas. Quando presentes, 0s
sintomas clinicos mais comuns incluem anorexia, nausea, vomito, dor
epigastrica, diarreia aquosa, esteatorreia, desidratacdo, que podem persistir por
meses em alguns pacientes humanos. Geralmente, a fase aguda da doenca
cursa em uma a trés semanas e infecgdes crénicas podem acarretar em perda
de peso e sindrome de ma absorcédo, baixa estatura para a idade e prejuizo
cognitivo em criancas de paises em desenvolvimento; diretamente relacionadas
as condicdes de higiene e sanitarias (CARVALHO et al., 2006; CACCIO & RYAN,
2008; FENG & XIAO, 2011; SCORZA & LAPPIN, 2012; CERTAD et al., 2017).

Cées e gatos apresentam manifestacdes clinicas semelhantes aos seres
humanos, e quando presentes geralmente séo caracterizadas por uma diarreia
mucosa ou pastosa e alteragcbes também relacionadas a ma digestdo e
absorcao, além do aumento da motilidade intestinal (CARVALHO et al., 2006;
CACCIO & RYAN, 2008; FENG & XIAO, 2011; SCORZA & LAPPIN, 2012;
CERTAD et al., 2017). Em cées a diarreia inicia-se logo apos cinco dias de
exposicao a infeccdo e os primeiros cistos nas fezes séo eliminados apos uma
ou duas semanas. Em ruminantes casos de Giardia sp. sdo relacionados a
diarreias cronicas e perda de peso, com altas taxas de morbidade (BOWMAN,
2009).

4. Prevaléncia da Giardia sp. nas diferentes espécies animais e a
relacdo ambiental

Estudos realizados no Brasil apontam maiores prevaléncias de infeccao
por Giardia em cédes de abrigos e canis quando comparados com cées
domiciliados. As mais altas prevaléncias estao relacionadas a locais com alta
densidade populacional de cdes (MUNDIM et al., 2003; BECK et al., 2005;
HUBER et al.,, 2005; MUNDIM et al., 2007; CAMPOS FILHO et al., 2008;
MEIRELES et al., 2008; KATAGIRI & OLIVEIRA-SIQUEIRA, 2008; SILVA et al.,
2008; ADELL-ALEDON et al., 2018).

H& uma diferenca estatistica na prevaléncia de Giardia sp. entre gatos
domiciliados e oriundos de locais com alta densidade populacional, com
destaque também para prevaléncias mais altas em ambientes com maiores
densidades populacionais (JOFFE et al., 2011; SUZUKI et al., 2011; XU et al.,
2016).
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Em relac&o aos ruminantes Lee et al. (2016) avaliaram para Giardia sp.
590 bezerros menores de trés meses de idade com quadros de diarreia na
Coreia, com prevaléncia em torno de 13%. Condicbes quentes e Umidas,
diretamente relacionadas a estacdo do ano, foram fatores de risco para a
infec¢éo por Giardia sp. Um outro dado importante foi a alta prevaléncia de G.
duodenalis em bezerros com diarreia hemorragica, sugerindo que a giardiase
possa contribuir para exacerbar o quadro clinico dos animais.

Em um estudo realizado no estado de Minas Gerais, a frequéncia média
global de bezerras leiteiras eliminando cistos de Giardia duodenalis foi de
25,56% (91/356) e detectou-se um aumento do risco de infeccbes por G.
duodenalis em aproximadamente dez vezes quando as bezerras eram mantidas
em piquetes coletivos (JUNIOR et al., 2011).

No estado do Parana observou-se maior prevaléncia em bezerros de leite
de até seis meses de idade e fatores como o tipo de estabelecimento, o0 nimero
de animais amostrados, condicdes de manejo e meio ambiente podem ter
interferido nas analises do estudo, de modo que a maior prevaléncia foi
observada na faixa etaria de bezerros pré-desmamados, porém sem relacéo
com quadros clinicos de diarreia (TOLEDO et al., 2017).

Diferencas observadas nas taxas de infeccdo entre os estudos em
bezerros podem estar relacionadas as diferentes faixas etarias e/ou ao sistema
de manejo dos rebanhos bovinos analisados, bem como, ao método utilizado
para a pesquisa de cistos (BOMFIM et al., 2005; JUNIOR et al., 2011, SUDRE
et al., 2014).

5. Reconhecimento da importancia da giardiase

Em 2004, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incluiu a giardiase
como uma “doenga de iniciativa negligenciada”, por reconhecer sua conexao
com a pobreza e por ser uma doenca emergente em paises em
desenvolvimento, inclusive pela importancia na transmissao direta e indireta da
doenca (parasita resistente ao tratamento convencional da agua) (CERTAD et
al., 2017).

One Health (Satde Unica) é um conceito emergente que visa integrar a
satide humana, animal e ambiental. Atualmente, o conceito de Satde Unica visa

refletir e determinar agbes considerando esta relacdo indissociavel que existe
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entre a satude animal, humana e ambiental. A convergéncia entre a satude animal
e a satde humana na busca por novas solucdes é a esséncia do Saude Unica.
Conciliar diferentes abordagens para a deteccao e prevencdo de doencas pode
ser dificil, porque os limites tradicionais da préatica médica e médica veterinaria
devem ser cruzados, buscando uma melhor interagdo. Isso é fundamental para
0 avanco no campo da epidemiologia, especialmente quando aplicado as
doencas zoondticas. O futuro do Satde Unica esta relacionado a necessidade
de definir mais claramente seus limites e demonstrar seus beneficios.
Curiosamente, a maior aceitacdo deste conceito estd em paises em
desenvolvimento, onde h& impactos significativos no controle de doencas
infecciosas (ATLAS et al., 2013).

Sao propostos trés cenarios diferentes para a transmissao de Giardia sp.,
considerados importantes para o Satde Unica. Em uma primeira situacéo ha a
transmissao do protozoario dos animais (por exemplo, os cées) para 0s seres
humanos, com propagacao da doenca interespécie. Em uma segunda situacao,
0s seres humanos seriam a fonte inicial de infec¢ao, transmitindo o protozoario
para outros seres humanos e céaes, sendo este ultimo um potencial transmissor
do protozoario para outros caes. No ultimo cenario, as duas espécies (caes e
seres humanos) seriam fontes primarias de infecédo, transmitindo a Giardia sp.
apenas para a mesma espécie, ou seja com a propagacdo da doenca
intraespécie (2 ciclos independentes) (Dados OMS; COVACIN et al., 2011).

A Figura 3 apresenta a dinamica de transmissao intra e interespécies de
acordo com a caracterizacdo molecular de Giardia duodenalis, demonstrando

também sua variabilidade genética.
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Figura 3. Assemblages e os ciclos de transmisséo da giardiase em diferentes espécies. Fonte:

https://veteriankey.com/enteric-protozoal-infections/

6. Diagndstico

Os testes diagnosticos para esta parasitose incluem exames
microscopicos, imunoldgicos e técnicas de diagnéstico molecular. Os cistos de
Giardia sp. sdo eliminados pelo hospedeiro de forma intermitente, portanto,
recomenda-se a realizacdo de andlises seriadas, com trés amostras em dias
intercalados, para confirmacdo ou exclusdo diagndstica da doencga. A técnica
coproparasitoldgica de centrifugo-flutuacdo em solucéo de sulfato zinco, descrita
por Faust et al. (1938) apresenta alta sensibilidade, atingindo 93% quando
realizada de forma seriada (MEIRELES et al., 2008; BALLWEBER et al., 2010;
SCORZA & LAPPIN, 2012).

Técnicas de deteccdo de antigeno pelas técnicas de ELISA e
imunofluorescéncia direta demonstram alta especificidade, mas sdo métodos
com custos mais elevados, sendo necessarios equipamentos especificos e
laboratorios especializados para a leitura da fluorescéncia. A técnica de ELISA
pode ser mais acessivel tendo em vista a utilizagdo de kits comerciais, também

validados para amostras de fezes de cées e gatos (SNAP point-of-care), com
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sensibilidade semelhante a técnica de Faust et al. (1938). No entanto, o
Conselho Parasitario de Animais de Companhia (Companion Animal Parasite
Council), um conselho independente, recomenda a utilizagdo do mesmo em
associacdo a técnica de Faust e apenas para o diagnostico em animais que
apresentam diarreia (MEIRELES et al.,, 2008; BALLWEBER et al., 2010;
SCORZA & LAPPIN, 2012).

Técnicas moleculares baseadas no reconhecimento do DNA de Giardia,
como por exemplo a PCR (reacdo em cadeia da polimerase), também j& foram
padronizadas para deteccdo deste protozoario. Esta técnica tem sido
amplamente empregada em estudos epidemiolégicos permitindo a deteccédo
deste parasita em amostras biolégicas e ambientais, com alto grau de
sensibilidade e especificidade (VIANA & SOGAYAR, 2016). No estudo de Uchbéa
et al. (2018) a PCR foi capaz de detectar apenas 39,5% dos casos de Giardia
duodenalis, enquanto a técnica coproparasitologica de centrifugo-flutuacéo em
sulfato de zinco detectou cistos de Giardia sp. em 89,6% das amostras fecais.
Sudré et al. (2014) destacam o fato de que a técnica de PCR pode fornecer
resultados falso-negativos devido a baixa concentracdo de cistos de G.

duodenalis nas amostras fecais.

7. Tipagem genética

A tipagem genética € uma técnica capaz de sustentar o conceito do
potencial zoonadtico dos cistos de Giardia sp. eliminados pelos animais (RYAN &
CACCIO, 2013). Para avaliacdo do genétipo, a sequéncia de anélise de alguns
loci como subunidade do RNA ribossomal (SSU rRNA) ou enlogation fator 1-
alpha néo distinguem os subassemblages dos assemblages A e B, portanto nédo
fornecem informacdes suficientes sobre seu potencial zoonoético. Essa
informacdo pode ser obtida pela analise das sequéncias de triose fostato
isomerase (tpi), beta giardina (B-giardina) ou glutamato desidrogenase (gdh).
AvaliacBes de um unico loci sdo questionaveis devido a evidéncias de infeccbes
mistas e conflitos na avaliacdo e/ou identificacdo de um unico loci para
determinacao do assemblage envolvido. Em paises em desenvolvimento ha uma
prevaléncia maior de infeccbes mistas (5,2% versus 3,2% em paises
desenvolvidos), confirmadas pela utilizacdo de PCR assemblage especifico,

observados nos assemblages A e B. As infec¢cOes mistas sdo provavelmente
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uma das principais razdes pelas quais multiplos marcadores genéticos podem
identificar diferentes assemblages na mesma amostra (SPRONG et al., 2009;
BALLWEBER et al., 2010; RYAN & CACCIO, 2013).

Apesar da avaliacdo de genes menos conservados poder levar a
desequilibrios na regido de ligacdo devido a sua variabilidade, a mesma
caracteristica faz com que sejam capazes de diferenciar os genoétipos com
precisdo. A especificidade e a natureza de multiplas cOpias dos genes mais
conservados, como o gdh, levam ao seu uso para diferenciar espécies e
assemblages, enquanto genes mais variaveis, como tpi, sdo comumente
indicados para sub-genotipagem, pois fornecem informacdes detalhadas sobre
subassemblages (WIELINGA & THOMPSON, 2007; CACCIO & RYAN, 2008;
FAVA et al., 2016).

Para Covacin et al. (2011) o gene B-giardina parece preferencialmente
amplificar os assemblages A e B ao contrario dos assemblages hospedeiros-
especificos tanto para caes quanto para gatos. Diferentemente, Scorza et al.
(2012) e Saleh et al. (2019) salientaram que o loci gdh provou ser um loci
importante e de destaque, ja que o mesmo foi responsavel pela deteccdo da
maioria dos subassemblages de A.

Embora o tpi, tenha apresentado maior variabilidade inter assemblage que
gdh, Scorza et al. (2012) relataram que primers genéricos de tpi sdo incapazes
de identificar o assemblage D e uma combinacdo de primers geneéricos e
especificos de tpi para o assemblage D parecem ser a associacdo ideal para a
genotipagem de isolados de caes.

Tem-se demonstrado mais recentemente que a utilizacdo de multilocus
sequencing typing (MLST) revelam uma abordagem mais ampla, com maiores
informacdes para a avaliacdo do gendtipo deste protozoario. A ndo concordancia
nos resultados de tipagem genética de G. duodenalis em seres humanos e
animais (principalmente em cédes, mas também em bovinos) podem ser
explicados por dois mecanismos distintos: presenca de cistos geneticamente
diferentes em uma amostra de fezes, acompanhada de uma amplificacdo
preferencial de um assemblage em loci particular e outro assemblage em outro
loci e a presenca de isolados recombinantes nos quais ocorreram trocas
genéticas nos genes alvos da técnica de PCR (RYAN & CACCIO, 2013).
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Alguns estudos apresentaram a possibilidade de heterozigozidade em
uma sequéncia de alelos ou infecgbes mistas por diferentes assemblages ou
subassemblages em um mesmo hospedeiro, justificando diferentes
apresentacdes clinicas (casos sintomaticos e assintomaticos) desta doenca
(SPRONG et al., 2009; HEYWORTH, 2016). E dificil definir uma real infeccéo
mista com as técnicas moleculares atuais, pois evidéncias de mutacbes podem
conduzir & uma classificagdo de um novo subtipo de G. duodenalis em um
mesmo isolado, ao invés da mutacao do mesmo subtipo. Estas altera¢des foram
observadas principalmente nos assemblages B (SPRONG et al.,, 2009;
ANKARKLEYV et al., 2012).

Por ser um organismo diploide, faz-se necessario o isolamento de uma
unica célula ou cisto para a diferenciagdo entre infeccbes mistas e
heterozigozidade em uma sequéncia de alelos, pois acredita-se que a mutacao
nao necessariamente ocorra nos dois nucleos ao mesmo tempo, uma vez que
esses nucleos séo independentes durante o processo de mitose (ANKARKLEV
et al., 2012).

8. Caracterizacdo molecular de Giardia duodenalis

Nos ultimos 20 anos, especialmente desde a introducédo de técnicas de
amplificacdo do DNA, a caracterizacdo genética de G. duodenalis tem sido
utilizada para avaliacédo de sua variabilidade genética, pois morfologicamente os
isolados que infectam diferentes hospedeiros sao indistinguiveis. Desta forma,
trata-se de um meétodo utilizado para investigar o papel dos animais na
epidemiologia da infeccdo em seres humanos, ampliando o conhecimento sobre
a dinamica de transmissdo, além de contribuir para o desenvolvimento de
métodos para rastreamento de fontes de infeccio (CACCIO et al., 2008;
FANTINATTI, et al., 2018).

A espécie G. duodenalis consta como aparentemente a Unica espécie
responsavel pela infeccédo de seres humanos e animais (KATAGIRI & RIBEIRO,
2015). Ha consideravel diversidade genética, sendo a espécie G. duodenalis
constituida por oito variantes ou grupamentos genéticos, denominados
assemblages (A-H), baseado nas diferencas de suas proteinas ou polimorfismo
de seu DNA, causando infeccdo nos seres humanos, primatas e em mamiferos

domésticos e selvagens. Seres humanos sdo predominantemente infectados
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pelos assemblages A e B, ja cdes e gatos pelos assemblages canina-especifica
(C ou D) e felino-especifica (F). O assemblage E, também referida como
livestock, € responséavel pela infecgcdo em ruminantes e suinos, o G em ratos e
H em focas (CACCIO et al., 2008; FENG & XIAO, 2011; RYAN & CACCIO, 2013;
CERTAD et al., 2017; WEGAYEHU et al., 2017).

Ainda nao foi comprovadamente demonstrado que a G. duodenalis pode
ser compartilhada por seres humanos e animais de estima¢ao na maior parte do
mundo, quando os isolados s&o examinados de perto, ou seja, apenas
identificando os assemblages (BOWMAN & LUCIO-FOSTER, 2010;
INPANKAEW et al., 2014).

A grande diferenca genética que distingue os assemblages de Giardia
duodenalis sugere que estes representem espécies distintas, concluséo
reforcada a partir de comparacdes de todo o genoma de isolados que
representam os assemblages A, B e E. Para tanto, baseado nestas evidéncias e
revisbes da taxonomia, ha uma proposta de uma nova nomenclatura
considerando também as espécies de hospedeiros, resumidos na Tabela 1
(THOMPSON & MONIS, 2012; CACCIO et al., 2018).

Tabela 1. Proposta para a nova nomenclatura de Giardia duodenalis a partir da distribuicdo dos
principais hospedeiros nos oito assemblages reconhecidos.

Assemblage Proposta do nome para as Principal hospedeiro
espécies

A Giardia duodenalis Seres humanos e outros mamiferos
B Giardia enterica Seres humanos e outros mamiferos
C Giardia canis Canideos domésticos e selvagens
D Giardia canis Canideos domésticos e selvagens
E Giardia bovis Animais ungulados
F Giardia cati Gatos
G Giardia simondi Roedores
H Sem proposta Focas

*adaptada de Thompson & Monis, 2012



28

8.1Assemblages e espécies envolvidas
8.1.1 Assemblages em seres humanos

O assemblage A pode ser dividido em dois principais subassemblages (Al
e All), sendo considerado o subassemblage Al como potencialmente zoondtico
e a All como antropondtico. Um terceiro subassemblage, Alll foi identificado em
animais ungulados, considerado ndo zoondtico. Ha relatos de infecgbes em
seres humanos com predominio tanto do subassemblage Al quanto do All em
determinadas regides do mundo. Estas divergéncias podem estar relacionadas
a uma inconstancia nos delineamentos experimentais (BOWMAN & LUCIO-
FOSTER, 2010; FENG & XIAO, 2011; RYAN & CACCIO, 2013).

Os seres humanos séo considerados as maiores fontes de asssemblage
B, raramente detectado em cédes e gatos, mas 0s animais desempenham um
papel de destaque na gama de hospedeiros do assemblage A (SPRONG et al.,
2009; FENG & XIAO, 2011). Um estudo recente revelou uma predominancia do
subassemblage All para os cdes (RYAN & ZAHEDI, 2019).

8.1.2 Assemblages em caes

Caes sdo predominantemente infectados com genétipos hospedeiro-
especifico de G. duodenalis (C e D), mas também podem abrigar
subassemblages potencialmente zoonéticas como Al, All, Blll e BIV, com
destaque para subassemblage Al. Esta capacidade, combinada com uma alta
prevaléncia de infeccdo em cées e sua estreita relacdo com os seres humanos,
tornou-os um foco de atencdo como fontes potencialmente zoonoticas de G.
duodenalis (BOWMAN & LUCIO-FOSTER, 2010; INPANKAEW et al., 2014).
Acredita-se que alguns subassemblages podem ter um potencial zoonético
maior do que outros (SPRONG et al., 2009; COVACIN et al., 2011).

Gil et al. (2017) detectaram um potencial zoonético no norte da Espanha,
pois caes de abrigo apresentaram subassemblages All, Blll e BIV, destacando
a importancia de um sistema de vigilancia sentinela para giardiase zoondtica,
pois essas variantes genéticas ndo foram encontradas previamente em seres
humanos da mesma regido.

Em um levantamento realizado na regido oeste dos EUA, buscando um
perfil que representasse a regiao, Covacin et al. (2011) observaram que em cées

0 assemblage B (41%) possuiu maior prevaléncia quando comparada ao
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assemblage A (28%) e aos assemblages C e D (31%). Este levantamento avaliou
um numero relevante de animais (128 amostras sequenciadas).

Alguns trabalhos concluiram que caes e gatos desempenham um papel
minimo como fonte de transmissdo de G. duodenalis para seres humanos
(COOPER et al., 2010; INPANKAEW et. al, 2014; MOHAMED et al., 2014). No
entanto, outros estudos sugeriram um potencial zoonético em determinadas
condi¢Bes epidemioldgicas como fatores socio econdémicos, condigdes sanitarias
e grandes densidades populacionais canina (INPANKAEW et. al, 2007;
VOLATAO et al., 2007). Os assemblages zoonéticos geralmente sdo mais
comuns em caes domiciliados do que em cées de canis (COVACIN et al., 2011).

Um estudo realizado em Botucatu (SP), analisando apenas amostras de
fezes de caes, evidenciou a presenca de assemblages C e D (PAZ E SILVA et
al., 2012). No Rio de Janeiro, cdes e gatos apresentaram apenas
subassemblages Al, sem o0 sequenciamento de assemblages hospedeiro-
especificos. JA em seres humanos deste estudo foram identificados
subassemblages Al e All (VOLATAOQ et al., 2007). Em outro estudo realizado em
2018 avaliando somente seis caes na cidade do Rio de Janeiro foi detectado
apenas o assemblage A, no entanto ndo determinando o subassemblage
(FANTINATTI et al., 2018).

Em Minas Gerais o estudo de Fava et al. (2016) abrangendo uma
populacdo canina de canis comerciais, com idade entre 0 a 10 meses, detectou
cistos de Giardia sp. em 19,6% (19/97) da populacéo pela técnica de Faust et al.
(1938), dados semelhantes a estudos anteriores em outras regides do Brasil
(OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002; KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008;
MEIRELES al., 2008; PAZ E SILVA et al., 2012; MORAES et al., 2019). Foram
caracterizados, em maioria, o assemblage D, seguidos dos assemblages B, A,
C e E, com 100% de sequéncias homologas aos sequenciamentos registrados
no GenBank®.

Bowman & Lucio-Foster (2010) citaram quatro estudos que, em uma
tentativa de maximizar a avaliacdo do potencial de transmissdo entre espécies e
sua deteccdo, detectaram assemblage B em caes. Estes estudos foram
realizados em comunidades onde existe uma superpopulacéo de pessoas, caes
semi-domesticados ou errantes, baixas condi¢cbes socioecondmicas, baixos

indices sanitarios e péssimas praticas de higiene. Portanto, com base nesses
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poucos relatos, incluindo um nimero muito pequeno de animais, as infeccdes
pelo assemblage B em caes tornam-se raras ou até mesmo questionaveis
guanto a real infecgao.

A transmissao de assemblages especificas para cdes pode ser favorecida
pelo contato intensivo entre um grande numero de cdes que vivem juntos, como
por exemplo em canis ou abrigos, podendo superar a transmissao de outros
assemblages potencialmente zoonéticas. Por outro lado, para os cées
domésticos, a frequéncia de transmissdo intraespécie pode ser menor,
consequentemente infeccbes por assemblages potencialmente zoondticas
tendem a persistir, principalmente em locais com condi¢Bes sanitarias precarias
e grande namero de animais, associado a falta de atencdo meédico veterinaria e
consciéncia zoongética, exacerbando o risco de transmissdo da giardiase
(TRAUB et al., 2002; FAVA et al., 2016).

8.1.3 Assemblages em gatos

Os gatos sdao comumente infectados com sua assemblage hospedeiro-
especifico F, e algumas vezes pelo subassemblage Al (BOWMAN & LUCIO-
FOSTER, 2010).

Ramirez-Ocampo et al. (2017) ap0s uma revisdo sistematica e meta-
analise selecionando 29 artigos de caracterizacdo genética de Giardia
duodenalis, publicados entre 2005 a 2015, evidenciaram que, em amostras de
fezes de gatos, foram isolados assemblages A, B, C, D, E e F, com maiores
prevaléncias dos assemblages F (55,8%) e A (38,7%) em casos de mono-
infeccdo. Nas Américas este numero sobe para 68,3% de amplificacdes de
assemblages F e 47,2% de assemblages A. A combinacdo dos assemblages AF,
CD e AC para os coinfectados correspondem a 1,7%, 0,87% e 0,2% dos casos,
respectivamente.

As evidéncias dos assemblages A e B em gatos infectados causam
preocupacao ainda maior por causa do risco de transmisséo zoonética. Sendo
assim, o estudo de Ramirez-Ocampo et al. (2017) aponta que em dois trabalhos
brasileiros foi detectado o assemblage A em gatos pets e seres humanos,
indicando a possibilidade de transmissdo cruzada (SOUZA et al., 2007;
VOLATAO et al., 2007; RAMIREZ-OCAMPO et al., 2017).
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Quando foi considerada a origem destes gatos, para 0os animais de
estimacao o gendtipo predominante continua sendo o F (55,7%), seguido por A
(44,4%). Portanto, é importante reconhecer os resultados dos genétipos para
avaliar o risco de transmissdo zoondética entre animais de estimacdo e seus
proprietarios; a partir desta prevaléncia significativa do assemblage A, resultando
em implicacBes para a saude publica. SA0 necessarias mais pesquisas para
determinar as ligacdes entre a fonte de gatos infectados e a prevaléncia de
gendtipos zoondticos ou ndo zondticos. Para os felinos de rua e de origem néo
determinada nédo foi possivel tracar um perfil de assemblages envolvidos, pois
S&0 poucos os estudos relacionando esta origem dos animais e os assemblages
(RAMIREZ-OCAMPO et al., 2017).

8.1.4. Assemblages em ruminantes

Assemblage E é predominantemente relatado em ruminantes (RYAN &
ZAHEDI, 2019; FANTINATTI et al., 2020). No entanto levantamentos nacionais
ja relataram assemblage A em bovinos e ovinos e, em menor frequéncia,
assemblage B (FANTINATTI et al., 2020).

A deteccdo do assemblage A (principalmente subassemblage Al) em
bovinos tem aumentado, indicando que este assemblage esta sendo mais
difundido entre a populacéo bovina que se supunha inicialmente. E importante
destacar que, em um estudo, 32% das amostras tiveram uma associacdo mista
de assemblages A e E, indicando que a prevaléncia € mais corretamente
estimada utilizando-se métodos de deteccdo de assemblage hospedeiro-
especifica (RYAN & CACCIO, 2013).

9. Estudos multi-espécies e o potencial zoondtico

Souza et al. (2007) identificaram, em Sao Paulo, os subassemblage Al em
gatos e bovinos, além dos assemblages F e E, respectivamente e apenas 0s
assemblages especificas dos cées, C e D. Em seres humanos deste estudo, 0s
isolados foram assemblage B e subassemblage All. Somados a estudos
internacionais anteriores (BUGG et al., 1999, O'HANDLEY et al., 2000; PAPINI
et al., 2007) h& evidéncias de variacdo dos assemblages de acordo com a regido
estudada e a possibilidade da relacao de infec¢ao de G. duodenalis em animais

domésticos e seres humanos. No entanto, qualquer conclusdo sobre a
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transmissdo zoonética de G. duodenalis deve ser feita com cautela, porque

encontrar genotipos semelhantes ou diferentes dispersos em diferentes

hospedeiros ndo é, por si sé, conclusivo de que a transmisséo zoondtica esteja
ou nao ocorrendo (THOMPSON, 2004; SOUZA et al. 2007).

Estudos nacionais afirmam também a mesma predominancia de

assemblages hospedeiro-especifico, porém com destaque para o assemblage A

em cées e gatos (Tabela 2).

Tabela 2: Estudos nacionais realizados em cées e gatos no periodo de 2007 a 2020 para
classificacdo dos assemblages de Giardia duodenalis pela técnica de sequenciamento de acordo
com estados da federacdo e genes avaliados.

Autores e ano de Estados Origem dos Assemblage encontrada*
publicacdo brasileiros isolados
B-giardina gdh tpi
Volotdo et al., 2007 Rio de Janeiro Cao A
Gato A (um
caso)
Souza et al., 2007 Sao Paulo Cao C,D
Gato F, A
Volotdo et al., 2011 Sao Paulo Cao A
Paz e Silva et al., 2012 Sao Paulo Cao C,D C,D
Durigan et al., 2014 Séo Paulo Céo D D A B, C
Gato D A, B
Colli et al., 2015 Parana Cao B,C,D
David et al., 2015 Sao Paulo Cao A, C,D A C,D A, C
Fava et al., 2016 Minas Gerais Cao D A B, C E
Fantinatti et al., 2018 | Rio de Janeiro Cao A A
Trevisan et al., 2020 Mato Grosso Cao A C

*espacos em branco referem-se aos genes ndo avaliados. Adaptado de Fantinatti et al., 2020.

InfeccBes mistas ja foram descritas para caes (assemblages C+D) por

Lebbad et al. (2010) e Feng & Xiao (2011), bem como diversos outras infeccdes

mistas em felinos (Tabela 3).
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Tabela 3. Levantamentos de estudos realizados nos quais foram descritas infec¢cdes mistas em

gatos.

Associagdes dos L
Autores e ano de publicacdo
assemblages

Ito et al., 2017
F+A lijima et al., 2018
Saleh et al., 2019

F+C Ito et al., 2017
Ramirez-Ocampo et al., 2017
A+C
Zheng et al., 2015
C+D Ito et al., 2017

Embora a caracterizacdo molecular de Giardia sp. de diferentes
hospedeiros seja imprescindivel para a epidemiologia da giardiase em animais
e seres humanos, sdo necessarios mais estudos que contemplem os fatores de
risco classicos, a fim de melhor compreender a dinamica de transmisséao de G.
duodenalis em areas endémicas e avaliar o nivel de participacdo de cada
hospedeiro como fonte de infeccdo para individuos e populacdes suscetiveis
(SOUZA et al., 2007).

Apesar da alta incidéncia da doenca no Brasil, poucos estudos
moleculares foram realizados na tentativa de se relacionar as infec¢cdes em seres
humanos e animais domesticos, sendo estes realizados em um nimero muito
pequeno de hospedeiros, tornando dificil a associacdo da doenca em animais e
seres humanos e seu real potencial zoonotico.

As investigacdes ideais para determinar conclusivamente o papel dos
cades ou gatos na transmissdo de G. duodenalis aos seres humanos, ou vice-
versa, seriam do tipo longitudinais que avaliassem os multiplos loci de todas as
amostras positivas de animais e pessoas que vivem no mesmo ambiente e com
coletas simultaneas de amostras (SPRONG et al., 2009; BALLWEBER et al.,
2010).

As pesquisas e estudos epidemiolégicos moleculares sdo necessarios
para determinar o assemblage e a diversidade de subassemblages de G.

duodenalis em cées e gatos, além do seu papel na transmissdo deste parasita
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para seres humanos. Esses estudos podem fornecer informacgdes Uteis sobre a
natureza das infeccdes (zoonoses ou n&o) ou presenca de infec¢des mistas.

Novos estudos sdo necessarios para a determinacdo da infeccéo
ocasional do subassemblage Al em humanos e se estas infec¢des sdo resultado
de uma transmissdo zoonotica, em um possivel momento no qual os animais sao
uma fonte de infeccéo, além da possiblidade de surtos em areas endémicas.

Uma outra questdo € avaliar se 0s assemblages hospedeiro-especificos
em céaes, gatos e ruminantes (C/D, F e E, respectivamente) sdo realmente os
genotipos predominantes em seus respectivos hospedeiros, confirmando a baixa
possibilidade de um problema de saude publica envolvendo a giardiase e essas
espécies animais.

Atualmente, apesar do esforgo internacional em se utilizar a tecnologia de
genotipagem existente, ainda n&o foi possivel estabelecer uma identidade
genética estavel para as amostras de G. duodenalis com potencial zoonético ou
ainda, definir evidéncias diretas de eventos com transmissdo zoonatica.
Enquanto é amplamente aceito que a giardiase € uma doenca zoonoética, a
necessidade de quantificacdo da frequéncia desta transmissdo tem se
destacado em diversos estudos. Este tipo de informacao € essencial para acdes
do Saude Unica no controle desta doenca (SPRONG et al., 2009; MINETTI et
al., 2014).
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ABSTRACT

Background: Giardia, an intestinal parasite of asexual reproduction, is an important etiologic agent
of diarrhea in animals and humans, transmitted by orofecal route. The disease caused by this agent,
giardiasis, is endemic in the world and representing an important public health problem. The aim of
the present study was do a retrospective study to determine the prevalence of Giardia sp. in fecal
samples from dogs, cats, sheep and goats (small ruminants) evaluated at FMVZ Unesp, Botucatu,
SP. In addition, this study presents a review of the literature on the prevalence of this protozoan in
dogs, cats and small ruminants in different states of Brazil, according to the environmental of these
animals.

Materials, Methods & Results: During 2011 to 2017, 2,698 fecal samples of dogs, 359 fecal samples
of cats and 320 fecal samples of goats and sheep were analyzed. A total of 18.9% of the dogs, 24.8%
of the cats, and 6.6% of the goats and sheep were positive for Giardia sp. Only previous studies that
used the zinc sulphate centrifugal flotation (Faust technique) were included for comparation of
prevalence. The prevalence of Giardia sp. in samples of centrifugation-fluctuation in zinc sulfate was
similar in dogs, higher in cats and lower for small ruminants when compared to previous
investigations. 4.4% and 6.7% of the positive samples from dogs and cats, respectively, were
associated with some co-infection. Co-infections by Cystoisospora spp., Ancylostoma spp. and/ or
Toxocara spp. were the most common for dogs and cats.

Discussion: This study reveals the presence of Giardia sp. in different animal species in an endemic
area. The results are similar to the prevalence previous reported in dogs, and higher in cats using
the same diagnostic technique (Faust technique). Co-infections by Cystoisospora spp., Ancylostoma
spp. and/ or Toxocara spp. were the most common for dogs and cats, as well-known in previous
studies. Investigations with household, shelter and stray dogs found a significantly lower occurrence
of Giardia sp. in the group of household dogs. However, for cats these comparisons should made
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with caution. Despite having a owner, some of these cats have free access to the streets, so they
might be more expose to the sources of infection. There are few previous reports of the presence
of Giardia sp. in goats and sheep, which presented much higher prevalence when compared with
this study. This variation in prevalance of Giardia sp. in small ruminants can occur due to differences
inherent to each region in Brazil, as well as the presence of risck factors regarding animal age, type
of raising of the animals, hygienic-sanitary and management conditions, and the presence of
domestic animals inside sheep and goat installations, which can potentially favor the mechanical
transmission of cysts or reservoirs of this parasite. Therefore, due to regional variations in this
parasite prevalence, this information is more value in regional areas, reaffirming the importance of
this kind of studies in brazilian states and cities. The intermittent elimination of cysts in feces, the
low number of cysts in the samples and asymptomatic infections are relevant points to the diagnosis
of giardiasis, making it a challenge. The technique of centrifugation-flotation technique in zinc
sulfate gives the best results when compared to other techniques available for the diagnosis of
Giardia infections, justifying the choice of this technique by this study. These evidences associated
to molecular diagnoses are necessary to determine the real role of these animals in the
epidemiology and zoonotic transmission, due to the close contact with humans. This may be
considering as a start for further investigations of Giardia sp. at municipality of Botucatu.

Keywords: Giardia sp., dog, cat, small ruminants, co-infection, shelters and kennel.
Descritores: Giardia sp., cdo, gato, pequenos ruminantes, co-infecgcdo, abrigos e canil.
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INTRODUGAO multiplicacao assexuada na superficie da luz do
A Giardia sp. é um dos mais comuns e intestino delgado do hospedeiro vertebrado. A

conhecidos, apesar de pouco compreendido, Giardia é um parasita flagelado, unicelular e

possui duas formas, conhecidas como trofozoita
e cistica [7,58,61].

protozoario de distribuicdo mundial. Trata-se de
um enteroparasita ndao invasivo, com
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As espécies do género Giardia podem infectar
diversos hospedeiros, como seres humanos,
caes, gatos, ruminantes, suinos e equinos, além
de aves, répteis, mamiferos selvagens e anfibios.
A espécie G. duodenalis (syn. G. intestinalis e G.
lamblia) consta como aparentemente a Unica
espécie responsavel pela infeccdo de seres
humanos e animais mamiferos [37,61].

A Giardia é uma importante causa de diarreia
em seres humanos e animais, destacando-se por
seu potencial zoondtico. Transmitida via
orofecal, sdo comuns os surtos a partir da
ingestdo de dgua e/ou alimentos contaminados
pelo protozoario na sua forma de cistos,

resistentes no ambiente [25,37,58].

A giardiase é uma das parasitoses mais
frequentes na clinica de pequenos animais e sua
importancia esta mais relacionada a dificuldade
de erradicacdo, principalmente em ambientes
coletivos, do que com a gravidade do quadro

clinico [2,14,18].

Objetivou-se, portanto, realizar um estudo
retrospectivo para determinar a prevaléncia de
Giardia sp. em amostras de fezes de caes, gatos
e pequenos ruminantes (ovinos e caprinos) no
municipio de Botucatu, SP associado a uma
revisao de literatura sobre a prevaléncia deste
protozodrio em cdes, gatos e pequenos
ruminantes em diferentes estados do Brasil, de
acordo com o ambiente em que estes animais

vivem.

MATERIAIS & METODOS

Animais

Foi realizado um levantamento retrospectivo a
partir da andlise dos arquivos e dos resultados
de todos os exames coproparasitoldgicos

solicitados em atendimento no Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterindria - FMVZ, da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Unesp,

campus Botucatu, SP e processados no
Laboratério de Enfermidades Parasitarias dos
Animais (LEPA) no periodo de janeiro de 2011 a
2017,

prevaléncia de Giardia sp. em amostras de fezes

setembro de para determinar a
de cdes, gatos e pequenos ruminantes (ovinos e

caprinos).

Andlises coproparasitoldgicas

As amostras de fezes de cdes, gatos e pequenos
ruminantes foram avaliadas a partir das técnicas
coproparasitoldgicas de centrifugo-flutuacao
em sulfato de zinco (Faust) [20] (para todos os
animais), solucdo hipersaturada de cloreto de
sodio (Willis-Mollay) [62] para cdes e gatos e
McMaster
sensibilidade de 50 ovos por grama de fezes

técnica de modificada com

(OPG) para os pequenos ruminantes [30].

Andlise estatistica

Para a obtencdo de dados sobre a prevaléncia de
Giardia sp. foram registrados somente os
obtidos
coproparasitoldgica de centrifugo-flutuacdao em

resultados pela técnica

sulfato de zinco. A partir dos resultados

positivos para Giardia sp. por esta técnica, os

arquivos dos exames coproparasitoldgicos

foram novamente consultados para a

investigacdo da presenca de co-infec¢bes (caes
e gatos: técnica de solucdo hipersaturada de
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cloreto de sédio, pequenos ruminantes: técnica
de McMaster modificada).

dos dados dos

coproparasitolégicos foi qualitativa indicando a

A analise exames

presenca ou auséncia de ovos de nematddeos
e/ou cistos e oocistos de protozoarios.

Uma compilacdo de trabalhos anteriores foi
adicionada ao estudo para comparacdao dos

resultados encontrados no municipio de
Botucatu, SP com os diversos estudos
brasileiros, principalmente da regido Sul e
Sudeste.

RESULTADOS

Durante o periodo compreendido entre os anos

de 2011 a 2017, foram analisadas 2.698

amostras fecais de caes, 359 amostras fecais de
gatos e 320 amostras fecais de caprinos e ovinos
pela técnica coproparasitolégica de centrifugo-
flutuagdo em sulfato de zinco. As amostras
positivas foram classificadas em infec¢des
Unicas e mistas. Do total das amostras caninas,
509 amostras (18,9%) foram positivas para
Giardia sp., sendo 4,4% das amostras positivas
associadas a alguma co-infecgao (Tabelas 1 e 2).
As  co-infeccées mais comuns  foram
relacionadas as associacOes entre Giardia sp.,
Cystoisospora spp., Ancylostoma spp. e/ ou
Toxocara spp. As menos comuns incluiram as
associacOes entre Giardia sp., Ancylostoma spp.
e Dipylidium caninum (um caso) e entre Giardia
sp., spp., spp. e
Cystoisosopora spp. (um caso).

Ancylostoma Toxocara
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Na espécie felina, 89 amostras (24,8%) foram
positivas para Giardia sp., sendo 6,7% das
amostras positivas associadas a co-infecgbes
incluindo Cystoisospora spp., Ancylostoma spp.
e/ ou Toxocara spp. (Tabelas 1 e 2). A co-
infeccdo menos comum nos felinos foi a
associacao entre Giardia sp., Ancylostoma spp. e
Cystoisospora spp., um Unico caso em todo o
periodo.

Em relacdo aos pequenos ruminantes (caprinos
e ovinos) foram analisadas 320 amostras fecais,
sendo todas as positivas para
pela McMaster
modificada e, dentre estas, 6,6% foram positivas
para Giardia sp. pela técnica de centrifugo-
flutuacdo em sulfato de zinco. A pesquisa de

amostras

nematodeos técnica de

Giardia sp. foi realizada apenas para os animais
positivos para nematddeos pela técnica de
McMaster modificada, portanto, sempre houve
co-infeccdo. A Tabela 3 resume os dados
encontrados nas andlises das amostras fecais de

ovinos e caprinos.

Tabela 3. Casos anuais positivos para Giardia sp. em pequenos ruminantes (ovinos e caprinos) avaliados pela técnica
coproparasitolégica de centrifugo-flutuagdo em sulfato de zinco, no Laboratério de Enfermidades Parasitarias dos
Animais da FMVZ, Unesp campus Botucatu, SP, no periodo de 2011 a 2017.

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Total
Total de amostras 57 41 40 25 14 29 114 320
Giardia sp. 2 3 3 1 2 2 8 21

Foram reunidos 22 estudos nacionais anteriores
sobre a prevaléncia de Giardia sp. em cades e
nove em gatos, a partir da mesma técnica
diagndstica empregada para uma andlise
comparativa. O destaque para a relagao do
ambiente onde estes animais vivem com a
prevaléncia deste protozodrio estd descrito nas

Tabelas 4 e 5.

Os animais deste estudo se concentram no

grupo de animais domiciliados, sendo

correlacionado apenas 2,7% dos casos positivos
para Giardia sp. com caes de abrigo em 2012.
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DISCUSSAO

A giardiase é endémica no mundo, com
variagdes na prevaléncia e incidéncia entre
populacbes e localizacbes geogréficas [61]. A
populacdo canina brasileira é estimada em 28
milhdes, incluindo mais de 22 milhdes de caes
errantes, o que pode ser explicado parcialmente
pela grande disponibilidade de alimentos nas
ruas (obtidas no lixo) e as condi¢Ges climaticas
[15], influenciado também pela auséncia de

posse responsavel.

Uma revisdo sistematica constatou que a
prevaléncia de cistos de Giardia em c3es no
Brasil variou de 0,8% a 45%. Em diversas regioes
do Brasil, esta prevaléncia esteve entre 8,4% a
11,1%, com base em exames microscopicos
[11,15,31,46]. Os dados obtidos nos arquivos do
LEPA, refletem uma prevaléncia semelhante de
Giardia sp. na espécie canina (18,9%) e superior
na espécie felina (24,8%) quando comparado a
estudos anteriores realizados no Brasil,
utilizando a mesma técnica diagndstica (Tabelas

4eb5).

Esta variagao pode ser explicada pelos seguintes
fatos: diferentes grupos de cdes estudados
(idade e
diagndsticas empregadas, condigdes ambientais

numero de animais), técnicas

sanitdrias e de higiene e densidade da
populacdo canina e felina (animais domiciliados,
de canis/ gatis, abrigos ou errantes).

Foi observado um maior nimero de casos
positivos para Giardia sp. no ano de 2012, se
destacando dos demais periodos avaliados
neste estudo (35,6% dos cdes e 71,1% dos

gatos). Acredita-se que este destaque para o

nimero de casos em 2012 esteja relacionado a
analise de uma maior quantidade de amostras
de fezes de animais recebidas pelo LEPA,
aumentando assim a amostragem.

Estudos avaliando a frequéncia e prevaléncia
mundial de giardiase em cdes, evidenciaram que
investigagOes brasileiras apontaram maiores
prevaléncias de infeccdo por Giardia sp. em caes
de abrigos e canis quando comparados com cdes
com tutores (animais de companhia ou posse
responsavel) [Tabela 4].

Apenas 2,7% dos casos em 2012 representaram
cdes que viviam em abrigos, no municipio de
Botucatu, SP, portanto este aumento numérico
dos casos positivos para Giardia sp. ndao foi
influenciando por uma maior amostragem de
caes oriundos destes locais.

Altas prevaléncias de animais positivos para
Giardia sp. em estudos realizados em
Uberlandia (MG) [41% e 49,7%], Canoas (RS)
[40,96%], Rio de Janeiro (RJ) [45,74%] e em
Santa Maria (RS) [40,3%] puderam ser atribuidas
aos grupos de animais estudados, por estes
pertencerem a canis ou abrigos, representados
na Tabela 4 [4,31,40,41,55].

Alguns estudos selecionaram os cdes errantes
como populagdo para avaliagdo e estes, em sua
maioria, apresentaram uma maior prevaléncia
de Giardia sp. quando comparados aos caes
domiciliados (Tabela 4). Estes dados podem ser
relacionados a exposicao destes animais a
extensas areas publicas passiveis de
contaminag¢ao ambiental, contato com animais

em maior quantidade (cdes e gatos) e imunidade
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Tabela 4. Comparagdo da prevaléncia de Giardia sp. em cdes, em diferentes estudos nacionais, divididos por estados
da federagdo (UF) e de acordo com ambiente onde vivem, utilizando o mesmo método diagndstico (centrifugo-
flutuagdo em sulfato de zinco). Maiores valores representados por animais que vivem em canis ou abrigos.

UF  N2total de Caes Domiciliados  Abrigo ou Canil Errantes Referéncia

cdes positivos
PR 200 16,5% 9% 24% - Meireles et al., 2008
PR 81 11,1% 11,1% - - Prates et al., 2009
PR 851 8,65% 8,65% - - Ferreira et al., 2013
SC 357 5,3% - - 5,3% Quadros et al., 2013
SC 465 6,23% 9,26% 5,32% - Quadros et al., 2015
RS 109 40,3% - 40,3% - Silva et al., 2008
RS 332 34,04% - 40,96% 27,11% Beck et al., 2005
RS 526 37,64% 37,64% - - Bartmann & Araujo, 2004
RS 77 5,2% 5,2% - - Brinker et al., 2009
MG 410 29% 4,1% 49,7%" 16,8%" - Mundim et al., 2007
MG 100 41% - 41% - Mundim et al., 2003
SP 353 7,65% 7,65% - - Genari etal., 1999
SP 271 33% 5% - 17,18% Oliveira-Sequeira et al., 2002
SP 61 39,3% 13,81%' 62,5%* - - Faciulli et al., 2005
SP 166 13,25% 13,25% - - Santos e Castro, 2006
SP 1.755 8,5% 8,5% - - Funada et al., 2007
SP 872 7,68% 7,68% - - Torrico et al., 2008
SP 254 16,9% 8,8% - 24,8% Katagiri & Oliveira-Sequeira,

2008

SP 300 16,0% 6,25% 35% 28% Paz e Silva et al., 2012
SP 3.099 5,5% 5,5% - - Ferreira et al., 2016
RJ 166 31,33% 12,3% 45,74% - Huber et al., 2005
RO 95 8,4% - - - Labruna et al., 2006

AAnimais que vivem em canil; 8Animais que vivem em abrigos.tutores que n3o transitam por local com potencial fator
de risco; 2Tutores que transitam por local com potencial fator de risco.

Tabela 5. Comparacdo da prevaléncia de Giardia sp. em gatos, em diferentes estudos nacionais, divididos por estados
da federacdo (UF) e de acordo com ambiente onde vivem, utilizando o mesmo método diagndstico (centrifugo-

flutuagdo em sulfato de zinco).

UF N? total de cdes Cdes positivos Domiciliados  Abrigo ou Gatil  Errantes Referéncia

RJ 131 6,1% 0% 12,1% Serra et al., 2003
SP 187 16,04% 16,04% Genari et al.,, 1999
SP 327 8,3% 8,3% - - Funada et al., 2007
SP 140 9,28% 9,28% --- --- Torrico et al., 2008
SP 51 5,9% 5,9% Coelho et al., 2009
SP 502 5,2% 5,2% --- --- Genari et al., 2016
RS 23 13% 13% Brinker et al., 2009
RS 191 8,4% 8,4% Pivoto et al., 2013
PR 378 10,85% -- -- - Ferreira et al., 2013
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comprometida devido a ma alimentagao e
presencas de endo e ectoparasitas [11,13,26].

Faciulli et al. [17] propuseram um estudo
interessante e inédito relacionando aos tutores
que transitavam diariamente pelo Hospital
Veterindrio da FMVZ, Unesp Botucatu (SP), uma
area de grande movimentagdo de animais. Estes
tutores atuariam como potenciais carreadores de
Giardia sp. para seus cdes. Os animais pertencentes
grupo
prevaléncia deste protozoario (62,5% - 20/32)

a este apresentaram uma maior
guando comparados com os caes cujos tutores
ndo transitavam neste local (13,8% - 4/29)
[Tabela 4]. Os cistos eliminados nas fezes podem
permanecer infectantes por alguns meses sob
condicdes apropriadas de temperatura e
umidade. Animais tratados também podem
continuar sendo uma fonte de infeccdo, pois os
cistos que estdo nas fezes ficam aderidos ao pelo
do animal, na regido perianal [17,53]. Outros
fatores relacionados ao manejo e ao ambiente
onde residem ndo apresentaram diferencgas

significativas.

Em 2008, um estudo avaliou as fezes de cdes
encontradas nas pragas publicas no municipio
de Itabuna (BA) e em 2006 no municipio de
Ribeirdo Preto (SP). A positividade para cistos de
Giardia sp. foide 0,8% e 10,2%, respectivamente
[11,13]. As divergéncias numéricas encontradas
entre os estudos apontados podem estar
associadas a uma série de fatores, como nimero
de cdes que circulavam nas pracas, a diferenca
climatica entre as regides estudadas, diferentes
metodologias empregadas, entre outras.

As co-infeccbes mais comumente observadas
em caes no periodo avaliado foram por Giardia

sp. + Ancylostoma spp. e Giardia sp. +
Cystoisospora spp. concordando com estudos
anteriores, que também descreveram as
associagdes com Toxocara spp. e Ancylostoma

spp. [22-24,27,35,40,42,46,52,55].

Os resultados da prevaléncia de Giardia sp. em
gatos do presente estudo (24,8%) sdo superiores
aos estudos anteriores. A Tabela 5 compila os
resultados a partir da revisdo de literatura sobre
a prevaléncia de Giardia sp. em gatos nos
diferentes estados brasileiros. Os estudos com
felinos receberam menos destaque, porém nao
menos importante, quando comparados ao
numero de trabalhos realizados anteriormente
com populacgGes de cdes [15].

As comparacGes entre gatos domiciliados e
animais de abrigos ou errantes devem ser feitas
com uma certa cautela. Estudos anteriores
[33,54] realizados em gatos domiciliados, de
abrigo e errantes encontraram uma ocorréncia
significativamente menor no grupo de animais
domiciliados. No entanto, apesar da possuir um
tutor e domicilio, alguns desses gatos possuem
livre acesso a rua, tornando-se mais expostos as

fontes de infecgao [26].

Para os gatos, as co-infecgdes mais comuns
foram por Giardia sp. + Cystoisospora spp. e
Giardia sp. + Ancylostoma spp. assim como
resultados encontrados por outros autores
[22,26].

A maior prevaléncia de cdes e gatos positivos
para Giardia sp. quando comparada aos estudos
anteriores com animais domiciliados pode ser
justificada pela dificuldade na eliminacdo das
fontes de infeccdo para as diferentes espécies
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[7] e por o municipio de Botucatu ser uma area
considerada endémica para a giardiase.

Devido as variacOes regionais na prevaléncia do
parasita, essa informacdo pode ter um valor
limitado, fora das areas especificas avaliadas,
reafirmando a importancia da avaligdao regional
da prevaléncia de Giardia sp. Assim como o
Canadd, o Brasil tem dimensdes continentais e
por ser ambientalmente diverso, os dados de
uma regidao podem ndo ser aplicaveis a outra
area do pais, justificando assim as diferencas de
prevaléncia entre as regides [33], bem como a
endemia desta infeccdo em nosso pais.

Diante destes cenario, deve-se considerar o fato
de que a maioria dos animais domiciliados tem
um contato proximo com o ser humano.
Portanto, estes resultados demostram a
importancia do estudo sobre as prevaléncias do
parasitismo gastrointestinal de cdes e gatos,
principalmente pela relevancia em saude
publica, devido ao seu potencial zoondtico
(giardiase e larva migrans cutanea), além da
transmissao para outros animais de companhia

[22,35].

Ha consideravel diversidade genética, sendo a
espécie G. duodenalis constituida por um
complexo multi-espécie, com oito variantes,
denominadas assemblages (A-H), baseado nas
suas proteinas ou polimorfismo de seu DNA. A
possibilidade de c3des e gatos de abrigar
subclasses potencialmente zoondticas,
combinada com uma alta prevaléncia de
infeccdo em cdes e sua estreita relagdo com os
seres humanos tornou-os um foco de atencao

como fontes potencialmente zoondticas de G.

duodenalis, apesar
assemblages espécie-especificas

21,32,50,61].

da predominancia das
[8,10,14,15,

No presente estudo ndao foi realizada a
caracterizacdo genética das assemblages da
Giardia spp., pois o objetivo foi realizar um
estudo retrospectivo sobre a prevaléncia de
em caes,

Giardia sp. gatos e pequenos

ruminantes em ambito regional.

A presenca de Giardia sp. € comumente relatada
em ruminantes. No entanto, os estudos estdo
concentrados especialmente em bovinos. A
prevaléncia mundial de Giardia em cabras varia
entre 10 a 40% [6,50]. H4 poucos relatos da
presenca de Giardia sp. em caprinos, mas dois
[49,56]
destacaram a prevaléncia deste protozoario
entre 22,6% a 29,3% [15,21,57]. Um cenario
similar foi observado em estudos com ovinos.

estudos brasileiros recentemente

Relatou-se a prevaléncia entre 24% a 34%
[15,19].
prevaléncias de Giardia sp. muito superiores

Estes resultados apresentaram
quando comparados com o presente estudo

(6,6%).

Essa variacdo ocorre n3dao somente pelas
diferencas inerentes a cada regidao, mas também
por diferengas entre estudos, especialmente em
relacdo a idade do animal, tipo de criagao,
técnicas de diagnodstico empregadas, condicao
sanitdria das instalagdes e acesso de animais de
(atuando como

companhia as instalagdes

potenciais reservatdrios deste parasita ou

transportadores mecanicos de cistos) [6,50].

A influéncia epidemioldgica nao foi avaliada
neste estudo, entretanto Sudré et al. [56]
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afirmaram que o uso de apenas uma técnica de
diagnéstico, juntamente com apenas uma
poderia

subestimar a real prevaléncia da Giardia, sendo

amostra fecal de cada animal,
uma das possibilidades relacionadas a baixa
prevaléncia nos pequenos ruminantes deste
estudo. Essa possibilidade também pode ser
considerada para as outras espécies, pois o
padrdo de eliminacdo intermitente de cistos de
Giardia sp. nas fezes e o baixo numero de cistos
sdo pontos relevantes no diagndstico, tornando-

o um desafio [60].

Amostras em triplicata podem aumentar a
sensibilidade da técnica de centrifugo-flutuacao
em sulfato de zinco, padrdo-ouro para o
diagnéstico de Giardia [41,60]. No entanto, as
amostras Unicas deste estudo forneceram

resultados  satisfatérios em relacdo a
sensibilidade e prevaléncia para deteccdo de
cistos de Giardia sp. nas amostras de fezes

analisadas.

Amostras de fezes sabidamente positivas e
testadas novamente pela técnica de centrifugo-
flutuacdao em sulfato de zinco, em trés coletas
diferentes, apresentam maior positividade
(89,6%) se comparadas as demais técnicas
disponiveis para o diagndstico das infecgdes por
Giardia sp. (imunocromatografia, ELISA e PCR -
87,5%, 69,78% e 39,6%,

respectivamente) [60], justificando a escolha

representando

desta técnica para o diagndstico e realizagcao
deste estudo.

CONCLUSOES

No municipio de Botucatu, SP, a prevaléncia de
Giardia sp. em exames de centrifugo-flutuacao

em sulfato de zinco foi semelhante em cdes,
superior em gatos e inferior para ruminantes
guando
anteriores.

comparados a estudos nacionais

Este estudo destaca-se por avaliar a presenca da
Giardia sp. em diferentes espécies animais em
uma area considerada endémica para a doenca.
Este pode ser um ponto inicial para maiores
investigacbes de Giardia sp. associadas aos
diagndsticos moleculares para se determinar o
real envolvimento destes animais na
epidemiologia da doenca e seu potencial
zoondtico, devido ao contato muito préximo

com os seres humanos.
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Abstract

Giardia duodenalis € uma espécie complexa composta por oito assemblages;
sendo A e B geralmente infectando seres humanos e outros mamiferos e
assemblages C-H consideradas hospedeiro-especificos. O objetivo deste estudo
foi avaliar a prevaléncia de Giardia sp. em cédes e gatos, além da identificacédo
molecular a partir da analise dos genes gdh (glutamato desidrogenase), bg (B-
giardina) e tpi (triose-fosfato-isomerase). Foram avaliadas 1.176 amostras fecais
de cées e 663 amostras fecais de gatos pela técnica coproparasitolégica de
centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco. As amostras positivas foram
classificadas em infeccfes Unicas e mistas, correspondendo a 8,7% e 10,4% de
amostras caninas e felinas positivas para Giardia sp., respectivamente. Houve

maior prevaléncia em gatos ndo domiciliados. As associa¢cdes mais comuns
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foram entre Giardia sp., Cystoisospora spp. e/ou Ancylostoma spp.. 27,4%
(28/102) das amostras de cées e 56,5% (39/69) das amostras de gatos foram
positivas na técnica de PCR em pelo menos um dos primers. Foram geradas
pelo sequenciamento Sanger 26 sequéncias passiveis de andlise para os céaes,
caracterizadas em sua maioria em assemblage C e D, sendo seis sequéncias
caracterizadas em assemblage A, com subassemblages Al e All. Os resultados
de genotipagem nos gatos (35 sequéncias) caracterizaram a maior parte das
sequéncias como assemblage A (Al, All) seguida de F, C, B (Blll e BIV) e E.
Picos duplos em gdh determinaram infecgdes mistas em gatos com a associacao
de assemblages A+C. A presenca de assemblages A e B em animais, indica o
envolvimento destes animais e de seres humanos no ciclo de transmisséao da G.
duodenalis, destacando possiveis cenarios de transmissdo, porém sem
correlacdo com o ambiente onde estes animais vivem.

Keywords: Giardia duodenalis, multilocus genotyping, assemblage, cat, dog

Abbreviations:

BG: B-giardina

GDH: glutamato desidrogenase

IBTEC: Instituto de Biotecnologia da UNESP

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

PBS: Phosohate buffered saline

TPI: triose-fosfato-isomerase

UNESP: Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Highlights:
e Prevaléncia de Giardia sp. em caes de 8,7%
e Prevaléncia de Giardia sp. em gatos 10,4%, maior em gatos néo
domiciliados
e Prevaléncia de assemblage C e D em caes, seguidas do assemblage A
e Prevaléncia de assemblage A em gatos, seguida do assemblage F
e Auséncia de correlacdo entre assemblages zoondticos e animais

domiciliados
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1. Introducgéo

Com mais de 470 milhdes de cdes mantidos como animais de estimacéo
em todo o mundo, os cdes se destacaram como 0 primeiro animal na lista de
pets em 2018. No mesmo ano, havia cerca de 370 milhdes de gatos de
estimagdo no mundo. Embora o cdo seja, em todo o mundo, o animal de
estimagdo mais comum, os gatos predominaram na Unido Europeia e Asia
(Bedford, 2020).

No Brasil, também em 2018, foram contabilizados 54,2 milhGes de caes e
23,9 milhdes de gatos. A densidade populacional é fator determinante para a
populacdo pet, portanto mais de um quarto dos pets brasileiros estdo em Séo
Paulo, estado mais populoso do pais. Atualmente observa-se o relacionamento
mais proximo dos seres humanos com os animais e diante disso estes passaram
a fazer parte do cotidiano das pessoas; e consequentemente, ha uma relevancia
de destagque na transmissao de zoonoses, como por exemplo para as infecgdes
por Giardia sp. (Instituto Pet Brasil, 2019).

A prevaléncia de Giardia em animais varia de acordo com o método de
diagnostico, o nimero de amostras avaliadas por animal, idade, imunidade e
area geografica estudada (Ballweber et al. 2010; Ryan & Zahedi, 2019).

Giardia duodenalis € uma espécie complexa composta por oito
assemblages; sendo A e B geralmente infectando seres humanos e outros
mamiferos e assemblages C-H consideradas hospedeiro-especificos (Caccio et
al., 2018 e Ryan & Zahedi, 2019). Os assemblages A e B podem ser classificados
em subassemblages Al, All, Alll e Blll e BIV, a partir de avaliagbes de multiplos
locus. Os subassemblages Al e All infectam seres humanos e animais, sendo a
All mais detectada em humanos enquanto a Alll aparentemente predomina em
animais ungulados (Caccio et al., 2008; Lebbad et al., 2010; Ryan & Zahedi,
2019).

Ryan & Zahedi (2019) reuniram diversos artigos que reportaram uma alta
prevaléncia de assemblage A para os caes; entretanto os assemblages C e D
sd0 0s mais comuns. Para os gatos os assemblages A-F ja foram encontrados,
com predominio de F seguido por A (Ramirez-Ocampo et al., 2017).

Considerando a necessidade de um melhor entendimento sobre a
epidemiologia e importancia das infec¢des por G. duodenalis nos animais de

companhia, o presente estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia e



102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

59

avaliar a diversidade genética dos isolados de G. duodenalis presentes em
amostras fecais de cdes e gatos, avaliando o papel destes animais como
potenciais reservatorios de assemblages zoonéticas de G. duodenalis; além da
possivel correlacdo dos assemblages com o ambiente nos quais estes animais

vivem.

2. Materiais e métodos
2.1 Animais

Foram coletadas amostras de fezes de caes e gatos no periodo de janeiro de
2017 a dezembro de 2020 de acordo com o0s seguintes grupos: (1) 1.046
amostras de cées e 449 amostras de gatos recebidas de animais atendidos na
rotina do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Unesp, campus
Botucatu, SP; (2) 130 amostras de caes castrados em uma campanha de
castracdo realizada pela Prefeitura Municipal de Botucatu, SP, a partir da coleta
de fezes diretamente da ampola retal; e (3) 214 amostras de gatos coletadas no
ambiente em locais de alta densidade populacional. Cada bolo fecal foi
considerado uma amostra, composto por fezes aparentemente frescas, néo
ressecadas e sem sobreposicdo de bolos fecais. As amostras desta selecdo
foram coletadas em nove domicilios de proprietarios com grande namero de
animais e uma ONG local. Nestes locais foi realizado um trabalho de extenséo
sobre esclarecimento e conscientizacdo sobre giardiase. Todas as amostras
foram processadas no Laboratério de Enfermidades Parasitarias dos Animais.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de ética em experimentacdo animal (N°
0058/2017).

2.2 Andlises coproparasitologicas

Todas as amostras de fezes dos cdes e gatos foram avaliadas pela
técnica de centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco com densidade 1,023. A
avaliacdo microscépica (aumento de 100X e 400X) foi realizada apos
centrifugacédo a 1.200 rpm por 5 minutos, somados a 15 minutos de repouso
mantendo o contato da laminula com o menisco formado, e em seguida,

adicionado uma gota de lugol para a pesquisa de Giardia sp.
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As coinfeccdes foram descritas a partir da deteccdo de cistos e oocistos
de protozoarios e ovos de nematdédeos na técnica de centrifugo-flutuacéo com
sulfato de zinco utilizada para a deteccdo de Giardia sp.

Amostras positivas Giardia sp. foram concentrados a partir da filtragem e
centrifugagéo (1000 rpm/5 minutos) com solucdo PBS (phosohate buffered
saline) para melhor concentragdo dos cistos de Giardia sp., na tentativa de
reduzir a possibilidade de resultados falso-negativos pela técnica de PCR. Este
material concentrado foi congelado a -20°C para posterior extragcao do DNA.

2.3 Critérios de exclusao

N&o foram incluidas neste estudo amostras positivas para Giardia sp. que
apresentavam pequenas quantidades de cistos (média de 0 a 1 cistos/ campo
400X) visualizados ao exame centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco ou

refrigeradas por mais de 24 horas.

2.4 Extracado do DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit
(Qiagen®) de acordo com as recomendacdes do fabricante associadas a
algumas modificacdes estabelecidas pelo Instituto Superiore di Sanita (ISS,
Roma, Italia). Inicialmente foi adicionado 1ml de Inhibitex Buffer do kit a 200 mg
de fezes, para em seguida realizar trés ciclos de congelamento em nitrogénio
liguido e aquecimento em banho seco (95°C por 5 minutos). Nos passos
seguintes foram seguidas as recomendacdes do fabricante. Estes ciclos séo

utilizados para induzir a lise dos cistos de Giardia sp. e liberacédo do DNA.

2.5 Deteccéo e caracterizacado molecular dos isolados de Giardia sp.

A técnica de PCR foi realizada em todas as amostras de DNA extraidas
das fezes de cées e gatos a partir da avaliacdo dos genes gdh (glutamato
desidrogenase), bg (B-giardina) e tpi (triose-fosfato-isomerase), por semi-nested
PCR para gdh, e nested PCR para bg e tpi com amplificacdes esperadas em
432,511 e 530 pb (pares de bases), respectivamente. As reacdes de PCR foram
realizadas em termo ciclador Mastercycler gradiente (Eppendorf®), com
utilizacéo de amostras de DNA positivas e negativas como controles, que foram

incluidas em cada rodada de PCR.
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169 No que se refere a amplificacdo dos fragmentos correspondentes aos
170 genes em estudo, as amostras de DNA foram submetidas a reagdes de PCR,
171 segundo os protocolos apresentados a seguir no Quadro 1.

172

173 Quadro 1. Sequéncia dos primers e protocolos empregados para a amplificacdo de fragmentos
174  dos genes glutamato desidrogenase (gdh), B-giardina (bg) e triose fosfato isomerase (tpi)

175  empregados para a caracterizagdo molecular de Giardia duodenalis.

Reacdo Gene Primer Sequéncia Fra?inm;nto Protocolo
GDHeF =~ TCAACGTYAAYCGYGGYTTCCGT
snPCR gdh  GDHIR GTTRTCCTTGCACATCTCC 432 pb READ et al.
GDHIF CAGTACAACTCYGCTCTCGC (L)
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTG
G7 C
G759  AGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGA LALLE, et al.
nPCR bg C 511pb
GiarF (2005)
GAACGAACGAGATCGAGGTCCG
GiarR
CTCGACGAGCTTCGTGTT
AL3543 AAATIATGCCTGCTCGTCG
~ AL3546 CAAACCTTITCCGCAAACC SULAIMAN, et
nPCR tpi 532 pb | (2003
AL3544 CCCTTCATCGGIGGTAACTT 2
AL3545 GTGGCCACCACICCCGTGCC
176
177 Em todas as baterias de reacfes foram adicionadas amostras-controle,

178  positiva e negativa (tampéao de reacao (master kit) e 4gua ultrapura). O controle
179  positivo consistiu em uma amostra de DNA extraido de trofozoitos de cultura
180 axénica de Giardia sp.

181 A eletroforese dos produtos de amplificacdo foi realizada em gel de
182  agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (0,5 ug/ml) e a visualizagao feita em
183  transiluminador UV. O comprimento dos produtos amplificados foi estimado pela
184 inclusdo de um padrdo de pares de bases (100 pb) da Base-Pair Ladder
185  (Norgen®).

186

187
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2.6 Sequenciamento dos produtos da PCR pelo método Sanger

As amostras positivas para os primers descritos acima foram purificadas
com os seguintes kits: QIAquick PCR purification kit (Qiagen®), para bandas
fortes e MinElute PCR Purification Kit (Qiagen®) para bandas fracas de acordo
com a quantidade em nanogramas seguindo as especificagdes do fabricante.

Para a quantificagdo do DNA das amostras purificadas a concentragéo de
DNA do material foi estimada em gel de agarose a 1,5% com o marcador Low
Mass Ladder (Invitrogen®), necesséria para que se tenha a confirmacéao de pelo
menos 5ng/ul de DNA purificado para a determinacdo das sequéncias
nucleotidicas.

O sequenciamento Sanger Modelo ABI 3500 (Applied Biosystems) foi
realizado no IBTEC — Instituto de Biotecnologia da UNESP, Botucatu, SP para a
determinacdo dos assemblages nas amostras fecais positivas para Giardia
duodenalis pela PCR em pelo menos um dos marcadores utilizados (gdh, B-
giardina, tpi). Foram avaliados os 2 frames (forward e reverse) seguindo as
orientacdes do consenso para o sequenciamento Sanger do IBTEC.

Os cromatogramas gerados foram visualizados no software Chromas
version 2.6.6 (Technelysium.com.au) para analise da qualidade das sequéncias.
O consenso das sequéncias foi realizado pelo programa Emboss gui - European
Molecular Biology Open Software Suite (http://bips.u-strasbg.ffEMBOSS/) e a
analise das sequéncias geradas foi realizada no programa de alinhamento de
sequéncia de nucleotideos MERGER
(http://bioweb.pasteur.fr/seganal/alignment/intro-uk.html) e o algoritmo de
Higgins D, Thompson J, Gibson T, do programa CLUSTAL X versao 1.8
(THOMPSON et al. 1994).

As sequéncias nucleotidicas obtidas (assemblages e subassemblages)
foram comparadas com as sequéncias homélogas disponiveis no banco de
dados GenBank®, utilizando-se o programa BLASTn searches do National
Center for Biotechnology Information
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=Blast
Search&LINK_LOC=blasthome), a fim de confirmar a espécie e identificar os

grupos genéticos de cada isolado de G. duodenalis.
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2.7 Andlises estatisticas

A partir dos resultados positivos para Giardia sp. foram registrados os
demais dados sobre coinfec¢des, sexo e idade. A andlise dos dados dos exames
coproparasitolégicos foi qualitativa indicando a presenca ou auséncia de ovos de
nematddeos e/ou cistos e oocistos de protozoarios.

Também foram reunidos dados sobre prevaléncia nas técnicas
diagnésticas empregadas e assemblages isolados. O teste de qui-quadrado
(SigmasStat versédo 3.2) foi utilizado para investigacao da possivel correlagcédo de
assemblages zoondticos em caes e gatos e o ambiente onde estes animais
vivem e sobre a prevaléncia de casos de infec¢ao por Giardia sp. em gatos de
acordo com os grupos estudados (domiciliados e ndo domiciliados).

3. Resultados

Foram analisadas um total de 1.176 amostras fecais de cédes e 663
amostras fecais de gatos pela técnica coproparasitolégica de centrifugo-
flutuacdo em sulfato de zinco. As amostras positivas para Giardia sp. foram
classificadas em infec¢ges Unicas e mistas.

Do total das amostras caninas, 102 amostras (8,7%) foram positivas para
Giardia sp., sendo 45,1% das amostras positivas associadas a alguma
coinfeccdo. As coinfec¢cbes mais comuns foram relacionadas as associacoes
entre Giardia sp., Cystoisospora spp. e/ou Ancylostoma spp. (Tabela 1).

Na espécie felina, 69 amostras (10,4%) foram positivas para Giardia sp.,
sendo 18,8% das amostras positivas associadas a coinfecc¢des incluindo o

Ancylostoma spp., Cystoisospora spp. e/ ou Toxocara spp. (Tabela 1).
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Tabela 1. NUmeros de casos de Giardia sp. e coinfecgdes em cées e gatos avaliados pela técnica
coproparasitolégica de centrifugo-flutuagao em sulfato de zinco.

Enteroparasitas Cées Gatos
Giardia sp. 56 56
Giardia sp. + Ancylostoma spp. 10

Giardia sp. + Cystoisospora spp. 15

Giardia sp. + Toxocara spp. 4 -
Giardia sp. + Dipylidium caninum 1 -
Giardia sp. + Trichuris spp. 1 -
Giardia sp. + Ancylostoma spp. + Trichuris spp. 5 -
Giardia sp. + Ancylostoma spp. + Cystoisospora 4 4
spp.

Giardia sp. + Ancylostoma spp. + Toxocara spp. 3 1
Giardia sp. + Cystoisospora spp. + Toxocara spp. 2 -
Giardia sp. + Ancylostoma spp. + Cystoisospora 1 -
spp. + Toxocara spp.

Total 102 69

O grupo de gatos positivos (69 animais) para Giardia sp. foi composto por
21 amostras de gatos domiciliados (30,4%) e os outros 69,5% (48 amostras) foi
formado por amostras de animais de ambientes com alta densidade populacional
(ndo domiciliados). Para o gatos foi possivel determinar a prevaléncia de Giardia
sp. de acordo com o ambiente onde os animais vivem. Houve uma menor
prevaléncia (21/449; 4,7%) com diferenca estatistica (p< 0,001) de animais
domiciliados positivos para Giardia sp. quando comparado com animais oriundos
de locais com alta densidade populacional (48/214; 22,4%).

Para as variaveis idade e sexo, nas duas espécies, os resultados para os
animais positivos estéo resumidos na Tabela 2 e Figura 1, respectivamente. Em
relacdo a idade foram determinados 3 grupos, sendo grupo 1: de 0 a 6 meses;
grupo 2: de 7 a 11 meses e grupo 3: acima de 12 meses. Um quarto grupo incluiu

0S casos nos quais ndo havia esta informacéo.
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Tabela 2. Distribuicdo do nimero de casos positivos para Giardia sp. pela técnica de centrifugo-
flutuagdo em sulfato de zinco de acordo com idade para cada espécie.

Idade Cées Gatos
0 a 6 meses 33 (32,3%) 10 (14,5%)
7 a1l meses 15 (14,7%) 1(1,5%)
Acima de 12 meses | 40 (39,3%) 27 (39,1%)
Sem informagé&o 14 (13,7%) 31 (44,9%)
Total 102 (100%) 69 (100%)
Cdes Gatos 13

0,
18 (18,8%)

(17,7%)

45
(44,1%)

14
(20,3%)

42

39 (60,9%)

(38,2%)

B Macho OFémea M Sem info B Macho OFémea M Sem info

Figura 1. Distribuicdo do nimero de casos positivos para Giardia sp. pela técnica de centrifugo-

flutuag&o com sulfato de zinco de acordo com sexo para cada espécie.

Para os cées a prevaléncia de Giardia sp. em relacéo a idade dos grupos
1 e 2 foi semelhante, bem como o acometimento de machos e fémeas. Para os
felinos em uma alta porcentagem de casos nao foi possivel determinar a idade
e sexo dos animais, pois 32,3% das amostras (214/663) corresponderam a
coleta em locais com alta densidade populacional.

Em relacéo as técnicas moleculares todas as 102 amostras de fezes de
caes e as 69 de gatos foram submetidas a extracdo do DNA e a técnica de PCR
para amplificacdo dos genes (gdh, B-giardina e tpi). A Tabela 3 apresenta os
resultados relativos a amplificacéo pela PCR dos isolados de Giardia duodenalis
de cées e gatos de acordo com cada marcador, a partir de 28 amostras caninas
(28/102; 27,4%) e 39 felinas (39/69; 56,5%). Algumas amostras amplificaram

para dois ou trés genes.
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Tabela 3. Nimero de amplificagdes positivas pela técnica de PCR de acordo com o gene e a

espécie.
Gene Cées Gatos
gdh 11 22
- giardina 17 18
tpi 6 18
Total 34 58

No entanto, dentre as amostras amplificadas pela técnica de PCR foram
geradas 26 sequéncias nucleotidicas legiveis e passiveis de analise de cédes e
35 sequéncias de gatos, resultando na determinacdo dos assemblages e
subassemblages de acordo com a similaridade apresentada ao se comparar com
as sequéncias referéncias homoélogas para o mesmo loci disponiveis no
GenBank®.

As andlises das sequéncias demostraram que em céaes, 12 dos isolados
foram identificados como assemblage C, oito como assemblage D e seis como
assemblage A. Dentre os isolados classificados como assemblage A foi possivel
identificar os subassemblages Al e All (loci gdh). A maioria dos isolados dos caes
foi caracterizada a partir da andlise de sequéncias uUnicas. No entanto, seis
isolados foram caracterizados por dois genes, sendo trés pelos genes gdh e —
giardina e outros trés por gdh e tpi.

E importante ressaltar que uma amostra revelou discordancia entre os loci
gdh e tpi demostrando, na mesma amostra, a presenca de isolados identificados
como assemblages D e C, respectivamente, confirmados pela presenca de picos
duplos no cromatograma de gdh.

A comparacéo das sequéncias identificadas como assemblage C revelou
identidade variando de 98,31% a 99,84% com base na comparacdo com as
sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank®.

Para o assemblage D, as sequéncias nucleotidicas apresentaram
identidade variando de 98,61% a 99,8%. Ja os isolados identificados como

assemblage A apresentaram identidade variando de 97,29% a 99,24%.
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As sequéncias dos gatos estdo definidas na Tabela 4. Houve um
predominio do assemblage A (All e All), seguido dos assemblages F, C, B e E.
10 isolados foram caracterizados a partir da analise de sequéncias geradas para
dois genes (nove para os genes gdh e B-giardina e um para os genes para gdh
e tpi) e apenas uma amostra foi caracterizada pelos trés genes. Para este
hospedeiro oito amostras foram caracterizadas como infeccdo mista com
assemblages C e A detectada pela discordancia entre os genes gdh e B-giardina.
Os picos duplos foram observados no cromatograma do gene gdh.

Tabela 4. Distribuicdo dos assemblages de acordo com os primers gdh, B-giardina e tpi para os

gatos.
Assemblage gdh B-giardina tpi Total
Assemblage Al 2 4 1 7
Assemblage All 4 1 1 6
Assemblage BllI 1 - 1 2
Assemblage BIV 1 - - 1
Assemblage C 8 - - 8
Assemblage F 7 3 - 10
Assemblage E - - 1 1

A comparacao das sequéncias identificadas como assemblage A e B
revelou identidade variando de 83,47% a 100% e de 98,99% a 99,8%,
respectivamente com base na comparacdo com as sequencias homoélogas de
referéncia disponiveis no GenBank®.

Para o assemblage C, as sequéncias nucleotidicas apresentaram
identidade variando de 98,58% a 99,52%. Ja os isolados identificados como
assemblage F apresentaram identidade variando de 97,11% e 100% e a
identidade do assemblage E foi de 80,04%.

Considerando a correlagdo do ambiente onde estes animais vivem com
0os assemblages isolados, cada espécie foi dividida em 2 grupos: animais
domiciliados e animais ndo domiciliados (locais com alta densidade populacional
de animais). O grupo ndo domiciliado foi formado por animais provenientes de

canis, ONGs e proprietarios que possuem um grande namero de animais em
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pequenos espacos. Foi analisada a possibilidade de correlagdo entre o
ambiente, assemblages potencialmente zoonéticos (A e B) e assemblages de
hospedeiros ndo humanos encontradas neste estudo (C, D, F e E). Nao houve
correlacdo ja que o valor de p para cada espécie foi maior que 0,05 (p=0,393
para os cdes e p=0,877 para os gatos). Portanto a presenca de assemblages A
e B ndo pode ser relacionada ao ambiente domiciliado, ou seja a relagéo proxima
entre seres humanos e animais nao influencia a presenca de assemblages

zoonoticos.

4. Discusséao

Ha uma grande variacdo na prevaléncia de Giardia sp. em caes e gatos
entre os diversos estudos, influenciada pelas localizacbes geograficas, bem
como pela diversidade e densidade populacional, condi¢des sanitarias e de
higiene; ainda que as comparacdes sejam realizadas entre estudos com a
mesma metodologia para o diagnostico deste protozoario (Moraes et al., 2019;
Lecova et al., 2020; Tangtrongup et al., 2020).

As prevaléncias para Giardia sp. no presente estudo foram de 8,7% e
10,4% para os cdes e gatos, respectivamente, considerando a técnica
diagnostica de centrifugo-flutuacéo em sulfato de zinco.

Relatos mundiais descrevem prevaléncias semelhantes a este estudo,
entre 9% e 11,2% (Hascall et al., 2016; Puebla et al., 2017; Pan et.al, 2018). Na
Espanha ha relatos de prevaléncia entre 6% a 38%, sendo as mais altas
relacionadas a locais com alta densidade populacional de caes (Adell-Aledon et
al., 2018).

Valores similares para os cdes também ja foram descritos anteriormente
em diversas regides do Brasil, baseados em avaliagcdes microscopicas, ficando
entre 8,4% a 11% (Genari et al., 1999; Mundim et al., 2003; Beck et al., 2005;
Huber et al., 2005; Labruna et al., 2006; Funada et al., 2007; Meireles et al.,
2008; Silva et al., 2008; Torrico et al., 2008; Prates et. al, 2009; Ferreira et al.,
2013; Coelho et al., 2017). Na regido de Botucatu, SP, estudos anteriores
relataram prevaléncias maiores e similares ao presente estudo para as duas
espécies (Torrico et al., 2008; Paz e Silva et al., 2012; Moraes et al. 2019).

Para os gatos ja foram relatadas variagdes entre 3,5% e 24,8% para a

prevaléncia de Giardia sp. (Lorenzini et al, 2007; Coelho et., 2017; Moraes et al.,
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2019). Pan et. al (2018) encontraram uma prevaléncia de 5,8% para Giardia sp.
em gatos da cidade de Guangdong, China. Bouzi et al. (2015), Zheng et al.
(2015) e Trevisan et al. (2020) relataram prevaléncias de 12%, 9,8% e 6,8%,
respectivamente. Este estudo também corrobora com resultados descritos por
diversos autores nacionais (Serra et al., 2003; Funada et al., 2007; Torrico et al.,
2008; Pivoto et al., 2013).

A maior prevaléncia de Giardia sp. em gatos de locais com maiores
densidades populacionais encontrada neste estudo corrobora com estudos
anteriores (Joffe et al., 2011; Suzuki et al., 2011; Xu et al., 2016). Variagdes na
prevaléncia também podem ser influenciadas pelo método de eliminacao
intermitente de Giardia sp., caso o0s delineamentos experimentais sejam
definidos a partir de avaliagdes Unicas das amostras de fezes dos hospedeiros.

Assim como no presente estudo, as coinfec¢cdes frequentemente
relatadas foram as associacdes de Giardia sp., Ancylostoma spp. e/ou
Cystoisospora spp., as mais comumente descritas para as duas espécies
(Lorenzini et al., 2007; Gennari et al., 2016; Ferreira et al., 2013).

Os resultados foram semelhantes em relacéo as variaveis sexo e idade.
Estudos mais recentes ndo consideraram estas duas variaveis fatores
determinantes para a infeccao por Giardia sp. (Huber et al., 2005; Xu et al., 2016;
Kostopoulou et al., 2017; Trevisan et al., 2020).

Em relacdo ao niamero de amostras positivas para Giardia sp. quando
comparadas as técnicas empregadas (centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco
e PCR), a técnica de PCR apresentou uma pequena porcentagem de amostras
positivas. Esta condicdo pode estar relacionada a presenca de inibidores em
amostras fecais, além da quantidade e qualidade do DNA de G. duodenalis,
levando a resultados falso-negativos durante a amplificacdo do DNA (Hascall et
al., 2016; Trevisan et al., 2020; Hernandez et al., 2021). Algumas caracteristicas
fisicas das amostras como a presenca de contaminantes (ex. sujeira, pelos,
grama, matéria organica do solo e areia), frequentemente encontrados em
amostras fecais de cées e gatos, podem afetar de forma adversa as andlises
moleculares (Uchoa et al., 2018), apesar da adicdo do processo de filtragem e
concentracdo das amostras fecais com solucdo PBS realizadas no presente

estudo.
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De acordo com Hawash (2014), uma vez que uma amostra fecal é um
material muito complexo, pode ocorrer a degradacédo do DNA e prejudicar a
atividade da polimerase, dificultando a recuperacdo de material genético dos
cistos. Além disso, esses contaminantes podem diluir o DNA alvo no meio de
acidos nucleicos de microrganismos fecais e do préprio animal hospedeiro,
tornando a extracao de DNA bastante dificil (Wilke & Robertson, 2009; Adamska
et al., 2010; Uchoa et al., 2018). Esses contaminantes também podem interferir
impedindo a liberagdo de DNA dos cistos e, portanto, reduzindo a eficiéncia do
processo de purificacdo durante o procedimento de extracdo (Nantavisai et al.,
2007; Babaei et al., 2011; Uchoa et al., 2018).

Os resultados dos testes de genotipagem dos isolados G. duodenalis
neste estudo estdo de acordo com a maioria dos estudos anteriores,
demostrando que os assemblages C/D representam os assemblages mais
comuns no cédo (Hascall et al., 2016; Qi et al., 2016; Xu et al., 2016; Kostopoulou
etal., 2017; Zhang et al., 2017; Li et al., 2019; Hernandez et al., 2021; Lecova et
al., 2020).

Xu et al. (2016) detectaram o assemblage A apenas em caes domiciliados,
frequéncia explicitada também por Covacin et al. em 2011 e por Ryan & Zahedi
em 2019. Entretanto para Gill et al. (2017) houve um predominio dos
assemblages All e BIV em amostras de cades de abrigo. Diferentemente do
presente estudo que foram sequenciados assemblages A tanto em cdaes
domiciliados quanto ndo domiciliados, sem evidéncias de associacao.

Diferentemente de Paz e Silva et al. (2012) no presente estudo foram
sequenciados assemblages A em amostras de cdes do municipio de Botucatu,
SP. Subassemblages Al e All sdo reportadas em cédes, sendo a primeira
comumente detectada e com potencial zoondtico (Souza et al., 2007; Caccio et
al., 2013). No presente estudo houve uma similaridade no nimero de sequéncias
obtidas de subassemblages Al e All.

Os resultados dos gatos apresentaram a maior parte dos isolados
pertencentes ao assemblage A corroborando com Zheng et al. (2015), seguidos
pela caracterizacdo dos assemblages F, C e B, respectivamente. Para gatos 0s
assemblages A-F ja foram sequenciados, sendo 0 assemblage B pouco relatado
nesta espécie. Contudo ha um consenso para o predominio do assemblage F

seguido por A, sendo este ultimo relatado em 1/3 dos estudos, demonstrando a
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importancia epidemiolégica dos animais de estimagdo na manutengdo dos cistos
no meio ambiente (Xu et al., 2016; Ito et al., 2017; Ramirez-Ocampo al., 2017
lijima et al., 2018; Li et al., 2019; Lecova et al., 2020; Fantinatti et al., 2020).

No presente estudo houve uma quantidade semelhante de caracterizacao
dos subassemblage Al e All também para os gatos. Zheng et al. (2015) e Saleh
et al. (2019) caracterizaram apenas subassemblages Al, sendo que no estudo
de 2019 os animais pertenciam a locais com alta densidade populacional de
gatos, diferentemente do presente estudo que para esta espécie, assim como
para os caes ndo houve evidéncia de associacdo entre os assemblages
zoonodticos com o ambiente domiciliado. Esta questdo € frequentemente
abordada devido a relagdo muito proxima dos animais com os seres humanos,
no entanto a auséncia de correlacédo pode sugerir a influéncia de outros fatores
como higiene e condi¢es sanitarias para esta condicao.

Em circunstancias ocasionais, os assemblages hospedeiros-especificos
podem ser encontrados em outras espécies Como ocorreram no presente estudo
com a caracterizacdo de assemblages C e E em gatos (Feng & Xiao, 2011). Xu
et al. (2016) e Ito et al. (2017) também evidenciaram em gatos assemblages C e
D, além de A, também avaliando os genes gdh, B-giardina e tpi. Sprong et al.
(2009) e Ramizes-Ocampo et al. (2017) evidenciaram assemblage E em gatos,
com prevaléncia discreta, 0 mesmo evidenciado pela primeira vez no Brasil no
presente estudo. A presenca de assemblages hospedeiro-especificos em outras
espécies evidencia a transmissdo cruzada entre os hospedeiros (Ramirez-
Ocampo et al., 2017).

Picos duplos em mesmo sitio (polimorfismo de base Unica) podem indicar
uma infeccdo mista, sendo que, para Covacin et al. (2011), 83% delas ocorrem
em [-giardina com assemblage A. Diversos picos duplos por outros
assemblages ja foram descritos (Lebbad et al., 2010; Feng & Xiao, 2011; Zheng
et al, 2015; Ito et al., 2017; Ramirez-Ocampo et al., 2017; lijima et al., 2018), no
entanto as associagdes entre A+C observadas em gatos do presente estudo séo
pouco prevalentes (0,2%) de acordo com Ramirez-Ocampo et al. (2017).

A ocorréncia de infeccdes mistas tem uma importante implicacéo
epidemiologica, pois individuos podem se contaminar com diferentes
assemblages presentes no ambiente (Sprong et al., 2009). Ha a probabilidade

de dois ciclos de transmissao para os caes, sendo uma delas a transmisséo de
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genotipos especificos entre os caes favorecida pelo intenso contato em locais
com alta densidade populacional e a outra pela transmissao do assemblage A
entre caes e humanos (Feng & Xiao, 2011).

Fantinatti et al. (2020) argumentaram duas possibilidades para os
guestionamentos quando ha a identificacdo de sequéncias ndo hospedeiro-
especifico nos hospedeiros em questdo: (1) a circulagdo destes assemblages
sempre tenha ocorrido e a escassez de estudos néo tenha permitido previamente
sua identificacao; (2) o contato interespécie muito préximo e frequente aumento
da presséo sobre tais infec¢des, selecionando individuos capazes de infectar
novos hospedeiros.

Devido as divergéncias entre os alvos dos genes utlizados no
sequenciamento, cada vez mais estudos multilocus genotyping trazem mais
robustez para o entendimento da dinamica de transmissdo da G. duodenalis,
principalmente utilizando a combinacéo dos loci gdh, B-giardina e tpi (Sprong et
al., 2009; Fantinatti et al., 2020). Mesmo quando estudos multilocus genotyping
sdo realizados ha frequentemente um falta de concordancia entre os genes
devido a infec¢Bes mistas ou heterogenicidade na sequéncia do alelo (Caccio et
al., 2008, Ryan & Caccio, 2013; Ryan & Zahedi, 2019).

5. Concluséo

As prevaléncias de Giardia sp. em cades e gatos foram de 8,7% e 10,4%,
respectivamente, sendo maior em gatos ndo domiciliados. A proximidade da
relacdo dos pets com os seres humanos é um importante fator para fundamentar
as pesquisas sobre transmissao da Giardia duodenalis interespécie, a partir da
determinacao dos assemblages.

A deteccao dos assemblages zoonoticos A e B no presente estudo € um
passo importante para sugerir um potencial zoonaético e indicar a participacao
dos cées, gatos e dos seres humanos no ciclo de transmisséo da G. duodenalis,
aumentando a possibilidade de um problema de saude publica envolvendo a
giardiase.

A presenca de genotipos anteriormente ndo detectados na regido valida
estudos em diferentes ocasibes e populacbes, ja que o ciclo da Giardia é
dindmico, destacando possiveis novos cenarios de transmisséo e enfatizado que

ainda ndo é possivel extrapolar estudos de uma regido para a outra sobre as
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prevaléncias dos assemblages, principalmente no que tange os assemblages A
e B.

A auséncia de correlacdo entre o grau de interagdo entre os animais e
seres humanos e a infeccdo por G. duodenalis de assemblages zoondticos
demonstrou que outros fatores como higiene e condi¢cfes sanitarias podem ter

um peso maior sobre esta condigao.
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DISCUSSAO GERAL

Ha uma grande variacdo na prevaléncia de Giardia sp. em caes e gatos
entre os diversos estudos, influenciada pelas diversas localizagbes geograficas
onde os mesmos foram realizados, bem como pela diversidade e densidade
populacional estudadas, condi¢cbes sanitarias e de higiene; ainda que as
comparacdes sejam realizadas entre estudos com a mesma metodologia para o
diagnostico deste protozoario (MORAES et. al, 2019; LECOVA et. al, 2020;
TANGTRONGUP et. al, 2020).

Especificamente na regido de Botucatu, SP, estudos anteriores relataram
prevaléncias tanto maiores quanto semelhantes ao presente estudo para as
duas espécies (TORRICO et al., 2008; PAZ E SILVA et al., 2012; MORAES et
al. 2019), sendo que neste estudo para os gatos domiciliados houve uma
prevaléncia menor de Giardia sp. (4,7% - 21/449) quando comparados aos gatos
oriundos de locais com alta densidade populacional (22,4% - 48/214),
corroborando com Serra et al. (2003), Joffe et al. (2011) e Xu et al. (2016).

As coinfeccdes também sado frequentemente relatas, sendo as
associacles de Giardia sp., Ancylostoma spp. e Cystoisospora spp. as mais
comuns (LORENZINI et al.,, 2007; GENNARI et al., 2016; FERREIRA et al.,
2013), também descritas neste estudo para as duas espécies.

Em trabalhos mais recentes, assim como no presente estudo, as variaveis
sexo e idade nao foram consideradas fatores determinantes para giardiase (XU
et al., 2016; KOSTOPOULOU et al., 2017; TREVISAN et al., 2020).

Devido as divergéncias entre os alvos dos genes utlizados no
sequenciamento, cada vez mais estudos multilocus genotyping trazem mais
robustez para o entendimento da dinamica de transmissdo da Giardia
duodenalis, principalmente utilizando a combinacé&o dos loci gdh, B-giardina e tpi,
embasando nosso delineamento (SPRONG et al., 2009; FANTINATTI et al.,
2020).

Os resultados dos testes de genotipagem dos isolados G. duodenalis
neste estudo estdo de acordo com a maioria dos estudos anteriores,
demostrando que os assemblages C/D representam o0s assemblages mais
comuns no cdo (HASCAL et al.,, 2016; QI et al.,, 2016; XU et al.,, 2016;
KOSTOPOULOU et al., 2017; ZHANG et al., 2017; LI et al., 2019; HERNANDEZ
etal., 2021; LECOVA et al., 2020).
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Os resultados dos gatos apresentaram a maior parte dos isolados
pertencentes ao assemblage A, seguido do assemblage hospedeiro-especifico
F e posteriormente dos assemblages C e B, sendo esta Ultima pouco relatado
nesta especie (XU et al., 2016). Até a presente data a maioria dos estudos
apontaram para o predominio do assemblage F, em seguida pelo assemblage
A, aparecendo em 1/3 dos estudos ja relatados (XU et al., 2016; ITO et al., 2017,
RAMIREZ-OCAMPO et al., 2017; IIJIMA et al., 2018; LI et al., 2019; LECOVA et
al., 2020).

Apesar desta presencga de assemblages A e B em animais, a maioria dos
estudos ndo sustentam a afirmacao de transmissdo da G. duodenalis dos pets
para humanos, pois em sua maioria nao foi possivel uma avaliacdo longitudinal
dos casos por dias consecutivos (SOUZA et al, 2007; BALLWEBER et al., 2010;
BOWMAN & LUCIO-FOSTER et al., 2010; INPANKAEW et al., 2014; RYAN &
ZAHEDI, 2019).

N&o foi estabelecida uma correlacdo entre o grau de interacdo entre os
caes, gatos e seres humanos e a presenca de assemblages zoonaticos (A e B).
Desta forma os assemblages A e B estdo presentes independentemente do

ambientes onde estes animais vivem.
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CONCLUSOES GERAIS

No municipio de Botucatu, SP, a prevaléncia de Giardia sp. em exames
de centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco variou nos periodos avaliados nos
dois estudos tanto para cées e gatos, correspondendo a 8,7% e 18,9% para os
cées e a 10,4% e 24,8% para 0s gatos, respectivamente ao segundo e primeiro
estudo. Ha uma diferenca estatistica entre as prevaléncias de Giardia sp. em
gatos domiciliados e ndo domiciliados. Para ruminantes a prevaléncia relatada
foi inferior quando comparada a estudos nacionais anteriores.

Estudos de prevaléncia em diferentes espécies merecem destaque, pois
diferentes ambientes e condi¢des sanitarias onde os animais vivem e as regides
ou pais em questédo fornecem dados Unicos sobre a presenca da Giardia sp. Este
pode ser um ponto inicial para maiores investigacoes de Giardia sp. a partir de
diagnosticos moleculares para se determinar o real envolvimento destes animais
na epidemiologia da doenga e seu potencial zoondético.

A proximidade da relacédo dos pets e dos animais de producdo com os
seres humanos é um importante fator para fundamentar as pesquisas sobre
transmissao da Giardia interespécie, a partir da determinacé&o dos assemblages,
principalmente aqueles com potencial zoondtico.

Estas informacbes estabelecem os genotipos circulantes na regido,
validando ainda mais os estudos em diferentes ocasifes e populacgdes, ja que o
ciclo da Giardia é dinamico, destacando possiveis novos cenarios de
transmisséao.

A presenca de subassemblages zoondticos (A e B) neste estudo em caes
e gatos a partir da avaliacdo multilocus genotyping indica o envolvimento destes
animais e de seres humanos no ciclo de transmissdo da Giardia duodenalis.
Entretanto ndo houve correlacéo entre a relacdo estreita destes animais e seres
humanos e a presenca de assemblages zoonoticos. Outros fatores como higiene

e condi¢cdes sanitarias podem ter um peso maior sobre esta condicao.
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APENDICE I: Caracterizacdo genética e identidade dos isolados de Giardia

duodenalis obtidos em amostras de caes da regido de Botucatu, SP.

Sequéncias Sequéncias . Sequeéncias
Amostra | gdh Genbank bg Genbank tpi Genbank
(identidade) (identidade) (identidade)
o i i Al KF963547.1 i ]
(97,56%)
29 i ] 5 KY979501.1 i ]
(98,61%)
13 i ] Al MT542766.1 i ]
(99,03%)
18 i i Al MK610392.1 i ]
(99,22%)
. i i Al MT542767.1 i ]
(97,29%)
. i ] Al MT542766.1 i ]
(99,15%)
28 i ] Al MT542766.1 ]
(99,24%)
o c DQ417370.1 c LC437433.1 i ]
(99,77%) (99,80%)
12 i ] 5 LC437456.1 i ]
(99,80%)
1 c MF285568.1 c LC437428.1 i ]
(99,26%) (99,80%)
144 c MF990015.1 c HMO061150.1 i ]
(99,76%) (99,80%)
30 c MF769400.1 - - C | Lc437540.1(99,84%)
(99,29%)
29 5 EF507629.1 ] i i ]
(98,83%)
52 D 1X448631.1 - - C | Lc437553.1(99,42%)
(99,75%)
o1 5 MF990018.1 i i i i
(99,76%)
o8 5 AB218606.1 i i i ]
(98,84%)
106 c DQ417370.1 - - C | Av228641.1(98,31%)
(99,30%)
117 5 DQ417372.1 i i i i
(99,76%)
118 5 MF990018.1 i i i ]

(99,28%)




35

‘ c

96

KU156662.1 (99,40%)

Observagao: Amostras em negrito indicam infecgfes mistas.

APENDICE II: Caracterizacdo genética e identidade dos isolados de Giardia

duodenalis obtidos em amostras de gatos da regidao de Botucatu, SP.

Amostra| gdh S(esquéncias bg Sequéncias tpi S(e_‘a(llrjwir;\fwlss
enbank Genbank ) )
(identidade) (identidade) (identidade)

119 BIV MT292449.1 BIII MK909127.1 BIII | MT427508.1 (98,99%)
(99,51%) (99,80%)

132 All MK561351.1 ) ) - )
(98,05%)

142 F KJ194112.1 ] . . ]
(99,26%)

159 F AB569374.1 ] . . -
(98,96%)

161 F KJ194112.1 ] ] . ]
(99,02%)

164 F KY753404.1 F KM977658.1 . ]
(99,73%) (100%)

166 F KX960127.1 ] ] . ]
(98,39%)

167 Al KU565025.1 ] ] Al MF671916.1 (97,39%)
(97,11%)

173 F KJ194112.1 F LC341557.1 . ]
(99,54%) (100%)

174 Al MN996377.1 ] ] . ]
(96,87%)

175 F KJ194112.1 - - _ i
(99,12%)

178 C DQ417370.1 All MT542766.1 - -
(99,52%) (99,45%)

179 C MF769400.1 Al MT542766.1 . ]
(98,58%) (100%)

180 C JX448635.1 - . . -
(99,51%)

181 C DQ417370.1 Al KF963547.1 . ]
(98,82%) (96,15%)

182 C MF990015.1 Al MT542767.1 . ]
(99,29%) (98,21%)
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186 DQ417370.1 Al KF963547.1 - -
(99,07%) (97,99%)

187 MF285568.1 Al KF963547.1 (98%) - )
(99,03%)

189 DQ417370.1 All MT542766.1 - }
(99,04%) (97,98%)

137 - F KM977659.1 - }

(100%)
188 - Al KF963547.1 - }
(98,72%)
134 - - - E JX845443.1 (80,04%)
150 - - - All MH673818.1
(83,47%)

Observacado: Amostras em negrito indicam infeccées mistas.
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