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RESUMO

O objetivo desse trabalho primeiramente foi, comparar as técnicas
coproparasitolégicas, Sheater (1929) e Faust (1938), nas diferentes populacdes,
felina e canina, provenientes de ambientes com condi¢cdes sanitarias distintas,
analisando concomitantemente dados como sexo e faixa etaria. Os isolados
positivos, ou seja, aqueles animais que foram observados cistos de Giardia sp. no
material fecal, foram isolados, juntamente com 0s animais negativos as técnicas
anteriormente citadas, para serem submetidos a técnica molecular e responder ao
outro objetivo do trabalho, ou seja, comparar métodos diagndsticos,
coproparasitolégicos e moleculares.Tanto na populacdo canina quanto na felina,
numericamente a técnica de Faust mostrou-se mais eficiente, porém somente na
populacao felina a diferenca foi estatisticamente significativa. A faixa etaria mais
acometida pelo protozoéario nos caes foi a ,de 3 a 6 meses, e nos gatos foi na
maior de 6 meses. Quanto ao sexo, os machos da populacdo albergada e as
fémeas da populacdo canina domiciliada obtiveram valores numericamente
superiores. Na populacédo felina os machos que mais foram acometidos pela
infeccdo. Ao comparar técnica molecular com coproparasitolégica, na populacao
canina ndo houve diferenca estatistica, porém numericamente o valor do resultado
para técnica coproparasitologica foi superior a molecular. Na populacéo felina
observou-se resultado estatistico significativo entre as técnicas moleculares e
coproparasitolégica., sendo a molecular mais eficiente. O presente trabalho
direciona o Médico Veterinario na rotina clinica, tanto na escolha da melhor
técnica, diagndstica, quanto na situacao mais apropriada para adocdo de medidas
profilaticas, tendo em vista a relevancia do protozoario pesquisado.
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ABSTRACT

The objective of this work was first to compare the fecal diagnostics techiniques,
Sheater (1929) and Faust (1938), in different populations, feline and canine,
proceeding from environments with distinct sanitary conditions, analyzing
concomitantly gender and age. The positive isolated ones which were, animals that
had presented Giardia sp. cysts and also negative animals, which were submeted
to molecular technique were isolated to be submited to be molecular techquique
and to answer another question, that is, to compare molecular and fecal
diagnostics methods. The technique of Faust (1938) from the research has been
revealed more efficient, however only in the feline population it was statisticaly
significant. The age band more affected by the protozoan in dogs was between 3
and 6 months, but in cats it was greater than 6 months. According to gender, the
males of the lodged population and the females of the domiciliated canine
population got higher values. In the feline population the males were more affected
by the protozoan. When comparing molecular and fecal techniques, the canine
population did not have statistics differences, however the result value for fecal
diagnosis was more than molecular diagnosis. In the feline population it was
observed significant statistic result between molecular and fecal methods. The
present work give directions to the Veterinarian in the clinical routine, both in
choice of the best diagnostic method and in the most appropriate situation for
adopting prophylactic measures, considering the relevance of the researched
protozoan.
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1. Introducao

Giardia spp. € um protozoario cosmopolita causador de sindrome de ma
absor¢cdo em humanos e animais (ADAM, 2001). Dentre os animais domésticos, o
protozoario, pode acometer caes, gatos, ovinos, bovinos, caprinos e cavalos, entre
0s animais silvestres sao citados passaros, camundongos e varios outros mamiferos
selvagens (MELO; FILHO; LOPES, 2003 e THOMPSON; HOPKINS, HOMAN, 2000).

As caracteristicas morfologicas dos cistos e da forma livre, trofozoitos, do
género Giardia sdo bem definidas e tém sido aceitas por varios autores. O nome
genérico Giardia foi adotado e o nome giardiase é atribuido a doenga causada por
este tipo de parasito (MELONI et al., 1993).

Atualmente a classificacdo mais aceita para Giardia tem como base as
caracteristicas morfolégicas e as espécies descritas sao: G. agilis, parasito de anfibios,
G. muris, roedores, G. ardeae, parasito de passaros, G. intestinalis, esta ultima, também
denominada duodenalis ou G. lamblia (APELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005). Sabe-
se hoje que somente a G. duodenalis parasita o homem e diversas espécies de
mamiferos, o que indica o grande potencial zoonético deste protozoario (LALLO;
RODRIGUES; BONDAN, 2003). Com as técnicas de biologia molecular, e conseqiente
caracterizagdo dos exemplares do parasito, tem-se confirmado a heterogeneidade e
consequente melhor entendimento da taxonomia e potencial zoondético de G. duodenalis
(THOMPSON, HOPKINS, HOMAN citado por PAULINO, 2005 e VAN KEULEN, H. et.
al., 2002).

A importancia da giardiase em cdes € uma questao intrigante, pois a prevaléncia
da infeccdo nestes animais varia bastante dependendo da técnica de diagndstico
empregada, da regiao estudada e da susceptibilidade individual do hospedeiro. Mc
GLADE et al. (2003a) consideraram que a prevaléncia de Giardia em caes e gatos &
subestimada devido a baixa sensibilidade dos métodos convencionais de diagnostico,
das infecgdes subclinicas e da natureza intermitente da eliminacdo de cistos. Para
ROBERTSON e GJERDE (2000), apesar de Giardia ser comum em caes e gatos,
normalmente ndo esta associado a doenca clinica. Nos casos de giardiase clinica

nestes animais, geralmente, ha associagdo com a permanéncia em abrigos onde ha



superpopulagdo animal e pode ser um fator de estresse e exacerbar a infecgdo. Para
termos uma nocgao da variabilidade dos resultados de prevaléncia de Giardia, em um
estudo realizado na Australia, em criangas e caes, num periodo de quatro anos,
realizado no Hospital Service Aboriginal, observou-se que 32,1% das criangas estavam
parasitadas por Giardia, contra 17% dos caes (MELONI et al., 1993). Em outro estudo,
no mesmo pais, a porcentagem de caes parasitados pelo protozoario foi de 22,1%
(BUGG et al., 1999, citado por OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002). No Brasil em estudo
realizado no Parana, na cidade de Maringa, a prevaléncia de G. duodenalis, em 41 caes
foi de 41,3% (RIGOLON, 1999). No estado de S&o Paulo em 271 c&es examinados a
prevaléncia foi de 12,2% (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002).

Tendo em vista as diversas variaveis que podem influenciar a obtengdo de um
diagnostico preciso, como a técnica utilizada, a populagdo estudada, entre outras, a
questao fundamental é entendermos a base de todo este processo e auxiliar o modo de
acdo do médico veterinario em relacdo a parasitose causada por G. duodenalis. E
indispensavel conhecer qual € o melhor método para diagndstico para G. duodenalis
para que esta seja aplicada com maior rapidez e que se reduza o risco de contaminagao
ambiental e que os animais sejam tratados com maior brevidade possivel. Diante das
varias metodologias disponiveis atualmente qual delas apresentaria maior
sensibilidade? A técnica de Reacdo em cadeia da polimerase seria uma ferramenta
valiosa para o diagndstico? qual é a taxa de prevaléncia na populacdo de pequenos
animais de nossa localidade. Qual é faixa etaria e qual tipo de populagdo canina e
felina, albergada ou domiciliada, esta exposta a maior risco?

Para responder a essas questdes e melhorar a qualidade sanitaria dos animais
de companhia, inclusive tendo em vista o contato cada vez mais proximo dos seus
proprietarios, é que este trabalho tem por objetivos:

1) avaliar, qual das duas técnicas de exame coproparasitoléogico Sheater (1929)
e Faust (1939), é mais eficiente quanto a analise de fezes de caes e gatos.

2) avaliar se a técnica de PCR fornece indices de positividade maiores, por

detectar material genético de cistos e de trofozoitos do parasito;



3) determinar qual populagédo canina esta mais sujeita ao risco de infecgdo de
giardiase: animais albergados em canis ou domiciliados, bem como determinar qual
faixa etaria e género sexual em caes apresenta maior prevaléncia de G. duodenalis.

4) determinar qual populacgao felina esta mais propicia ao risco de infeccao de
giardiase: animais de gatil ou aqueles que vivem com seus proprietarios, e também
determinar as taxas de prevaléncias para o protozoario, encontradas conforme género

sexual e faixa etaria dos gatos analisados.

2. Revisao Bibliografica

2.1 MORFOLOGIA E CICLO DE VIDA DO PARASITO

Giardia duodenalis € um microorganismo eucariotico, flagelado, unicelular, que
possui dois nucleos distintos, membrana nuclear, citoesqueleto e outras organelas. G.
duodenalis é anaerdbica, portanto ndo possui mitocondrias ou outros componentes para
fosforilagao oxidativa (ADAM, 2001).

Este microorganismo apresenta duas formas no seu desenvolvimento,
trofozoito e cistos (BIRCHARD e SHERDING, 1998). O trofozoito tem formato piriforme,
mede aproximadamente 12 — 15 ym x 5 — 9 ym. O citoesqueleto € composto por um
corpo, 4 pares de flagelos e um disco ventral. O parasito possui dois nucleos sem
nucléolo. Vacuolos lisossomais, ribossomais e granulos glicogénicos sdao encontrados
no citoplasma. Complexo de Golgi pode ser visualizado em processo de encistamento
do trofozoito, mas ndo é confirmado quando em estado vegetativo, ou seja, em forma
de cisto (ADAM, 2001). O estagio infectante é o cisto, que mede de 8 a 12 uym de
comprimento por 7 a 10 ym de largura, possui quatro nucleos e é envolvido por uma
parede proteinacea fibrosa (LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003).

O ciclo de vida do parasito € direto e a fonte de infeccao normal é a ingestao de
alimentos ou agua contaminados com cistos. Os animais silvestres sao reservatoérios
potenciais (BIRCHARD e SHERDING 1998),. A sobrevivéncia dos cistos na agua
depende da temperatura, eles podem permanecer viaveis por até dois meses em agua

a 8 °C, e por apenas quatro horas em agua a 37 °C. A ingestdo da agua contaminada



com cistos € a maior causa de giardiase nos animais € no homem, o que caracteriza
como uma doenga de veiculagéo hidrica (LALLO; RODRIGUES; BONDAN 2003).
A figura 1 relaciona as diversas espécies do género Giardia, relacionadas

conforme os hospedeiros aonde foram encontradas e descritas.

FIGURA 1 — ESPECIES DO GENERO Giardia

Espécies Hospedeiro
G. duodenalis Maioria dos mamiferos
G. agilis Anfibios
G. muris Roedores
G. ardeae Passaros
G. microti Ratazanas e ratos almiscarados

Fonte — APPELBEE, THOMPSON, OLSON, 2005.

Apos a ingestdo de cistos ha o desencistamento dos trofozoitos. Esse
fendmeno é iniciado no estdmago pelo acido gastrico, que ativa os cistos, o processo &
completado no duodeno. O ambiente acido do estdbmago, um pH de 2,0 ou menos, e 0
pH praticamente neutro do duodeno sdo essenciais para este processo. O trofozoito
desencistado sofre divisdo celular e os trofozoitos descendentes migram para a
superficie das microvilosidades (SWANGO, KAREN e KONG, 1992). A fixagdo do
parasita no hospedeiro pode ocorrer de trés formas: por meio de uma forga de sucgao
gerada abaixo do disco ventral do trofozoito; pela contracdo de elementos protéicos do
disco ventral e do flagelo ventrolateral. Pela ligagdo entre proteinas do protozoario e
receptores das células epiteliais do hospedeiro (LALLO; RODRIGUES; BONDAN 2003).
A colonizagao pelos trofozoitos esta limitada ao duodeno distal e jejuno proximal. Uma
vez que estejam no ambiente do conteudo intestinal e na corrente fecal, as alteragées
ambientais fazem com que os trofozoitos encistem. Os cistos sdo expelidos nas fezes
apos um periodo pré-patente, que varia de 6 a 14 dias. Apos a ingestdo por um
hospedeiro apropriado, o ciclo se repete (SWANGO, KAREN e KONG, 1992).



FIGURA 2 TROFOZOITOS DE G. duodenalis — 2006
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Fonte: Laboratério Parasitologia UFPR
Coloragéao de MayGrunwald-Giemsa
Aumento de 400x

2. 2 HISTORICO

Inicialmente van Leeuwenhoek em 1681 por meio de exame microscopico
descreveu um microorganismo. Porém somente em 1859, este microorganismo foi
descrito detalhadamente por Lambl, que nomeou o parasito como Cercomonas
intestinalis. Kunstler, em 1882-1883, foi o primeiro a nomear o organismo de Giardia,
nesta época era utilizado somente o nome do género. Em 1888 foi sugerido o nome
Lamblia intestinalis, por Blanchard e somente em 1902, foi modificado para G.
duodenalis. Em 1915 foi proposto o nome de Giardia lamblia por Kofoid e Christiansen
(ADAM, 2001). A controvérsia sobre as espécies do parasito continuou gerando
discussbes, alguns pesquisadores sugeriram adotar a espécie hospedeira, outros
queriam adotar o critério morfolégico. Em 1952, Filice publicou a morfologia detalhada
de trés espécies de Giardia, baseado no formato do corpo mediano do parasito: G.
muris, G. duodenalis e G. agilis. Sendo que a primeira apresenta trofozoito pequeno e
arredondado e parasita roedores. G. duodenalis apresenta trofozoito piriforme e
parasita humanos e animais mamiferos. E a Ultima, parasita anfibios e apresenta
trofozoito alongado (ADAM, 2001).

A atual taxonomia, adotada pela Sociedade Brasileira de Protozoologia para G.
duodenalis é a seguinte:

Reino: Protista



Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Diplomonadida
Suborden: Diplomonadina
Familia: Hexamitidae
Género: Giardia

Especie: G. duodenalis
Fonte: LEVINE, (1980)

Por meio da biologia molecular chegou-se a dedugao que a maioria das
espécies de Giardia esta adaptada a determinado tipo de hospedeiro, porém,
G.duodenalis é excegao, pois infecta varias espécies de mamiferos. A aplicacdo de
técnicas moleculares de PCR, analise de loci génicos conservados, analise dos
genes que codificam para as enzimas GDH (glutamato desidrogenase) e TPI (triose
isomerase fosfato) e a associacdo de outros dados, em estudos com esta espécie
tém revelado diversidade genética intra-especifica (THOMPSON, HOPKINS,
HOMAN, 2000; MONIS e THOMPSON, 2003, APPELBEE, THOMPSON, OLSON,.
2005).

A tecnologia da biologia molecular também auxilia no esclarecimento de
algumas questdes sobre o potencial zoondtico de G. duodenalis. Segundo THOMPSON,
HOPKINS, HOMAN (2000), segundo analise de amostras fecais de humanos e outros
mamiferos e posterior caracterizagdo molecular e morfolégica, confirma-se a
heterogenicidade deste parasito, tentando prover uma base para o entendimento da
taxonomia e potencial zoonético da Giardia. Os autores mostram a necessidade de uma
melhor avaliagdo no mecanismo de transmissao do parasito, entre uma populacéo,
numa determinada area geografica. Corroborando com o autor anteriormente citado,
CACCIO (2004), também indica que conceitos de taxonomia e potencial zoondtico
precisam ser revistos, principalmente apdés as deducdes feitas por meio de pesquisa

molecular.



ABE et al. (2002), utilizaram PCR para amplificar o gene GDH de Giardia em
caes no Japao e encontraram genotipo especifico da espécie canina, C e D, utilizando o
par de primers, GDHF3 e GDHB5. No mesmo pais foram isolados os gendétipos A, C e D
ou A/D de cées, F de gatos, A ou E de bezerros e B de macacos, utilizando gene GDH
com 177 pb, (ITAGAKI et al., 2005).

Na Italia, pesquisadores isolaram cistos do parasito, de 37 humanos e 46
animais, amplificaram por PCR e sequenciaram o gene R-giardin e somente os
gendtipos A e B foram isolados dos humanos analisados, os gendtipos hospedeiro-
especifico, C e D, foram isolados da maioria dos caes, embora 6 deles apresentassem o
gendtipo zoonodtico A. O gendtipo hospedeiro especifico, F, foi encontrado no felino
analisado. Os bovinos em sua maioria tinham o gendtipo zoonédtico A e B, raramente
alguns apresentaram o genotipo, E, que é hospedeiro especifico para bovinos (LALLE
et al., 2004).

A técnica de PCR seguida de RFLP - “Restriction Fragment Length
Polymorphism”, é citada por THOMPSON; HOPKINS; HOMAN 2000, para o
reconhecimento do gendtipo A e B, ou ainda para reconhecer outros gendétipos na
populacdo. O PCR ¢ realizado com DNA extraido de material parasita purificado. Este
exame foi especifico e discriminativo entre G. duodenalis, tipo A e B e permitiu a
distingdo de 2 grupos, designados | e Il, para o tipo A.

De 35 DNAs de amostras de fezes totais de pacientes humanos com
confirmacédo esporadica de giardiase, o tpi gene foi amplificado de 33 (94%) delas.
Destas, 9 (27%), amostras continham o tipo A do grupo I; 21 (64%), continham tipo B e
3 (9%), continham uma mistura do tipo A grupo Il e tipo B. O gene tpi da G. duodenalis
tipo B foi amplificado para 21(88%) de 24 amostras de DNA extraidas de fezes totais de
pacientes humanos com confirmacao da infeccdo em uma creche. A ndo amplificacédo
foi detectada em 3 amostras de DNA (AMAR et al., 2002).



Atualmente, os gendtipos reconhecidos estdo listados na tabela abaixo:

FIGURA 3 — GENOTIPOS DE G. duodenalis

Gendtipos Hospedeiros

A (zoondtico) Humanos, bovinos, gatos,
caes, castores,

porquinhos da india, bichos preguica

B (zoondtico) Humanos, bovinos, gatos, caes, castores,
porquinhos da india, bichos preguicga
C/D Caes, coiotes e ratos domésticos
E Bovinos, ovinos, porcos
F Gatos
G Ratos
Rato Roedores Silvestres

almiscarado/ratazanan

a
Novel/Marsupial | Quendas, ratos e ovinos
Novel/Marsupial Il Demobnios da Tazmania

Fonte - APELBEE; THOMPSON; OLSON, (2005).

2.3 PATOGENIA

Pouco se sabe sobre a patogénese causada pelo protozoario. A combinagéo
entre resposta do hospedeiro e fatores do parasito podem estar envolvidos na forma do
desenvolvimento patogénico. Porém, o dano causado pela aderéncia do trofozoito a
célula intestinal é estudado como fator desencadeante da patogenia. Estudos in vitro
mostram que transformagdes no citoesqueleto e mecanismos ligados a lectina
provocam aderéncia e contragdo da regido ventral de Giardia, esse mecanismo pode
ser inibido por mebendazol e colchicina (SOUZA et al., 2001). Foram propostas diversas
hipoteses quanto a patogenia do protozoario: o revestimento do epitélio intestinal por
numerosos trofozoitos seria um obstaculo fisico a absorgdo dos nutrientes; substancias
toxicas secretadas pelos parasitos; competicdo entre parasita e hospedeiro pelos
nutrientes; excessiva secre¢gao mucosa devido a irritagcdo da mucosa causada pelos
parasitos; supercrescimento bacteriano associado; anormalidade nos sais biliares
(SWANGO, KAREN e KONG, 1992).



A possibilidade da existéncia de cepas de Giardia, mais ou menos virulentas é
hoje, bastante aceitavel. Por outro lado, a resposta imune do hospedeiro exerce um
papel fundamental sobre a forma clinica ou assintomatica da infecgéo, visto que os
quadros mais graves acometem individuos jovens e imunodeprimidos (LALLO;
RODRIGUES; BONDAN, 2003).

A sobrevivéncia ou nao do parasito no hospedeiro, depende da aderéncia do
trofozoito a célula intestinal, o dano é praticamente imediato, pois, esse processo de
aderéncia esta ligado diretamente ao processo diarréico que ira ocasionar. A aderéncia
do parasito esta associada a deficiéncia de dissacarideos e enzimas presentes na borda
intestinal, como lactase e maltase (SOUZA et al., 2000).

Basicamente, os principais elementos da resposta imune incluem as seguintes
imunoglobulinas: IgA, que interfere na aderéncia do parasito a mucosa, IgM e IgG, que
realizam a resposta imune celular, a atividade macrofagica, na fagocitose e na
apresentagcdo antigénica e a atividade de monécitos e neutrofilos (LALLO;
RODRIGUES; BONDAN, 2003).

Segundo OLSON; CERI; MORCK 2000, a resposta humoral é bastante
importante na eliminagao do trofozoito. O aumento dos niveis de anticorpos, na mucosa
e no soro, €& fundamental. Em humanos naturalmente infectados e em ratos
experimentalmente infectados foi observado anticorpos IgM no soro e na mucosa,
aproximadamente, 10 dias depois da infeccdo, e IgG e IgA aumentaram
aproximadamente uma semana depois. Indicando que o antigeno de G. duodenalis
pode ser reconhecido logo apds a infecgdo. Estudos recentes estabeleceram uma
significativa proporg¢ao de caes e gatos infectados que nao desenvolveram um aumento
de IgG ou IgA anti-Giardia como resposta, isto pode estar associado a uma inabilidade
do hospedeiro em reconhecer o parasito ou uma dificuldade na mudanga nesta classe

de imunoglobulinas, IgM para IgG e IgA.

2.4 SINAIS CLINICOS
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Denomina-se giardiase a infeccdo pelo protozoario G. duodenalis
acompanhada por sinais clinicos. A manifestacao clinica da doenga pode preceder em
um a dois dias a eliminagao dos cistos (LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003).

Geralmente, os animais infectados apresentam fezes de coloragdo palida,
amolecidas e com odor fétido, ocasionalmente podendo ser aquosas ou hemorragicas.
Alguns animais podem apresentar perda de peso, anorexia, febre, vémitos e dor
abdominal (AMARAL et al., 2003).

Porém, a maioria dos casos sao subclinicos, especialmente em animais adultos
(KOENE; HOWERS, 1999). Nesta faixa etaria, a giardiase pode ser assintomatica,
(McGLADE et al., 2003b). A doencga clinicamente aparente ocorre principalmente em
filnotes e animais debilitados ou com doencas concomitantes, sendo a diarréia o sinal
clinico mais comum (MUNDIM et al., 2003). A diarréia também é comum em animais
jovens e que vivem em locais de alta densidade populacional, como canis e gatis
(KOENE; HOWERS, 1999).

A variagao na manifestagao clinica da giardiase resulta de fatores relacionados
ao hospedeiro, tais como sua resposta imune e sua condi¢gdo nutricional. Assim como,
de fatores referentes ao parasito, como a viruléncia e a patogenicidade da cepa de
Giardia (LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003).

2.5 DIAGNOSTICO

Técnica Coproparasitologica:

Cistos ou trofozoitos de G. duodenalis presentes em amostras fecais sdo o
meio diagndstico definitivo de giardiase, porque os sinais clinicos e os testes bioldgicos
laboratoriais, ndo sdo patognoménicos (GREENE, 1998).

A técnica de Sheater (1929) é utilizada rotineiramente para exame fecal por
meio de centrifugagao-flutuagdo com solugcéo saturada de agucar onde sdo observados
cistos com o auxilio do microscopio, porém pode ocorrer que pela técnica de flutuagao
fecal, ndo haja reconhecimento de cistos de Giardia (MELO; FILHO; LOPES, 2003).
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A técnica da centrifugagcdo com sulfato de zinco, Faust et al. (1938), é o método
preferencial para a deteccdo dos cistos de G. duodenalis. As fezes podem ser
preservadas em 2 a 5% de formalina (SHERDING, 1994).

Contudo, um exame fecal negativo ndo descarta a possibilidade de infecgdo por
G. duodenalis, porque o periodo prépatente pode ser mais longo que o periodo de
incubacéao, e frequentemente o hospedeiro elimina os parasitas intermitentemente. O
exame diario de amostras fecais por trés dias consecutivos é necessario, para apoiar a
confianca no resultado de que a giardiase pode ser eliminada das consideracoes
diagndsticas (SWANGO, KAREN e KONG, 1992).

A aspiragado duodenal € uma técnica diagndstica para a G. duodenalis que vem
se mostrando mais eficaz do que a técnica usual de flutuagdo em sulfato de zinco,
principalmente em caes que apresentam os sinais clinicos da doenca. Para a realizacao
desse procedimento, 10 mL de solugdo salina devem ser injetados pelo préprio
endoscopio e, em seguida, aspira-se igual volume. O material colhido deve ser
centrifugado e examinado sob microscopia 6tica. Os fatores que limitam o uso dessa
técnica sdo o seu alto custo e a necessidade de anestesiar o animal, mas quando a
endoscopia for preconizada como exame complementar, uma amostra deve ser colhida
para a pesquisa de cistos de Giardia (LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003). LEIB et
al. (1999), pesquisaram trofozoitos de Giardia por endoscopia com aspiragao intestinal,
351 caes apresentavam os sinais clinicos de diarréia e vomito, 111 deles receberam
tratamento com metronidazol e 58,6% destes continuaram com diarréia cronica, sendo
que o resultado da endoscopia aspirativa foi positivo apenas para Giardia em 1,5%

deles.

Técnicas para Detecgao de Coproantigenos:

Outro método utilizado para imunodiagnéstico de Giardia € o ELISA, este teste
detecta antigenos nas fezes conservadas em formol ou mantidas sob refrigeragao
(BIRCHARD e SHERDING, 1998). Em humanos a sensibilidade do método é de 100% e
a especificidade é de 96%, mas a sua utilizagdo em caes e gatos apresenta resultados
similares as técnicas de flutuacdo, que sao preferidas pelo baixo custo e facilidade de
execugao (LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003).
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CIRAK e BAUER (2004), na Alemanha, utilizaram kits comerciais com
coproantigeno para exame de 270 caes e 100 gatos e obtiveram uma prevaléncia de
29,5% e 22,4% respectivamente. DECOCK et al. (2003) compararam a técnica de
ELISA e centrifugagao-flutuacdo com sultato de zinco e demonstraram que realizando 2
ou 3 vezes a técnica coproparasitoldgica, os resultados sdo semelhantes a técnica de
ELISA. Quando realizaram somente uma vez, o exame de centrifugagao-flutuagéao
ofereceu um resultado inferior. KATANIK et al. (2001) utilizaram dois testes comerciais
(Color/PAC Giardia/Cryptosporidium Rapid Assay e ProSpecT Giardia/Cryptosporidium
Microplate Assay). As amostras de fezes dos pacientes humanos foram conservadas
em formol 10% e alcool polivinil, 141 amostras foram testadas. Os pesquisadores
demonstraram que os testes utilizados para a marca color/PAC resultaram em 100% de
especificidade para G. duodenalis e a outra marca analisada resultou em 98,4% para
Giardia spp., quanto a sensibilidade, ambas marcas resultaram em 100%. SHATLA et
al. (2004) analisaram 36 pacientes humanos com sintomas gastrintestinais, por ELISA
para pesquisa de IgA especifico anti - Giardia em saliva e por aspiragcdo duodenal,
94,4% dos pacientes positivos através da técnica imunolégica, sendo que 33,3% foram

negativos por aspiragdo duodenal, estdo incluidos neste resultado por ELISA.

Técnica Molecular:

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) é também utilizada para diagndstico.
A técnica consiste na amplificacdo de um segmento de DNA conhecido, através de
iniciadores, catalisada pela DNA polimerase. Os primers consistem em uma sequéncia
de oligonucleotideos complementares a dupla fita de DNA, que é primeiramente
separada pela acao de alta temperatura. A seguir ocorre o anelamento com os primers
(iniciadores) em temperatura amena e em seguida a DNA polimerase complementa a
fita com os oligonucleotideos abundantes pela presenga de dNTPs
(desoxiribonucleotideos), favorecendo a polimerizagdo em temperatura, em torno, de
70°C. Este processo é repetido varias vezes, resultando em muitas copias do segmento
de DNA pretendido (SAMBROOK et al., 1989).

McGLADE et al. (2003) verificaram a prevaléncia de Giardia em 40 gatos

domeésticos na cidade de Murdoch, na Australia, os autores realizaram as técnicas de
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microscopia, PCR e ELISA, os resultados foram 5%, 80% e 60% de prevaléncia de G.
duodenalis, respectivamente, demonstrando que o método diagndstico mais sensivel é
o PCR. Em outro trabalho, em Perth, Australia, os mesmos pesquisadores, coletaram
amostras fecais de gatos em diferentes condicbes de habitacdo e sanidade, as
amostras foram submetidas a exames coproparasitoldgicos de flutuagdo com sulfato de
zinco e nitrato sodico, e a PCR para deteccdo de Giardia. Para os exames
microscépicos a prevaléncia para parasitos gastrointestinais de modo geral foi de 8,6%;
em filhotes de lojas especializadas foi de 34,3%; gatos adultos e filhotes de criadores,
15,8%; em felinos albergados, 8,3%; gatos particulares, 2,3%. Porém, quando testados
por PCR para G. duodenalis a prevaléncia foi de 80% sendo que para este parasito,
nenhum destes felinos foi positivo a microscopia.

Para LALLO, RODRIGUES e BONDAN (2003), essas técnicas mais
sofisticadas, como as imunologicas e PCR, entre outras, tem sido experimentalmente

estudadas, mas nao estdo disponiveis para diagnostico de rotina.

2.6 TRATAMENTO

Vaérias drogas sao utilizadas no tratamento da giardiase, dentre elas:

Quinacrina foi primeiramente utilizada no tratamento da malaria para as tropas
que foram a Segunda Guerra Mundial, depois deste evento seu uso declinou e sua
produgcéo foi descontinuada em 1992, nos EUA (GARDNER e HILL, 2001). E totalmente
efetiva, mas associada a uma estimativa de 50% dos animais em que ela foi utilizada,
sentiram efeitos colaterais, esses efeitos regridem espontaneamente em 2 a 3 dias
depois de cessada a administracdo (GREENE, 1998). A droga esta associada a alta
incidéncia de efeitos adversos (BIRCHARD e SCHERDING, 1998).

Furazolidona foi descoberta em 1940 e atua sobre varias bactérias (GARDNER
e HILL, 2001). E um tratamento efetivo para giardiase em gatos, mas efeitos como
diarréia e vémito podem ocorrer, ha uma suspeita que seja teratogénica para gestantes,
nao devendo ser usada neste caso (GREENE, 1998). Esta droga é um derivado
nitrofuranico considerado importante no combate as bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas e a alguns protozoarios. O mecanismo de acdo desse grupo ndo esta
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perfeitamente elucidado. Entretanto, a morte dos microrganismos decorre de danos ao
DNA causados direta ou indireta via radicais livres. In vitro e in vivo, esse farmaco
parece ser mais efetivo do que a quinacrina no tratamento da giardiase, assim como €&
mais tolerado pela auséncia de sabor e pela baixa ocorréncia de efeitos colaterais
(LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003).

Albendazol, pertencente ao grupo benzimidazadis, € administrado dois dias para
cées com 90% de eficacia, mas é potencialmente toéxico, causando mielosupressao,
também ha suspeitas que seja teratogénico, ndo sendo indicado para getantes
(GREENE, 1998). Foi observado pancitopenia em caes e gatos tratados com albendazol
e com base em tal suspeita o farmaco nao é utilizado nos Estados Unidos. O albendazol
é 50% mais eficiente que o metronidazol e 10 a 40 % que a quinacrina. Quando
administrado em dose unica, 25 mg/kg, por via oral n&o é eficiente, mas a mesma dose
repetida a cada 12 horas por dois dias apresenta resultado satisfatorio (LALLO;
RODRIGUES; BONDAN, 2003).

O fenbendazol, também do grupo dos benzimidazdis, apresenta para caes um
efeito de 100% de remocdo de Giardia, (de 6 em 6 caes tratados), nao foram
observados efeitos colaterais como diarréia (GREENE, 1998). Porém num estudo feito
em animais infectados com Cryptosporidium parvum e G. duodenalis. a droga falhou no
tratamento (KEITH; RACECKI; LAPPIN, 2003).

Os compostos nitroimidazois, como metronidazol, o ipronidazol, o secnidazol e
o tinidazol, possuem estrutura quimica e mecanismo de acao semelhante aos derivados
nitrofuranicos e tém sido empregados com sucesso no tratamento de Giardia (LALLO;
RODRIGUES; BONDAN, 2003 e BARR, BOWMAN e HELLER, 1994). GARDNER e
HILL (2001) também citam o ornidazol neste segmento. Essa classe de drogas foi
descoberta em 1955 para o tratamento de outros protozoarios, Entamoeba histolytica e
Trichomonas vaginalis. Somente doze anos mais tarde foi utilizada para o tratamento de
giardiase. O metronidazol é extensamente usado em caes e gatos. A droga apresenta
eficacia de 67% na eliminagao da Giardia, para caes infectados e esta associada com
desenvolvimento agudo de sinais neuroldgicos, incluindo anorexia e vomito, ataxia e

nistagmo. Esta situagdo tem levado a eutanasia de alguns animais (GREENE, 1998).
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Porém, CRUZ, et al. (2003) em suas analises demonstraram que o metronidazol é
eficiente, pois inibiu a aderéncia do trofozoito em estudo in vitro.

BIRCHARD e SHERDING (1998) indicam o metronidazol por possuir efeitos
colaterais minimos e geralmente ser efetivo, embora até um tergo das infecgbes possa
ser resistente ao farmaco. Embora, o tratamento possa induzir a vertigem, cefaléia,
nausea, pancreatite e toxicidade ao sistema nervoso central (GARDNER e HILL, 2001).
O metronidazol é carcinogénico, teratogénico e mutagénico, dai sua contra-indicagao
para fémeas gestantes (SWANGO, KAREN e KONG, 1992 e SHERDING, 1994).

O tinidazol é outro farmaco pertencente a este grupo e é bastante similar ao
metronidazol. Possui meia vida maior, o que possibilita 0 seu emprego uma vez ao dia
(LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003). Os efeitos colaterais sdo menos comuns do
que os relatados com o metronidazol (GARDNER e HILL, 2001).

Ipronidazol foi empregado no tratamento de giardiase em dois caes, e
demonstrou grande eficiéncia para controlar a doenca (GREENE, 1998). Durante o
tempo de administragdo do farmaco néo foram evidenciados efeitos toxicos, embora seu
uso prolongado possa provocar os mesmos efeitos colaterais que o metronidazol,
porque sao compostos quimicos similares. O tratamento com o ipronidazol é
recomendado quando muitos animais devem ser tratados simultaneamente, ja que esse
farmaco é colocado na agua de bebida e apresenta baixo custo (LALLO; RODRIGUES;
BONDAN, 2003).

Com objetivo de minimizar os efeitos colaterais provocados pelo uso individual
de alguns farmacos e melhorar o resultado terapéutico, sugere-se o emprego
combinado de medicamentos, como o tinidazol e a furazolidona, que tem sinergismo in
vitro contra a G. duodenalis (LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003).

Oxfendazol, foi utilizada em quatro canis testados por analise
coproparasitolégica, em dose de 11,3mg/kg, uma vez ao dia, durante 3 dias. Todos os
animais evoluiram para cura, porém em dois canis com condigdes sanitarias deficientes
0s animais voltaram a apresentar o protozoario, nos outros dois canis, onde foi realizada
desinfeccdo n&o houve esse problema (VILLENEUVE; BEUGNET; BORDOISEAU,
2000)



16

O importante é observarmos que nenhuma droga funciona em 100% dos casos.
Os testes de triagem das drogas estdo baseados na remocgao dos cistos das fezes,
porém € possivel que os organismos ainda estejam no trato intestinal, que haja inibicao
de producdo de cistos por um periodo de tempo e ocorra uma infecgdo futura.
Certamente que a autoinfecgao externa também pode ocorrer pela presenca de cistos
nos pélos do animal, por isso o periodo pré-patente para Giardia € extremamente curto,
pois € possivel um animal se reinfectar e excretar cistos, 5 dias depois do ultimo
tratamento (GREENE, 1998).

Falhas no tratamento da giardiase podem ser observadas, estas poderiam
resultar da resisténcia do parasita aos farmacos, da sensibilidade diferenciada das
cepas de Giardia e dos possiveis déficits da resposta imune do hospedeiro (LALLO;
RODRIGUES; BONDAN, 2003).

2.7 PREVENGAO

Medidas de desinfeccdo do ambiente sdo sempre fundamentais no controle do
protozoario, bem como de outras infeccdes provocadas por outros agentes. E
importante salientar que também é necessario o banho no animal, pois alguns
protozoarios podem ter ficado aderidos na pelagem, e no momento da desinfec¢ao do
ambiente, dos canis ou gatis, por exemplo, € necessario observar se a agua utilizada
nao atinge outros ambientes de moradia dos animais, provocando falha no processo.

Atualmente, no Brasil vem sendo empregada uma vacina especifica para
Giardia spp. (LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003). Os animais podem ser vacinados
contra giardiase pela imunizagdo com extratos de trofozoitos de G. duodenalis ou
sobrenadante de cultura celular, porém a eficacia protetora ndo esta bem testada
(JENKINS, 2001). Um estudo feito em Ontario com objetivo de analisar o impacto da
vacinacao em caes infectados, porém assintomaticos demonstrou que néo foi uma
medida efetiva (ANDERSON et al., 2004). STEIN, RADECKI e LAPPIN (2003), testaram
a eficacia da vacina no tratamento de gatos previamente infectados. Para o
experimento, os autores administraram 3 doses da vacina, nas semanas, 4, 6 e 10,

apos a contaminagao por cistos de G. duodenalis. Os gatos tiveram as amostras fecais
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examinadas 28 semanas pos-infecgdo. Como resultado, 5 gatos de 8 infectados e 7 de
8 animais controle, apresentaram infec¢cado por G. duodenalis na 282 semana, ou seja,

0s pesquisadores concluiram que a vacina nao eliminou efetivamente o parasito.

2.8 EPIDEMIOLOGIA

Para entendermos a epidemiologia é importante avaliarmos a prevaléncia da
giardiase, compreendendo assim qual o grau de importdncia em cada regido
paralelamente as vias de contaminacgao.

Um estudo de comparagdao de amostras fecais de cdes na Republica Checa,
revelou que 5% deles continham cistos, porém quando analisada a titulacdo de
anticorpos especificos 36,5% eram portadores, significando terem tido contato prévio
com o parasito (SVOBODOVA, SVOBODOVA, KONVALINOVA, 1995). Na Pensilvania
em estudo realizado com 8.077 amostras fecais foram observadas 4,7% positivas para
o parasito (NOLAN e SMITH, 1995). Nas areas, central e norte da Itdlia, exames
coproparasitolégicos em cades e humanos revelaram uma porcentagem 2% nos
humanos e 21.3% nos caes, do total de 616 cdes e 300 humanos analisados (CAPELLI
e PAOLETTI, 2003). No Japéao, foram avaliados 1035 cédes, sendo que, 14% deles
foram positivos em exame coproparasitolégico, além desse enfoque os pesquisadores
avaliaram que nos animais positivos, o protozoario foi encontrado em 26.4% daqueles
animais que apresentavam fezes amolecidas, 10% naqueles que apresentavam fezes
normais e 13.7% nos caes que tinham fezes diarréicas (ITOH et al., 2001).

No Brasil, varios estudos epidemiolégicos foram realizados mostrando
percentuais de prevaléncia diferenciados conforme a regido analisada. No estado do
Rio de Janeiro, em 48 amostras fecais de gatos adultos, (28 animais de abrigo e 20
animais domiciliados) foi observado que 31,25% deles estavam parasitados por G.
duodenalis, nao se verificou diferenca estatistica entre os sistemas de criacdo (HUBER;
BOMFIM e GOMES, 2002). BARTMAN e ARAUJO (2004), na capital do estado do Rio
Grande do Sul encontraram uma frequéncia de presenca de cistos de G. duodenalis em
198 (38%) das 526 amostras analisadas pelo método de Faust e colaboradores, sendo

116 (22%) em animais em faixa etaria menor de 11 meses e 82 (16%) em animais com
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idade de 12 meses ou mais. Dos 285 machos deste grupo, 104 (20%) deles
apresentaram cistos pela técnica supracitada. E das 241 fémeas analisadas, 95 (18%)
delas foram positivas para o parasito pesquisado.

No Parana, um unico estudo demonstrou a prevaléncia de G. duodenalis em
amostras de fezes de 41 caes, do municipio de Maringa, estimada em 41,3%
(RIGOLON, 1999).

Observa-se com esses dados, que ao apoiar-se somente em exames
coproparasitologicos, a diversidade numérica da taxa de prevaléncia varia bastante,
podendo ser influenciada pelo tipo de coleta, pelo exame utilizado, condi¢cao sanitaria,
idade, entre outros fatores. A poluicdo ambiental com fezes humanas e animais € outro
fator, e representa um potencial de contaminagcdo de agua e alimentos, tendo em vista
que varias espécies podem ser contaminadas pelo protozoario, inclusive animais
selvagens e mamiferos aquaticos podem ser acometidos (APELBEE; THOMPSON;
OLSON, 2005). A maior controvérsia em epidemiologia € se a giardiase € ou nao
transmitida do homem para os animais e vice-versa. Animais considerados como
possiveis focos de infeccdo sdo roedores, cdes, gatos e animais silvestres. E bem
demonstrado que cistos de Giardia, proveniente de humanos podem infectar muitas
espécies animais, segundo SMYTH (1994). Do ponto de vista epidemiolégico, a
infeccdo por Giardia, € mais preocupante em animais, pois estes apresentam poucos
sintomas e sinais clinicos da infeccao e respondem mal aos tratamentos, servindo como
fontes de infeccdo e podendo eliminar cistos pelas fezes por meses ou anos (LALLO;
RODRIGUES; BONDAN, 2003).
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3. Material e Métodos

3.1 Populagéo de caes e gatos estudadas

A populagao estudada foi composta por:

1) 100 caes albergados e 100 cées de proprietarios particulares. Dos caes
albergados, 31 eram provenientes do canil da Prefeitura Municipal de Curitiba e 69 do
Centro de Zoonoses de Sao José dos Pinhais. Os caes de proprietarios habitavam
casas ou apartamentos e eram procedentes de diversos bairros, como Ahu, Agua Verde
Alto da Gldria, Alto da XV, Bacacheri, Bairro Alto, Batel, Bigorrilho, Boa Vista, Bom
Retiro, Cabral, Campina do Siqueira, Centro, Centro Civico, Cristo Rei, Hugo Lange,
Jardim das Américas, Jardim Social, Juvevé, Reboucas, Santa Candida, Santa
Felicidade, Taruma e Uberaba, bem como os caes pacientes do Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Parana, no municipio de Curitiba, Parana.

2) 40 gatos, sendo 31 de companhia, provenientes dos bairros do Alto da
Gldria, Bacacheri, Boa Vista, Centro, Batel, Santa Felicidade e Uberaba e nove animais
albergados, provenientes do bairro Santa Candida, do municipio de Curitiba, PR.

O objetivo de coleta em diferentes locais, com condi¢cdes sanitarias diversas foi

analisar se esse fator teria ou ndo influéncia na taxa de ocorréncia de G. duodenalis.

3.2 Coleta de material fecal:

Foram coletadas amostras fecais apdés a evacuacdo dos animais. As fezes
foram colocadas em sacos plasticos com capacidade para 200 mL. As amostras foram
preservadas em refrigerador (5°C) durante um periodo maximo de cinco dias, até
realizacao dos exames.

Paralelamente a colheita de fezes foi realizada uma ficha sobre idade e género
sexual dos animais. Quanto a idade dos animais foi feita uma subdivisdo em trés faixas

etarias: menor ou igual a 3 meses, entre 3 e 6 meses e maior de 6 meses.
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3.3 Técnicas de analise coproparasitologica:

Foram empregadas duas técnicas de exame coproparasitologico; Faust et al.
(1939) e Sheater-modificado por Benbrook, E. A. (1929) em todas as amostras para
posterior visualizagdo a microscopia direta. As técnicas estdo descritas em FAUST;
RUSSEL; LINCICOME 1957 e HOFFMANN 1987.

A primeira técnica empregada foi a de centrifugagao-flutuagdo (Faust et al.
(1939) com sulfato de zinco (massa especifica = 1182 kg/m?). As amostras de 1 grama
de fezes foram diluidas em 10 mL de agua de torneira, tamisadas, colocadas em tubos
com capacidade de 15 mL. O material foi centrifugado a 1.800 g por 1 minuto.
Decantava-se o sobrenadante e retinha-se o sedimento. Adicionava-se a estes
sedimentos 10 mL de agua e repetia a operagéo 2 a 3 vezes, até o sobrenadante ficar
claro. Desprezava-se o sobrenadante, retendo o sedimento. Adicionava-se a este, 3 a
5mL de solugéo de sulfato de zinco. Acrescenta-se mais solugéo de sulfato de zinco até
chegar a 1 cm da borda do tubo. Apéds efetuava-se centrifugagao por 1 minuto a 1.800 x
g, sem frear a centrifuga. Os tubos eram mantidos em repouso por 5 minutos (FAUST et
al.,, 1957). Em seguida foram retiradas amostras da camada superficial, com alga de
platina de 0,51 mm de didmetro e depositadas sobre lamina de microscopia, adicionava-
se solugao de lugol e cobria-se com laminula (22 x 22 mm) (RIGOLON, 1999). O exame
microscopico era procedido nos aumentos de 100 e 400x.

A segunda técnica empregada foi a de Sheater (1929), cujo principio € a
flutuacdo e a fragdo coletada é sempre a da superficie, onde ha a concentracdo de
cistos. A solugao de Sheater era preparada com: 500 g de agucar, 320 mL de agua
destilada, 6,5 g de fenol para preservagao. Dissolvia-se o0 agucar na agua destilada, sob
alta temperatura. Apos a dissolugdo acrescentava-se o fenol. Colocava-se 1 grama de
fezes no bécker, com capacidade de 100 mL, com auxilio do bastdo de vidro.
Homogeneizava-se as fezes com solucgao fisiolégica, o suficiente para fluidificagcéo.
Enchiam-se os tubos com capacidade de 15 mL, até metade, com a suspensao filtrada
em gaze. Adicionava-se uma quantidade igual de solugdo de Sheater. Homogeneizava-
se, por inversao lenta do tubo, o procedimento era repetido varias vezes. Centrifugava-

se a mistura durante 3 a 5 minutos de 1500 x g. Retiravam-se os tubos, sem agitar,
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colocando-os em um suporte. Coletavam-se gotas da camada superficial do liquido.
Examinava-se ao microscépio entre lamina e laminula (22 x 22 mm) nos aumentos de
100 e 400x (HOFFMANN, 1987).

O tempo para realizagdao das técnicas supracitadas, e posterior analise ao
microscopio o6tico, ndo excedia 30 minutos.

Os animais que apresentavam cistos nas fezes tinham o material separado

para isolamento dos cistos por gradiente de sacarose e posterior extragdo de DNA.

3.4 Purificacao dos cistos por sacarose:

A purificagado dos cistos presente nas fezes dos animais foi feita pela técnica de
ROBERTS-THOMSON et al. (1976). Primeiramente o sedimento era lavado cinco vezes
em agua destilada por centrifugacéo por 5 minutos a 1.800 x g. Apds esse procedimento
o sedimento diluido era depositado lentamente sobre solugdo de sacarose a 1 M e
centrifugado posteriormente por 20 minutos a 1500 g. Posteriormente era feita a coleta
da superficie formada entre o material lavado e a solugdao de sacarose, interface, para
um tubo coénico de 15 mL. Esse material coletado era suspenso em agua ultra-pura e
centrifugado por 10 minutos a 2500g. Em seguida desprezava-se o0 sobrenadante e
suspendia-se novamente o sedimento em 3 mL de agua ultra pura. O material era

armazenado em agua ultrapura a -20 °C para posterior extracao de DNA.

3.5 Técnicas Moleculares:

Para preparagao da amostra:

A biomassa, resultante do processo de extracdo por sacarose, foi lavada com
agua esterilizada e posteriormente submetida a 5 ciclos de ultra-som a 50 Hz por 30
segundos em banho de gelo, com intervalo a cada ciclo de um minuto, para rompimento
do cisto posteriormente armazenado a —20 °C.

Amostras fecais de animais negativos no exame coproparasitologico também

foram submetidas igualmente ao processo de extragdo de DNA.
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Extracdo de DNA
O DNA genbmico de todas as amostras foi extraido pela técnica do
fenol/cloroférmio e apés a digestdo por lisozima, RNAse e Proteinase K (WEISS, 1993,

com modificagdes realizadas por PAULINO, 2005).

Resumidamente:

1. Adicionava-se a amostra 0,5 mL de tampao TEN (10 mM Tris-HCI; 10 mM
EDTA, 150 mM NaCl - pH 8,0) e suspendia-se o conteudo.

2. Adicionava-se lisozima (5ul de solugdo a concentragdo de 100 mg/mL de
solugdo em tampao.TEN). Incubava-se a mistura a 37°C por 60 minutos. Adicionava-se
50 pl de 5% Sulfato Dodecil Sédio em tampao TEN, e homogeneizava-se. Entéo, se
adicionava 2,5 ul de 20 mg/mL de K proteinase. Misturava-se e incubava-se a 55 °C por
30 minutos. As amostras eram congeladas a -196 °C por cinco minutos e
descongeladas a 37 °C. O procedimento era realizado cinco vezes. Em seguida as
amostras eram aquecidas a = 95 °C por 10 minutos para inativagao da proteinase K.

3. Centrifugava-se a mistura por 5 minutos a 750 x g. Transferia-se o
sobrenadante para um novo tubo de 2 mL.

4. Adicionava-se 5 yl de RNase a concentragdo de 10 mg/mL. Incubava a
mistura a 37 °C por 30 minutos.

5. Extraia-se com volumes iguais de fenol-cloroféormio, semelhante volume da
mistura aquosa, centrifugava-se a 14.000 x g/5minutos. O sobrenadante era recolhido e
transferido para um novo tubo. Repetia-se a operagéo até a interface ficar clara (2 a 3
vezes).

7. Adiciona-se volume 1/10 de 3 M acetato de sédio em pH 6,0, na fase aquosa,
para precipitacdo do DNA por adicdo de 2 volumes de etanol absoluto frio. Invertia-se o
tubo misturando delicadamente. Centrifugava-se a amostra por 30 minutos a 14000 x g
a 4 °C. Em seguida o sobrenadante era descartado. E o sedimento era lavado com
etanol a 70%, sob centrifugagéo a 14000 x g, por 15 minutos. Em seguida o material era
deixado para secar a 37 °C.

8. Apds a secagem o sedimento era suspenso com 100 yl de agua ultrapura.

Esta suspensao ficava acondicionada da noite para o dia a 4 °C para solubilizar o DNA.
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Técnica de Reac&o em cadeia da Polimerase (PCR):

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é muito utilizada na biologia molecular,
sendo ferramenta poderosa capaz de sintetizar milhdes de copias de sequéncia de DNA
em apenas algumas horas.

Segundo ARNHEIM e ERLICH (1992), a matriz do DNA, o tampé&o, trifosfato de
desoxiribonucleosideos (dNTPs), fracbes do DNA e a enzima DNA polimerase sao
misturados em um tubo e colocados dentro de um bloco de aquecimento programado
por computador que podera operar em diferentes temperaturas, programaveis pelo
pesquisador.

Para a deteccéo de G. duodenalis. com etapa unica de PCR foram utilizados dois
inciadores: MAH433F/ MAH592R (FIGURA 4). Esse par de iniciadores amplifica um
segmento de 218 pb (ROCHELLE, et al., 1997).

FIGURA 4 - INICIADORES USADOS NAS REACOES DE PCR PARA DETECCAO
DE DNA DE G. duodenalis POR MEIO DE REACAO EM CADEIA DA
POLIMEASE EM MATERIAL FECAL PURIFICADO DE CAES E GATOS

Iniciador No.

: Sequéncia 5’-3’ % C+G
(primer) Bases
MAH433F CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA 28 57%
MAH592R TTTGTGAGCGCTTCTGTCGTGGCAGCGCTAA 30 53%

As condi¢gdes de amplificacdo analisadas referente a concentracdo de
reagentes estdo descritas na Tabela 4. As amostras foram amplificadas em aparelho
termociclador de marca Hibayd com tampa aquecida. Para evitar a evaporagao
foram usados 30 uL de 6leo mineral.

A figura 5 demonstra os reagentes utilizados na reagdo, bem como, as

concentragdes iniciais, finais e os volumes utilizados.
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FIGURA 5 - PROTOCOLO DOS REAGENTES UTILIZADOS PARA PCR - 2006

Reagentes Concentracéo inicial (ul)  Volume (pl) Concentracao final
Aguapura = - 19,975 —--
Tampao PCR 10x 3 1x
MgCl. 50 mM 1,5 2,5 mM
Primer 1 10 uM 0,6 12,0 pmol
Primer 2 10 uM 0,6 12,0 pmol
dNTPs 5 mM 1,2 0,2 mM
Taq polimerase 5 U/ul 0,125 1,25 U
DNA 3 10,0 ng
Volume total da 30
reacao

No programa de amplificagao foram utilizados 40 ciclos nas seguintes fases:

1- Desnaturagdo, 94 °C — 1 minuto. O DNA gendmico, composto por duas
cadeias de acidos nucléicos ligados por pontes de hidrogénio entre os pares de bases
complementares é submetidos a altas temperaturas para separagao das duas hélices.
Esta etapa foi repetida.

2- Anelamento, 64 °C — 1 minuto. Os oligonucleotideos iniciadores, “primers”, as
curtas sequéncias simples da hélice do DNA gerado conforme a regido a amplificar,
ligam-se as regides do DNA com sequéncias complementares.

3- Extensdo, 72 °C — 2 minutos. A segunda hélice de DNA ¢é sintetizada
prolongando o primer com dNTPs como unidades por uma DNA polimerase
termoestavel.

4- Extensao final, 72 °C — 5 minutos.

No final do ciclo desta reacdo duas coépias do DNA sdo geradas onde
precedentemente havia uma unica. Apos cada ciclo o numero de cépias de DNA é

duplicado.
3.6 Eletroforese e analise dos produtos de PCR
Para separar os fragmentos de macromoléculas (DNA) e avaliagdo de

massa molecular dos produtos amplificados foi realizada eletroforese em gel de

agarose de acordo com procedimentos abaixo:
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1 — Preparo do gel de agarose em concentragao de 1,6%, utilizando tampao
TBE 1X.

2 — Adicionado o gel fundido em microondas a cuba e introduzir o pente.
Aguardar a solidificagao e retirar o pente.

3 — Adicionado o tampao TBE a cuba da marca Horizon®, de maneira a
cobrir todo o gel.

4 — Aplicado as amostras com corante bromofenol e 1:10 de solugédo de
DNA e o padrao de massa molecular com pipeta nos pocgos do gel.

5 — Realizado a corrida eletroforética a 50V ou 100V, em fonte de marca
biorad, conforme tamanho do gel. Tempo de corrida de 2 horas para mini gel e 4
horas para gel grande.

6 — Transferido o gel para uma cuba contendo solucéo diluida de brometo

de etideo para banho de 20 minutos a concentragao de 0,5 pg/mL.

Analise dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram visualizados em luz ultravioleta e registradas as

bandas de DNA por fotografia em camara de luz UV, de marca Life Technologies.

3.7 Procedimento de descontaminacao

Todas as medidas de seguranca foram usadas para evitar contaminagoes.
As principais delas foram salas separadas para a realizagdo da PCR, uso e troca de

luvas em cada fase, troca de aventais e uso de luz ultravioleta.

3.8 Analise estatistica
A anadlise estatistica dos dados comparativos das duas técnicas
coproparasitolégicas, e destas, com os resultados obtidos por técnica molecular de
PCR, foi o teste qui-quadrado. O software utilizado para analise estatistica é disponivel

gratuitamente na internet (www.georgetown.edu/cball/webtools/web_chi)
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4. Resultados

4.1 Exames Coproparasitolégicos:

e Caes albergados:

O grupo, de 100 animais, procedentes do Canil Municipal de Curitiba e Centro
de Zoonoses de Sao José dos Pinhais, era composto por 59 fémeas e 41 machos.
Quanto a faixa etaria, 14 animais eram jovens com menos de 3 meses de idade, 21
tinham entre 3 e 6 meses e 65 eram pertencentes a faixa etaria maior de 6 meses
(Tabela 1).

TABELA 1.- POPULACAO DE CAES EM ALBERGUES ANALISADA PARA PESQUISA
DE G. duodenalis — 2006

Procedéncia Faixa etaria Sexo
- 3 meses 3 a 6 meses + 6 meses Fémea Macho
Centro de
Zoonoses  gq 4 15 50 40 29
Canil
Municipal = 34 10 6 15 19 12
TOTAL 100 14 21 65 59 41

Dos 100 animais examinados, em 24, foram detectados cistos de G. duodenalis
pela técnica de Faust e colaboradores e em 16, pela técnica de Sheater-modificado por
Benbrook. Sendo assim, a técnica de Faust mostrou-se numericamente mais eficiente,
resultando em uma prevaléncia nesta populagao de 24%, a técnica de Sheater revelou

uma taxa de prevaléncia de 16% nesta populagéo, conforme se visualiza na figura 6.
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FIGURA6 OCORRENCIA DE G. duodenalis EM CAES ALBERGADOS
EM CURITIBA E SAO JOSE DOS PINHAIS, PARANA - 2006
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Quanto a faixa etaria, 14 animais, do total de 100 caes albergados eram menores
de trés meses e em trés caes foi identificado cistos de G. duodenalis pela técnica de
Faust e em dois animais pela técnica de Sheater, apresentaram portanto, uma taxa de
prevaléncia de 21,43% pela técnica de Faust e colaboradores e 14,28% pela técnica de
Sheater. Do total de caes albergados, 21 deles era pertencentes a faixa etaria entre 3 e
6 meses e o protozoario foi encontrado em 8 caes pela técnica de Faust e em 5 caes
pela técnica de Sheater, sendo assim, esse grupo apresentou uma taxa de ocorréncia
de 38,09% pela técnica de Faust et al. e 23,81% pela técnica de Sheater. Daqueles
animais pertencentes a faixa etaria maior de 6 meses, 65 caes, do total dos 100 caes
albergados analisados, em 13 cées pertencentes a esta faixa etaria encontrou-se o
parasito pela técnica de Faust, e em 9, pela técnica de Sheater, portanto nesses
animais, com mais de 6 meses de idade, encontrou-se uma ocorréncia de 20% pela

técnica de Faust e de 13,85% pela técnica de Sheater, conforme mostra a figura 7.
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FIGURA 7 - OCORRENCIA DE G. duodenalis EM CAES ALBERGADOS
COM MENOS DE 3 MESES, ENTRE 3 E 6 MESES E COM MAIS
DE 6 MESES DE IDADE- 2006
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No estudo correlacionando sexo com ocorréncia da infecgao pelo protozoario
observou-se que 14 (23,73%) fémeas foram positivas para Giardia spp. pelo método de
Faust e colaboradores e 8 (13,56%) foram positivas pelo método de Sheater, do total de
59 fémeas analisadas na populagao canina albergada. Quanto aos machos, 8 (19,51%)
deles apresentaram cistos de Giardia pela técnica de Scheater e 10 (24,39%) pela
técnica de Faust e colaboradores, do total de 41 animais analisados na populagao de

cées albergados, conforme demonstra a figura 8.

FIGURA 8 - OCORRENCIA DE G. duodenalis EM CAES FEMEAS E
MACHOS ALBERGADOS - 2006
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e Caes domiciliados:

Dos 100 caes provenientes de proprietarios particulares incluidos no estudo, 10
deles, tinham menos de 3 meses de idade, trés tinham entre 3 e 6 meses e 87 mais de

6 meses de idade. Nesta populagdo 66 eram machos e 34 eram fémeas (Tabela 2).

TABELA 2- POPULAGCAO DE CAES EM DOMICILIOS ANALISADOS PARA
PESQUISA DE G. duodenalis - 2006

Procedéncia Faixa etaria Sexo
Domiciliados - 3 meses 3 a6 meses + 6 meses Fémea Macho
TOTAL 100 10 3 87 66 34

Do total de 100 animais avaliados foram observados nove (9,0%) positivos para
G. duodenalis pelo método de Faust e colaboradores e seis (6,0%) animais pela outra
técnica utilizada (figura 9).
FIGURA 9 - OCORRENCIA DE G. duodenalis. EM CAES DOMICILIADOS
EM CURITIBA, PARANA - 2006
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Dos 10 animais pertencentes a faixa etaria menor que trés meses, em 3 deles
foram identificados cistos de G. duodenalis, por ambas técnicas empregadas para
analise, portanto, apresentaram taxas de prevaléncia de 30% para os dois métodos

empregados. Dentro da faixa etaria entre 3 e 6 meses, do total de 3 caes, somente um
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animal foi positivo por ambas técnicas utilizadas para pesquisa do protozoario,
consequentemente, a taxa de prevaléncia foi 33,33% neste grupo. Quanto a faixa etaria
maior de 6 meses, dos 87 caes pertencentes a esse grupo, foi identificado o parasito em
5 animais pela técnica de Faust e em 2 animais pela técnica de Sheater, resultando em
uma prevaléncia de 5,75% pela técnica de Faust e 2,29% pela técnica de Sheater
(figura 10).

FIGURA 10- OCORRENCIA DE G. duodenalis EM CAES DOMICILIADOS COM
MENOS DE 3 MESES, ENTRE 3 E 6 MESES E COM MAIS DE 6
MESES DE IDADE — 2006
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Quanto a andlise do género sexual a presenga do protozoario nas amostras
fecais foram observadas em 7 (10,6%) fémeas pelo método de Faust e colaboradores e
em 5 (7,57%) delas, pelo método de Sheater, do total de 66 fémeas analisadas no
grupo de caes domiciliados. Quanto ao sexo masculino, a técnica de Faust e
colaboradores, mostrou que dois (5,88%) caes foram positivos € um (2,94%) cdo macho

foi positivo pela técnica de Sheater (figura 11).
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FIGURA 11 - OCORRENCIA DE G. duodenalis EM CAES FEMEAS E MACHOS
DOMICILIADOS ENTRE FEMEAS E MACHOS - 2006
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A analise estatistica revelou que os resultados entre as duas populagdes (100
caes albergados e 100 caes domiciliados) foi significativo, quando se comparou as

técnicas de Sheater e Faust e colaboradores, ambas considerando P<0,05 (figura 12).

FIGURA 12 - COMPARACAO ENTRE TECNICAS COPROPARASITOLOGICAS
UTILIZADAS NO MATERIAL FECAL DE CAES ALBERGADOS E
DOMICILIADOS - 2006
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teste qui-quadrado considerando P <0.05, significativo.
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A analise da sensibilidade obtida, tendo a técnica de Sheater comparada ao
padrao ouro, técnica de Faust e colaboradores, resultou em um valor de 66% para
ambas populacgdes de caes estudados.

A tabela 3 apresenta o numero de caes albergados e domiciliados positivos para

ambas técnicas utilizadas para pesquisa de G. duodenalis.

TABELA 3 - NUMERO DE CAES ALBERGADOS E DOMICILIADOS
POSITIVOS PARA Giardia duodenalis PELAS DUAS TECNICAS
EMPREGADAS - 2006

Faust positivo/total Sheater positivo/total
Albergados 24/100 (24%) 16/100 (16%)
Domiciliados 9/100 (9%) 6/100 (6%)
TOTAL 33/200 (16,5%) 22/200 (11%)

A tabela 4 demonstra a quantidade de caes positivos para o protozoario, bem
como as taxas de ocorréncia de acordo com as faixas etarias estudadas, em ambas

técnicas coproparasitologicas pesquisadas.

TABELA 4 — NUMERO DE CAES ALBERGADOS E DOMICILIADOS POSITIVOS
PARA Giardia duodenalis PELAS DUAS TECNICAS
COPROPARASITOLOGICAS EMPREGADAS DE ACORDO COM AS
FAIXAS ETARIAS ANALISADAS — 2006

Faust pos/Total (%) Sheater pos/Total (%)

< 3 meses 3/14 (21,43%) 2/14 (14,28%)
Albergados 3abmeses 8/21(38,09%)* 5/21 (23,81%)

> 6 meses 13/65 (20,00%)* 9/65 (13,85%)

< 3 meses 3/10 (30,00%) 3/10 (30,00%)
Domiciliados 3a6bmeses 1/3(33,33%)* 1/3 (33,33%)

> 6 meses 5/87 (5,75%)* 2/87 (2,29%)
TOTAL 33/200 22/200

teste qui-quadrado considerando P <0.05, significativo.
Na tabela 5 sao dados os numeros de caes positivos, para o protozoario
pesquisado em ambas técnicas coproparasitologicas utilizadas, segundo os géneros

sexuais (masculino e feminino).

TABELA 5 - NUMERO DE CAES ALBERGADOS E DOMICILIADOS POSITIVOS
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PARA Giardia duodenalis PELAS DUAS TECNICAS
COPROPARASITOLOGICAS EMPREGADAS DE ACORDO COM
GENEROS SEXUAIS ANALISADOS - 2006

Faust pos/Total (%) Sheater pos/Total (%)
Albergados Machos 10/41 (24,39%)* 8/41 (19,51%)
Fémeas 14/59 (23,73%)* 8/59 (13,56%)
Domiciliados Machos 2/34 (2,94%)* 1/34 (5,88)
Fémeas 7/66 (10,60%)* 5/66 (7,57%)
TOTAL 33/200 22/200

teste qui-quadrado considerando P <0.05, significativo.

Ao compararmos estatisticamente as taxas de ocorréncias obtidas entre as duas
técnicas utilizadas, ndo se obteve diferencga significativa, ao analisarmos os dados da
populacdo de caes albergados e caes domiciliados separadamente. Porém, ao
compararmos as taxas de prevaléncias pela técnica de Faust e colaboradores, que
apresnetou taxas maiores, entre populagdes de cées albergados e domiciliados, obteve-
se sim, significancia estatistica para as taxas obtidas nas populagdes caninas nas faixas
etarias entre 3 e 6 meses, ou seja, entre as taxas de 38,09% (8/21) e 33,33% (1/3);
maior que 6 meses, 20% (13/65) e 5,75% (5/87) e entre fémeas, ou seja, entre os
valores 23,73% (14) e 10,60% (7/66) e entre machos, 24,39% (10) e 5,88% (2).



34

e Gatos

Foram examinados, por exames coproparasitolégicos, material fecal de 40

gatos, de diferentes populagdes, faixa etaria e sexo (Tabela 6).

TABELA6- POPULACAO DE GATOS AMOSTRADOS, SEGUNDO SEXO E
FAIXA ETARIA — 2006

Procedéncia Faixa etaria Sexo
- 3 meses 3 a 6 meses + 6 meses Fémea Macho
Albergados 9 1 0 8 4 5
Domiciliados 31 1 4 26 13 18
TOTAL 40 2 4 34 17 23

De 40 felinos analisados em cinco (12,5%), observou-se cistos de G. duodenalis,
pela técnica de Faust e colaboradores. Na técnica de Sheater nao foi observado
nenhum animal positivo para G. duodenalis, revelando diferenca estatistica entre os
dados obitdos (Figura 13).

FIGURA 13- OCORRENCIA DE G. duodenalis EM GATOS - 2006

14 12,5

.E 12
g 10
% 8 *Sheater
8 6 m *Faust
S 4
X 2 o

0

*teste X 2 quadrado, considerando p<0.05, significativo.
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Os dois gatos pertencentes a faixa etaria menor que 3 meses foram negativos
para cistos de G. duodenalis. Resultado negativo também foi observado nos quatro
gatos pertencentes a faixa etaria entre 3 e 6 meses de idade.

Dos 34 animais albergados e domiciliados, de faixa etaria maior de 6 meses, a
prevaléncia foi de 14,70%, para G. duodenalis segundo a técnica de Faust e
colaboradores, a técnica de Sheater nao apresentou resultado positivo, tendo portanto,

diferenca estatistica (Figura 14).

FIGURA 14 - PREVALENCIA DE G. duodenalis EM GATOS COM MENOS DE
3 MESES, ENTRE 3 E 6 MESES E COM MAIS DE 6 MESES DE

IDADE — 2006
o 20
4 14,7
:g 15
o Sheater
2 10
4 m Faust
8 5
(1]
‘: 0 O 0 O 0
°\ 0 I I

menor3 entre3e6 *maior6
meses meses meses

*teste X 2 quadrado, considerando p<0.05, significativo

Do total de 17 fémeas analisadas apenas uma, apresentou cistos do protozoario
em amostras fecais. E do total de 23 machos analisados, quatro apresentaram G.
duodenalis pela técnica de Faust e colaboradores. Portanto, a taxa de ocorréncia para
as fémeas foi de 5,88% e para os machos foi de 17,39% pela técnica supracitada. A
técnica de Sheater ndo apresentou resultados positivos para estes dois grupos, sendo
assim, a analise estatistica entre as duas técnicas foi significativa, quanto aos

resultados obtidos para as fémeas e para os machos (Figura 15).
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FIGURA 15 - OCORRENCIA DE G. duodenalis EM GATOS FEMEAS E MACHOS

2006

20
o 17,39
2
= 15
(72]
S 10 Sheater
§ 5,88 m Faust
8 5
2 0 0

0
*fémeas *machos

*teste X 2 quadrado, considerando p<0.05,

Ao comparar estatisticamente os resultados entre as duas populagdes de gatos,
observa-se diferenga significativa, para técnica de Faust e colaboradores, 3 de 9
(33,33%) animais tinham cistos de G. duodenalis, no grupo de gatos albergados e dois
de 31 (6,45%) gatos, pertencentes a mesma faixa etaria, porém do grupo de gatos

domiciliados, conforme observado na figura 16.

FIGURA 16 - COMPARACAO ENTRE TECNICAS COPROPARASITOLOGICAS
UTILIZADAS NO MATERIAL FECAL DE GATOS ALBERGADOS E
DOMICILIADOS - 2006

33,33
o 35
Z 30
g 25
o 20 sheater
3 15 m faust
§ 10 6,45
=g ‘B

*gatos *gatos

albergados domiciliados

*teste X 2 quadrado, considerando p<0.05, significativo

TABELA 7 - NUMERO DE GATOS ALBERGADOS E DOMICILIADOS POSITIVOS
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PARA G. duodenalis PELAS DUAS TECNICAS EMPREGADAS
SEGUNDO FAIXAS ETARIAS ANALISADAS - 2006

Faust pos/Total (%) Sheater pos/Total (%)

< 3 meses 0/1 (0,00%) 0/1 (0,00%)
Albergados 3 a 6 meses 0/0 (0,00%) 0/0 (0,00%)

> 6 meses 3/8 (37,50%)* 0/8 (0,00%)*

< 3 meses 0/1 (0,00%) 0/1 (0,00%)
Domiciliados 3 a 6 meses 0/4 (0,00%) 0/4 (0,00%)

> 6 meses 2/26 (7,69%)* 0/26 (0,00%)*

TOTAL 5/40 0/40

*teste qui-quadrado considerando P <0.05, significativo.

TABELA 8 - NUMERO DE GATOS ALBERGADOS E DOMICILIADOS POSITIVOS
PARA Giardia duodenalis PELAS DUAS TECNICAS EMPREGA
DAS SEGUNDO GENEROS SEXUAIS ANALISADOS - 2006

Faust pos./Total (%) Sheater pos./Total (%)

Albergados Machos 3/5 (60,00%)* 0/5 (0,00%)*
Fémeas 0/4 (0,00%)* 0/4 (0,00%)
Domiciliados Machos 1/18 (5,55%)* 0/18 (0,00%)*
Fémeas 1/13 (7,69%)* 0/13 (0,00%)*
TOTAL 5/40 0/40

teste qui-quadrado considerando P <0.05, significativo.

Em analise estatistica das taxas de ocorréncias obtidas, entre as duas técnicas
utilizadas na pesquisa do parasito, obteve-se diferenga estatistica significativa quando
se confrontam dados entre a populagao de gatos albergados e gatos domiciliados, como
ja observado na figura 14, e quando se comparam dados intrapopulagao, também ha
diferengas estatisticamente significativas.

Ao comparar as taxas de prevaléncias obtidas somente pela técnica de Faust e
colaboradores, que forneceu taxas maiores, entre populagcdes de gatos albergados e
domiciliados, obteve-se diferenga estatistica para as taxas obtidas nas populagoes
felinas nas faixas etaria maior que 6 meses e entre machos das duas populagdes
estudadas.

E por fim, ao compararmos intragrupos de albergados e domiciliados, obteve-se

para o grupo de gatos albergados, com mais de 6 meses de idade, os valores de 0%
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(0/8) e 37,50% (3/8); e quanto aos machos os resultados de 0% (0/5) e 60,00% (3/5)
também sao estatisticamente significativos. Para os gatos que viviam domiciliados, os
valores obtidos no grupo de fémeas, de 0% (0/13) e 7,69% (1/13), e animais da faixa
etaria maior de 6 meses, com os resultados de 7,39% (2/26)e 0% (0/26), como também
o resultado obtido para os machos, de 5,55% (1/18) e 0% (0/18), apresentaram

diferenca estatistica significativa.

4.2 Técnicas Moleculares:

Todas as amostras fecais de caes e de gatos positivas para Giardia no exame
microscopico na técnica de Faust e colaboradores foram submetidas ao diagnéstico
pela técnica de PCR.

Na populagdo canina, o total de 33 amostras positivas distribuidas em: 24
provenientes de caes albergados e 9 amostras provenientes de caes domiciliados foram
submetidas a técnica de PCR. Além destas amostras positivas, foram incluidas 20
amostras negativas escolhidas ao acaso para serem submetidas as técnicas
moleculares.

Do total de 33 cées positivos coproparasitologicamente, em 23 deles a
amplificacdo por PCR foi bem sucedida, em 10 deles ndo se obteve resultado positivo
por PCR. E os cées negativos coproparasitologicamente, 20, continuaram negativos
também ao PCR (Tabela 9).
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TABELA 9- COMPARACAO DE RESULTADOS OBTIDOS POR TECNICA S
COPROPARASITOLOGICA E MOLECULAR EM CAES - 2006

Coproparasitologico PCR
Caes positivo negativo positivo negativo
TOTAL 33 20 23 30

Na populagdo felina, o total de 5 amostras positivas pela
técnicascoproparasitolégica de Faust e colaboradores e 14 amostras negativas
escolhidas ao acaso, também foram submetidas ao método molecular. A amplificagao
por PCR ocorreu nas 5 amostras positivas ao método coproparasitoléogico e em 11

amostras negativa ao método coproparasitolégico, conforme demonstra a tabela 10:

TABELA 10 - COMPARAGCAO DE RESULTADOS OBTIDOS POR TECNICA S
COPROPARASITOLOGICA E MOLECULAR EM GATOS - 2006

Coproparasitologico PCR
gatos positivo negativo positivo negativo
TOTAL *5 14 *16 3

*teste X ? quadrado, considerando P<0,05 é significativo.

FIGURA 17 RESULTADO DE DETECGAO DE DNA EM ELETROFORE
SE COM MARCADOR DE PESO MOLECULAR DE
12000PB
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Ci17 Ci6 C15 C14C13C12C11C10 C9 Cg C7 Cs C5 C4 C3 C2 C- C- C-
Cao 17 - positivo Céo 9 - positivo

Cao 16 - positivo Céo 8 - positivo

Céo 15 - positivo Cé&o 7 - positivo

Cao 14 - positivo Cao 6 — positivo

Cao 13 - positivo Céo 5 - positivo

Cao 12 - positivo Céo 4 - positivo
Céo 11 - positivo Cé&o 3 - positivo
Cso 10 - positivo Cao 2 - positivo

Céaes identificados sem numeragéo - negativos

FIGURA 18 RESULTADO DE DETECGCAO DE DNA EM ELETROFORE
SE COM MARCADOR DE PESO MOLECULAR DE
2000PB
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5. Discussao
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Entre os objetivos deste trabalho buscou-se verificar, qual, dentre as duas
técnicas coproparasitologicas, de Faust et al. (1939) e Sheater (1929), apresentaria
melhores resultados para o diagnéstico de Giardia, tendo em vista que as duas técnicas
sdo rapidas e faceis de serem executadas no consultério pelo médico veterinario.
Adicionalmente, procedeu-se uma analise epidemioldgica relativa a faixa etaria e género
sexual dos caes e gatos analisados.

Quanto a prevaléncia de Giardia duodenalis em caes, os resultados obtidos no
presente trabalho, demonstraram taxa de prevaléncia de 24% pela técnica de Faust e
colaboradores e 16% pela técnica de Sheater, em caes albergados. Nos céaes
domiciliados, a referida taxa foi de 9% para técnica de Faust e colaboradores e 6% pela
técnica de Sheater. A diferenca de taxas, entre as duas populagdes, pode ser devido as
condi¢bes sanitarias, pois aqueles animais que vivem em canis, estdo sujeitos a
condigbes estressantes mais desafiadoras, tanto pela quantidade populacional, quanto
pela situacao enfrentada pelos animais. Os caes recém abandonados e capturados vém
de diferentes condigcbes e sdo colocados numa mesma baia, o que pode facilitar a
transmissdo de agentes patogénicos. Além disso, as condi¢bes de piso dos canis
podem influenciar as condicdes sanitarias, pois se houverem ranhuras, podem reter
cistos do protozoario, no momento que a limpeza é realizada.

Quando somadas as duas populagdes, totalizando 200 cées estudados, o indice
de parasitismo foi de 16,5%. Os indices observados no presente trabalho encontram-se
dentro da faixa de giardiase encontrada para caes no Brasil e em diferentes partes do
mundo. Em estudo realizado no Rio Grande do Sul, usando a técnica de Faust e
colaboradores, observou-se um indice de 34,04%. Dados similares sao descritos para a
populagédo canina de Florian6polis/SC, 32%, e Belo Horizonte/MG, 34% em caes de
canis e de rua (GENNARI e SOUZA 2002 citado por BECK et al., 2005). Em Uberlandia
os autores obtiveram um indice de 29% pela técnica citada (MUNDIM et al., 2003). Em
estudo realizado no estado de Sido Paulo a avaliagcdo de 271 caes, observou-se
prevaléncia de G. duodenalis em 12,2% dos animais estudados (OLIVEIRA-SEQUEIRA
et al., 2002). No Parana, na regido norte do estado (municipio de Maringa) a prevaléncia
de G. duodenalis em 41 caes foi estimada em 41,3% (RIGOLON, 1999).
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Nossos resultados corroboram dados da literatura cientifica (ZAJAC; JOHNSON;
KING, 2002; LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003), pois a técnica que apresentou
melhores resultados foi a de Faust et al. (1939). Segundo BARTMAN e ARAUJO
(2004), a sensibilidade da técnica de Faust varia entre 50 a 70% quando realizada uma
Unica vez. Porém, quando a técnica é repetida a sensibilidade aumenta para 93%
(LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003). Quando se compara a técnica de Sheather
com a de Faust como padréo ouro a sensibilidade foi de 66%.

Em estudo realizado em Santiago do Chile, os autores obtiveram melhores
resultados com a técnica de Faust quando comparada a técnica de Sheater, pois
encontraram no total de 40 animais avaliados, 6 positivos, pela técnica de Faust e 4,
pela técnica de Sheater (BASSO; VENTURINI, RISSO, 1998). Na cidade de Uberlandia,
Minas Gerais, foi realizado um estudo em 100 caes provenientes de canis, utilizando as
técnicas de centrifugacéo-flutuacdo com sulfato de zinco e centrifugagdo-sedimentacéo
com mertiolato-iodo-formaldeido, com coletadas trés amostras a cada 7 dias, duas
ldminas para cada técnica de cada animal, foi encontrado um resultado de 29% de
prevaléncia do protozoario para a técnica que utiliza sulfato de zinco e 38% para a
técnica MIFC, mas ndo houve diferencas estatisticas nos resultados nas diferentes
coletas ou para machos e fémeas (MUNDIM et al., 2003).

Os resultados numericamente maiores, obtidos pela técnica de Faust e
colaboradores (1939), possivelmente provéem do uso do sulfato de zinco, pois este
elemento, provoca menor deformidade nos cistos de G. duodenalis, e a consequente
visualizagao é facilitada ao microscépio otico.

Quanto a faixa etaria, a mais acometida tanto na populacéo de cées albergados,
quanto domiciliados, foi a entre 3 e 6 meses, seguida da faixa etaria menor de 3 meses
e 0S animais menos acometidos pertenciam a faixa etaria maior de 6 meses. Ao
analisarmos estatisticamente o numero de casos positivos e taxas de prevaléncias, a
populagdo canina nao mostrou significativa diferenga entre as técnicas, porém, ao
analisarmos de forma intragrupo, os resultados de caes albergados e domiciliados,
observou-se diferengas estatisticamente significativas, quanto aos valores obtidos pela
técnica de Faust e colaboradores, entre os animais amostrados das faixas etarias entre

3 e 6 meses e maior de 6 meses. Esse fato pode ser explicado pelo sistema de manejo,
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pois comumente proximo aos trés meses de idade o filhote recebe outro ambiente de
moradia, sob outras condi¢cdes sanitarias, outra fonte de veiculacao hidrica, nesta fase,
o filhote tem seu ciclo de vida com a mée, interrompido, portanto, fatores imunoldgicos,
sanidade ambiental e fonte de agua do local podem estar envolvidos. Segundo
MUNDIM et al. (2003), a doenga clinicamente aparente € mais comum nos animais
jovens e segundo LALLO; RODRIGUES; BONDAN (2003), a manifestagcdo da doencga
resulta de fatores relacionados ao hospedeiro, sua resposta imune, bem como fatores
relacionados ao parasito.

Quanto ao sexo, na populagéo canina albergada, os maiores numeros de animais
positivos foram encontrados nos machos, na outra populagdo analisada, a albergada, o
observado foi o inverso. Em analise estatistica, ao avaliar cada populagao intragrupo, os
resultados de caes albergados e domiciliados, diferencas estatisticamente significativas
foram encontradas quanto aos valores obtidos pela técnica de Faust e colaboradores
entre machos e fémeas, entre ambas populacdes, reforcando o quanto pode ser
representativo as diferengcas de moradia que cada grupo esta submetido.

Quanto a populagao de gatos, a técnica de Faust et al. (1939), mostrou diferenca
numeérica e estatistica significativa e foi superior numericamente quando comparada a
outra técnica utilizada, pois pela técnica de Sheater (1929) o resultado foi negativo, e a
técnica de Faust o resultado foi de cinco animais positivos. Quanto a prevaléncia, o
presente trabalho, detectou-se um indice de 12,5% por esta técnica coproparasitoldgica.
Sendo que a populagdo felina albergada apresentou um indice de 33,33% e a
domiciliada 6,45%. No Rio de Janeiro, HUBER; BONFIM; GOMES, (2002), encontraram
um indice de 45% de prevaléncia de G. duodenalis nos gatos domiciliados e 21,43%
nos gatos provenientes de abrigo. McGLADE et al. (2003) encontraram em 40 gatos
analisados na Australia, o indice de 5% positivos para G. duodenalis em exame
coproparasitolégico. Segundo esses dados, percebe-se como a prevaléncia conforme
regido estudada pode variar bastante, ressaltando a importancia do estudo em nossa
localidade. Ainda é importante salientar que o presente trabalho revelou um fator
diferente a literatura citada, pois neste estudo, chegou-se a uma maior prevaléncia em

populagao felina albergada e ndo domiciliada, como literatura supracitada.
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Ao comparar o resultado da técnica de Faust, observou-se diferenca estatistica
entre os gatos albergados e domiciliados com mais de 6 meses de idade, salientando
novamente a importancia que o local e consequente condicdo de moradia podem
influenciar nos resultados de infeccdo. Também a influéncia do comportamento felino,
gue sai a noite de sua moradia, pode ampliar o risco de contaminacéao.

Ao analisar estatisticamente cada grupo entre si, albergados e domiciliados, na
comparacgao entre as técnicas, nos albergados, encontrou-se diferenga significativa na
populacdo de gatos com mais de 6 meses de idade e também nos machos albergados.
Na outra populagao citada, a diferenga estatistica foi observada entre gatos com mais
de 6 meses e tanto em machos, quanto em fémeas. Salientando a importancia do uso
da técnica de Faust, na rotina clinica veterinaria, pois, neste estudo, se somente a
técnica de Sheater fosse utilizada, o resultado seria bastante diferente.

Em comparacéo realizada entre a técnica coproparasitologica e molecular para a
populacdo canina, a técnica de Faust e colaboradores, com o resultado de 33 caes
positivos para G. duodenalis, foi numericamente, ndo estatisticamente, superior ao
resultado oferecido pela técnica molecular (23 caes). Talvez por terem sido utilizados
cistos para extracdo de DNA e consequente falha no processo de extragcado, por ser a
forma de resisténcia do parasito, ou excesso de substancias inibidoras da reacéo, o
resultado pela técnica molecular foi numericamente menor. Porém o calculo da
sensibilidade forneceu um valor de 69%, ou seja, proximo ao esperado.

Na populacdo felina o resultado foi o esperado, pois, numericamente e
estatisticamente a técnica molecular (16 gatos) foi superior a coproparasitolégica (5
gatos). Estes dados corroboram o trabalho realizado por McGLADE et al. (2003), que
encontraram em populagédo felina analisada um indice de 5% para técnica

coproparasitolégica e 80% para molecular.
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6. Conclusoes

A técnica coproparasitolégica que apresentou melhores resultados numéricos,
em todos os grupos estudados neste trabalho foi a de Faust et al. (1939). Devido a sua
facil execucdo e observacao de cistos de G. duodenalis o Médico Veterinario pode se
valer deste resultado no momento da escolha do método diagnadstico.

Os resultados do trabalho indicam qual a situacdo da prevaléncia de G.
duodenalis em Curitiba e Regido Metropolitana e demonstram como a infecgdo se
distribui na faixa etaria de 3 a 6 meses para caes, e de mais de 6 meses para gatos de
forma numericamente predominante as outras faixas etarias analisadas.

Este estudo aponta a necessidade do Médico Veterinario dar maior atencéo a
animais com idade entre 3 a 6 meses para cées e maiores de 6 meses para gatos, que
podem vir a clinica veterinaria, com algum sinal clinico que possa indicar giardiase, ou
mesmo na auséncia de sinais indicadores da infecgao e que podem estar parasitados.

E necessario que o clinico inclua na sua rotina os procedimentos de diagndstico,
tratamento especifico (se necessario), e medidas sanitarias adequadas, sem faltar o
procedimento bastante importante de questionar o proprietario, de como € a moradia
deste animal, se ha outros animais compartilhando o mesmo espaco, para que medidas
sanitarias realmente sejam implementadas para o controle do problema. A problematica
do animal portador do parasito de forma assintomatica é importante pois, supostamente
nao apresenta nenhum sinal clinico e pode ser um disseminador da infeccdo, e
influenciar no insucesso de todo o procedimento.

As populacgdes albergadas, de gatos e de caes, sdo as mais acometidas pela
infecgdo, norteando a importancia das medidas sanitarias imprescindiveis de serem
tomadas. Trazendo a tona a questdao fundamental de profilaxia e de tratamento nos
ambientes que esses animais albergados vivem. Pois, atualmente o objetivo desses
locais, que abrigam animais, € aumentar o numero de doagdes e diminuir o numero de
eutanasias praticadas. Tendo em vista que a pratica de doagao deve ser feita de forma
responsavel, ou seja o animal doado precisa estar sadio, para ndo provocar problemas
na familia que o recebe, o presente trabalho aponta para a necessidade da realizagao

de exames especificos para Giardia duodenalis, antes do animal ser doado.
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A PCR foi a técnica mais sensivel para detec¢gdo do parasito em felinos,
indicando principalmente ao parasitologista a importancia da metodologia molecular
para diagnostico. Muitas vezes o diagnéstico de Giardia € negativo, por diversos
motivos, como, periodo de eliminacdo negativa, deformagao do cisto pela substancia
utilizada no exame coproparasitologico, entre outros, e o clinico pode ser auxiliado
sobremaneira pelo parasitologista com o uso dessa técnica.

E importante ressaltar que as técnicas diagnosticas coproparasitoldgicas e
moleculares, sdo de fundamental importancia para o clinico que devem usa-las
rotineiramente, pois, possuidor do diagndstico preciso, € mais facil indicar o tratamento
adequado. O uso de drogas de forma aleatdria induz ao risco de provocar resisténcia
dos parasitos aos farmacos. Outra questao levantada é fazer uso de drogas especificas
para o parasito e ter capacidade clara de julgamento sobre novas maneiras de controle
de doengas, como drogas e vacinas trazidas para o mercado veterinario. Informagéao é

poder e garantia de sucesso como profissional.
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