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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Giardia duodenalis EM COELHOS

RESUMO - A Giardia duodenalis € um protozoario que pode acometer uma grande
variedade de espécies animais e o humano, com distribuicAo mundial. Porém, esta
incluido pela Orgaganizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenca
negligenciada. Sua transmisséo é fecal-oral, ocorrendo principalmente pela ingestao
de agua e alimentos contaminados por cistos, sua forma infectante, altamente
resistente ao meio ambiente. Os coelhos estdo mais préximos dos humanos, como
animais de companhia, especialmente das criancas. Ja existem relatos sobre a
ocorréncia de G. duodenalis em coelhos em outros paises, porém ainda ndo foram
realizados estudos no Brasil. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a
ocorréncia e caracterizar molecularmente G. duodenalis que acometem coelhos
domiciliados, por meio da reacdo em cadeia pela polimerase, na regido noroeste do
estado de S&o Paulo. Amostras fecais de 100 coelhos foram coletadas, que
posteriormente passaram por processo de extracdo de DNA e amplificacdo por
nested-PCR, utilizando o gene SSU rRNA. Um questionario foi realizado para os
tutores, com as informacdes sobre género, idade, desverminacéao, diarreia, fonte de
adgua, alimentacdo, local de moradia e contato com outros animais. Dessas
amostras, 40 foram positivas para G. duodenalis. A fonte de &gua e a moradia
representaram um fator de risco para a positividade deste protozoério. Pela primeira
vez, nos relatamos a ocorréncia de G. duodenalis em coelhos pets no Brasil.

Palavras-chave: nPCR, lagomorfo, giadiose, gene SSU rRNA, protozoologia



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Giardia duodenalis IN RABBITS

ABSTRACT - Giardia duodenalis is a protozoan that can affect a wide variety of
animal and human species, with worldwide distribution. However, it is included by the
World Health Organization (WHO) as a neglected disease. Its transmission is fecal-
oral, occurring mainly through the ingestion of water and food contaminated by cysts,
its infective form, highly resistant to the environment. Rabbits are closer to humans
as companion animals, especially children. There are already reports on the
occurrence of G. duodenalis in rabbits in other countries, but studies have not yet
been carried out in Brazil. Thus, the objective of this work was to verify the
occurrence and molecularly characterize G. duodenalis that affect domiciled rabbits,
through the polymerase chain reaction, in the northwest region of the state of S&o
Paulo. Fecal samples from 100 rabbits were collected, which later underwent a
process of DNA extraction and amplification by nested-PCR, using the SSU rRNA
gene. A questionnaire was carried out for the tutors, with information on gender, age,
devermination, diarrhea, water source, food, place of residence and contact with
other animals. Of these samples, 40 were positive for G. duodenalis. The source of
water and housing represented a risk factor for the positivity of this protozoan. For
the first time, we report the occurrence of G. duodenalis in pet rabbits in Brazil.

Keywords: nPCR, lagomorph, giadiosis, SSU rRNA gene, protozoology
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1. INTRODUCAO

Giardia duodenalis, também conhecida como Giardia lamblia ou Giardia
intestinalis, € um protozodrio que pode infectar tanto seres humanos, como uma
extensa variedade de animais domésticos e selvagens (Yaoyu e Xiao, 2011; Li et al.,
2017). Apesar deste parasito apresentar distribuicdo mundial, ainda € categorizado
como uma doenca negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(Santana et al., 2014; Li et al., 2017; Moraes et al., 2019).

A giardiose é uma doenca de grande importancia para a Saude Publica,
levando a quadros de diarreia aguda ou cronica em humanos, principalmente
portadores de doencas imunossupressoras e criancas (Li et al., 2015; Paranjpe et
al., 2016; Pérez-Chacédn et al., 2017; Reda, 2017; Kasaei et al., 2018; Naguib et al.,
2018). As manifestacBes clinicas sdo variaveis, e vao desde portadores
assintomaticos, até a apresentacdo de sinais como diarreia aguda ou cronica,
desidratacdo, dor abdominal, nduseas, émese e perda de peso (Ryan e Caccio,
2013).

A transmissédo ocorre pela via fecal-oral, principalmente por meio de ingestéo
de 4gua e alimentos contaminados por cistos, que € o0 estagio infeccioso da Giardia
(Halliez e Buret, 2013; Santana et al., 2014; Ulloa-Stanojlovi¢ et al., 2016; Moraes et
al., 2019). Este por sua vez, é eliminado nas fezes do hospedeiro e possui uma alta
resisténcia a degradacédo ambiental (Li et al., 2017; Caccio et al., 2018).

G. duodenalis € classificada em oito grupos genéticos, ou assemblages, de A
a H, dos quais apenas A e B podem infectar seres humanos e outros mamiferos com
grande relevancia para Saude Publica (Ryan e Caccio, 2013; Lietal., 2017), Ce D
sdo especificos para canideos, E é detectado em ruminantes, F em felinos, G em
roedores e H em pinipedes (Coelho et al., 2017; Caccio et al., 2018). No entanto, ja
existem relatos descrevendo a ocorréncia do assemblage E em humanos no Egito
(Foronda et al., 2008; Abdel-Moein e Saeed, 2016), na Autralia (Zahedi et al., 2017)
e no Brasil (Fantinatti et al.,, 2016). Em coelhos foi detectado o assemblage B, e
menos comumente o A e o E (Pantchev et al., 2014; Qi et al., 2015; Zhang et al.,
2018; Akinkuotu et al., 2018; Jiang et al., 2018; Li et al., 2020).



Os coelhos estdo ganhando cada vez mais espagco como animais de
estimacdo, dessa forma, devido ao contato mais préximo com o0s humanos,
especialmente com criancas, torna-se importante a investigacdo de possiveis
infeccbes parasitarias zoonoéticas nesses animais (Pantchev et al., 2014).

Em estudos recentes foi demonstrada a prevaléncia de G. duodenalis em
coelhos domésticos, principalmente em regides da China, sendo de 1,9% a 11,2%
(Qi et al., 2015; Zhang et al., 2018; Jiang et al., 2018); na Alemanha e outras cidades
da Europa de 7,6% (Pantchev et al., 2014) e 72,3% no estado de Ogun, na Nigéria
(Akinkuotu et al., 2018). Até o presente momento, ndo foram realizados estudos
sobre a ocorréncia deste protozoario em coelhos no Brasil, tornando-se necessaria

esta investigacao para avaliar a ocorréncia de G. duodenalis nesses animais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia e grupos genéticos

Giardia € um protozodario binucleado flagelado, que esta atualmente incluida,
com base em dados genéticos, no filo Metamonada, subfilo Trichozoa, superclasse
Eopharyngia, classe Trepomonadea, subclasse Diplozoa, ordem Giardiida e familia
Giardiidae (Plutzer et al., 2010; Lagunas-Rangel et al., 2021).

Até o presente estudo, sdo reconhecidas sete espécies de Giardia spp.,
sendo elas Giardia agilis em anfibios (Sogayar, Gregoério, 1998), Giardia psittaci e
Giardia ardeae em aves (Erlandsen et al., 1990; Franssen et al., 2000; Abe et al.,
2012; Ichikawa et al., 2019), Giardia muris e Giardia microti em roedores (Mohebali
et al., 2017; Helmy et al., 2018), Giardia peramelis em marsupiais (Hillman et al.,
2016) e Giardia duodenalis em mamiferos (Li et al., 2017; Caccio et al., 2018). A
espécie G. duodenalis é responsavel pela infeccdo de seres humanos e animais
domeésticos, de criacao e silvestres, tendo assim uma grande importancia na Saude
Pulblica e veterinaria, pelo seu carater zoonotico (Li et al, 2017; Caccio et al, 2018;
Moraes et al, 2019).



G. duodenalis possui uma variedade genética, sendo classificada até o
presente momento em oito grupos genéticos, ou assemblages, de A a H. Destes, 0s
assemblages A e B sdo encontrados em humanos e outros mamiferos, C e D séo
especificos para cdes e outros canideos, E é encontrado em ruminantes, F em
gatos, G em roedores e H em pinipedes (Coelho et al, 2017; Caccio et al, 2018).
Assim, apenas as assemblages A e B sdo consideradas zoondticas, pois podem
infectar humanos e animais (Coelho et al, 2017), embora alguns estudos
demonstram que as assemblages C (Strkolcova et al., 2015), E (Foronda et al.,
2008; Abdel-Moein and Saeed, 2016; Zahedi et al., 2017) e F (Gelanew et al., 2007)

também sdo capazes de infectar humanos, mas de ocorréncia rara.

2.2.Morfologia e ciclo biolégico

A Giardia possui duas formas morfologicas e metabdlicas distintas, o
trofozoito, que apresenta motilidade e que coloniza o intestino delgado do
hospedeiro; e o cisto, sua forma infectante, altamente resistente as condicfes
ambientais adversas (Midlej e Benchimol, 2009; Ogura e Sabogal-Paz, 2021).

Os trofozoitos de Giardia sdo encontrados no duodeno e porcdes iniciais do
jejuno do hospedeiro, medem de 12 a 20 ym de comprimento por 5 a 9 um de
largura, e morfologicamente possuem uma simetria bilateral, formato piriforme e
achatamento dorsoventral (Benchimol, 2011). Apresentam um complexo
citoesqueleto composto por microtubulos, composto por oito axonemas flagerales e
seus corpos basais, o disco ventral, o funis e o corpo mediano (Lagunas-Rangel et
al., 2021).

O cisto, que sera liberado com as fezes do hospedeiro, tem uma estrutura
oval e mede entre 8 a 14 ym de comprimento e 7 a 10 ym de largura (Midlej e
Benchimol, 2009; Benchimol, 2011). Suas estruturas internas estdo duplicadas em
relacdo ao trofozoito, sem flagelos externos visiveis e possui uma parede

extracelular que protege contra condicbes ambientais desfavoraveis (Midlej e
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Benchimol, 2009; Benchimol, 2011). Devido a essas caracteristicas, esse parasito
tem uma sobrevida prolongada no meio ambiente, sendo altamente resistentes a
desinfetantes comuns, além de ndo serem inativados com o tratamento de agua
convencional, como a cloracdo (Nolan et al., 2013; Ligda et al.,, 2020). Outra
caracteristica importante € que sua dose infectante € baixa (10 a 100 cistos em
humanos) (Fakhri et al., 2021; Ogura e Sabogal-Paz, 2021).

A transmissao de Giardia spp. pode ser direta, pelo contato com as fezes dos
hospedeiros contendo os cistos, ou indireta, por meio da ingestdo de agua ou
alimento contaminados com sua forma infectante (Cotton et al., 2011, Ligda et al.,
2020). Quando os cistos entram no trato digestivo ocorre o0 processo de
excistamento, estimulado pelo meio acido no estbmago e a presenca de bile e
tripsina no duodeno, onde eles modificam-se para a forma de trofozoitos moveis
(Barash et al., 2017; Lagunas-Rangel e Bermudez-Cruz, 2019). No intestino
delgado, um ambiente rico em nutrientes e com baixo teor de oxigénio, os trofozoitos
multiplicam-se por fissao binaria, e ficam aderidos as vilosidades intestinais por meio
do seu disco ventral para evitar a eliminacdo peristaltica (Allain et al., 2017,
Lagunas-Rangel et al., 2021). A medida que os trofozoitos progridem para o trato
intestinal inferior, encontram condi¢des inadequadas, como diminui¢cdo do colesterol,
e aumento do pH, das concentracdes de bile e &cido latico, induzindo ao processo
de encistamento, onde se diferenciam em cistos, que serdo excretados nas fezes
(Midlej e Benchimol, 2009; Lagunas-Rangel et al., 2021).

2.3.Patogénese e sinais clinicos

Os trofozoitos de G. duodenalis, ap0s sofrerem 0 processo de excistamento,
colonizam as porgbes do intestino delgado, e ficam aderidos a superficie das
células, ndo invadindo a barreira epitelial, e utilizam os nutrientes luminais (Allain et
al., 2017; Certad et al., 2017). Dentre as principais alteracdes que esse protozoario

pode provocar, podem ser observados um encurtamento difuso das microvilosidades
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da borda em escova, atrofia de vilosidades e hiperplasia de cripta e ruptura de
microvilosidades, reduzindo a area de superficie da mucosa disponivel para
absorcéo de agua e nutrientes pelo hospedeiro (Allain et al., 2017).

As manifestacdes clinicas da giardiose podem variar de infeccbes agudas a
cronicas, e alguns hospedeiros podem permanecer assintométicos (Cotton et al.,
2011). Alguns fatores podem influenciar na apresentacdo da doenca, como a
variabilidade entre as cepas deste protozoario, o estado nutricional do hospedeiro, a
composicdo da microbiota intestinal, a coinfeccdo com outros enteropatdégenos, as
respostas imunoldgicas da mucosa e a modulagdo imunoldgica (Certad et al., 2017).

Os sinais clinicos que podem ser observados séo diarreia, ndusea, perda de
peso, desidratacdo, distensédo e dor abdominal; e caso nao tratada adequadamente,
a infeccdo pode tornar-se crbnica e assintomatica (Cotton et al., 2011; Ryan e
Caccio, 2013; Fakhri et al., 2021). A infeccao crénica esta associada a ma absorcao,
gue causa consequéncias como retardo de crescimento, perda de peso, deficiéncia
de ferro, anemia e, ocasionalmente, prejuizo cognitivo em criancas (Fakhri et al.,
2021).

2.4.Métodos de diagnéstico

A microscopia € o método mais utilizado para deteccdo de cistos ou
trofozoitos de Giardia em amostras fecais (Heyworth, 2014). Os métodos que podem
ser utilizados para a deteccdo direta dos parasitos sao a técnica de centrifugo-
flutuacdo com sulfato de zinco (Faust et al., 1938), método de flutuacdo em solucao
de Sheather (Sheather, 1923), e mais recentemente o “Three Fecal Test” (TF-Test)
(Carvalho et al., 2016). Para uma melhor identificagcdo e diferenciagdo da forma
evolutiva, as estratégias de coloracdo podem ser adicionadas, como iodo, Giemsa e
tricromico (Koehler et al., 2014).

A deteccdo da G. duodenalis também pode realizada por meio de métodos

imunoldgicos, os quais identificardo a presenca de anticorpos e antigenos. Nesse
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método de diagndstico, as técnicas que podem ser utilizadas sdo o teste
imunoenzimético (ELISA), reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFA), Western blot,
testes de deteccdo rapida de antigeno (RDTs) e kits comerciais de imunoensaio
(Hooshyar et al.,, 2019). No entanto, o imunodiagnéstico ainda tem um papel
complementar para a microscopia de fezes no diagnéstico da giardiose (Hooshyar et
al., 2019).

A introducéo de técnicas moleculares, em especial a técnica de Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR), revolucionou o estudo epidemiolégico da giardiose.
Essa ferramenta fornece maior sensibilidade e especificidade em relagcdo ao
diagnostico pela microscopia, além de permitir a identificagdo de amostras com a
presenca de Giardia no nivel de espécie, assemblage e genoétipo (Geurden et al.,
2010; Ryan e Caccio, 2013). Diversos marcadores genéticos, ou primers, podem ser
utilizados para a realizacdo da PCR, como a subunidade menor do gene do RNA
ribossomal (SSU rRNA), o glutamato desidrogenase (gdh), beta-giardina (bg) e o
triose-fosfato isomerase (tpi). O gene SSU rRNA apresenta uma alta sensibilidade e
é frequentemente utilizado para a deteccdo de G. duodenalis em diferentes
amostras, como fezes e agua, porém tem a limitagdo de ndo determinar o seu

assemblage (Ryan e Caccio, 2013).

2.5.Epidemiologia

G. duodenalis € um dos parasitos intestinais mais comuns em humanos,
causando quadros de diarreia em aproximadamente 200 milhdes de pessoas
anualmente, segundo estimativa global (Ryan e Caccio, 2013; Fakhri et al., 2021). A
taxa de prevaléncia desse protozoario em humanos varia de 20 a 30% nos paises
em desenvolvimento e de 2 a 7% nos desenvolvidos, onde a presenca do mesmo
tem relacdo com a falta de saneamento ou tratamento inadequado da agua potavel
(Shukla et al., 2013). No Brasil, ha relatos com prevaléncia de 12,4% a 50%,

dependendo da regido e da faixa etaria pesquisada, predominando nas criangas
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entre zero e seis anos de idade (Santana et al.,, 2014). Devido a sua ampla
distribuicdo, principalmente em paises em desenvolvimento, geralmente associada
as condicdes socioecondmicas precarias, a OMS incluiu a giardiose na lista de
doencas negligenciadas desde 2004 (Certad et al., 2017).

A fonte de agua desempenha um papel importante na ocorréncia dessa
doenca, jA que esses parasitos resistem aos processos de tratamento padrao
(Certad et al., 2017). Ha relatos de surtos de giardiose associados a agua potavel
contaminada com suas formas infectantes em todo o mundo (Nakada et al., 2020). O
risco de transmissdo € maior em &reas rurais, que utilizam &gua ndo tratada de
cOrregos, pocos, reservatérios e nascentes (Fakhri et al.,, 2021). Os servicos de
saneamento basico e tratamento adequado da agua ainda representam um
problema de Saude Publica em todo o mundo, principalmente em paises em
desenvolvimento, em especial em cidades com alta densidade populacional (Sato et
al., 2013). No Brasil, 0 monitoramento da presenca de cistos de G. duodenalis nas
fontes de abastecimento hidrico ainda é escasso, devido a dificuldade operacional e
o alto custo das técnicas de analise (Ogura e Sabogal-Paz, 2021).

Outro fator importante no papel da transmissao da G. duodenalis é o contato
com animais domésticos infectados, por alguns assemblages apresentarem um
carater zoonotico (Fakhri et al.,, 2021 Essa preocupacdo torna-se maior entre as
criancas, por ainda estarem desenvolvendo os habitos de higiene, como limpeza das
maos antes das refeicfes, e 0 ato de e tocar mais a boca, por isso apresentam uma

maior prevaléncia em comparacao aos adultos (Fakhri et al., 2021).

2.5.1. Giardiose em coelhos

Y

No Brasil, os dados referentes a populacdo de coelhos como pet sao
escassos. De acordo com a Associacao Brasileira da Industria de Produtos para
Animais de Estimacao (Abinpet), existem 2,4 milhées de pet na categoria de “outros

animais”, que engloba desde pequenos mamiferos, como coelhos, pequenos
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roedores, além de répteis e anfibios. E possivel observar um aumento de 4% dessa
categoria de pets nos lares brasileiros, em comparacdo com 2018 (Abinpet).
Também houve um crescimento significativo da cunicultura pet, ramo que produz
coelhos para comercializacdo destes como animais de companhia, o que reforca a
mudanca de cultura dos brasileiros em relacdo a escolha de pets ndo convencionais
(Valentim et al., 2018).

O coelho apresenta algumas caracteristicas vantajosas como animal de
companhia, como nao fazer barulho, ser educado e gracioso, ndo necessitar de
grandes espacos, e ter um baixo custo para manutencado quando comparado a caes
e gatos (Ferreira e Machado, 2007; Valentim et al., 2018).

Estes pequenos mamiferos estdo ficando mais populares como um animal de
companhia, e assim, tendo um contato mais préximo com oS humanos,
especialmente as criangas. Por isso torna-se importante a investigacdo de possiveis
infeccbes parasitarias zoonoticas, como é o caso da G. duodenalis (Pantchev et al.,
2014). A maioria dos estudos ocorreram na China, e por meio da técnica molecular
de nested PCR (nPCR) observaram uma prevaléncia de 1,9% a 11,2% (Zhang et al.,
2012; Qi et al., 2015; Jiang et al., 2018; Zhang et al., 2018; Li et al., 2020; Tang et
al., 2021). Na Alemanha e outras cidades da Europa, detectaram a prevaléncia de
7,6%, pela técnica imunolégica de ELISA nas amostras fecais dos coelhos
(Pantchev et al., 2014). E uma maior prevaléncia foi relatada no estado de Ogun, na
Nigéria, tendo uma positividade de 72,3% pela técnica de nPCR (Akinkuotu et al.,
2018).

O grupo genético de G. duodenalis caracterizado nos coelhos &,
predominantemente, o assemblage B, que € um gendtipo zoonético (Zhang et al.,
2012; Qi et al., 2015; Akinkuotu et al., 2018; Jiang et al., 2018; Zhang et al., 2018; Li
et al., 2020; Tang et al., 2021). Porém, também j& foi detectada a presenca de outros
grupos genéticos nestes animais, como o0 assemblage A, que também possui carater
zoondtico, e o assemblage E (Qi et al., 2015; Li et al., 2020; Tang et al., 2021).

Até o presente momento, ndo foram realizados estudos demonstrando a
prevaléncia da G. duodenalis em coelhos no Brasil, um protozoario que apresenta

grande importancia tanto na Saude Publica como na medicina veterinaria.
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3. OBJETIVOS

3.1.0Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi verificar a ocorréncia e caracterizar
molecularmente G. duodenalis em coelhos criados como pets na regido noroeste do

estado de Sao Paulo.

3.2. Objetivos especificos

A. Caracterizar molecularmente G. duodenalis em amostras fecais de coelhos
pets;

B. Associar a ocorréncia da infeccdo por G. duodenalis com as variaveis:
género, faixa etéria, desverminacao, presenca de diarreia, tipo de fonte de &gua,

alimentacdo, ambiente, limpeza e contato com outros animais.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, UNESP,
protocolo n° 015460/19, estando de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).



4.2.Local e populacédo do estudo
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Durante o ano de 2020 foram colhidas amostras fecais de coelhos

(Oryctolagus cuniculus domesticus), sem raca definida, provenientes de trés

municipios localizados na regido noroeste do estado de S&o Paulo: Aracatuba (86),

Sédo José do Rio Preto (10) e Birigui (4), totalizando 100 amostras. As variaveis

analisadas estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos das variaveis de fatores de risco da infec¢ao por G. duodenalis em

coelhos.
Cidade
Variavel Categoria Aracatuba Birigui S.J.Rio Preto Total
Idade Filhote (<1 ano) 27 0 0 27
Adulto (=1 ano) 59 4 10 73
Género Macho 40 2 10 52
Fémea 31 2 0 33
Indeterminado 15 0 0 15
Desverminados Sim 0 0 3 3
Nao 79 3 6 88
N&o soube 7 1 1 9
Com diarreia Sim 14 4 3 21
N&o 72 0 7 79
Fonte de 4gua Poco 5 0 1 6
N&o tratada/nao filtrada 72 3 5 80
Filtrada/mineral 9 1 4 14
Ambiente Casas 27 4 8 39
Apartamentos 7 0 2 9
Pet shops 25 0 0 25
Escolas* 16 0 0 16
Sitios/fazendas 11 0 0 11
Local Piso e cimento 11 2 8 21
Com érea de terra ou areia 41 2 2 45
Gaiola 34 0 0 34
Limpeza Diariamente 31 3 6 40
5x/semana 9 0 0 9
3x/semana 17 0 2 19
2x/semana 0 0 2 2



17

Semanalmente 4 0 0 4

Quinzenalmente 0 1 0 1

Mensalmente 1 0 0 1

Quando necessario 8 0 0 8

N&o faz limpeza 16 0 0 16

Contato com outros sim 72 > 5 79
animais

N&o 14 2 5 21

* Escolas de educacdo infantil, ensino fundamental I, ensino fundamental Il e ensino médio

4.3.Colheita e processamento das amostras fecais

O conteudo fecal foi colhido individualmente, diretamente do ambiente, com
auxilio de espatulas descartaveis de madeira, e transferidos para um pote coletor
universal, sem conservantes, devidamente identificado e mantido em uma caixa com
gelo para o transporte até o laboratério. Aproximadamente 200 mg de fezes foram
congeladas em microtubos a -20°C até a extracdo do DNA.

As informacdes sobre sexo, idade, vermifugacao, diarreia, fonte de agua,
alimentacao, local de moradia e contato com outros animais foram obtidas por meio

de questionario preenchido pelos tutores responsaveis dos coelhos.

4.4.Extracdo de DNA e amplificacdo por PCR

Para a extracdo do DNA gendmico dos cistos de G. duodenalis foi utilizado o
kit comercial GenElute™ Stool DNA Isolation Kit® (Sigma-Aldrich, EUA), conforme o
protocolo descrito pelo fabricante.

Para a caracterizacdo molecular da G. duodenalis foi realizada a reacéo de
NPCR, utilizando o gene SSU rRNA, (Appelbee et al., 2003; Hopkins et al., 1997),
gerando um fragmento de 292 bp. Para cada amostra as seguintes condi¢cdes foram
adotadas: 12,5 pyL de JumpStart Taqg ReadyMix® (Sigma-Aldrich); 0,5 uL de cada
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oligonucleotideo iniciador; 1,25 yL de DMSO; 2,5 pL e 1 yL de DNA nas reagbes
primria e secundéria, respectivamente; e a quantidade de &gua ultrapura
necessaria para completar o volume final de 25 pL de solugdo. DNA de G.
duodenalis foi incluido como controle positivo e agua ultrapura foi incluida como
controle negativo. Os oligonucleotideos iniciadores (primers) usados estao
resumidos na Tabela 2.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para amplificacdo do
gene SSU rRNA de G. duodenalis em coelhos.

Gene Primer (5’-3’) Tamanho Referéncia
(bp)
SSUIRNA  AAGTGTGGTGCAGACGGACTC (F1%) 292 (APPELBEE et al., 2003)
CTGCTGCCGTCCTTGGATGT (R1%)
CATCCGGTCGATCCTGCC (F2*) (HOPKINS et al., 1997)

AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG (R2%)

*F1 = Forward primer da primeira reacao
*R1 = Reverse primer da primeira reacao
*F2 = Forward primer da segunda reacéo
*R2 = Reverse primer da segunda reacdo

Posteriormente, as amostras foram colocadas no termociclador Eppendorf®
Mastercycler Personal, programando as seguintes condi¢cfes: desnaturacao inicial
do DNA a 94°C por dois minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo por 30
segundos a 94° C, anelamento por 30 segundos a 58°C e extenséo por 30 segundos
a 72°C; com uma extenséo final a 72°C, por 10 minutos. Na reacdo secundaria a
temperatura de anelamento foi de 57°C.

Os produtos da reacéo secundaria foram visualizados por eletroforese, em gel
de agarose a 1,5%, adicionado coloracdo de GelRed® (Biotium, Fremont, EUA), e

observados sob luz ultravioleta.



19

4.5.Purificagao de DNA e sequenciamento

Como nao houve amplificacdo inespecifica foi realizada a purificacdo das
reacoes secundarias utilizando-se o GenElute™ Gel Extraction Kit® (Sigma-Aldrich,
EUA). Em seguida, foi avaliada a quantificacdo do DNA e a qualidade das amostras
pela técnica de espectrofotometria, por meio do aparelho Spectrophotometer ND-
1000 (NanoDrop®). O sequenciamento somente foi realizado nas amostras que
apresentaram boa concentracdo e qualidade de DNA. Os produtos foram
sequenciados no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica (CREBIO) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal, por meio
de eletroforese capilar no aparelho ABI 3730 xI DNA Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, California, CA). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas
por meio do Web Blast com as sequéncias de referéncia de G. intestinalis obtidas do

GenBank (http: //www.ncbi.nlm.nih. gov).

4.6.Anélise estatistica

A andlise dos dados consistiu de estatistica descritiva, para verificar
associacdo entre a ocorréncia de G. duodenalis com cada uma das variaveis
estudadas. As variaveis sexo, idade, vermifugacao, diarreia e contato com outros
animais foram analisados pelo Teste Exato de Fisher; e as associacdes com fonte
de agua, alimentacéo e local de moradia foram avaliadas por meio do Teste de Qui-
guadrado. Para analisar a ocorréncia de correlacbes positivas, foi realizado a
correlacdo ndo paramétrica de Spearman. O intervalo de confianca foi determinado
a 95%, e os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p

<0,05. Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism 8.0.2.
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5. RESULTADOS

De um total de 100 amostras fecais, 40 foram positivas para G. duodenalis
pela nPCR (Figura 1). Dentre as mesmas, 36 eram da cidade de Aracatuba e quatro
de S&o José do Rio Preto. Os resultados referentes a andlise da estatistica

descritiva entre a ocorréncia de G. duodenalis em coelhos e as variaveis analisadas

podem ser observados na Tabela 3.
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Figura 1. Visualizagdo dos produtos amplificados em gel agarose 1,5% corado com
GelRed® e visualizado sob luz ultravioleta, de cada uma das amostras, e 0o
controle positivo (CP) e controle negativo (CN) apés a realizacdo do nPCR.

Tabela 3. Estatistica descritiva sobre a ocorréncia de G. duodenalis em coelhos e as

variaveis analisadas.
Resultado nPCR para gene SSU
rRNA de G. duodenalis

Variavel Categoria Positivo Negativo Total
Idade Filhote (<1 ano) 12 15 27
Adulto (=1 ano) 28 45 73
Género Macho 20 32 52
Fémea 13 20 33
Indeterminado 7 8 15
Dervermidados Sim 1 2 3
Nao 38 50 88
N&o soube 1 8 9
Com diarreia Sim 9 12 21
Nao 31 48 79
Fonte de 4gua* Poco 5 1 6
N&o tratada/nao filtrada 28 52 80
Filtrada/mineral 7 7 14
Ambiente** Casa 12 27 39
Apartamento 5 4 9
Pet shop 10 15 25
Escola 4 12 16
Sitio/fazenda 9 2 11
Local Piso e cimento 9 12 21
Com érea de terra ou areia 16 29 45

Gaiola 15 19 34
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Limpeza Diariamente 12 28 40

5x/semana 5 4 9

3x/semana 7 12 19

2x/semana 0 2 2

Semanalmente 3 1 4

Quinzenalmente 0 1 1

Mensalmente 0 1 1

Quando necessario 6 2 8

N&o faz limpeza 7 9 16

Contato com outros Sim 30 49 79

animais

N&o 10 11 21
*p <0.05
**pn<0.01

A ocorréncia dos coelhos positivos para G. duodenalis apresentou uma
significAncia estatistica em relacdo a origem da agua fornecida e ao ambiente em
gue estavam mantidos estes animais, como demonstrado na Tabela 3. NOs
observamos uma maior ocorréncia parasitaria em coelhos que ingeriam agua de
poco, nédo filtrada e/ ou ndo mineral. No que concerne ao ambiente, em ordem
decrescente, a ocorréncia foi maior em coelhos de casas, pet shops, sitios/fazendas,
apartamentos e escolas.

Um total de 40 amostras fecais foram positivas para G. duodenalis por meio
da nPCR, sendo 37,25% (19/51) machos e 37,5% (12/32) fémeas, 38,36% (28/73)
adultos, e 44,4% (12/27) filhotes. No entanto, pela andlise estatistica, ndo foi
observada associacéo entre a ocorréncia deste protozoario e o sexo e/ou faixa etaria
destes coelhos.

Quando questionado ao tutor sobre a vermifugagao, apenas trés confirmaram,
porém nédo sabiam o nome do farmaco e a posologia. Dentre esses coelhos, 43,18%
(38/88) dos que nédo foram desverminados apresentaram positividade para G.
duodenalis; dos que foram desverminados, 33,33% (1/3) foi positivo, e dos que 0s
tutores ndo souberam responder 11,11% (1/9). Nao houve diferenca estatistica entre
a ocorréncia e a desverminacao dos coelhos neste estudo.

Os coelhos deste estudo, que apresentavam a infeccdo por G. duodenalis,

nao tiveram correlacdo com quadro de diarreia, sendo que dos positivos apenas
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nove apresentavam essa alteragdo. Quanto ao aspecto das fezes dos coelhos que
estavam parasitados, cinco apresentavam fezes amolecidas com coloragédo normal,
em um a diarreia era de coloracdo marrom escura e trés deles apresentavam
diarreia pouco frequente e de coloracédo enegrecida.

A relacdo entre o tipo de alimentacdo e o contato com outros animais e a
ocorréncia de coelhos com G. duodenalis também ndo mostrou uma diferenca
estatistica. Dos 40 coelhos positivos, 30 tinham contato com outros animais.

Para as amostras positivas, observamos uma correlacdo entre a as variaveis
fonte de 4gua e a limpeza, e local e ambiente; assim, esses fatores, se combinados,

aumentam o risco de infeccdo para G. duodenalis (Figura 2).

Correlagdao de Amostras Positivas

FONTE AGUA AMBIENTE LOCAL LIMPEZA

LIMPEZA
0.8
LOCAL 06
0.4
AMBIENTE
0.2
FONTE AGUA
0

Figura 2. Grafico de correlacdo entre as variaveis: fonte de agua, ambiente, local e

limpeza de coelhos positivos para G. duodenalis.

Duas das amostras positivas apresentaram uma boa concentragdo e
qualidade de DNA. As sequéncias geradas das amostras apresentaram,
respectivamente, 99% e 98% de similaridade com sequéncias de G. intestinalis com
sequéncias obtidas no GenBank (KX384156.1 e LC437354.1).
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6. DISCUSSAO

Noés investigamos pela primeira vez, por técnicas moleculares, a ocorréncia
de G. duodenalis em coelhos pets, no Brasil. Um total de 40 amostras fecais foram
positivas para este parasito. A ocorréncia foi maior em animais que ingeriam agua
de poco, nao filtrada e/ou ndo mineral e em coelhos mantidos em ambientes com
acesso a terra. N6s observamos que a correlacdo entre a fonte de agua e a limpeza,
e 0 ambiente em que esses animais sdo mantidos contribuem positivamente para
um maior risco de infeccao para G. duodenalis.

A fonte de 4gua desempenha um papel importante na transmissdo desta
doenca. No caso, 0s cistos, consistem em sua forma infectante resistente aos
processos de tratamento padrao (Cotton et al., 2011; Certad et al., 2017; Ligda et al.,
2020). O monitoramento da presenca de G. duodenalis nas fontes de abastecimento
hidrico no Brasil ainda é escasso, devido ao seu elevado custo e dificuldade
operacional, levando a uma subnotificacdo da contaminag¢do por este protozoario
(Ogura e Sabogal-Paz, 2021). A taxa de infeccdo é maior em areas rurais, que
utilizam agua de cérregos, pocos, reservatorios e nascentes, que ndo sao tratadas
adequadamente (Fakhri et al., 2021). Esse fator de risco ficou evidenciado neste
estudo, com uma maior ocorréncia em coelhos que receberam agua de poco, nao
filtrada ou ndo mineral. No estudo realizado no estado de Ogun, na Nigéria, a fonte
de agua potavel para os animais era um poco (Akinkuotu et al., 2018), o que
possivelmente também deve ter influenciado a alta prevaléncia de giardiose nos
coelhos (72,3%).

A positividade para G. duodenalis foi maior em coelhos criados locais com
acesso a areas de terra ou areia. J4 foi constatado anteriormente que, coelhos
criados ao ar livre tiveram uma ocorréncia maior, quando comparados aos que foram
criados em ambientes fechados, por terem maiores chances de entrar em contato
com algum ambiente contaminado pelos cistos (Jiang et al., 2018; Li et al., 2020).
Também observamos uma elevada positividade em coelhos de pet shop, um
ambiente que apresenta uma aglomeracdo de animais, acondicionados em gaiolas

coletivas, e na maioria jovens. Assim, os coelhos positivos podem ter adquirido a
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doenca desde sua origem, ja que estes serdo acolhidos como animais de estimacéao,
0 que pode explicar estes resultados elevados de positividade para G. duodenalis
em nosso estudo.

A maioria dos tutores dos coelhos deste estudo néo efetuou a desverminacéao,
o0 que também pode ter influenciado a alta prevaléncia de G. duodenalis. No caso,
entre os anti-helminticos, os benzimidazo6is podem ser usados na terapéutica contra
0 protozoario Giardia spp. (Fiechter et al.,, 2012; Moron-Soto et al., 2017).
Importante ressaltar que, associado ao tratamento medicamentoso, € necessaria a
limpeza e desinfeccdo do meio ambiente, assim como a lavagem do animal
infectado, 0 que propicia a remogao dos cistos e previne uma posterior reinfeccao
(Fiechter et al., 2012).

Os coelhos com giardiose nesta pesquisa eram assintomaticos, em sua
maioria. Apenas nove animais apresentaram um quadro de diarreia, variando desde
uma coloragdo normal com uma consisténcia mais pastosa, até fezes escurecidas e
de ocorréncia intermitente. Em estudos anteriores, os coelhos positivos para G.
duodenalis também ndo apresentaram sinais clinicos evidentes (Qi et al., 2015;
Akinkuotu et al., 2018; Zhang et al., 2018). A sintomatologia pode variar em cada
individuo, com cursos de infec¢des agudas a cronicas, e alguns hospedeiros podem
permanecer assintomaticos (Cotton et al., 2011). Essa variabilidade pode ser
influenciada por fatores como a diferenca entre as cepas deste protozoario, o estado
nutricional do hospedeiro, a composicdo da microbiota intestinal, a coinfeccdo com
outros enteropatégenos, as respostas imunoldgicas da mucosa e a modulacao
imunoldgica (Certad et al., 2017).

A idade jovem também é um fator de risco associado a infeccdo por G.
duodenalis (Bouzid et al., 2015). Em cédes e gatos, a ocorréncia desta doenca é
maior em filhotes com menos de 6 meses (Mohamed et al., 2013; Bouzid et al.,
2015; Salant et al., 2020). Isso ocorre devido ao seu sistema imunolégico ainda
imaturo, incapaz de montar uma resposta eficiente para a eliminacao deste parasito
(Kuzi et al., 2020). Porém em coelhos essa caracteristica ainda ndo ficou bem
evidenciada. Em um estudo realizado na regido central da China, a prevaléncia de
G. duodenalis foi maior em coelhos com idade entre 90-200 dias (Qi et al., 2015).

Em contraste, coelhos com menos de 6 meses tiveram uma prevaléncia ligeiramente
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menor na China Oriental (Li et al., 2020). Num estudo mais recente, a positividade
para este parasito foi maior em coelhos com menos de 30 dias, e menor em coelhos
com mais de 200 dias (Tang et al., 2021). Entretanto, esse fator ndo foi confirmado
em nosso estudo, tendo uma maior positividade em coelhos acima de um ano de
idade.

Em nosso estudo, quatro coelhos que ficam alojados em escolas foram
positivos para G. duodenalis, e as criangcas tem um contato direto com estes, o0 que
representa um fator preocupante. Em criancas a incidéncia de giardiose € maior em
comparacao com os adultos (Sato et al., 2013; Santana et al., 2014; Fakhri et al.,
2021). Um fator que pode ocasionar a maior ocorréncia deste parasito em criangas é
o habito delas nédo lavarem as maos antes de comer, e levar a mdo a boca com
frequéncia (Fakhri et al., 2021).

As maiorias dos coelhos positivos deste estudo tinham um contato com outros
animais, podendo servir como fonte de infec¢gdo, contaminando o ambiente com os
cistos, mesmo assintomaticos. A giardiose, além de um problema na Saude Publica,
também tem um impacto na saude animal (Ryan e Caccio, 2013).

Em estudos realizados na Europa, em coelhos criados como pets, a
prevaléncia para G. duodenalis foi de 7,6%, detectado por meio da técnica de ELISA
(Pantchev et al.,, 2014). Desta forma, é impossivel tecer comparacdes entre a
ocorréncia evidenciada em nossa pesquisa e a relatada neste trabalho, pois as
técnicas utilizadas foram diferentes.

Em coelhos, por meio da detec¢cdo molecular de G. duodenalis, a ocorréncia
desta parasitose em animais com seis meses de idade, criados em fazendas e que
ingeriam agua de poco foi de 72,3%, no estado de Ogun, na Nigéria (Akinkuotu et
al., 2018). Esses fatores podem ter contribuido para essa elevada taxa de ocorréncia
nesse local. Por sua vez, na China, na provincia de Shandong, a prevaléncia foi de
11,2%, com maior positividade em coelhos criados ao ar livre (Li et al.,, 2020).
Também neste pais, foi notada prevaléncia de 3,54% em coelhos criados em gaiolas
comunitarias (Tang et al., 2021).

Como os animais deste estudo apresentavam um intimo contato com os seres
humanos, podem representar uma fonte de disseminagéo de formas infectantes no

ambiente, sendo um problema para a Saude Publica. A G. duodenalis possui uma
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variedade de grupos genéticos, foi caracterizado como 0 comumente presente em
coelhos o assemblage B, que apresenta um carater zoonaético (Zhang et al., 2012; Qi
et al., 2015; Akinkuotu et al., 2018; Jiang et al., 2018; Zhang et al., 2018; Li et al.,
2020; Tang et al., 2021).

7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que G.
duodenalis foi detectada pela primeira vez em coelhos pets no Brasil, e que
possivelmente a fonte de agua e o ambiente representam fatores de risco para a
disseminacgao desta protozoose.
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