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Abstract

Dogs and cats are the most common domestic animals used for interact and live with
humans. Even more these animals are sharing the same habitat with the human
beings. Despite of the benefits of this intimate relationship, we must consider that dogs
and cats can be hosts for zoonotic parasites, including Giardia and Cryptosporidium,
both parasites with great relevance in veterinary medicine and public health. Giardia is
a cosmopolitan enteric protozoan responsible for diarrhea in a wide variety of hosts,
including man. Cryptosporidium is an emergent and opportunist parasite, which
attained relevance with the advent of the acquired immune deficiency syndrome, since
this parasite can cause severe disease in immunocompromised individuals. From an
epidemiological standpoint, it is important to understand which are the Cryptosporidium
species and Giardia genotypes which affect humans and animals, as well as know
those with zoonotic potential. The prevalence rates knowledge of these parasites in
canine and feline populations becomes an important tool that makes possible to
delineate actions to reduce risk of transmission to other animals, as well as to the
human population. The assemblages of Giardia duodenalis more prevalent in dogs and
cats are also an important determination, since this protozoan has great genetic
diversity and also the canine and feline's host species can harbor both zoonotic and
species-specific assemblages. Through the use of traditional parasitological methods,
the present study aimed to evaluate the prevalence of G. duodenalis and
Cryptosporidium sp. in dogs (n=299) and cats (n=38) belonging to stray, community
and semi-domesticated strata and captured by the Zoonosis Control Center of
Campinas (CCZ), from March 2011 to March 2012. The positive samples for G.
duodenalis have been molecularly characterized through locus tpi. The possible
association among the epidemiological characteristics of the studied population with
the infection by Giardia and Cryptosporidium, was also evaluated. The prevalence of
G. duodenalis was 13.3% in fecal samples in dogs and statistical significant difference
has been observed in relation to the consistency of the fecal sample, with higher
prevalence in doughy or diarrheic samples. The prevalence of G. duodenalis in cats
was 5.5%. In relation to Cryptosporidium, the prevalence in dogs was 2.0%. Oocysts
were not found in fecal samples from cats. All amplified sequences sampled from dogs
feces showed identity with C or D assemblage of G. duodenalis, suggesting that dogs
belonging to evaluated strata constitute low risk to public health in the city of
Campinas. The cat's fecal sample, which were possible to sequence, showed identity
with the Assemblage Al, demonstrating that animals of this species belonging to this
particular strata can be a concern in public health for the city of Campinas, since they
can eliminate cysts with zoonotic potential.

Key Words: Giardia duodenalis; Cryptosporidium; Dog; Cat; Genotype.
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Resumo

Caes e gatos sao os animais domésticos mais utilizados para interagir e conviver com
as pessoas. Estes animais cada vez mais compartiiham o mesmo habitat que os seres
humanos. Em que pese os beneficios advindos deste intimo relacionamento, ha que
se considerar que caes e gatos podem albergar parasitos com potencial zoonético,
dentre os quais Giardia e Cryptosporidium, ambos de grande importancia na medicina
veterinaria € na saude publica. Giardia € um protozoario entérico cosmopolita
responsavel por diarreia em grande variedade de hospedeiros, incluindo o ser
humano. Cryptosporidium é um parasito emergente e oportunista, que ganhou
destaque com o advento da sindrome da deficiéncia imunoldgica adquirida, uma vez
que este protozoario pode causar quadros graves em individuos imunocomprometidos.
Do ponto de vista epidemiolégico, é importante entender quais sao as espécies de
Giardia e Cryptosporidium que acometem os seres humanos e os animais, bem como
conhecer aquelas que possuem potencial zoonético. Conhecer a prevaléncia desses
parasitos na populagéo de céaes e gatos torna-se ferramenta importante, que possibilita
delinear agbes que reduzam o risco de transmissédo para outros animais, bem como
para a populagdo humana. A determinacdo das assembleias de Giardia duodenalis
mais prevalentes nos cades e gatos também é de grande relevancia, visto que este
protozodrio possui grande diversidade genética e os hospedeiros das espécies canina
e felina podem albergar tanto assembleias zoonéticas quanto espécie-especificas. O
presente estudo teve como objetivo, através do uso de métodos parasitologicos
tradicionais, avaliar a prevaléncia de G. duodenalis e Cryptosporidium sp. em caes
(n=299) e gatos (n=38) pertencentes aos estratos errante, comunitario e
semidomiciliado e recolhidos ao Centro de Controle de Zoonoses de Campinas (CCZ2),
no periodo de marco de 2011 a marco de 2012. As amostras fecais positivas para G.
duodenalis foram caracterizadas molecularmente através do locus tpi. Também se
avaliou a eventual associacdo entre as caracteristicas epidemiolégicas da populagao
em estudo e infecgdo por Giardia e Cryptosporidium. Os resultados revelaram uma
prevaléncia de 13,3% para G. duodenalis nas amostras fecais de cées. Houve
diferenca estatisticamente significativa em relacdo a consisténcia da amostra fecal,
com maior ocorréncia nas amostras pastosas ou diarreicas. A prevaléncia de G.
duodenalis em gatos foi de 5,5%. Em relagdo ao Cryptosporidium, sua prevaléncia em
cées foi de 2,0%. Nao foram encontrados oocistos nas amostras de gatos. Os
resultados moleculares indicaram em todas as amostras de cédes sequenciadas
identidade com as assembleias C ou D de G. duodenalis, sugerindo que animais desta
espécie pertencentes aos estratos avaliados constituem baixo risco a saude publica no
municipio de Campinas. A amostra de gato em que foi possivel realizar o
sequenciamento revelou identidade com a assembleia Al, demonstrando que animais
desta espécie pertencentes aos estratos avaliados podem se constituir em
preocupacao em saude publica no municipio de Campinas, podendo os mesmos
eliminar cistos com potencial zoonético.

Palavras chave: Giardia duodenalis; Cryptosporidium; Cao; Gato; Genotipo.
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1. Introducao

Giardia spp. sao protozoarios que acometem nao apenas seres humanos como
também aves e vasta gama de animais vertebrados, incluindo os cdes e gatos
(THOMPSON, 2004, SOLIMAN et al., 2011). Nos hospedeiros infectados, o parasito
frequentemente acomete o trato digestério, podendo causar quadros clinicos distintos.
Esta parasitose estd intimamente associada as mas condigbes de higiene,
saneamento basico deficiente e aglomerados populacionais nos paises em
desenvolvimento (TRAUB et al., 2004). Nos paises desenvolvidos, Giardia spp.
constitui-se uma preocupacao em decorréncia principalmente de surtos ocasionados
por veiculagdo hidrica (FRANCO et al., 2012).

Os coccidios do género Cryptosporidium spp. sdo parasitos oportunistas, de
distribuicao cosmopolita, encontrados em mais de noventa paises e em mais de cento
e cinquenta espécies de mamiferos (XIAO et al., 2004). Na atualidade, criptosporidiose
€ considerada uma importante zoonose emergente (XIAO & FAYER, 2008). Por causa
da relagcdo entre criptosporidiose e pobreza, a OMS, recentemente, incluiu esta
parasitose na lista das doengas negligenciadas (SAVIOLI et al.,, 2006). Nos
hospedeiros, estes protozoarios desenvolvem o ciclo, predominantemente, nas

microvilosidades das células epiteliais do intestino, causando sintomatologia variada.

Espécies dos géneros Giardia e Cryptosporidium, parasitos intestinais
encontrados em seres humanos e em animais domésticos, também infectam uma
gama diversificada de animais selvagens, conforme reconhece um nimero cada vez
maior de publicagbes (HUNTER & THOMPSON, 2005, MUNDIM et al., 2007,
THOMPSON et al., 2008). Nos seres humanos, estao entre as duas maiores causas

de diarreia ocasionadas por protozoarios (CACCIO et al., 2005).

Giardia spp. afeta, principalmente, populagcbes menos favorecidas e pode
causar infecgdes crdnicas, ocasionando desordens nutricionais e deficiéncia de
crescimento, particularmente em criangas (HUNTER & THOMPSON, 2005). A
giardiose (doenca causada pelo protozoario Giardia) e a criptosporidiose (doenca
causada pelo protozoéario Cryptosporidium) sdo as enfermidades de veiculagao hidrica
provocadas por protozoarios mais prevalentes e preocupam sobremaneira 0s
responsaveis em saude publica pelos servigcos de abastecimento de agua nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (THOMPSON, 2004). De todos os surtos
descritos de doencas parasitarias causadas por protozoarios cuja via de transmissao
foi a agua entre 1984 a 2004 (KARANIS et al.,, 2007) e, entre 2004 a 2010

1



(BALDURSSON & KARANIS, 2011), Giardia e Cryptosporidium responderam por
48,0% e 44,8% do total, respectivamente (FRANCO et al., 2012).

Caracteristicas importantes atribuidas tanto a Giardia como a Cryptosporidium
explicam porque estes protozoarios sdo preponderantes nos surtos por veiculagao
hidrica:

e ambos desenvolvem ciclos monoxénicos, em que 0
hospedeiro elimina grande quantidade de formas
infectantes nas fezes (cistos ou oocistos);

e sao parasitos com potencial zoonético, facilmente
aumentando o numero de hospedeiros e contaminando o

meio ambiente;

« as formas infectantes sdo mais resistentes a acdo de
muitos produtos utilizados no tratamento da agua, bem
como aos desinfetantes a base de cloro (KARANIS et
al., 2007, YOSHIUCHI et al., 2010).

Nos animais domésticos, Giardia e Cryptosporidium também sao parasitos
entéricos frequentes (HUNTER & THOMPSON, 2005, THOMPSON et al., 2008). O
quadro clinico apresentado pelo animal parasitado pode variar desde casos
assintomaticos até quadros graves, como diarreia, desidratacdo e vOmitos, que
acontecem particularmente em filhotes, em animais que vivem em aglomerados (canis,
gatis), e animais imunodeprimidos (THOMPSON et al., 2008).

Dada a grande prevaléncia destes protozoarios tanto na medicina veterinaria
quanto na saude publica, diversos estudos foram realizados em animais domésticos,
de companhia e de produgdo (NAVARRO et al., (1997), GENNARI et al., (1999),
GUIMARAES et al., (2001), ABE et al., (2002), OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., (2002),
BARTMANN, (2002), MUNDIM et al., (2003), FIGUEIREDO et al., (2004), HUBER et
al., (2005), ALVES OF et al., (2005), THOMAZ, (2006), FONTANAROSSA et al.,
(2006), CAPUANO & ROCHA, (2006), MARTINEZ-MORENO et al., (2007), FUNADA
et al., (2007), PAPAZAHARIADOU et al., (2007), MUNDIM et al., (2007), ALMEIDA et
al., (2008), GOMES et al., (2008), RINALDI et al., (2008), PRESOTTO, (2009),
PRATES et al., (2009), SEVA et al., (2010), TOSCAN et al., (2010)). Estes estudos
tiveram como objetivo avaliar a importancia destes parasitos em relagdo a saude dos

animais, determinar fatores de risco que favorecem a infeccdo, avaliar a eficiéncia de
2



farmacos no tratamento destas parasitoses e estimar o significado epidemiolégico dos
indices de prevaléncia em relacao a salde publica.

Segundo Thompson et al. (2008) do ponto de vista epidemiolégico, ha uma
série de questbes que precisam ser esclarecidas antes de qualquer providéncia
pratica:

1. de que forma Giardia e Cryptosporidium se mantém na natureza?
2. quais hospedeiros esses protozoarios podem acometer?
3. quais sao os gendtipos prevalentes nestes hospedeiros?

4. qual o potencial de transmissao entre os diversos hospedeiros, uma vez
que existem ciclos de transmissao dentro da mesma espécie e ciclos de
transmissao entre espécies diferentes, incluindo os seres humanos =
que podem ser responsaveis pelo potencial zoonoético destes parasitos?

Neste contexto, tornou-se importante a distingdo das espécies, gendtipos e
subgendtipos de Giardia e Cryptosporidium que acometem o ser humano e outros
animais, de modo a se conhecer melhor a interagdo entre os ciclos de transmissao

destes protozoarios.

Com o advento das técnicas moleculares, tais como a PCR, ferramentas para
caracterizacdo de Giardia e Cryptosporidium permitiram reconhecer diferencas
genéticas nestes géneros até entdo nao descritas, 0 que acabou ocasionando uma
revolugdo no terreno da taxonomia e da compreensdo da epidemiologia destes
protozoarios na doenca humana (BARTMAN, 2002). Tais técnicas fornecem
informacdes adicionais aquelas obtidas apenas pela microscopia Optica, fator
fundamental para propiciar a diferenciagdo entre as espécies e também permitem
reconhecer as variantes intraespecificas dos parasitos, pela analise do potencial
zoondético (TRAUB et al., 2005).

Desta forma, as ferramentas moleculares contribuem n&o apenas para
solucionar questoes referentes a taxonomia destes parasitos, como também auxiliam a
compreensdo da gama de hospedeiros acometidos por Giardia e Cryptosporidium, e
das diferentes espécies, genoétipos e subgendtipos que infectam tais hospedeiros.
Estas ferramentas, ainda, oferecem suporte para se determinar a fonte de infecgéo
nos casos de surtos e a dindmica de transmissao em focos endémicos (THOMPSON
et al., 2008).



Mediante ao uso de técnicas moleculares, isolados de Giardia e
Cryptosporidium colhidos de diferentes espécies de hospedeiros em diferentes
localizagbes geograficas foram genotipados, e a ocorréncia de algumas espécies e
gendtipos foi demonstrada em seres humanos e em outros animais, indicando o

potencial zoon6tico destes protozoarios (THOMPSON et al., 2008).

Devido a importdncia da caracterizagdo molecular de Giardia e
Cryptosporidium, diversos estudos com este objetivo foram realizados em animais
domésticos de companhia e de produgao (ABE et al., (2002), ABE et al., (2003),
TRAUB et al., (2004), HAJDUSEK et al., (2004), THOMAZ, (2006), INPANKAEW et al.,
(2007), PAZ E SILVA, (2007), LEONHARD et al.., (2007), VASILOPULOS et al.,
(2007), SOUZA et al., (2007), BARUTZKI et al., (2007), VOLOTAO et al., (2007),
PALMER et al., (2008), SEVA et al., (2010), ITOH et al., (2011), BAJER et al., (2011),
FERREIRA et al., (2011)). Esses estudos tiveram por objetivo determinar quais
espécies/gendtipos/subgenodtipos de Giardia e Cryptosporidium acometem as
populacées de animais domésticos, bem como verificar a possibilidade de transmissao

zoondtica.

Relacao do ser humano com o cao e com o gato

O relacionamento entre o0 ser humano e os caes data da pré-histéria: ha mais
de doze mil anos estas espécies convivem compartilhando o mesmo habitat
(SCHVARTZMAN & PACIN, 2005). A partir do século XX, os caes se tornaram os
animais domésticos mais utilizados para interagir e conviver com as pessoas.
Estimativas dao conta que, em paises como Australia, Bélgica, Francga e Irlanda, cerca
de 40% dos lares possuem ao menos um cdo (BEAVER, 2001). Nos EUA, a Humane
Society estimou que em 2007 existiam 72 milhdes de caes com proprietarios e 81
milhdes de gatos com proprietarios. Nesse pais, estimativas apontam que em 37,2%
dos domicilios existe ao menos um cao e que em 32,4% dos domicilios existe ao
menos um gato (BOWMAN & LUCIO-FORSTER, 2010). No Brasil, a populacao de
cées estimada em 2004 era de 28 milhdes de animais, sendo que ao redor de 80,0%
destes pertenciam aos estratos errante, comunitario e semidomiciliado
(HEUKELBACH et al., 2012). No municipio de Campinas - SP, a estimativa dessa
populacdo canina é de 153.628 (SAO PAULO, 2011). Considerando-se que a
populacdo humana do municipio, segundo resultado do censo realizado pelo IBGE em



2010, é de 1.024.612 (BRASIL, 2011), temos uma relagdo de um cao para cada grupo

de 6,6 pessoas.

Este relacionamento proximo proporcionou inumeros beneficios ao ser
humano: companhia, lazer, guarda patrimonial e pessoal, participagdo dos animais em
atividades esportivas e de recreacdo, auxilio a deficientes fisicos e visuais. Outro
papel relevante que os caes tém desempenhado nas sociedades modernas é o de
suporte psicoldégico aos seres humanos, contribuindo para o “bem-estar” de seus
proprietarios. Estudos clinicos demonstraram normalizagdo da frequéncia cardiaca e
da pressdo arterial nos individuos que possuem animais de estimagdo. Em
contrapartida, este convivio fez com que o cdo ganhasse abrigo e alimento (BEAVER,
2001; LANTZMAN, 2004; BENTUBO et al., 2007).

A diminuicdo dos espagos de moradia, principalmente nas grandes cidades,
gerou uma convivéncia cada vez mais intima entre os seres humanos e os animais
domésticos de pequeno porte, sobretudo os caes. A coabitacdo em areas reduzidas
nem sempre foi acompanhada por adequagdo de manejo por parte dos proprietarios
destes animais. Habitos notadamente humanos passaram a ser incorporados a rotina
dos caes, como o uso de roupas e todo o tipo de acessérios comuns aos seres
humanos. Os caes passaram a frequentar “pet shops” para tosas, pintura das unhas e
uso de perfumes, 0 que caracteriza um aspecto de “humanizacdo” desta espécie
animal. Lantzman (2004), afirma que o cdo esta cada vez mais préximo da familia
humana, tanto fisica quanto emocionalmente. Em determinadas situagbes, os caes

chegam a compartilhar a cama com seus proprietarios (LINDARTE et al., 2011).

Em que pese os beneficios advindos do contato proximo, ha que se considerar
o aumento da possibilidade de transmissdo de patdégenos zoonéticos do cdo aos
humanos de maneira direta ou indireta (MARTINEZ-MORENO et al.,, 2007,
HEUKELBACH et al.,, 2012), dentre os quais podemos citar: Toxocara sp.,
Ancylostoma braziliense, Ancylostoma caninum, Echinococcus granulosus,
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, Babesia canis, Dirofilaria immitis e Erlichia
canis. O helminto T. canis, parasito comum em caes (sobretudo em filhotes), é o
agente causador da Larva migrans Ocular e Visceral em seres humanos, que se
infectam pela ingestao de ovos larvados. Caes também podem albergar ectoparasitos
que desempenham papel de vetores bioldégicos e mecéanicos na transmissdo de
bactérias e parasitos ao ser humano, tais como Rhipicephalus sanguineus,

Amblyomma cajennense, Ctenocephalides canis e Tunga penetrans (HEUKELBACH



et al., 2012). Ferreira et al. (2011), destacam também o papel desempenhado por

gatos como hospedeiros de helmintos e protozoarios transmissiveis ao ser humano.

Atualmente, estima-se que 60,0% das doengas infecciosas e 75,0% das
doencas emergentes que acometem o ser humano sdo zoonoses (HALE et al., 2012).
A relagdo intima entre os humanos e os animais domésticos aumenta a possibilidade
de transmissdo de mais de sessenta espécies de parasitos, dentre eles Giardia e
Cryptosporidium (MACPHERSON, 2005, PRATES et al., 2009, PAOLETTI et al.,
2011).

Os riscos de transmissao de agentes zoonéticos do cdo ao ser humano séo
exacerbados nos paises em desenvolvimento pelo fato de existirem grandes estratos
da populacao canina que vivem de maneira errante ou semidomiciliada e préximos ao
convivio de seres humanos, sobretudo nos grandes aglomerados urbanos. Estas
populagbes caninas vivem sob precarias condicbes de higiene e tampouco sao
submetidas a cuidados médico veterinarios, exacerbando o risco de transmissao de
zoonoses (TRAUB et al., 2005), que é particularmente maior em criangas, gestantes,
idosos e imunodeprimidos (GRACENEA et al., 2009).

Cenario semelhante ao citado no paragrafo anterior pode ser observado em
Campinas. Neste municipio, segundo o indice Paulista de Responsabilidade Social,
35,0% da populagéo canina tém acesso parcial ou total as vias publicas sem nenhum
tipo de supervisdo, exacerbando desta maneira a possibilidade de transmissao de
agentes zoonéticos ao humano (ALVES MCGP et al., 2005). No Brasil, o grande
ndmero de caes soltos nas vias publicas pode ser explicado pela vasta quantidade de
alimento disponivel (alimento oferecido por moradores ou lixo mal-acondicionado) e
pelas condigbes climaticas do pais (KATAGIRlI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008,
HEUKELBACH et al., 2012).

Embora os cades sejam os animais mais diretamente ligados aos seres
humanos, ndo se devem menosprezar outras espécies de animais domésticos que
também desempenham papel importante na sociedade moderna.

Os gatos foram domesticados por volta de 3.000 anos a.C., no Egito, onde
eram venerados e considerados sagrados. Devido ao fato de possuirem forte instinto
de caca, os gatos eram Uteis para o controle de infestagdo de roedores nos depdsitos
de alimentos. Mais tarde, durante a Idade Média na Europa, os gatos foram

associados a maus-espiritos e bruxaria. Nos dias atuais sdo mascotes muito comuns,
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fazendo companhia aos seus proprietarios. Do ponto de vista epidemioldgico, porém,
os gatos podem transmitir doencas, entre as quais a toxoplasmose transmitida pelo
protozodario Toxoplasma gondii, importante zoonose cosmopolita que afeta os animais
homeotérmicos, inclusive o ser humano. O gato doméstico e outros felideos sdo os
Unicos hospedeiros definitivos da doenca (podem eliminar oocistos através das fezes)
(FRENKEL et al., 1970).

Centro de Controle de Zoonoses de Campinas (CCZ)

O CCZ da Prefeitura de Campinas é uma instituigdo publica municipal,
vinculada ao Departamento de Vigilancia e Saude Ambiental (DeViSa) da Secretaria
Municipal de Saude, localizado a Rua das Sapucaias, s/n?, Vila Boa Vista. Este servigo
desenvolve diversas atividades integrantes dos Programas de Controle de Zoonoses,
de doencas transmitidas por vetores, de agravos provocados por animais pegconhentos
e também do controle de populagdes animais urbanas. O objetivo principal do CCZ é o
controle de doengas naturalmente transmissiveis dos animais vertebrados para o ser
humano (zoonoses), bem como do controle das doencas e/ou agravos causados por
artrépodes vetores e animais pegonhentos. Isto significa, prioritariamente, uma
insercao no contexto da saude publica, visando a protecao e/ou promogao da salde
na coletividade.

No municipio de Campinas, o0 CCZ é o servico responsavel pelo recolhimento e
manutencao de caes e gatos. Os critérios utilizados para o recolhimento sao cées e
gatos causadores de agravos (mordeduras, arranhaduras) para observacdo de dez
dias ou animais em sofrimento nas vias publicas (vitimas de traumas
mecanicos/atropelamentos graves, ou doencgas graves, tais como paralisias, caguexia,
miiases graves, mutilacbes, evisceracdes e neoplasias). Parte significativa destes
animais, apés um periodo de observagdo, acaba sendo doada a municipes
interessados em animais para companhia, guarda patrimonial, dentre outros motivos.

A busca por animais domésticos de pequeno porte alojados no CCZ é intensa.
Ferreira et al. (2011) destacam o potencial zoonético que podem desempenhar caes e
gatos de abrigos, uma vez que estes animais sio frequentemente doados. Por esse
motivo, verificar e tratar a ocorréncia de agentes etiolégicos com perfil zoonético nos
animais alojados no CCZ é uma agao de saude publica, pois pode evitar a infeccao
dos humanos por um destes agentes.



2. Revisao de literatura
2.1. Género Giardia (Kunstler, 1882)

Giardia foi o primeiro protozoario intestinal humano a ser conhecido. Sua
primeira descricdo data de 1681, ocasido em que Anton van Leeuwenhoek observou
animaliculos moéveis em suas proprias fezes. Dois séculos mais tarde, o género
Giardia foi criado (Kunstler, 1882), ap6és a observacao de parasitos flagelados no
intestino de girinos de anfibios anuros (ALl & HILL, 2003).

A Unica espécie de Giardia que acomete seres humanos é G. duodenalis
(SOLIMAN et al., 2011), parasito intestinal bastante prevalente e que representa a
maior causa de diarreia em seres humanos ao redor do mundo, excetuando-se as
diarreias de etiologias virais (WALLS, 2010, GOMES et al., 2011). Giardia, juntamente
com Cryptosporidium, sdo 0s mais comuns patégenos envolvidos em surtos de
diarreia ocasionados por consumo de agua (HUANG & WHITE, 2006).

Em 2006, a giardiose foi incluida na relacdo de “doencas negligenciadas” pela
OMS (SAVIOLI et al., 2006). E até os dias de hoje, em muitos paises ao redor do
mundo, esta doenga ndo é sequer relatada, o que gera uma lacuna na compreensao
de sua importancia (PLUTZER et al., 2010, BERRILLI et al., 2012).

Nos continentes e subcontinentes que englobam paises emergentes e em
desenvolvimento (Asia, Africa, América Central e América do Sul), estima-se que
duzentos milhdes de pessoas tém infecgdes sintomaticas causadas por G. duodenalis.
Nestes locais, também sao relatados cerca de quinhentos mil novos casos desta
parasitose todos os anos. Justificam-se estes altos indices de infeccdo pela pouca
disponibilidade de agua tratada e pela precariedade das condi¢des sanitarias a que
boa parte das populagcdes destas regides estda submetida (THOMPSON, 2004,
WALLS, 2010). Na india, estima-se que 1,5 milhdo de criangas morram a cada ano
vitima de doencas diarreicas, e G. duodenalis é um dos agentes etiolégicos
largamente encontrados parasitando estes individuos, juntamente com rotavirus,
Salmonella, Shigella, Campylobacter, Escherichia coli enteroinvasiva, Vibrio cholerae e
Entamoeba histolytica. Naquele pais, o pico de infecgdo por G. duodenalis costuma
ocorrer na época das mongdes, ou entdo em épocas secas, ocasides em que a
populagdo usualmente consome agua de fontes contaminadas e compartilhadas com
animais (TRAUB et al., 2005). A prevaléncia de giardiose nos paises emergentes e em
desenvolvimento pode chegar a 30,0% (LINDARTE et al., 2011).
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Nos paises desenvolvidos, a prevaléncia de giardiose gira em torno de 2,0% a
5,0% (LINDARTE et al., 2011). Nos EUA, Giardia é identificada em 4,0% a 7,0% de
pacientes com diarreia (CANTEY et al., 2011) e estima-se que ocorram anualmente de
dois milhdes a dois milhdes e meio de casos, com predominio em criancas de zero a
nove anos € em adultos de 35 a 44 anos (BALLWEBER et al., 2010, WALLS, 2010).
Em paises como os EUA, Canada, Japao e Nova Zelandia a notificacdo de casos de
giardiose em seres humanos é obrigatéria (BALLWEBER et al., 2010, WALLS, 2010).

Atualmente, Giardia é um dos organismos mais estudados, ndo apenas pelo
fato de ser um importante parasito, mas também em funcao dos impactos que acarreta
na salde publica e animal: além de ser um organismo causador de diarreia, pode
desencadear deficiéncias nutricionais e dificuldades no ganho de peso dos individuos
infectados (THOMPSON, 2004; PAULINO, 2005; XIAO & FAYER, 2008). Por sua vez,
para alguns autores, na biologia evolutiva, Giardia representa um ramo primitivo na
divisdo dos eucariotos, 0 que a torna um organismo chave para o entendimento da
evolugéo das células eucariotas (THOMPSON & MONIS, 2004).

A giardiose é considerada uma infeccdo zoonoética, embora ndo se tenha
completa compreensao do papel que os animais desempenham na transmissao deste
agente ao ser humano (MUNDIM et al., 2007). Estudos de infectividade utilizando
cistos de Giardia isolados de seres humanos e de animais tém demonstrado que a
infeccdo zoondtica é possivel (PLUTZER et al., 2010), o que torna os caes == 0s
animais domésticos mais intimos do ser humano = potenciais fontes de infeccao para
os seres humanos. Este fato é preocupante, pois é elevada a prevaléncia desta

parasitose em caes, tanto domiciliados como errantes (TRAUB et al., 2004).

2.1.1. Espécies de Giardia

Entre as décadas de 1920 e 1930, mais de cinquenta espécies de Giardia
foram descritas. A partir dos trabalhos de Filice (1952), criou-se uma nova
classificagao taxonémica, com substancial diminuicdo do numero de espécies
reconhecidas. Tal classificagdo baseou-se na similaridade morfolégica entre as
espécies descritas (formas do trofozoito, corpo mediano, franja ventrolateral, disco
ventral e dos flagelos), colocando em duvida a validade da especificidade do
hospedeiro como critério de classificagao taxonémica (THOMPSON, 2004).



Segundo essa classificacdo, ha seis espécies de Giardia, das quais cinco
representadas por isolados provenientes: de anfibios (G. agilis), de aves (G. psittaci,
G. ardeae), de camundongos (G. muris) e de ratazanas (G. microti). A sexta espécie,
encontrada em vasta quantidade de hospedeiros mamiferos, foi agrupada por Filice
como uma espécie Unica, dadas as semelhangas morfolégicas compartilhadas entre
os protozoarios, notadamente na estrutura dos corpos medianos. Esta espécie
recebeu o0 nome de G. duodenalis (PLUTZER et al., 2010).

Os nomes especificos == G. duodenalis, G. intestinalis e G. lamblia = sado
sinonimias. A caracterizagao de G. duodenalis por eletroforese de isoenzimas revelou
extenso polimorfismo genético entre os isolados, e a existéncia de grupos genéticos
(ou assembleias) dentro de G. duodenalis foi posteriormente confirmada por estudos
adicionais (ANDREWS et al., 1989). Mais recentemente, usando-se ferramentas
moleculares, tais como PCR, em conjunto com analises de loci genéticos
conservados, analise dos genes que codificam as enzimas glutamato desidrogenase
(gdh), fator de elongacéo alfa 1 (ef-1a) e triosefosfato isomerase (tpi), combinada com
a associacao de outros dados, foi possivel elucidar as divisbes genéticas dentro do
grupo G. duodenalis, mostrando que a mesma nao € uma espécie uniforme, mas sim
um complexo de espécies (THOMPSON, 2004), que variam pouco na morfologia
(SOLIMAN et al., 2011).

A partir destes dados, estabeleceu-se a classificacdo das populagbes de G.
duodenalis encontradas em amostras humanas e em muitas espécies de mamiferos,
sendo na Europa grupo Polonés e grupo Belga (HOMAN et al., 1992) e na Australia os
genotipos A e B (EY et al.,, 1997). Posteriormente, através de estudos adicionais
baseados em caracteres morfolégicos, moleculares e especificidade do hospedeiro, foi
possivel documentar outras assembleias (C, D, E, F e G), bem como identificar
diferengas dentro das assembleias A e B, a posteriori classificados como subgrupos
(SOLIMAN et al., 2011, LINDARTE et al., 2011).

Apenas as assembleias A e B sdo infectantes para o humano. Atribuiu-se a um
erro de técnica um relato de infeccdo humana pela assembleia F (GELANEW et al.,
2007). A assembleia A, considerada o mais importante genétipo de G. duodenalis
envolvido na giardiose zoonotica, possui quatro subgrupos (Al e All, Alll e AIV). O Al
possui grande potencial zoonoético e distribuicdo cosmopolita, enquanto que o All, o
subgrupo mais prevalente em seres humanos, pode ser encontrado ocasionalmente

infectando animais (XIAO & FAYER, 2008). Recentes estudos de genotipagem
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utilizando a analise da sequéncia de quatro genes (beta-giardin, SSU-rRNA, gdh e tpi)
reconheceram o subgrupo denominado Alll, que infecta exclusivamente animais, muito
embora haja relatos de que, no México, tenha infectado pequena quantidade de
pessoas além de um cao (BOWMAN & LUCIO-FORSTER, 2010, BALLWEBER et al.,
2010). Céaes e gatos também foram diagnosticados com o subgrupo AlV (SCORZA et
al.,, 2012). Estes, quando infectados pela assembleia A, usualmente albergam o
subgrupo Al. Apenas um estudo detectou o subgrupo All na espécie canina (TRAUB et
al., 2004) e na espécie felina (CACCIO et al., 2008, XIAO & FAYER, 2008, BOWMAN
& LUCIO-FORSTER, 2010). A assembleia B é constituida por dois subgrupos, o
zoonotico (subgrupo Ill) e o humano-especifico (subgrupo V).

As assembleias A e B ja foram também identificadas em animais de vida
marinha (golfinhos, focas, botos), muito embora o risco de infeccdo zoondtica por
intermédio destas espécies seja muito baixo. No entanto, animais de vida marinha
podem contribuir para a contaminagdo da agua utilizada por seres humanos para
atividades recreativas. Cistos de G. duodenalis (assembleias A e B) também ja foram
observados em moscas, destacando o papel deste vetor mecanico como potencial
transmissor do parasito (PLUTZER et al., 2010).

Os caes podem ser infectados pelas assembleias A, B (menos frequentemente
encontrada nesta espécie), C ou D (ABE et al., 2003, TRAUB et al., 2004, XIAO &
FAYER, 2008, ITOH et al, 2011). Recentemente, em Trinidad e Tobago, foi
diagnosticado um cao infectado pela assembleia E (MARK-CAREW et al., 2013). As
assembleias C e D tém sido encontradas também em canideos selvagens (BECK et
al., 2012) e em gatos (SOLIMAN et al., 2011).

A primeira evidéncia de transmissao zoonética de G. duodenalis do céao para o
ser humano foi descrita por Traub et al. (2004), na india, onde os autores detectaram
parasitos da mesma assembleia infectando duas pessoas e um cdo moradores da
mesma residéncia. A analise do amplificado pelo locus tpi colocou os isolados de G.
duodenalis canina nos grupos genéticos dos isolados humanos (assembleias A e B)
(TRAUB et al., 2004, THOMPSON, 2004, TRAUB et al., 2005). Em um trabalho
recente, Marangi et al. (2010) detectaram alta prevaléncia da assembleia zoonoética Al
em amostras de fezes de criangas e de cdes que compartilhavam o espagco em um
acampamento formado por barracas e trailers na cidade de Foggia, ltalia.

Até o momento, nenhuma evidéncia epidemioldgica sugere que as assembleias
C, D, E, F e G ocorram frequentemente em seres humanos. Aparentemente, elas
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ficam restritas aos animais (ABE et al., 2003). No Egito, ha um relato de deteccéo da
assembleia E em amostras de fezes humanas, a partir do gene tpi (PLUTZER et al.,
2010).

As assembileias E, F e G tém como hospedeiros animais de produgdo (bovinos,
ovinos, caprinos), felinos e roedores, respectivamente (PAZ e SILVA et al., 2012). Em
gatos, a infeccao pela assembleia A € menos frequente em relacdo a infeccao pela
assembleia espécie-especifica (assembleia F) (THOMPSON, 2004; PAULINO, 2005;
XIAO & FAYER, 2008). Recentemente foi descrita uma nova assembleia (H)
associada a mamiferos marinhos, baseada no sequenciamento de fragmento do gene
gdh (LASEK-NESSELQUIST et al., 2010).

Em relagdo aos animais domésticos de producdo, G. duodenalis tem sido
descrita na espécie bovina (animais de corte e leite), com prevaléncia variada ao redor
do mundo, sobretudo devido as variagbes climaticas, as praticas de manejo e as
técnicas de detecgdo do parasito. Os bovinos podem albergar tanto a assembleia
espécie-especifica (E) como assembleias com potencial zoonético (A e B). A Tabela

01 relaciona as assembleias de G. duodenalis e a sua distribuicdo em mamiferos.

Tabela 01. Assembleias de G. duodenalis e sua distribuicio em hospedeiros

mamiferos.

Assembleias Hospedeiros Mamiferos

A Humanos, primatas ndo humanos, animais de produgao, cavalos, caes,
gatos, cobaias, cervos, alces e furdes
B Humanos, primatas nao humanos, animais de produgao, cavalos, céaes,
coiotes, castores, rato almiscarado
CeD Caes, gatos, coiotes, lobos

E Gado, ovelhas, cabras, bufalos
F Gatos
G Ratos

Fonte: Caccio & Sprong, 2010

De acordo com Adl et al. (2012), Giardia pertence ao rank Excavata,
Metamonada; porém, segundo a antiga sistematica, a classificagdo taxonémica de
Giardia é a seguinte: Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe
Zoomastigophorea, Ordem Diplomonadida, Familia Hexamitidae (LEVINE et al., 1980).

Os protozoarios deste género sdo unicelulares, binucleados e flagelados

anaerobios facultativos. Considera-se Giardia como organismo eucarioto com muitas
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peculiaridades, entre as quais ter mantido algumas propriedades dos ancestrais
procariotos, tais como auséncia de mitocondria, peroxissomos e um aparelho de Golgi
tradicional (PLUTZER et al., 2010, CACCIO & SPRONG, 2010). A reproducédo de
Giardia parece ser estritamente assexuada, e este fato tem implicacées para a
taxonomia, estrutura da populacdo e epidemiologia molecular deste patéogeno. No
entanto, alguns pesquisadores comecam a questionar este paradigma, uma vez que
dados experimentais sugerem a possibilidade de recombinagdo do material genético
entre os dois ndcleos durante o encistamento ou excistamento (ORTEGA-PIERRES et
al., 2009).

Giardia é um organismo que apresenta um citoesqueleto complexo composto
por microtibulos (estruturas compostas de tubulinas), os quais tém funcéo de conferir
a manutencao da forma, organizacao da célula, transporte citoplasmatico, motilidade e
a divisao celular. O citoesqueleto de Giardia é representado, principalmente, pelos
funis, pelo corpo mediano, pelo disco adesivo ventral e pelos corpos basais e
axonemas de oito flagelos (FRASSON et al., 2010).

Os trofozoitos, a forma ativa do parasito, tém aspecto piriforme, simetria
bilateral, medem 12,0 um a 15,0 um de comprimento por 6,0 um a 8,0 um de largura,
sao convexos dorsalmente e na parte anterior da superficie ventral possuem estrutura
semelhante a uma ventosa, denominada disco adesivo ventral, uma complexa
estrutura constituida de microtibulos que se dispde paralelamente na forma espiral e é
responsavel pela fixagdo do substrato (FRASSON et al., 2010). O corpo mediano, um
conjunto irregular de microtibulos encontrados unicamente em células de Giardia,
localiza-se posteriormente ao disco ventral e dorsalmente aos flagelos caudais. Muito
embora esta estrutura esteja presente em todas as espécies de Giardia, sua fungao
permanece desconhecida. Os funis, estruturas associadas aos axonemas caudais,
parecem atuar no deslocamento da regido posterior da célula (FRASSON et al., 2010,
WALLS, 2010).

Os trofozoitos possuem dois nucleos e quatro pares simétricos de flagelos,
distribuidos bilateralmente (anteriores, medianos, ventrais e caudais) (FRASSON et
al., 2010). Ainda que nao seja incomum a observacao de outros protozoarios com dois
nucleos (Paramecium, Tetrahymena), a estrutura gendmica de Giardia é bastante
singular. Nos demais protozoarios, os dois nicleos sao morfologicamente distintos
(micronucleos envolvidos com reproducdo sexual e nao transcritos € macronucleos

com multiplas copias de genes, que sao transcritos), enquanto que os dois nucleos de
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Giardia sao morfologicamente idénticos. Permanece pouco claro o papel funcional da
duplicidade dos nucleos (WALLS, 2010).

A forma de resisténcia de Giardia, denominada cisto, apresenta forma oval ou
eliptica, mede de 8,0 um a 12,0 um de comprimento por 7,0 um a 10,0 um de largura,
possui dois ou quatro nlcleos e membrana cistica evidente, que pode apresentar
aspecto de duplo contorno limitante quando ocorre retracdo do conteldo, com
formacado de espaco entre o citoplasma e a parede (PAULINO, 2005, SILVA, 2010).
Internamente, as estruturas mais evidentes sdo os funis e os axonemas, 0s quais
dividem a estrutura cistica em duas metades pelo eixo longitudinal. As demais
estruturas que sao observadas nos trofozoitos estdo contidas de forma desordenada
nos cistos (flagelos, vacuolos, ribossomos e elementos estruturais do disco ventral)
(PAULINO, 2005, SILVA, 2010). Os cistos de Giardia séo resistentes a cloracao e
podem sobreviver em aguas superficiais a baixas temperaturas durante semanas ou
meses (HUANG & WHITE, 2006).

3.1.2 Ciclo bioldgico e transmissao

Os cistos de Giardia sao transmitidos pela via fecal-oral, de maneira direta. A
transmissdo pode acontecer entre seres humanos, entre animais, de animal para o
humano (ciclo zoonético) ou do humano para o animal. Os mecanismos de
transmissao incluem ingestdo de agua contaminada com cistos, a principal forma de
infecgcdo em seres humanos de acordo com Wang et al. (2012), ou durante atividades
recreativas, como a natagdo. A transmissdo também pode ocorrer por intermédio de
ingestao de alimentos contaminados por cistos. Destaca-se neste contexto o papel dos
manipuladores de alimentos e da agua utilizada para o preparo dos mesmos. A
transmisséo direta é facilitada por fatores como alta densidade populacional (animais
ou seres humanos) e o contato proximo entre infectados e susceptiveis (atividades de
lazer em banhos, ingestdo acidental de &gua de recreagcdo) (BARTMANN, 2002,
PLUTZER et al., 2010).

Giardia tem um ciclo simples e direto. Cada cisto, apds ser ingerido pelo
hospedeiro, passa pelo estbmago, onde é exposto a um pH acido. O processo de
desencistamento ocorre no duodeno, apds exposi¢ao a pH neutro, onde dara origem a
dois trofozoitos méveis (formas ativas do parasito), os quais passam a se reproduzir,
assexuadamente, por divisdo binaria (LEBWOHL et al., 2003). Ap6s deslocarem-se
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pelo duodeno e ileo do hospedeiro, os trofozoitos migram para a superficie das
vilosidades, onde se fixam as células epiteliais, ndo havendo invasao de tecidos. Na
porcdo final do intestino delgado, os trofozoitos se encistam novamente, sendo
eliminados pelo contetdo fecal de modo intermitente. Bezerros sédo considerados os
animais que possuem as maiores intensidades de excregao de cisto, podendo eliminar
de 10° a 10° destas formas por gramas de fezes, entre quatro e doze semanas de
idade (THOMPSON, 2004). Em contato com o meio externo, continuam infectantes ao
individuo susceptivel: em locais frescos e com alta umidade, os cistos podem
permanecer viaveis por meses, acumulando-se rapidamente no ambiente
(THOMPSON et al., 2008).

3.1.3 Patogenia e sinais clinicos

Giardia causa doenga sem invadir o epitélio intestinal. O parasito vive e se
multiplica na superficie do intestino delgado de hospedeiros vertebrados
(THOMPSON, 2004).

Os mecanismos pelos quais Giardia causa diarreia e ma absorgao intestinal
ainda nao foram elucidados, porém admite-se que os processos patofisioldgicos sao
multifatoriais, relacionando-se tanto com o parasito (cepa, nimero de cistos ingeridos)
como com o hospedeiro (status imunolédgico, estado nutricional, pH do suco gastrico,
associacdo a microbiota intestinal) (GUIMARAES, 2008).

No intestino delgado do hospedeiro, os trofozoitos emergem através do polo
posterior do cisto e aderem-se a mucosa intestinal por intermédio de seu disco adesivo
(SILVA, 2010; BENCHIMOL & DE SOUZA, 2011). Tao logo se instalam, os trofozoitos
alteram a arquitetura da mucosa do enterécito, secretando e excretando substancias
citopaticas na luz intestinal, responsaveis pelo rompimento da integridade do epitélio e
pelo aumento da permeabilidade da mucosa. Entendimentos recentes sugerem que as
anormalidades na superficie da mucosa e na bordadura em escova nao decorrem
unicamente da interacdo do parasito com o hospedeiro. Destaca-se também nesta
patogenia o processo inflamatério desencadeado pelo parasito em virtude da resposta
imune do hospedeiro, que possivelmente provocaria as alteragbes morfolégicas e
funcionais do epitélio intestinal (WALLS, 2010).

Pode ocorrer um aumento de infiltrado de linfécitos intraepiteliais (BURET,

2005). Os linfécitos T, em particular, parecem desempenhar importante papel na
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atrofia das vilosidades e em outros distlrbios intestinais. Estudos sugerem que
produtos do parasito podem romper a barreira epitelial e ativar os linfécitos T, o que
resultaria em retracdo da bordadura em escova e deficiéncia de dissacaridases,
ocasionando ma absorcao (WALLS, 2010).

Em reacdo em cadeia, os linfécitos T ativam os linfécitos B, que produzem
anticorpos das classes IgA e IgE. As imunoglobulinas da classe IgE ligam-se aos
mastocitos da mucosa intestinal provocando a degranulacdo destas células e a
liberacdo de varias substancias (entre elas, a histamina), culminando com uma reacao
anafilatica local, com formacao de edema na mucosa e contragdo da musculatura lisa,
0 que aumenta a motilidade do intestino e a renovagéo dos enterdcitos. Por outro lado,
os enterdcitos imaturos, pobres em enzimas digestivas, agravariam o problema de ma-
absorcdo e diarreia (SOGAYAR & GUIMARAES, 2000).

As imunoglobulinas IgA possuem importante papel no controle da Giardia, por
se ligarem aos trofozoitos presentes na luz intestinal e, desta forma, impedirem o
parasito de aderir as células epiteliais. A auséncia de IgA secretéria esta associada a
giardiose cronica em seres humanos (HUANG & WHITE, 2006).

Achados relacionados a patogenia por Giardia incluem atrofia acentuada das
vilosidades, diminuicdo da altura das microvilosidades, apoptose dos enterécitos,
aprofundamento das criptas com redugéo na atividade de enzimas digestivas, como as
dissacaridases e perda da superficie de absorcdo intestinal, com consequente
malabsorcdo de eletrélitos, nutrientes, glicose e agua (MOTTA & SILVA, 2002,
THOMPSON, 2004, BURET, 2005; BURET, 2007; THOMPSON et al., 2008, PALMER
et al., 2008, GUIMARAES, 2008).

Quadros graves de diarreia podem estar relacionados a hipersecrecao de
cloreto na luz intestinal combinada a problemas de ma absorgdo, o que ocasionaria
aumento de fluidos na luz do intestino (GUIMARAES, 2008).

Nos seres humanos, o espectro de manifestacdes clinicas da giardiose € muito
amplo. Podem ocorrer desde casos brandos, leves e transitorios de infecgao intestinal
até casos com sinais clinicos severos. Sintomas incluem diarreia (89%), mal-estar
(84%), flatuléncia (74%), fezes gordurosas e fétidas (72%), dores abdominais (70%),
nauseas (68%), anorexia (64%) e perda de peso (64%) (CANTEY et al., 2011). A
manifestacdo mais comum de giardiose em seres humanos é a diarreia aguda, com
duracdo de cinco a sete dias (FENOGLIO-PREISER et al., 2008), podendo estes
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quadros perdurarem por até sete semanas. Nos individuos desnutridos e em criangas,
a infeccdo pode assumir carater crénico com diarreia intensa (ndo sanguinolenta),
perda de peso e disturbios de absor¢ao (PLUTZER et al., 2010, BALLWEBER et al.,
2010).

Estima-se que 15,0% dos individuos infectados por G. duodenalis desenvolvam
a forma cronica da doenca e, em consequéncia, tenham diminuida a taxa de
crescimento (no caso de criangas) e retardo no desenvolvimento cognitivo (WALLS,
2010).

Sintomas extraintestinais de giardiose em seres humanos tém sido reportados,
dentre os quais se destacam os dermatoldgicos (urticaria, angioedema, dermatite
atopica), articulares (artrite), oftalmolégicos (perda de visdo, uveite, corioretinite) e
urinarios (uretrite) (CANTEY et al., 2011).

Robertson et al. (2000) relataram que, apesar de Giardia ser comum em cées,
usualmente ha auséncia de sintomas clinicos e a infec¢do é autolimitante, porém com
0s animais se comportando como reservatérios. Quadros com sintomatologias graves
sédo usualmente verificados em filhotes ou adultos com doencgas debilitantes e com
infecgdes concomitantes. Quando a doenga ocorre, é devido a fatores causadores de
estresse, como a permanéncia em canis lotados, durante o desmame e em condi¢des
de desnutricao (IRWIN, 2002; THOMPSON et al., 2008, PALMER et al., 2008).
Giardiose pode ser fatal em individuos com o sistema imune comprometido (ROSA et
al., 2007).

Nos cées, os sintomas mais frequentes sdo diarreia mucodide (devido a mé
digestdo, ma absorcdo e motilidade aumentada) com fezes liquidas ou pastosas,
fétidas, de coloracado clara, de natureza aguda ou crdnica, e que pode ter carater
autolimitante ou intermitente. Podem ocorrer quadros de diarreias graves,
desidratacao, letargia, anorexia, vdmitos, dor abdominal, e dermatite alérgica. O cao
acometido por Giardia pode ter retardo no crescimento e apresentar perda de peso,
ainda que sem queda do apetite, e raramente morre em decorréncia da infeccdo. A
sua pelagem pode tornar-se ressecada, devido a uma deficiéncia de vitaminas
lipossoltuveis (ETTINGER, 1992; CORREA & CORREA, 1992; OLSON et al., 2001,
BALLWEBER et al., 2010). O periodo pré-patente no cao varia de cinco a dezesseis
dias (ETTINGER, 1992; PAULINO, 2005; THOMPSON et al., 2008). Um estudo

realizado em Uberlandia verificou que caes inoculados por trofozoitos de isolados
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humanos de Giardia eliminaram cistos nas fezes até 140 dias ap6s a inoculacao
(ROSA et al., 2007).

Na espécie felina, os sinais clinicos mais comuns sdo a diarreia, em
decorréncia da ma digestdo, ma absorcdo e aumento na motilidade intestinal (da
SILVA et al., 2011).

3.1.4 Diagnostico

O diagnéstico de Giardia é feito pela demonstragdo do parasito nas fezes.
Normalmente o que se observa sdo os cistos, pois os trofozoitos s6 podem ser
ocasionalmente encontrados nos casos de diarreia profusa e aquosa. Ao menos trés
amostras fecais devem ser analisadas, com intervalos de quatro a cinco dias entre as
coletas, devido ao carater intermitente da eliminagdo de cistos (ETTINGER, 1992;
THOMPSON et al., 2008).

A técnica de centrifugoflutuagdo com solucdo de sulfato de zinco a 33%
(densidade = 1,18 g/cm® (FAUST et al., 1938) é o método parasitolégico mais
indicado para a deteccdo dos cistos. A sensibilidade desta técnica é de
aproximadamente 70% quando se analisa apenas uma amostra fecal e pode alcangar
95% no caso de exames fecais seriados feitos em intervalos de trés a cinco dias
(IRWIN, 2002).

O diagnéstico parasitolégico de Giardia pela microscopia optica necessita de
técnico capacitado, uma vez que requer tempo para preparo e leitura da lamina, além
de possuir sensibilidade variada. Tal método ndo permite detectar variacdo genotipica
nas amostras positivas (POLVERINO et al., 2004). Via de regra, pelo fato dos cistos
serem muito pequenos e eliminados de forma intermitente, a maioria dos médicos
veterinarios ndo estao treinados e nao possuem experiéncia para fazer o diagnéstico
de Giardia (EPE et al., 2010).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) detecta coproantigenos, ainda que o animal
nao esteja eliminando cistos nas fezes. Em virtude do alto custo, porém, este método
nao é usado rotineiramente (THOMPSON et al., 2008).

Uchéa (2009) realizou o exame de noventa e quatro caes domiciliados do
municipio de Niterdi - RJ, utilizando 0 método de FAUST e o ensaio imunoenziméatico

ProSpecT Giardia. O estudo comparativo concluiu que o primeiro método teve
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melhores resultados do que o ELISA e o segundo método deve ser limitado a estudos
de levantamento epidemiolégico ou nos casos em que nao seja possivel a coleta de
amostras fecais seriadas.

Testes diagnésticos como a imunofluorescéncia direta e PCR, devido ao alto
custo, normalmente ficam restritos as investigacées epidemiolégicas (THOMPSON et
al.,, 2008). A amplificacdo dos genes SSU rRNA, gdh, tpi e beta giardin tem sido
comumente usada em estudos recentes para diferenciacdo de espécies, gendtipos e
subtipos de Giardia em amostras provenientes de animais, seres humanos e de agua
(FENG & XIAO, 2009).

3.1.5 Tratamento

Animais diagnosticados com Giardia devem ser tratados, independentemente
de apresentarem a doenca ou estarem assintomaticos. Isto decorre do potencial
zoonotico do parasito, fazendo com que os animais possam se comportar como fontes
de infeccdo ao ser humano, bem como a outros animais (ETTINGER, 1992;
THOMPSON, 2004; THOMPSON et al., 2008, PALMER et al., 2008).

Muitos principios ativos sdo utilizados para tratamento da giardiose em céaes:
metronidazol, quinacrina, furazolidona, albendazol, oxfendazol e fenbendazol. O
metronidazol (25mg/kg, VO, BID) e o fenbendazol (50mg/kg, VO, SID) sdo os
medicamentos de eleicdo para os cdes e devem ser administrados de cinco a seis
dias, muito embora os mesmos nado mostrem 100% de eficacia (FIECHTER et al.,
2012). Em fémeas prenhes deve ser evitado o metronidazol, pelo fato deste principio
ativo ter efeito carcinogénico e teratogénico. Sintomas colaterais relacionados ao uso
do metronidazol em cées e gatos podem ser o desenvolvimento agudo de diarreia,
anorexia, vémitos e neutropenia, com evolucdo para sintomas de toxicidade do
sistema nervoso central. Fiechter et al. (2012) testaram, com bons resultados, o uso
de ronidazol via oral (30mg-50mg/kg, BID, durante sete dias), associado a
higienizacdo do c&o (clorexidine) e do canil. Em gatos, os medicamentos de elei¢cdo
sao metronidazol, furazolidona e quinacrina; esta ultima diminui os sinais clinicos,
muito embora nao elimine a infeccdo, além de causar anorexia, letargia e febre
(ETTINGER, 1992; OLSON et al., 2001; THOMPSON et al., 2008, FIECHTER et al.,
2012).
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Uma combinagéo de praziquantel, pamoato de pirantel e febantel (Drontal Plus,
Bayer) administrada durante trés dias consecutivos tem sido utilizada em alguns
paises para tratamento da giardiose em caes (THOMPSON et al., 2008).

3.1.6 Epidemiologia e profilaxia

A giardiose em caes tem distribuicAo cosmopolita e a sua prevaléncia pode
variar consideravelmente dependendo da regido geografica onde o estudo foi
realizado, das caracteristicas da populagdo estudada (estrato da populacao, local
onde o animal vive, estado nutricional e status imunologico), da faixa etaria dos
animais, da sensibilidade dos métodos de diagnéstico (microscopia, ELISA ou PCR) e
da quantidade de amostras avaliadas de cada animal (SCARAMOZZINO et al., 2009,
PAZ e SILVA et al.,, 2012). A prevaléncia desta parasitose pode ser dada, em termos
gerais, como sendo de aproximadamente 10,0% em céaes domiciliados, de 36,0% a
50,0% em filhotes e proxima a 100,0% em animais de canis de criagdo (MUNDIM et
al., 2003, MUNDIM et al., 2007, THOMPSON et al., 2008). Sugere-se que 0s niveis de
prevaléncia de Giardia em caes e gatos sejam subestimados, dada a baixa
sensibilidade dos métodos convencionais de deteccdo, a presenga de infeccdes
subclinicas e também pelo fato dos cistos serem eliminados de maneira intermitente
(THOMPSON, 2004).

Inimeros estudos de prevaléncia de G. duodenalis em caes foram realizados

no exterior e no Brasil.

Na Europa, diversos pesquisadores fizeram estudos de prevaléncia de G.
duodenalis em animais oriundos de canis publicos ou canis de criagdo: Martinez-
Moreno et al. (2007) em 1.800 caes do Centro de Controle Animal de Cérdoba, na
Espanha, obtiveram prevaléncia de 1,0%; Scaramozzino et al. (2009), em canis de
Roma, ltalia, detectaram 20,5% de prevaléncia em céaes de canis; Claerebout et al.
(2009), na Bélgica, anotaram 43,9% de prevaléncia em caes provenientes de canis de
criacao; Upjohn et al. (2010), em caes de abrigo em Londres, encontraram prevaléncia
de 9,9%. Outros pesquisadores realizaram estudos tendo como foco caes errantes e
semidomiciliados: Marangi et al. (2010), na Italia, detectaram 64,2% de prevaléncia e
Becker et al. (2012), na Alemanha, observaram 11,4% de prevaléncia. Dentre caes
utilizados para atividades esportivas e para cacga, as prevaléncias encontradas por
Papazahariadou et al. (2007), na Grécia, e Bajer et al. (2011), na Polbnia, foram de
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4,3% e 28,0%, respectivamente. Quando o foco dos estudos foram caes de
proprietarios particulares, o resultado encontrado foi de 2,0% de prevaléncia, segundo
dados documentados por Epe et al. (2010), que examinaram amostras de fezes de
8.685 cées colhidas de 203 clinicas de diversos paises europeus.

Na Asia, em cinco estudos de prevaléncia de G. duodenalis em cées realizados
entre 2007 e 2012 (INPANKAEW et al., 2007, YOSHIUCHI et al., 2010, ITOH et al,,
2011, LI et al, 2012 e LIANG et al.,, 2012), os resultados variaram de 2,6%
(YOSHIUCHI et al., 2010) a 23,4% (ITOH et al., 2011). Na América do Norte e na
América do Sul, Lefebvre et al. (2006) revelaram prevaléncia de 6,5% em caes
domiciliados no Canada e Fontanarossa et al. (2006) identificaram taxa de 9,0%
dentre 2.193 amostras avaliadas na regido metropolitana de Buenos Aires, Argentina.
Em um estudo recente, Mohamed et al. (2013) analisaram resultados de
aproximadamente 2,5 milhdes de amostras fecais de caes que foram atendidos em
777 hospitais veterinarios de 43 estados americanos, entre 2003 e 2009, sendo que a
prevaléncia verificada foi de 0,4%.

Em relagdo aos estudos de prevaléncia de G. duodenalis em caes realizados
no Brasil, quando o foco se constituiu em animais de abrigos, CCZs ou de canis de
criagdo (MUNDIM et al.,, 2003, HUBER et al., 2005, MEIRELES et al., 2008,
FERREIRA et al., 2008, PRESOTTO, 2009), os resultados apontaram taxas que
oscilaram entre 1,9% (FERREIRA et al., 2008) até 45,7% (HUBER et al., 2005). Em
relagdo aos caes pertencentes aos estratos “errante” e “semidomiciliado”, os estudos
de Alves OF et al. (2005) e Klimpel et al. (2010) detectaram 0,0% e 2,2% de
prevaléncia, respectivamente. Dentre caes com proprietarios, Gennari et al. (1999)
obtiveram 7,5% de prevaléncia no municipio de Sao Paulo e Funada et al. (2007)
encontraram 8,5% de prevaléncia neste mesmo municipio; Huber et al. (2005)
apontaram prevaléncia de 12,3% na cidade do Rio de Janeiro e Balassiano et al.
(2009) encontraram prevaléncia de 2,6% neste mesmo municipio.

Estudos recentes utilizaram ferramentas moleculares para caracterizar as
assembleias de G. duodenalis encontradas nos animais domésticos. Em amplo estudo
realizado na Europa (SPRONG et al., 2009) foram genotipadas pouco mais de 600
amostras de fezes de caes, a maioria pela PCR e sequenciamento do gene SSU-
rRNA. Embora houvesse uma heterogeneidade em relacdo a origem da amostra,
cerca de 25,0% dos isolados caninos obteve como resultado assembleia A, sendo que
os demais achados foram implicados como assembleias C ou D. A assembleia B,
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comumente encontrada em amostras humanas, tem sido detectada em um ndmero
limitado de amostras caninas na Europa, Asia e Australia, parecendo ser de ocorréncia
rara neste hospedeiro (BECK et al., 2012).

No Brasil, ha poucos estudos moleculares para caracterizar as assembleias de
G. duodenalis em caes. Naqueles disponiveis, os resultados apontados sao distintos.
Na cidade do Rio de Janeiro-RJ foi detectada assembleia Al em isolados de caes
(VOLOTAO et al., 2007). Um estudo conduzido em varios municipios do interior do
estado de Sao Paulo detectou, dentre 27 amostras avaliadas, assembleia C (07
amostras) e assembleia D (20 amostras) (SOUZA et al.,, 2007). Outro estudo,
conduzido na cidade de S&o José do Rio Preto-SP, avaliou cinco amostras de cées
oriundos de um Hospital Veterinario daquele municipio e os resultados apontaram
assembleia Al (03 amostras) e All (02 amostras) (VOLOTAO et al., 2011). Em
Botucatu - SP, Paz e Silva et al., (2012), sequenciaram 36 amostras de caes
infectados por G. duodenalis, sendo que os resultados apontaram assembleia C (20

isolados), assembleia D (11 isolados) e mistura de assembleias C e D (05 isolados).

Poucos estudos disponiveis na literatura avaliam taxas de prevaléncia de G.
duodenalis em gatos. De maneira geral, elas variam de 2,4% a 80,0%, dependendo de
fatores tais como o local geografico onde foi feito o estudo, o estrato populacional
avaliado, a faixa etaria dos animais, a consisténcia da amostra fecal e a técnica de
diagnostico utilizada (PAPINI et al., 2007, FENG & XIAO, 2011). Em um estudo em
que foram avaliados 1079 gatos no Japao, a prevaléncia detectada foi de 0,0% (FENG
& XIAOQ, 2011).

O tratamento dos animais parasitados por Giardia é importante medida
profilatica, pois os mesmos se constituem em fonte de infecgdo zoonética por meio de
disseminagao de cistos (THOMPSON et al., 2008). Outras medidas fundamentais sao
o recolhimento das fezes de caes e gatos, evitando que as mesmas fiquem expostas,
e a desinfeccao dos canis/gatis com aménia quaternaria (CDC, 2013).

Existem vacinas disponiveis na América do Norte para caes produzidas através
de trofozoitos isolados de ovelhas. Filhotes inoculados com a vacina e posteriormente
desafiados pelo antigeno ndo desenvolveram a doenca (THOMPSON et al., 2008).
Estudos feitos por Olson et al. (2001) verificaram que a vacina é efetiva em caes
pouco responsivos ao tratamento, eliminando os sintomas clinicos entre 16 e 56 dias.
A eliminagao de cistos nas fezes destes animais cessou entre 21 e 70 dias apos o
inicio da vacinagdo. No Brasil existe uma vacina contra Giardia para caes
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(GiardiaVax®) que pode ser utilizada em animais sadios a partir de oito semanas de

idade, com repeticao da dose ap6s duas a quatro semanas.
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3.2 Género Cryptosporidium (Tyzzer, 1907)

Em 1907 Ernest Tyzzer descreveu o género Cryptosporidium e a espécie C.
muris, localizado nas glandulas gastricas de camundongos de laboratério, observando
as formas do ciclo biolégico do parasito. Em 1912, este mesmo cientista observou o
protozoario no intestino delgado de camundongos, denominando-o C. parvum, por
diferir do C. muris devido ao menor tamanho dos oocistos (FAYER, 2004, CACCIO et
al., 2005; LALLO & BONDAN, 2006; THOMAZ et al., 2007; FRANCO & SANTOS,
2008; PEREIRA et al., 2009; FAYER, 2010).

Em 1955 foi descrita uma nova espécie, o C. meleagridis, responsavel por
causar doenca e morte em perus jovens (SLAVIN, 1955). Na década de 1970
Cryptosporidium foi implicado como causador de diarreia em bezerros (PANCIERA et
al., 1971), despertando maior interesse da medicina veterinaria acerca deste parasito
(CASEMORE, 1985, THOMAZ, 2006).

Até o inicio da década de 1990, considerava-se o C. parvum a espécie que
infectava mamiferos. Os achados deste protozoario encontrados nas fezes de seres
humanos e outros mamiferos eram descritos como C. parvum, C. parvum-like ou
simplesmente Cryptosporidium. Com o avango dos estudos descobriu-se que o C.
parvum separava-se em dois genotipos distintos: gendtipo |, encontrado apenas em
amostras humanas e com ciclo de transmissdo antroponético, e genétipo I,
encontrado em amostras humanas e bovinas, de transmissao zoonética (PENG et al.,
1997). Tais achados receberam confirmacgao definitiva apés o trabalho desenvolvido
por McLaughlin et al. (2000) que avaliaram 1.705 amostras fecais de origem humana e
105 amostras de origem animal. Os resultados mostraram que, das amostras fecais
humanas, 37,8% pertenciam ao gendétipo |, 61,5% ao gendtipo Il e o restante das
amostras ao C. meleagridis. Em contrapartida, em todas as amostras colhidas de
animais, confirmou-se o gendtipo Il. A partir destes resultados, os pesquisadores
propuseram modelos epidemiolégicos que definiam o gendtipo | como exclusivamente
humano e adquirido principalmente em viagens, ao passo que o gendtipo Il s6 seria
adquirido pelo contato direto com animais de producdo, ou contato indireto, pela
ingestao de agua contaminada por dejetos de animais de producdo. Desta forma,
estes genotipos foram separados em duas espécies distintas: o gendétipo | denominado
de C. hominis e o gendtipo Il, C. parvum (HUNTER & THOMPSON, 2005).

Nos mamiferos, mais de 155 espécies pertencentes a doze ordens distintas
foram identificadas como hospedeiras de Cryptosporidium (FAYER, 2004). No ser
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humano, a primeira descri¢cdo data de 1976, ocasiao em que foi diagnosticado em uma
crianga imunodeficiente de trés anos de idade, em Nashville, EUA (CASEMORE et al.,
1985). Com o advento da AIDS, nos anos oitenta, e com a ocorréncia de surtos por
veiculagédo hidrica (o primeiro caso documentado ocorreu em uma creche, nos EUA,
em 1984), esta parasitose ganhou papel de destaque. Em 1982, o Centro de Controle
de Doengas (CDC) dos EUA relatou vinte e um casos de homens com AIDS infectados
por Cryptosporidium (FAYER, 2004). Em Milwaukee, EUA, no ano de 1993,
quatrocentas e trés mil pessoas infectaram-se pela ingestdo de agua tratada
contaminada por oocistos de Cryptosporidium (MACPHERSON, 2005). Este episédio
causou a morte de cem pessoas, e custou aos cofres do governo americano 96,2
milhdes de dolares (31,7 milhdes com custos médicos e 64,6 milhdes em perdas de
produtividade) (CORSO et al., 2003; SANTOS, 2007). No paciente humano com AIDS
a criptosporidiose pode causar diarreia liquida prolongada e persistente, com perdas
diarias que podem chegar a vinte litros de 4gua (SODRE & FRANCO, 2001; CACCIO
et al., 2005; LALLO & BONDAN, 2006; THOMAZ et al., 2007; PEREIRA et al., 2009;
FAYER, 2010).

Cryptosporidium foi inicialmente implicado como causador de doenga
oportunista grave em pacientes com AIDS. Porém, com o advento das terapias com
antirretrovirais, atenuaram-se os sintomas severos deste parasito, a0 menos nos
paises desenvolvidos (HUNTER & THOMPSON, 2005). A criptosporidiose é frequente
em criancas, embora tenha sido relatada em pacientes humanos com idades que
variam de trés dias a noventa e cinco anos (FAYER, 2004).

Estudos tém apontado como fator de risco para a criptosporidiose o contato de
seres humanos com animais domésticos de producao (NG et al., 2012). Na Australia,
um experimento mostrou uma fraca associacdo entre infeccdo humana por
Cryptosporidium e contato com animais domésticos de pequeno porte. Quando houve
o contato de seres humanos com bezerros, verificou-se uma associagéo positiva para
a infeccdo (ROBERTSON et al., 2002).
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3.2.2 Espécies de Cryptosporidium

Cryptosporidium pertence ao Supergrupo Chromalveolata, Grupo Alveolata,
Filo Apicomplexa (presenca de organelas que formam o chamado complexo apical),
Classe Conoidasida, Ordem Eucoccidiorida, Familia Cryptosporidiidae e Género
Cryptosporidium. As organelas do complexo apical (roptrias, micronemas, granulos
densos, condide e microtlbulos) permitem que este protozoario realize a fixagao,
adesao, invasao da célula parasitada e formagédo do vacuolo parasitéforo. O oocisto
possui formato esférico ou eliptico, medindo de 2,94 um a 8,5 um. Cada oocisto
contém em seu interior quatro esporozoitos e um corpo residual (PEREIRA et al.,
2009).

O género Cryptosporidium possui taxonomia complexa e controversa, tendo

atualmente descritas as seguintes espécies (Tabela 02):

Tabela 02. Espécies de Cryptosporidium e seus hospedeiros principais.

Espécies Hospedeiros
C. hominis humanos
C. parvum ruminantes e humanos
C. andersoni bovinos e humanos
C. muris roedores e humanos
C. suis suinos e humanos
C. felis felinos e humanos
C. canis canideos e humanos
C. bovis bovinos
C. ryanae bovinos
C. xiaoi ovelhas
C. wairi cobaios
C. baileyi aves e humanos
C. meleagridis aves e humanos
C. galli aves
C. serpentis répteis
C. fayeri cangurus
C. macropodum cangurus
C. varanii lagartos

C. ubiquitum
C. cuniculus
C. tyzzeri *

C. scrofarum*

C. viatorum *

cervos e humanos
coelhos e humanos

camundongos (Ren et al., 2012, Exp Parasitol.
Mar;130(3):274-81, 2012)
suinos e humanos (Kvac et al., Vet. Parasitol..
191:218-227, 2013)
humanos (Elwin et al., Int. J. Parasitol., 42:675-
682, 2012)

Fonte: Franco et al. (2012); * Espécies descritas afgrtir de 2012 e n&o descritas na tabela do artigo.



Algumas novas espécies de Cryptosporidium tém sido descritas nos ultimos
anos. Fayer et al.,, (2010) detectaram oocistos nas fezes de porco espinho e,
baseando-se na morfologia, aspectos bioldégicos e moleculares, reconheceram C.
ubiquitum como uma nova espécie, correspondente ao gendtipo cervino, que,
juntamente com C. parvum, sdo as espécies que possuem maior variedade de
hospedeiros (LUCIO-FORSTER et al., 2010). Robinson et al. (2010), ao estudarem
aspectos morfolégicos, hospedeiros naturais e experimentais e caracterizagdo
molecular, diagnosticaram outra espécie, denominada C. cuniculus, correspondente ao
genotipo de coelho, sendo esta a espécie que mais estreitamente se relaciona com o
C. hominis. Em 2012 foi descrita uma espécie (C. viatorum) em viajantes britanicos
com sintomas gastrointestinais, que retornavam de viagem a india (ELWIN et al,
2012). Ainda em 2012, Ren et al. descrevem C. tyzzeri como mais uma espécie,
correspondente ao gendtipo | de camundongos. Mais recentemente, em 2013, Kvac et

al. descreveram a espécie C. scrofarum.

As espécies C. cichlidis e C. reichenbachklinkei, que infectam peixes, ainda
possuem posi¢do taxondmica incerta (CACCIO et al., 2005; FAYER, 2010).

Dentre as vinte e trés espécies de Cryptosporidium, treze tém potencial para
causar infecgdo em seres humanos (C. meleagridis, C. baileyi, C. hominis, C. canis, C.
andersoni, C. parvum, C. muris, C. suis, C. felis, C. ubiquitum, C. cuniculus, C.
scrofarum e C. viatorum). No entanto, as espécies responsaveis por cerca de 90,0%
das infecgbes nos seres humanos sédo o C. parvum e o C. hominis (BOWMAN &
LUCIO-FORSTER, 2010, CHAPPELL et al.,, 2011, NG et al., 2012). O fato de
encontrar-se C. parvum em amostras fecais de seres humanos nao evidencia o carater
zoon6tico na transmissdo, uma vez que, em analises de subgendtipos, se
identificaram variantes de isolados humanos de C. parvum que raramente sao
encontrados em outros animais, sugerindo que muitas infecgdes por esta espécie no
homem talvez tenham sido originadas de amostras humanas (CACCIO et al., 2005;
FAYER, 2010).

Através do uso de ferramentas moleculares, como a PCR, espécies e subtipos
de Cryptosporidium vém sendo caracterizadas, evidenciando-se grande diversidade de
subtipos dentro das espécies. Desta forma, em C. hominis foram identificados seis
subtipos (la, Ib, Id, le, If e Ig), com predominancia do Ib. A espécie C. parvum possui
dez subtipos descritos (lla, llb, lic, lld, lle, lIf, llh, lii, 1lj e llk), com predominancia de
relatos do lla (JEX & GASSER, 2009).
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Quando a criptosporidiose humana nao é causada pelo C. parvum ou pelo C.
hominis, as espécies mais implicadas nesta infeccdo sdo C. meleagridis, C. canis, C.
felis e C. cuniculus (CHALMERS & KATZER, 2013). Em determinadas regides
geogréficas o C. meleagridis é tdo comum quanto o C. parvum, sendo esta espécie

considerada emergente nos dias de hoje (CHAPPELL et al., 2011).

Em cées a primeira descrigao do Cryptosporidium foi feita na Escécia (TZIPORI
& CAMPBELL, 1981) mediante uso de provas sorolégicas (imunofluorescéncia
indireta). Dois anos mais tarde (WILSON et al., 1983) houve o relato do primeiro caso
clinico em um animal imunodeprimido com cinomose (NAVARRO et al.,, 1997;
THOMAZ et al., 2007).

Posteriormente, Morgan et al. (2000) identificaram e descreveram um genétipo
canino de Cryptosporidium, também encontrado em mais de ftrinta hospedeiros
humanos imunodeprimidos na Inglaterra, Jamaica, Peru, TailAndia e EUA,
caracterizando, portanto, o potencial zoonético do mesmo. Fayer et al. (2001), por
intermédio de técnicas moleculares (genes SSU rRNA e HSP70) descreveram a nova
espécie, denominada C. canis. Os oocistos medem de 3,68 um a 5,88 um e sédo
indistinguiveis & microscopia do C. parvum. Existem poucas descrigdes de infecgbes
de cées por Cryptosporidium, e na maioria dos casos descritos 0os animais acometidos
possuem menos de seis meses de idade e albergam outras doengas concomitantes,
como parvovirose (IRWIN, 2002). As infec¢gdes em cées, usualmente, sdo causadas
pelo C. canis (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010, WANG et al., 2012), muito
embora C. parvum, C. muris, C. meleagridis e C. felis também possam causar infeccéo
na espécie canina (HAJDUSEK et al., 2004; HUBER et al., 2005; LALLO & BONDAN,
2006; HAMNES et al., 2007, THOMAZ et al., 2007; PEREIRA et al., 2009; FAYER,
2010). Caes sao bastante refratarios ao C. parvum (BOWMAN & LUCIO-FORSTER,
2010).

Em gatos, a primeira descricao de Cryptosporidium ocorreu no Japao, em 1979
(ISEKI, 1979). Na espécie felina, predominam as infec¢des causadas por C. felis,
embora tenham sido descritos casos de animais infectados por C. parvum e por C.
muris (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010, PAOLETTI et al.,, 2011). O potencial
zoondético entre gatos e humanos foi demonstrado a partir da infecgdo de gatos, apds
a inoculacdo oral com oocistos de Cryptosporidium obtidos de uma pessoa
imunodebilitada (IRWIN, 2002, THOMAZ, 2006).
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3.2.3 Ciclo bioldgico e transmissao

O protozoario é transmitido ao individuo susceptivel (humano ou animal) pela
eliminacdo de oocistos infectantes nas fezes. A transmissdo pode acontecer por
intermédio da rota fecal-oral, ingestao de oocistos em alimentos ou agua contaminada,
transmissdo zoondtica ou oocistos carreados pelo ar e inalados (CACCIO et al., 2005).
Vetores mecanicos também podem carrear oocistos e contaminar alimentos. A
eliminagdo de oocistos pelas fezes é intermitente, com quantidade variavel, e a dose
infectante para o ser humano pode variar de nove a 1.042 oocistos, dependendo da
cepa do parasito (LALLO & BONDAN, 2006; THOMAZ et al., 2007; PEREIRA et al.,
2009, FRANCO et al., 2012).

Em seres humanos a exposicdo a agua contaminada por oocistos de
Cryptosporidium é a principal rota de infeccao (WANG et al., 2012). Nos animais, a
transmissao ocorre pela via fecal-oral, seja através de coprofagia, ingestao de presas
infectadas ou de alimento ou &gua contaminados com oocistos (SCORZA &
TANGTRONGSUP, 2010).

Todas as espécies de Cryptosporidium sao obrigatoriamente parasitos
intracelulares. O oocisto, apos ser ingerido pelo hospedeiro, sofre excistamento no
intestino delgado devido a exposicdo a temperatura corporal e a agdo do &acido
gastrico, da tripsina e de sais biliares, liberando quatro esporozoitos méveis que
invadem e parasitam as células epiteliais, sobretudo as do trato intestinal, quando
penetram na célula e formam um vacuUolo parasitéforo intracelular, porém
extracitoplasmatico, na regiao da superficie das microvilosidades do enterécito
(FAYER, 2004).

Os esporozoitos dao origem aos trofozoitos, a forma ativa do parasita, os quais
se dividirdo por reproducdo assexuada (merogonia), originando o meronte. No
meronte tipo |, ocorrera formagdo de oito merozoitos por fissdo nuclear, e estes
infectardo novos enterdcitos e, por sucessivas vezes, formardo novos merontes tipo .
Em determinado momento, por mecanismos ainda ndo elucidados, o merozoito
penetra em um novo enterdcito e origina o meronte do tipo Il, dando origem a quatro
merozoitos. Estes se diferenciam em gametécitos masculino (microgameta) e feminino
(macrogameta) que, por meio da reproducdo sexuada, formardo o zigoto, que
posteriormente dara origem ao oocisto esporulado (CASEMORE et al., 1985, HUANG
& WHITE, 2006, PEREIRA et al., 2009).
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Ha a formagdo de dois tipos de oocistos: os de parede espessa, que sao
eliminados pelas fezes e correspondem a 80% do total de oocistos formados, e os de
parede delgada, que ndo serdo eliminados e correspondem a 20% do total de oocistos
formados, sendo estes Ultimos os responsaveis pela autoinfecgao. A duragao do ciclo
varia em média de dois a dez dias (THOMAZ, 2006, PEREIRA et al., 2009).

Os oocistos de Cryptosporidium sao resistentes e podem permanecer
infectantes no meio ambiente por seis meses ou mais, desde que mantidas condigdes
adequadas de umidade e temperatura. (XIAO & FAYER, 2008).

3.2.4 Patogenia e sinais clinicos

Infecgbes  por  Cryptosporidium  podem  ocorrer em  individuos
imunocomprometidos ou imunocompetentes de qualquer idade. Os jovens, porém, sao
acometidos com maior frequéncia. A sintomatologia pode variar de acordo com a
idade e o estado imunitario do hospedeiro, bem como pela espécie e genoétipo de
Cryptosporidium envolvido na infecgao e pelo nimero de oocistos ingeridos. Individuos
saudaveis normalmente cursam com infecgdes agudas e autolimitantes, com quadros
que se estendem por uma a duas semanas (diarreia aquosa, colicas, nauseas, dor
abdominal e mal-estar geral). Em individuos imunocomprometidos a infeccao pode se
tornar cronica (levando o paciente a um quadro de ma absorcao que pode evoluir para
o 6bito) ou se disseminar para outros 6rgaos, tais como figado, pancreas, vias biliares
e trato respiratério (LUCIO-FORSTER et al., 2010). Estes individuos tém maiores
prevaléncias de infeccao por espécies atipicas ao ser humano, como o C. canis € o C.
felis, quando comparados a populagdo imunocompetente (BOWMAN & LUCIO-
FORSTER, 2010).

Cryptosporidium causa dano ao enterécito, com a atrofia das vilosidades e
achatamento das criptas, podendo resultar em apoptose destas células. A infeccao
propicia a instalagdo de um quadro inflamatério resultando em rompimento do
citoesqueleto e das proteinas das juncgdes epiteliais, que podem levar a uma perda da
superficie de absorcao e prejudicar o transporte de nutrientes, ocasionando uma
sindrome de ma absor¢cdo (THOMPSON et al., 2008, PALMER et al., 2008). Mesmo
apds a cura parasitaria pode persistir quadro inflamatério crénico, devido ao aumento
de células plasmaticas e eosindfilos (BALLESTER et al., 2002).
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O mecanismo de diarreia ndo foi completamente elucidado. Tem sido sugerido
que a enterotoxina cholera-like possa estar envolvida no desenvolvimento de diarreia
secretéria, fato este que ainda carece ser confirmado (THOMPSON et al., 2008).

Avaliacdes histoldgicas de caes infectados revelaram graves danos as criptas,
com hiperplasia, dilatacdo, atrofia das vilosidades e perda de glandulas da mucosa
intestinal. Em gatos, a histologia de animais naturalmente infectados demonstrou
perda das microvilosidades, degeneracdo das células epiteliais e atrofia das
vilosidades (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010).

Os cées infectados podem nao apresentar quaisquer sinais clinicos. Quando
sintomaticos comumente apresentam febre moderada, anorexia, diarreia liquida,
profusa e fétida (de carater agudo), de coloracdo amarelada, sem sangue ou muco,
ma absorcao, enfraquecimento progressivo e morte. Vémitos sao incomuns (FORTES,
2004; EDERLI et al., 2005; THOMPSON et al., 2008; PEREIRA et al., 2009, SCORZA
& TANGTRONGSUP, 2010). O periodo pré-patente pode variar de 5 a 28 dias
(PEREIRA et al., 2009).

Nesta espécie, a infeccdo assume carater autolimitante nos casos em que o
animal esta imunocompetente, 0 que ndo acontece nos casos em que 0 Mesmo se
apresenta imunodeprimido, quando a infecgdo torna-se grave e o tratamento ineficaz
(ETTINGER, 1992). Foram observadas correlagbes entre infecgées caninas por
Cryptosporidium e processos patoldgicos nestes animais, indicando que caes
debilitados podem ser mais predispostos a infeccées por este parasito (LALLO &
BONDAN, 2006).

Cryptosporidium pode ser implicado como enteropatégeno primario ou
secundario de quadro de diarreia em caes (NAVARRO et al., 1997). O parasito foi
associado a diarreia em caezinhos neonatos e em caes imunodeprimidos pelo virus da
cinomose. Segundo Navarro et al. (2007), caes com criptosporidiose coinfectados por
virus, bactérias ou outros protozoarios podem ter agravamento do quadro diarreico.
Caes jovens e caes imunodeprimidos sao predispostos a criptosporidiose (LALLO &
BONDAN, 2006; PEREIRA et al., 2009).

Em gatos, a criptosporidiose tende a se manifestar como um quadro agudo de
diarreia do intestino delgado, sendo mais comum em animais jovens (THOMPSON et
al., 2008). Infecgbes causadas por C. felis sdo geralmente assintomaticas em gatos,

porém os animais também infectados pelo virus da leucemia felina tendem a
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desenvolver sinais clinicos da criptosporidiose (CHALMERS & KATZER, 2013).
Manifestacbes clinicas gastrointestinais parecem ser mais comuns em gatos
parasitados por C. felis do que em caes parasitados por C. canis. Quadros de
coinfeccao de Cryptosporidium com Giardia (em caes e gatos) usualmente provocam
quadros severos de doenca se comparados com quadros de infeccdo por apenas um
destes parasitos (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010).

3.2.5 Diagnostico

Faz-se o diagndstico da criptosporidiose pela detecgdo de oocistos nas fezes
do hospedeiro e bidpsia de intestino. A identificagdo do oocisto nas fezes ndo é facil,
uma vez que este protozoario pode ter aspecto semelhante a leveduras, fungos, algas
e fragmentos de plantas (FAYER et al., 2000). Logo, as praticas diagnésticas para
deteccao de oocistos nas fezes requerem um microscopista treinado (IRWIN, 2002).

Realiza-se o exame de fezes (que deve ser feito com, no minimo, trés
amostras), empregando-se métodos de concentracao (centrifugoflutuacdo em solucao
saturada de sacarose ou solugcdo de Sheater ou centrifugosedimentacdo em éter-
PBS). Apbs o processo de concentragdo, utilizam-se métodos especiais de coloragéo,
como por exemplo, Ziehl-Neelsen modificado, que se baseia na propriedade alcool-
acido-resisténcia dos oocistos. As técnicas de coloragdo também podem ser feitas
com outros produtos, como safranina com azul de metileno, auramina e dimetil
sulféxido (DMSO) com carbol-fucsina (GRECA, 2010).

Comparados a outras espécies, caes e gatos eliminam pequena quantidade de
oocistos nas fezes, e ainda de modo intermitente, o que torna o diagnéstico nestas
espécies mais dificil (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010). Gatos naturalmente
infectados, com e sem diarreia, eliminaram 1.817 e 191 oocistos por grama de fezes,
respectivamente. Em contrapartida, bezerros infectados eliminaram em média 90.867
oocistos por grama de fezes (UGA et al., 1989, NYDAN et al., 2001).

Os métodos imunolégicos tém importancia para avaliagbes epidemioldgicas.
Ha métodos disponiveis de deteccao de coproantigenos por ELISA e PCR, limitados,
porém, pelo alto custo, o que inviabiliza 0 uso em casos individuais (THOMPSON et
al., 2008). Os oocistos de muitas espécies de Cryptosporidium (incluindo aqueles que
infectam animais de companhia e os seres humanos) sao indistinguiveis do ponto de
vista morfolégico e antigénico. Somente através das ferramentas moleculares é
possivel fazer a determinacao das espécies (BOWMAN & LUCIO-FORSTER, 2010).
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Imunofluorescéncia direta € um método considerado muito sensivel e
especifico, porém apresenta custo elevado. Um dos beneficios deste método é
associar o reconhecimento imunolégico dos parasitos com a avaliagdo morfologica,
tornando incomuns as reagoes falso-positivas (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010).

O método de PCR tem sido descrito como mais sensivel quando comparado a
imunofluorescéncia. Este método também tem a vantagem de possibilitar o
diagnostico da espécie e subtipo de Cryptosporidium, através do sequenciamento do
fragmento de DNA amplificado (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010).

Para estudos taxondmicos e filogenéticos, o emprego de técnicas de biologia
molecular pode ser realizado. Para tanto, diversos locus tém sido utilizados, tais como
gene codificador da fracdo ribossomal 18S, gene codificador da proteina de choque
térmico (hsp70), gene codificador de Acetyl-CoA sintetase, gene codificador da
proteina da parede do oocisto de Cryptosporidium (cowp) e regido espacadora do
rDNA (its) (THOMAZ, 2006).

3.2.6 Tratamento

Mais de 200 substancias tém sido testadas contra a criptosporidiose, dentre as
quais algumas promissoras em relacdo a eficacia. No entanto, até o momento, nao
existe farmaco que proporcione um tratamento curativo consistente, no que diz
respeito a remissao de sintomas e eliminacao da infeccao. O uso de alguns farmacos
pode reduzir a eliminagdo de oocistos e, por conseguinte, minimizar a contaminagao
do meio ambiente com as formas infectantes. A resposta ao tratamento varia
significativamente de acordo com o status imunolégico do hospedeiro, a duracido do
tratamento e o uso de outros medicamentos (SHAHIDUZZAMAN & DAUGSCHIES,
2012).

O tratamento para criptosporidiose inclui farmacos que tenham efeito contra o
parasito e terapia de suporte (SHAHIDUZZAMAN & DAUGSCHIES, 2012), como
rehidratacdo e reposicdo de eletrdlitos, medidas que devem ser instituidas
principalmente nos estagios iniciais da infecgcdo. O objetivo principal a ser alcangado é
a interrupcdo da diarreia. Para tanto, dietas altamente digestiveis podem ser utilizadas
em caes e gatos com criptosporidiose. Antibiéticos também podem ser utilizados em
alguns casos, com o0 objetivo de deter infeccdes secundarias (SCORZA &

TANGTRONGSUP, 2010).
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Medicamentos como paromomicina, tilosina e azitromicina tém sido utilizados
em animais de companhia com resultados promissores. A paromomicina, usada para o
tratamento de pequeno nimero de caes com criptosporidiose, mostrou-se eficaz, pois,
apés cinco dias de tratamento os oocistos ndo foram mais encontrados nas fezes
(IRWIN, 2002; EDERLI et al.,, 2005; THOMPSON et al., 2008). Este composto,
contudo, ndo deve ser administrado a caes e gatos com diarreia sanguinolenta devido
ao risco de absorgdo sistémica, ocasionando toxicidade renal e ototoxicidade. Em
gatos intolerantes a tilosina, pode-se utilizar com seguranga a azitromicina oral
(10mg/kg) durante algumas semanas. A tilosina usualmente nao é tolerada por gatos
devido ao sabor desagradavel (SHAHIDUZZAMAN & DAUGSCHIES, 2012).

A nitazoxanida tem sido usada para tratamento em cées e gatos infectados,
ocasido em que se observa remissdo do quadro diarreico apds cinco dias de
tratamento. No entanto, é importante ressaltar que este farmaco irrita a mucosa
gastrointestinal e causa vémito, e tampouco é eficaz quando ndo ha uma resposta
imune satisfatoria (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010). De acordo com o0s
resultados de diferentes farmacos testados, a paromomicina é o medicamento de
eleicdo para cades e gatos infectados por Cryptosporidium (SHAHIDUZZAMAN &
DAUGSCHIES, 2012)

3.2.7 Epidemiologia e profilaxia

Estudos realizados nos Ultimos anos mostraram que mais de 90,0% das
infecgdes causadas por Cryptosporidium nos seres humanos ao redor do mundo foram
causadas pelo C. hominis e pelo C. parvum, com variagcdes de prevaléncia das
espécies de regido para regido. Nos paises em desenvolvimento, estudos indicam que
a transmissdo antroponética é a mais frequente, sendo o C. hominis a principal
espécie implicada na infeccao dos individuos (BOWMAN & LUCIO-FORSTER, 2010).
Scorza & Tangtrongsup, (2010) relatam que as espécies mais frequentemente
encontradas em cées e gatos (respectivamente C. canis e C. felis) sdo descritas com
pouca frequéncia em amostras fecais de seres humanos, dando a entender que estes
animais talvez nao sejam importantes como reservatérios zoondticos de
Cryptosporidium (THOMPSON et al., 2008). Existe um uanico relato de possivel
transmissdo de C. canis entre criangas e caes dentro de um domicilio (XIAO et al.,

2007), porém ja houve relatos de infeccdo de seres humanos imunocompetentes
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(particularmente criancas) infectadas por C. canis e C. felis (LUCIO-FORSTER et al.,
2010).

As espécies C. canis e C. felis ndo parecem ser parasitos comuns em caes e
gatos, respectivamente. Em bezerros, C. parvum é considerado o mais comum
enteropatdgeno durante a primeira semana de vida, muito embora esta infeccao possa
estar associada a outros agentes etiologicos, tais como virus, bactérias e outras
infeccdes parasitarias. A partir de dois dias de vida, ja podem ser localizados oocistos
de C. parvum nas fezes de bezerros, embora o pico da eliminagdo destas formas
infectantes nas fezes ocorra por volta dos catorze dias de vida. C. andersoni e C. bovis

sdo mais comuns em bovinos adultos (THOMPSON et al., 2008).

Os estudos de prevaléncia de Cryptosporidium em caes e gatos ao redor do
mundo sao limitados. Naqueles disponiveis, as taxas oscilam de 0,5% a 44,8% em
caes e de 0,0% a 29,4% em gatos (BOWMAN & LUCIO-FORSTER, 2010, WANG et
al., 2012). Nos EUA, estas taxas variam entre 2,0% a 17,0% em caes e 2,0% a 15,4%
em gatos (LUCIO-FORSTER et al., 2010).

Analises moleculares de isolados obtidos de cades mostraram que C. canis é a
espécie mais frequente, seguido por C. parvum (PALMER et al., 2008, SMITH et al.,
2009). Yoshiuchi et al. (2010), no Japao, submeteram a PCR e sequenciamento trés
amostras de caes positivas para Cryptosporidium (genes 18S rRNA e COWP), e os
resultados identificaram C. canis nas amostras. O gendtipo canino também foi
encontrado em amostras de fezes de seres humanos (criangas e adultos) no Peru, nos
EUA e na Tailandia (em pacientes HIV positivo) (THOMAZ et al., 2007, SCORZA &
TANGTRONGSUP, 2010). No ser humano, a patogenicidade do C. canis permanece
pouco clara, pois em quase todos os casos as infeccbes foram assintomaticas,
embora nos casos de infecgbes em humanos imunodeprimidos possa ocorrer
associagao com a diarreia cronica (PALMER et al., 2008).

Em estudo realizado em cidades do interior de Sdo Paulo, Thomaz, (2006)
avaliou nove amostras positivas para Cryptosporidium (Nested PCR e sequenciamento
do gene 18SrRNA), o resultado encontrado em todas as amostras revelou a presenga
de C. canis. Abe et al. (2002), no Japao, pela PCR, diagnosticaram C. canis quando
avaliaram amostras de caes errantes da cidade de Osaka. Palmer et al. (2008), na
Austrdlia, analisaram 1.400 amostras fecais de caes provenientes de clinicas
veterinarias e abrigos, sendo que, nas quatro amostras sequenciadas com sucesso,
encontraram o C. canis. Mais recentemente, Greca, (2010), ao analisar doze amostras
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caninas na regiao metropolitana de Curitiba-PR, identificou C. canis (83,3%) e C.
parvum (16,6%).

C. felis é encontrado com pouca frequéncia em amostras fecais de seres
humanos, embora tenha sido descrito em individuos imunodeprimidos e com AIDS
(THOMAZ et al., 2007, SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010). Em estudo realizado
com gatos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Sao Paulo, todas as
amostras positivas para Cryptosporidium foram caracterizadas como C. felis,
demonstrando presenga no municipio de Sao Paulo e o risco de transmissao
zoonotica (THOMAZ et al., 2007). Palmer et al. (2008) e Yoshiuchi et al. (2010), em
estudos realizados com amostras de fezes de gatos na Austrdlia e no Japéo,
detectaram, através de PCR e sequenciamento, C. felis nas sete amostras do primeiro
estudo e nas dezoito amostras do segundo estudo.

A profilaxia contra criptosporidiose se baseia em higiene individual e ambiental
(saneamento basico e tratamento de agua adequados). Pessoas € animais
imunodeprimidos devem evitar o contato com animais ou pessoas com diarreia, uma
vez que nao existe tratamento eficaz contra este patégeno. Os cuidados com a higiene
devem ser rigorosos em ambientes como creches e hospitais, locais com alta
concentracao de susceptiveis (ACHA & SZYFRES, 1986).

Evitar o contato com alimentos e agua contaminados é a principal forma de
prevencao. Neste sentido, a administracdo de racdo comercial a caes e gatos é
importante forma de profilaxia, diminuindo as chances de exposicdo do animal a
alimentos contaminados. As pessoas imunodeprimidas é recomendada a lavagem das
maos apds 0 manuseio de animais domésticos, a troca de fraldas e o contato com o
solo. A estas pessoas também nao é recomendado o contato com fezes de pequenos
animais, especialmente os errantes ou com idade inferior a seis meses. O contato com
bezerros e cordeiros também deve ser evitado (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010).
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3. Objetivos
Foram propésitos desta pesquisa:
3.1. Objetivo geral

« Avaliar a prevaléncia de Giardia e Cryptosporidium em caes e gatos
recolhidos e mantidos no CCZ;

o Caracterizar genotipicamente as amostras positivas para Giardia

mediante técnicas de biologia molecular e sequenciamento.

3.2. Objetivos especificos

» Pesquisar a ocorréncia de cistos de Giardia e de oocistos de
Cryptosporidium nas amostras fecais dos cées e gatos recolhidos ao
CCz;

« Verificar a eventual associacao entre as caracteristicas epidemioldgicas

da populagdo em estudo e infecgao por Giardia e Cryptosporidium.
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4  Material e Método
4.1 Protocolo de experimentacao animal

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais,
CEUA, Unicamp (Protocolo n® 2364-1, em 14 de margo de 2011).

4.2 Populacao estudada

Foram analisadas amostras fecais de 337 animais domésticos (N=337), dentre
as quais 299 pertencentes a caes (Canis familiaris, Linnaeus, 1758) e 38 pertencentes
a gatos (Felis catus domesticus, Linnaeus, 1758), recolhidos ao CCZ do municipio de
Campinas no periodo compreendido entre margo de 2011 e margo de 2012. Cada

animal teve uma amostra fecal analisada.

O municipio de Campinas localiza-se no interior do Estado de Sao Paulo
(coordenadas 270115,73 Oeste, 7448113,89 Sul, 314115,87 Leste e 7485580,10
Norte), possui area de 795.697 Km? e populacdo de 1.024.612 (BRASIL, 2011). As
populagbes estimadas de caes e gatos neste municipio em 2013 foram de 156.548 e
24.142, respectivamente (Instituto Pasteur de Sao Paulo). Os caes e gatos que
tiveram amostras colhidas e analisadas foram recolhidos de todas as regides do
municipio, de acordo com a divisdo dos Distritos de Saude (Norte, Sul, Leste,
Sudoeste e Noroeste) (Figura 01). Animais abandonados no CCZ foram considerados
como sendo de regido nao definida.

Figura 01: Localizagdo do municipio de Campinas no Estado de Sao Paulo; limites dos

Distritos de Salde neste municipio e localizagao do CCZ.
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Os cades e gatos que tiveram amostras colhidas pertenciam aos estratos
errante, comunitario ou semidomiciliado e foram recolhidos das vias publicas
obedecendo aos principios de recolhimento adotados pelo CCZ. Por definicdo, o
animal errante é aquele sem controle, totalmente independente. O animal comunitario
é parcialmente dependente, parcialmente controlado ou sem controle. Por sua vez, o
animal semidomiciliado ¢é totalmente dependente e parcialmente controlado
(REICHMANN et al., 2000). As amostras fecais foram colhidas de caes e gatos
independente do género, faixa etaria, raga, condicdo clinica e consisténcia fecal. A
idade dos cdes e gatos foi estimada apds observacdo da arcada dentaria dos
mesmos. As figuras 02, 03 e 04 ilustram a fachada do CCZ, um gatil individual e um

canil individual, respectivamente.
4.3 Coleta das amostras fecais

Os caes e gatos que tiveram amostras colhidas estavam alojados em canis ou
gatis individuais, de modo a ndo haver duvida de que o material fecal pertencia aquele
animal. As amostras foram colhidas apdés emissdo espontinea, privilegiando-se o
material fecal que ndo manteve contato com o piso do canil/gatil, sempre nos primeiros
dois dias de permanéncia do animal no CCZ e antes que qualquer medicagéao
antiparasitaria fosse administrada. Todas as amostras foram colocadas em recipiente
estéril, seco, com boca larga, volume de 250 mL., com vedagdo hermética e
conservadas sob refrigeracdo, sem adicao de preservativos. As mesmas, assim que
colhidas, foram identificadas com o nimero de registro do animal no CCZ, de modo a
permitir o acesso aos dados epidemiolégicos do mesmo (endereco, data e motivo do
recolhimento, espécie, sexo, idade, raca, cor, pelagem, exame clinico). Os dados de
resenha e dos resultados dos exames parasitoldgicos de cada animal foram
preenchidos no formulario “Registro de Exame Parasitolégico CCZ” (Anexo 04).

4.4 Local de realizacao das técnicas de diagnostico

As técnicas parasitolégicas foram realizadas no Laboratério de Parasitologia do
CCZ e no Laboratério de Protozoologia, Departamento de Biologia Animal, Instituto de
Biologia, Universidade Estadual de Campinas. As técnicas moleculares foram
realizadas em parceria com o Laboratério de Andlise Genética e Molecular, do Centro
de Biologia Molecular e Engenharia Genética da Universidade Estadual de Campinas
(CBMEG). As técnicas histopatologicas foram realizadas no laboratério particular
VETPAT, Campinas.
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Figura 02 — Fachada do Centro de Controle de
Zoonoses de Campinas.
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Figura 03 — Gatil |nd|V|duaI do Centro de
Controle de Zoonoses de Campinas.

Figura 04 — Canil individual do Centro de
Controle de Zoonoses de Campinas.
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4.5 Técnicas parasitoldgicas

Todas as amostras fecais foram divididas em duas aliquotas, cada uma delas
colocada em um tubo de centrifuga: uma foi submetida ao método de
centrifugoflutuacdo em solucdo de sulfato de zinco (ZnSO,) densidade 1,18g/ml
(FAUST et al., 1938) para diagnodstico de Giardia spp.; a outra foi submetida ao
método de centrifugosedimentacdo em éter (método Modif. de WALDMAN et al.,
1986), seguido da coloracao de Ziehl-Neelsen modificada (HENRIKSEN & POHLENZ,
1981) para diagnéstico de Cryptosporidium spp.

Para a realizagao do método de centrifugoflutuacdo em solugcao de sulfato de
zinco foram utilizados dois gramas de fezes homogeneizadas com agua destilada. A
suspensao foi filtrada, colocada em um tubo cénico de centrifuga e em seguida
centrifugada (400 x g por 5 minutos). Posteriormente procedeu-se o descarte da maior
parte do sobrenadante, preservando 2 mL. do mesmo, além do sedimento.
Acrescentou-se agua destilada ao tubo, que foi novamente centrifugado. Este
procedimento foi repetido por trés vezes, até que o sobrenadante se apresentasse
relativamente claro. Apds o descarte deste sobrenadante, foi adicionado ZnSO,
(densidade 1,180) e feita nova centrifugacédo (135 x g por 3 minutos). Um pequeno
contelido da membrana formada na superficie do sobrenadante foi retirado com o
auxilio de uma alca de platina e este material foi colocado em uma lamina de

microscopia. A leitura da lamina sempre foi feita imediatamente apds o seu preparo.

No caso de amostras positivas para Giardia a microscopia, também foi
armazenada parte da amostra fecal bruta, com vistas a purificacdo do material para os
estudos moleculares. O tempo decorrente entre o diagnéstico de Giardia a

microscopia e a purificagdo da amostra fecal bruta nunca foi superior a trés dias.

Para a realizacdo da técnica de centrifugosedimentacdo em éter, de acordo
com Franco, (1996) procedeu-se a centrifugacdo da amostra fecal que se encontrava
no tubo cénico (500 x g por 10 minutos). O sobrenadante foi desprezado € o
sedimento ressuspendido em agua destilada, seguido de nova centrifugacdo. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes. Em seguida, procedeu-se o descarte
do sobrenadante e ao sedimento foi adicionado éter refrigerado. O tubo foi agitado
vigorosamente por 30 segundos, completado com &gua destilada e novamente
centrifugado (500 x g por 10 minutos). Apos o desprezo da camada de restos fecais e
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do sobrenadante, o esfregaco foi confeccionado com material retirado entre o
sedimento e a fase aquosa.

O esfregaco foi fixado com metanol 96% e corado com fucsina fenicada. Apés
lavagem com agua, foi utilizada uma solucdo de alcool acido-acético (99,5 mL. de
alcool absoluto + 0,5 mL. de acido acético glacial), em substituicao a solugdo de acido
sulftrico 2,0% (BRANCO, 2006). Apos mais uma lavagem com agua o esfregago foi
contracorado com solugéo de verde de malaquita 5% ou azul de metileno 1%.

4.6 Amostras para biologia molecular

Apés a afericdo da positividade para Giardia, 42 amostras brutas de fezes (40
de cées e 02 de gatos) foram purificadas, seguindo protocolo adaptado de Roberts-
Thomson (1976) e Rocha et al. (2003) (Anexo 02). Esse protocolo, realizado pelo
gradiente de sacarose, teve por objetivo retirar impurezas e possiveis inibidores que
viessem a prejudicar a PCR. O gradiente de sacarose faz com que as sujidades sejam
retiradas do meio, de maneira que as amostras fiquem mais limpas e com grande
densidade de cistos por mL. (10%a 10*), ap6s a ultima centrifugacéo.

Durante a realizagao desta técnica, como a visualizagdo da interface formada
entre a agua e a sacarose nem sempre foi possivel, padronizou-se que apoés
centrifugacdo em que foi utilizada sacarose 1M, a amostra a ser aproveitada seria
aquela localizada entre 7mL. e 4mL. do tubo cbnico; apds centrifugagcdo em que foi
utilizada sacarose 0,75M, a amostra a ser aproveitada seria aquela localizada entre
4,5mL. e 1,5mL. do tubo cénico. Desta forma, todas as amostras submetidas a
purificacdo apresentaram-se positivas para cistos de Giardia ap6s a realizacao desta

técnica.

As amostras purificadas foram acondicionadas em tubo tipo “eppendorf” sob
refrigeracao (4°C) e a elas foram acrescentados antibidticos (Gentamicina 0,1mg/mL.
— 0,5 microlitros/mL., Streptomicina 0,1mg/mL. — 0,5 microlitros/mL. e Penicilina
100U/mL. — 0,2 microlitros /mL.). O tempo decorrente entre a purificagao e a extragao
do DNA de cada amostra variou de 1 a 30 dias.
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4.7 Técnicas moleculares

A extracdo de DNA das amostras positivas para Giardia foi realizada com a
utiizagdo do kit ZR Fungal/Bacterial DNA Kit — Zymo Research ®, seguindo as
recomendacoes do fabricante.

O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose a 1,0% através de
comparacdao com DNA de referéncia (DNA lambda) e em seguida armazenado a

temperatura de -20C.

Apds a extracdo de DNA, oligonucleotideos especificos para espécie (G.
duodenalis) foram utilizados para evidenciar a presenca de DNA genO6mico deste
protozoario. Os iniciadores e suas sequéncias de nucleotideos utilizados estéo
demonstrados na Tabela 03. Estes amplificam um fragmento de 218pb do gene beta
giardin especifico para G. duodenalis (MAHBUBANI et al. 1992).

Tabela 03. Iniciadores, sequéncia de nucleotideos e tamanho do fragmento de gene

beta giardin amplificado.

Iniciador Sequéncia Tamanho do fragmento
GGL405-433 5'-CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3' 218 pb
GGR592-622 5-TTTGTGAGCGCTTCTGTCGTGGCAGCGCTAA-3' 218 pb

As reacbes foram realizadas em um volume total 25uL, em que foram
adicionados 1 x PCR Buffer (Invitrogen), 25pmol de cada iniciador, 2,5mM MgCls,
0,2mM dNTP’s, 1,25 unidades de Taqg Polymerase Platinum (Invitrogen) e 1uL de DNA
alvo. As reagdes foram realizadas no termociclador MJ PTC 100 — MJ Research INCO
e as condicdes foram 94T por 3 min, seguido por 40 ciclos de 94T por 1min, 60C
1min e 72T por 1min e a extenséo final a 72T por 7 minutos.

Os produtos amplificados da PCR foram avaliados em gel de agarose 3% com
aplicacdo de 3uL de DNA e 5uL de azul de bromofenol, corados com brometo de
etidio e visualizados por luz UV.

Num segundo momento foi escolhido um marcador para identificar as
assembleias de Giardia. Escolheu-se o gene tpi pelo fato do mesmo possuir alto
polimorfismo e sua sequéncia permitir distinguir entre os grupos genotipicos

existentes.
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A amplificagdo de fragmento do gene tpi foi feita seguindo as condicoes
descritas por Sulaiman et al. (2003) pela nested-PCR. Os iniciadores e suas
respectivas sequéncias de nucleotideos sdo descritas na Tabela 04. A primeira PCR
amplificou fragmento de 605pb e a segunda PCR amplificou um fragmento de 530pb.

Tabela 04. Iniciadores (SULAIMAN et al., 2003), sequéncia de nucleotideos e tamanho
do fragmento de gene tpi amplificado.

Tamanho do
Iniciador Sequéncia
fragmento

AL3543 5'-AAATIATGCCTGCTCGTCG-3' 605 pb
Primeira PCR

AL3546 5'-CAAACCTTITCCGCAAACC-3' 605 pb

AL3544 5'-CCCTTCATCGGIGGTAACTT-3’ 530 pb
Segunda PCR

AL3545 5'-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3’ 530 pb

Em cada reacdo foram utilizados 1x PCR Buffer (Invitrogen), 5pmol de cada
iniciador, 3mM MgCl,, 0,2mM dNTP’s, 5 unidades de Taq Polymerase Platinum
(Invitrogen) e 2uL de DNA molde. O volume final de reagao foi 25pL.

As reagbes foram realizadas em termociclador MJ PTC 100 — MJ Research
INCO e as condicoes de amplificagao foram 96T por 2 mi nutos sendo seguido por 36
ciclos de 96T por 20s, 59T por 20s e 72T por 30s . A extensao final foi realizada sob
72T por 7 minutos. As amostras identificadas como positivas foram submetidas a
purificacdo com o kit “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare”,
com o objetivo de remover fragmentos pequenos e retirar excessos resultantes da

PCR (componentes da mix).

Lebbad et al. (2010), ao verificarem limitagbes na amplificacdo de amostras
pertencentes a assembleia D com os iniciadores descritos por Sulaiman et al. (2003),
descreveram novos iniciadores deste mesmo gene (tpi), de forma a complementar a
identificacdo de genotipos, seguindo as mesmas condicoes da Nested PCR. Desta
forma, todos os produtos de amplificacdo da primeira PCR foram submetidos a uma
nova reagao de amplificagao, na qual se utilizaram os iniciadores descritos por Lebbad
et al, os quais estédo descritos na Tabela 05.
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Tabela 05. Iniciadores (LEBBAD et al., 2010), sequéncia de nucleotideos e tamanho do

fragmento de gene tpi amplificado.

Tamanho do
Iniciador Sequéncia
fragmento
TPIDF 5'CCGTTCATAGGTGGCAACTT-3' 530 pb
Segunda PCR
TPIDR 5'GTAGCC ACTACA CCAGTTCC3' 530 pb

Para a PCR de sequenciamento foram utilizados os iniciadores da segunda
reacao de amplificacdo, porém em concentracdo de 5uM, de maneira independente

em cada reacao, sendo uma com o iniciador direto e outra com o iniciador reverso.

A reagao de sequenciamento foi realizada em um termociclador MJ PTC 100 —
MJ Research INCO e as condicdes de amplificacdo foram 95C por 1 min sendo
seguido por 28 ciclos de 95T por 20s, 50C por 20s e 60T por 4 minutos. Em
seguida as amostras foram submetidas a purificagdo com EDTA/Etanol.

Apds a obtencdo das sequéncias, foi construido um banco de dados com
sequéncias de referéncia das assembleias genéticas e de outras espécies (quando
disponiveis) de Giardia (Tabela 06) para que as andlises filogenéticas pudessem ser
realizadas. Todas as sequéncias foram editadas e alinhadas nos softwares CLC
Genomics Workbench v4.5 CLC Bio e BioEdit, de maneira a editar as sequéncias e

gerar o arquivo consenso apoés a analise dos fragmentos sequenciados.
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Tabela 06. Sequéncias de referéncia utilizadas para o gene tpi obtidas do Genbank (NCBI)

Giardia n? de acesso

Assembleia All U57897.1

Assembleia BllI AY228628.1

Assembleia C AY228641.1

Assembleia E AY655705.1

Assembleia G AF069562.1

G. microti AY228649.1

Em relagdo as analises filogenéticas, a determinagdo do modelo de
substituicao de nucleotideos foi realizada através do software jModel test (POSADA,
2008) com os dados obtidos pelo sequenciamento de fragmento do gene tpi e suas
sequéncias de referéncias obtidas nos bancos de dados. As analises filogenéticas
foram conduzidas no software MEGA v.5.05. Foram utilizados os métodos de maxima
verossimilhanca e de Neighbor-Joining com 10.000 amostragens bootstrap.
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4.8 Amostras de intestino

Foram colhidas, pela necropsia, amostras de intestino de cdo que veio a ébito
no CCZ (duas amostras de duodeno, duas de jejuno e duas de ileo). O mesmo
apresentava resultado positivo para Giardia ao exame parasitolégico (amostra D36).
Os fragmentos de intestino foram fixados em formalina 10% e submetidos a inclusao
com parafina. Os cortes histolégicos foram realizados utilizando micrétomo com

espessura de 5 um. A coloragao utilizada foi a de Hematoxilina e Eosina.

4.9 Anadlise estatistica

Para andlise estatistica foram utilizados dois testes, sendo que em ambos o
nivel de significancia (a) foi 5%:

» Diferenga de proporgdes: para avaliagdo do parasitismo entre géneros,
faixas etarias e racas dos caes e gatos; para a consisténcia da amostra
fecal dos cées e gatos;

* Qui-Quadrado: para testar a associagao entre parasitismo e local onde
o animal foi recolhido e estagdo do ano em que animal foi recolhido.

A regra de decisdo foi: se p_valor < 0,05, h& evidencias a favor da hipétese
alternativa, ou seja, ha diferenca estatistica entre os niveis. No teste da diferenga de
proporgdes a decisdo também pode ser dada pelo Intervalo de Confianga (IC (95%,
p1-p2)), em que, se zero nao pertence ao intervalo, conclui-se que ha evidencias a
favor da hipotese alternativa, ou seja, ha diferenga estatistica entre os niveis (MOOD
et al., 1974, CASELLA & BERGER, 2002).
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5 Resultados
5.1. Inquérito parasitologico: Caes
Foram analisadas amostras fecais de 299 cées.
5.1.1. Caracteristicas Epidemioldgicas dos caes:

A populagéo de caes foi caracterizada em sua maioria por machos, adultos (>1
ano) e sem raga definida (SRD). Os animais foram recolhidos principalmente na regiédo
norte do municipio. A maior parte das amostras fecais analisadas apresentou
consisténcia fecal normal (Tabela 07). Do total de 114 fémeas que tiveram material
fecal colhido, oito apresentavam-se prenhes ou amamentando.

Dentre os caes com raga definida, destacaram-se os “pit bulls” (67 animais,
22,4% do total de caes recolhidos). Grande parte dos caes desta raga foi recolhida ao
CCZ por estarem soltos as vias publicas, alguns com comportamento agressivo, sendo
que em varias situacoes o recolhimento foi efetuado pelo Corpo de Bombeiros. Outros
caes de racas de grande porte (rotweiller, fila brasileiro, pastor alemao) também foram
recolhidos ao CCZ nas mesmas circunstancias.
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Tabela 07. Caracteristicas epidemiologicas dos caes recolhidos ao Centro de Controle
de Zoonoses que tiveram amostras fecais analisadas, municipio de Campinas, SP, de margo
de 2011 a margo de 2012.

Caracteristicas do cao n (%)
Sexo
Macho 185 61,8
Fémea 114 38,1
Idade
Filhote — Juvenil (<1 ano) 51 17,0
Adulto (>1 ano) 248 82,9
Raca
Sem raca definida 194 64,8
Com raca definida 105 35,1
o Pit Bull 67 22,4
o Rottweiler 12 4,0
o Poodle 06 2,0
o Fila Brasileiro 04 1,6
o Pastor Alemao 04 1,6
o Akita 03 1,0
o Dashound 03 1,0
o Sao Bernardo 01 0,3
o Dalmata 01 0,3
o Cocker 01 0,3
o Labrador 01 0,3
o Maltés 01 0,3
o Boxer 01 0,3
Consisténcia da Amostra Fecal
Normal 231 77,2
Pastosa / Diarreica 68 22,7
Regiao onde o animal foi recolhido
Norte 84 28,0
Sul 44 14,7
Sudoeste 33 11,0
Leste 29 9,6
Noroeste 27 9,0
Regido nao definida 82 27,4
Estacao do ano em que o animal foi recolhido
Outono 70 23,4
Inverno 72 24,0
Primavera 94 31,4
Verao 63 21,0
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5.1.2. Amostras fecais: positividade para helmintos e protozoarios
intestinais ao exame microscopico:

Do total de 299 amostras fecais, 80 (26,7%) apresentaram positividade para
helmintos e/ou protozoarios intestinais. A prevaléncia geral para protozoarios foi de
16,0% e para helmintos foi de 15,0%.

Ao todo foram identificados oocistos, cistos e ovos de oito parasitos, sendo
quatro helmintos e quatro protozoarios. G. duodenalis foi o parasito mais prevalente
(40/299=13,3%), seguido por Ancylostoma sp. (31/299=10,3%), Toxocara sp.
(10/299=3,3%), Cryptosporidium sp. (06/299=2,0%), Trichuris vulpis (03/299=1,0%),
Cystoisospora sp. (01/299=0,3%), Cestoda (01/299=0,3%) e Blastocystis
sp.(01/299=0,3%)).

A maior parte dos céaes infectados por Ancylostoma sp. foi composta por
machos adultos. Dos animais infectados por Toxocara sp., houve predominio de
fémeas com idade inferior a um ano (Tabela 08). Para a variavel faixa etaria foi
observada diferenca estatistica significante, com maior ocorréncia de Toxocara sp. em

animais com idade inferior a um ano (p_0,027).

Tabela 08. Positividade de infeccbes por diferentes espécies de helmintos e
protozoarios intestinais em amostras fecais por faixa etaria e sexo dos caes recolhidos ao CCZ,
municipio de Campinas — SP, de margo de 2011 a margo de 2012.

Positividades aos Exames Fecais (n) (%)

Faixa Etaria Sexo Total

Parasitos Adulto <1ano Macho Fémea Total
N (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Giardia duodenalis 35 14,1 05 9,8 21 11,3 19 16,6 40 13,3
Ancylostoma sp. 30 12,0 01 1,9 23 124 08 7,0 31 10,3
Toxocara sp. 04 1,6 06 11,7 04 21 06 5,2 10 3,3
Cryptosporidium sp. 05 20 01 19 05 27 01 08 06 20
Trichuris vulpis 03 1,2 - - 03 1,6 - - 03 1,0
Cystoisospora sp. 01 04 - - - - 01 08 01 03
Cestoda 01 0,4 - - 01 0,5 - - 01 0,3
Blastocystis sp. - - 01 19 01 0,5 - - 01 0,3
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Os caes acometidos por helmintos e protozoarios intestinais foram
predominantemente machos, adultos e com raga definida. Foi verificada diferenca
estatistica significante para a variavel “consisténcia fecal” (com maior ocorréncia das
parasitoses intestinais em cdes com fezes de consisténcia pastosa ou diarreica) e para
a variavel “estacdo do ano” em que o cao foi recolhido (com predominio das
parasitoses intestinais no outono e inverno) (Tabela 09). Dentre as 29 fémeas
acometidas por helmintos e protozoarios intestinais, quatro estavam prenhas ou
amamentado.
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Tabela 09. Resultados dos exames parasitolégicos para infecgdes por helmintos e

protozoarios intestinais e caracteristicas epidemiolégicas dos respectivos céaes recolhidos pelo

Centro de Controle de Zoonoses, municipio de Campinas — SP, de margo de 2011 a margo de

2012.
Caracteristicas do cao Infectados (%) N&o infectados Total Valor p IC (95%, p1-p2)
Sexo
Macho 51 (27,5) 134 185 064" (-0,08136;
Fémea 29 (25,4) 85 114 0,12394)
Idade
Menos de 1 ano 12 (23,5) 39 51
0,554 1 (-0,16787;
Mais de 1 ano 68 (27,4) 180 248 0,090079)
Raca
Com raca definida
G 31 (29,5) 74 105 0433 " (-0,063878;
Sem raca definida 49 (25,2) 145 194 0,149200)
Consisténcia da Amostra Fecal
Normal 47 (20,3) 184 231 o (-0,411468; -
Pastosa / Diarreica 33 (48,5) 35 68 0,152193)
Regido onde o animal foi recolhido
Norte 24 (28,5) 60 84
Sul 16 (36,3) 28 44
Sudoeste 09 (27,2) 24 33 0,423
Leste 09 (32,1) 20 29
Noroeste 05 (18,5) 22 27
Regiao nao definida 17 (20,7) 65 82
Estacado do ano em que o animal foi recolhido
Outono 26 (37,1) 44 70
Inverno 23 (31,9) 49 72
0,015
Primavera 15 (15,9) 79 94
Verao 16 (25,3) 47 63

IC= Intervalo de confianga; ' - Teste utilizado: Diferenca entre proporgdes; * -Teste utilizado: Qui-Quadrado.
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Dentre as amostras examinadas foi verificado monopasitismo em 22,7%
(68/299). O parasito intestinal mais encontrado em amostras com monopasitismo foi
G. duodenalis (n=28, 9,3%), seguido por Ancylostoma sp. (n=24, 8,0%), Toxocara sp.
(n=08, 2,6%), Cryptosporidium (n=06, 2,0%), T. vulpis (n=01, 0,3%) e Blastocystis sp.
(n=01, 0,3%).

Em 4,0% das amostras foi verificado poliparasitismo (12/299), sendo que em

todas elas G. duodenalis esteve presente (Tabela 10).

Tabela 10. Presenga de poliparasitismo em amostras fecais de caes, Centro de
Controle de Zoonoses, municipio de Campinas — SP, de margo de 2011 a margo de 2012.

Poliparasitismo

n %
G. duodenalis e Ancylostoma sp. 06 2,0
G. duodenalis e Toxocara sp. 02 0,6
G. duodenalis e Trichuris vulpis 01 0,3
G. duodenalis e Cystoisospora sp. 01 0,3
G. duodenalis e Cestoda 01 0,3
G. duodenalis, Trichuris vulpis e Ancylostoma sp. 01 0,3
TOTAL 12 4,0

N= total de amostras; n=amostras com poliparasitismo
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5.1.3. Positividade para G. duodenalis ao exame microscopico:

A positividade para G. duodenalis no presente estudo foi de 13,3% (40/299). A
figura 05 ilustra um cisto de G. duodenalis em amostra de cao. Os caes machos,
adultos e SRD responderam pela maior parte das amostras positivas. Em relacdo aos
caes com raca definida, 33,3% (4/12) dos “rottweiler”, 25,0% (1/4) dos “fila brasileiro” e

16,4% (11/67) dos “pit bull” avaliados apresentaram resultado positivo (Tabela 11).

Em relagcao a consisténcia do material fecal e parasitismo por Giardia, a maioria
dos caes apresentou fezes pastosas ou diarreicas. Para esta variavel foi observada
diferenca estatistica significante, com maior ocorréncia do parasito em animais com

fezes de consisténcia pastosa ou diarreica (Tabela 11).

Nao houve diferenca estatistica significativa quando considerado o sexo e a
faixa etaria do cao em relacédo a positividade ao exame parasitolégico (Tabela 11).
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Tabela 11. Resultados dos exames parasitolégicos para infecgdes por G. duodenalis e

caracteristicas epidemioldgicas dos respectivos caes recolhidos pelo Centro de Controle de

Zoonoses, municipio de Campinas — SP, de margo de 2011 a margo de 2012.

Caracteristicas do cao Infectados Nao infectados Total Valor p IC (95%, p1-p2)
(%)
Sexo
Macho 21 (11,3 164 185
(11.3) 0.205 ' (-0,1354;
Fémea 19 (16,6) 95 114 0,02912)
Idade
Menos de 1 ano 05 (9,8) 46 51
0,361 " (-0,1354;
Mais de 1 ano 35 (14,1) 213 248 0,04931)
Raca
Com raca definida *
G 18 (17,1) 87 105 o1 (-0,0267;
Sem raca definida 22 (11,3) 172 194 0,1428)

Consisténcia da Amostra Fecal

Normal

Pastosa / Diarreica

19 (8,2) 212 23 (-0,3419; -

1112
21 (30,8) 47 68 0 )

Regido onde o animal foi recolhido

Norte

Sul
Sudoeste
Leste
Noroeste

Regiao nao definida

10 (11,9) 74 84
11 (25,0) 33 44
04 (12,1) 29 33 0,1282
04 (13,7) 25 29
05 (18,5) 22 27
06 (7,3) 76 82

Estacdo do ano em que a amostra foi colhida

Outono

Inverno

Primavera

Verao

14 (20,0) 56 70
09 (12,5) 63 72
0,198 2
08 (8,5) 86 94
09 (14,2) 54 63

IC= Intervalo de confianga; ' —

Teste utilizado: Diferenga entre proporgdes; © - Teste utilizado: Qui-Quadrado.
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5.1.4. Positividade para Cryptosporidium ao exame microscopico:

A positividade para Cryptosporidium sp. no presente estudo foi de 2,0%
(06/299). A figura 06 ilustra um oocisto de Cryptosporidium sp. em amostra de cdo. Os
cdes machos, adultos e sem raca definida contribuiram para a maior parte das
amostras positivas. Nao foi verificada diferenga estatistica significante entre infecgao
por Cryptosporidium e género, idade, consisténcia do material fecal, e estagao do ano
em que o céo foi recolhido (Tabela 12).

Nao foi observado poliparasitismo em nenhuma das amostras positivas para
Cryptosporidium. Em dois cées infectados por Cryptosporidium foram observados
sinais clinicos sugestivos de cinomose, uma vez que 0s animais apresentavam um
quadro de broncopneumonia, muito embora sem sintomas neurolégicos. Estes foram

medicados com antibiéticos e evoluiram para cura.

56



Tabela 12. Resultados dos exames parasitoldgicos para infecgdes por Cryptosporidium
sp. e caracteristicas epidemiol6gicas dos respectivos caes recolhidos pelo Centro de Controle

de Zoonoses, municipio de Campinas — SP, de margo de 2011 a margo de 2012.

Caracteristicas do cao Infectados Nao infectados Total Valor p IC (95%, p1-p2)
(%)
Sexo
Macho 05 (2,7) 180 185 ) (-0,0134;
0,215 0,0597)
Fémea 01 (0,8) 113 114 ’
Idade
Menos de 1 ano 01 (1,9) 50 51
1 (-0,0424;
0,979 0,0413)
Mais de 1 ano 05 (2,0) 243 248 ’
Raca
Com raca definida *
[ 02 (1,9) 103 105 . (-0,0344;
0,925
- 0,0313)
Sem raca definida 04 (2,0) 190 194
Consisténcia da Amostra
Fecal
Normal 04 (1,7) 227 23 \ (-0,0472;
0,675 0,0305)
Pastosa / Diarreica 02 (2,5) 66 68 ’
Regido onde o animal foi
recolhido
Norte 01 (1,1) 83 84
Sul 00 (0,0) 44 44
Sudoeste 01 (3,0) 32 33
Leste 02 (6,8) 27 29
Noroeste 00 (0,0) 27 27
Regiao nao definida 02 80 82
Estacado do ano em que a
amostra foi colhida
Outono 03 (4,2) 67 70
Inverno 02 (2,7) 70 72
0,294 *
Primavera 01 (1,0) 93 94
Verao 00 (0,0) 63 63
IC= Intervalo de confianga; ' — Teste utilizado: Diferenga entre proporgdes; - - Teste utilizado: Qui-Quadrado;

Observagdo: Nao foi possivel realizar um estudo estatistico no tépico “Regido onde o animal foi recolhido”, pois o
nimero de animais infectados por regiao é pequeno, sendo que em duas regides nédo foi encontrado nenhum animal
infectado; desta forma, a aproximagao de probabilidade pela distribuigdo qui-quadrada é invalida, o que impossibilitou a
realizagdo do teste.
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Fig. 05 — Cisto de G. duodenalis em amostra de cao, técnica
de Faust e cols, coloragéo lugol (microscopia, 1000x)

Fig. 06 — Oocisto de Cryptosporidium sp. em amostra de
céo, técnica de Ziehl Neelsen modificada (microscopia,
1000x)
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5.2. Inquérito parasitolégico: Gatos
Foram analisadas amostras fecais de 38 gatos.
5.2.1. Caracteristicas epidemioldgicas dos gatos:

A populacdo foi caracterizada predominantemente por machos, adultos (>1
ano) e sem raca definida (SRD). Os animais foram em sua maioria originados de
regidbes nao definidas. A maior parte das amostras fecais analisadas apresentou
consisténcia fecal normal (Tabela 13). Dentre as fémeas que tiveram amostra fecal

colhida, uma apresentava-se em processo de amamentacao.

Tabela 13. Caracteristicas epidemiologicas dos gatos recolhidos ao CCZ que tiveram
amostras fecais analisadas, municipio de Campinas, SP, de margo de 2011 a margo de 2012.

Caracteristicas do animal n (%)
Sexo

Macho 21 55,2
Fémea 17 44,7
Idade

Filhote — Juvenil (<1 ano) 18 47,3
Adulto (>1 ano) 20 52,6
Raca

Sem raca definida 38 100,0
Com raca definida 00 0,0

Consisténcia da Amostra Fecal
Normal 22 57,8
Pastosa / Diarreica 16 421

Regido onde o animal foi recolhido

Norte 09 23,6
Leste 05 13,1
Noroeste 03 7,8
Sudoeste 02 5,2
Sul 02 5,2
Regiao nao definida 17 447

Estacdo do ano em que o animal foi recolhido

Outono 07 18,4
Inverno 20 52,6
Primavera 08 21,0
Verao 03 7,8
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5.2.2. Amostras fecais: positividade para helmintos e protozoarios

intestinais ao exame microscopico:

Do total de 38 amostras fecais, 03 (7,8%) apresentaram positividade para
parasitos intestinais.

Ao todo foram identificados dois parasitos, sendo um helminto e um
protozoario. A prevaléncia para cada um destes parasitos foi a seguinte: G. duodenalis
(02/38=5,2%) e Toxocara sp. (01/38=2,6%).

5.2.3 - Positividade para G. duodenalis ao exame microscoépico:

A prevaléncia de G. duodenalis entre os gatos foi de 5,2% (02/38). Os dois
gatos diagnosticados com G. duodenalis eram fémeas, SRD, possuiam mais de um
ano de idade e apresentavam fezes pastosas ou diarreicas (Tabela 14). Uma das
gatas infectada por G. duodenalis foi recolhida nas imediagbes do Mercado Municipal
de Campinas, situado na regido central do municipio. A referida gata estava recém-
parida e amamentando uma ninhada e havia adentrado um comércio, o qual solicitou o
recolhimento do animal junto ao CCZ.
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Tabela 14. Resultados dos exames parasitolégicos para infecgdes por G. duodenalis e
caracteristicas epidemioldgicas dos respectivos gatos recolhidos pelo CCZ, municipio de

Campinas — SP, de margo de 2011 a margo de 2012.

Caracteristicas do gato Infectados (%) Nao infectados Total

Sexo

Macho 00 (0,0) 21 21
Fémea 02 (11,7) 15 17
Idade

Menos de 1 ano 00 (0,0) 18 18
Mais de 1 ano 02 (10,0) 18 20
Raca

Com raca definida 00 (0,0) 00 00
Sem raca definida 02 (5,2) 36 38

Consisténcia da Amostra Fecal
Normal 00 (0,0) 22 22
Pastosa / Diarreica 02 (12,5) 14 16

Regido onde o animal foi recolhido

Norte 00 (0,0) 09 09
sul 00 (0,0) 02 02
Sudoeste 00 (0,0) 02 02
Leste 01 (20,0) 04 05
Noroeste 00 (0,0) 03 03
Regido nao definida 01 (5,8) 16 17

Estacado do ano em que o animal
foi recolhido

Outono 01 (14,2) 06 07
Inverno 01 (5,7) 19 20
Primavera 00 (0,0) 08 08
Verdo 00 (0,0) 03 03
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5.3. Estudos moleculares das amostras positivas para Giardia

Das 40 amostras de cées testadas para o gene beta-giardin, em 29 (72,5%)
ocorreu amplificacdo do fragmento de 218pb, o que permitiu confirmar a ocorréncia de
G. duodenalis. As duas amostras de gatos testadas amplificaram o fragmento de
218pb, o0 que também permitiu confirmar a ocorréncia de G. duodenalis.

Dentre as 40 amostras de caes testadas para o gene tpi com os iniciadores
AL3544 e AL3545 (SULAIMAN et al., 2003), em 27 (67,5%) apresentaram resultado
positivo. Em 13 amostras ndao houve amplificacdo do fragmento de 530pb. Em relacao
as amostras de gatos, somente em uma houve amplificacdo do fragmento de 530pb
(Figura 07).

Das 40 amostras de caes testadas para o gene tpi com os iniciadores TPIDF e
TPIDR (LEBBAD et al., 2010), 32 (80,0%) apresentaram resultado positivo e oito ndo
amplificaram o fragmento de 530pb (Figura 08). Em relacdo as duas amostras de
gatos nao houve amplificacdo do fragmento de 530pb em nenhuma delas.
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Figura 07: Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio, referente a

amplificacdo de fragmentos de 530 pb do gene tpi (SULAIMAN et al., 2003); “L”: Ladder
1kb plus (Invitrogen). “D”: amostras de caes; “C”: amostra de gato.
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Figura 08: Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio, referente a

amplificacdo de fragmentos de 530 pb do gene tpi (LEBBAD et al., 2010); “L”: Ladder 1kb
plus (Invitrogen); “D”: amostras de caes.
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Apds o0 sequenciamento, edicdo e alinhamento das sequéncias obtidas, foi
realizada a analise do modelo de substituicdo de nucleotideos com o software
JModeltest, que utilizou o Critério de Informagédo de Akaike — AIC (AKAIKE, 1974) e
indicou que o modelo mais adequado seria 0 denominado Transitional Model (TIM
1+G). No software MEGA, o modelo utilizado foi 0 de Tamura-Nei (TN93) que é o mais
préximo do modelo sugerido (frequéncia desigual de bases e trés tipos de
substituicbes possiveis).

Ap6s o estabelecimento das relacbes filogenéticas entre as amostras de
Giardia obtidas e as sequéncias de referéncia de cada uma das assembleias
genéticas, os resultados especificos para cada amostra encontram-se na Tabela 15. A
mesma tabela mostra as caracteristicas epidemiologicas dos animais e os resultados
de PCR com o gene beta giardin.

Em relacdo as amostras de caes, dezoito (45,0%) apresentaram identidade
com a assembleia C (iniciadores AL3544 e AL3545) e assembleia D (iniciadores
TPIDF e TPIDR). Em dez amostras (25,0%) n&o foram obtidos produtos de
amplificacdo nas reacgOes realizadas quando utilizados os iniciadores AL3544 e
AL3545, sendo assim consideradas negativas; estas mesmas amostras apresentaram
identidade com assembleia D quando usados os iniciadores TPIDF e TPIDR. Cinco
amostras (12,5%) apresentaram identidade com assembleia C (iniciadores AL3544 e
AL3545), porém nao foram obtidos produtos de amplificacdo nas reagdes realizadas
quando utilizados os iniciadores TPIDF e TPIDR. Quatro amostras (10,0%)
apresentaram identidade com a assembleia C, tanto para os iniciadores AL3544 e
AL3545 como também para os iniciadores TPIDF e TPIDR. Em trés amostras (7,5%)
nao foram obtidos produtos de amplificagdo nas reacées realizadas para ambos os
iniciadores (Tabela 15).

Em relagdo as amostras de gatos, uma apresentou identidade com a
assembleia Al (iniciadores AL3544 e AL3545) e foi negativa (iniciadores TPIDF e
TPIDR). Em uma amostra o resultado foi negativo para ambos os iniciadores (Tabela
15).
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Tabela 15. Caracteristicas epidemiolégicas dos caes e gatos com amostras positivas

para G. duodenalis e caracterizagao genética.

Amostra  Espécie Sexo Faixa Etaria Consisténcia Fecal PCR (beta (Assembleia) (Assembleia)
giardin) Nested-PCR, tpi Nested-PCR, tpi
AL3544, AL3545 TPIDF, TPIDR

D1 cao fémea adulto pastosa/diarreica P C C
D2 cao macho adulto pastosa/diarreica P - D
D3 cao macho adulto pastosa/diarreica P C D
D4 cao fémea adulto pastosa/diarreica P C D
D5 cao fémea adulto pastosa/diarreica P C D
D6 cao fémea adulto pastosa/diarreica P C D
D7 cao macho adulto pastosa/diarreica P C D
D8 cao macho adulto pastosa/diarreica P C D
D9 cdo macho adulto normal P C D
D10 cdo macho adulto normal P C D
D11 cao fémea adulto pastosa/diarreica P C C
D12 cao fémea adulto pastosa/diarreica ND - D
D13 cdo macho adulto normal ND - D
D14 cdo macho adulto normal ND - -
D15 cao fémea adulto pastosa/diarreica P C D
D16 cdo macho adulto normal P C C
D17 cao fémea adulto pastosa/diarreica P C -
D18 cao fémea filhote pastosa/diarreica P C D
D19 cdo macho adulto normal P C C
D20 cdo fémea adulto normal P C -
D21 cdo macho adulto normal P C D
D22 cao macho filhote pastosa/diarreica ND - D
D23 cdo fémea adulto normal ND - D
D25 cdo macho adulto normal P C D
D26 cao macho adulto pastosa/diarreica P C D
D27 cao macho filhote pastosa/diarreica P C D
D28 cao fémea adulto pastosa/diarreica P C D
D29 cdo fémea adulto normal P C D
D30 cdo macho filhote normal ND - D
D31 cdo macho adulto normal ND - D
D32 cdo macho adulto normal ND - D
D33 cdo macho adulto normal P - -
D34 cao macho adulto pastosa/diarreica C -
D35 cao fémea adulto pastosa/diarreica ND C D
D36 cao fémea adulto pastosa/diarreica P -

D37 cdo fémea adulto normal P C -
D38 cao fémea filhote pastosa/diarreica ND - D
D39 cao macho adulto pastosa/diarreica P C D
D40 cdo fémea adulto normal ND - D
D41 cdo fémea adulto normal P C -
Cc2 gato fémea adulto pastosa/diarreica P -

c3 gato fémea adulto pastosa/diarreica P Al -

P= amostra positiva; ND= nao detectado.
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A figura 09 ilustra as relacdes filogenéticas entre isolados de G. duodenalis e
sequéncias de referéncia para o locus tpi, de acordo com as condigbes descritas por
Sulaiman et al. (2003), que permitiram identificar as assembleias genéticas.

AmD17
AmD33
AmD34
Cgil37961363|gb|AY228641.1| Giardia intestinalis isolate 2643 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
AmD27
AmDS5
AmD21
AmD3
AmD6
AmD1
AmD20
AmD37
AmD41
AmD11

51
AmD29

AmD12
AmD16

52 AmDS8

AmD9

AmD18

AmD19

Dgi|78499748|gb|DQ246216.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Blllgi|38195475|gb|AY368163.1| Giardia intestinalis isolate 2436 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
{ BIVgi|38195489|gb|AY368170.1| Giardia intestinalis isolate 2100 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Ggil6017755|gb|AF069562.1| Giardia intestinalis strain Ad-157 triose phosphate isomerase (TPl) gene, partial cds

58 |: Egi|53854281|gb|AY655705.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
Fgi|6017747|gb]AF069558.1| Giardia intestinalis strain Ad-23 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
93 Alllgi|109727156|gb|DQ650648. 1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase gene, partial cds
5 Allgi|1336651|gb|U57897.1|GIU57897 Giardia intestinalis triose phosphate isomerase gene, complete cds
g AmC3
# 70 Algi|159125|gb|L02120.1|GIATRIISO Giardia lamblia (WB) triosephosphate isomerase gene, complete cds
Gmicrotigi|37961379|gb|AY 228649.1| Giardia microti isolate 3460 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
33 I_|: Gardeaegi|6017759|gb|AF069564.1| Giardia ardeae triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
99 Gmurisgi|6017761|gb|AF069565.1| Giardia muris strain Ad-120 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Figura 09: Relacoes filogenéticas entre isolados de G. duodenalis através do alinhamento de 530

nucleotideos da regiao codificante do gene tpi (SULAIMAN et al., 2003) com o emprego de neighbor-joining

utilizando o modelo Tamura-Nei e distribuicio Gamma. Numeros nos ramos correspondem a valores de

bootstrap de 10.000 reamostragens (em porcentagem). Setas indicam ramos de confianca que definem

grupos C e Al respectivamente.
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A figura 10 ilustra as relacdes filogenéticas entre isolados de G. duodenalis e
sequéncias de referéncia para o locus tpi, de acordo com as condigbes descritas por
Lebbad et al. 2010, que permitiram identificar as assembleias genéticas.

64 DO9R

D27R
D22R

D30R

Dgi[78499748|gb|DQ246216.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase (TP) gene, partial cds

D10R

s9D12R

DOGR

D26R

DO8R

D31R

D35R

D15R

D25R

Blllgi[37961337|gblAY228628.1| Giardia isolate 2924 (TPI) gene, partial cds
1001 BIVgi|159127]gb|L02116.1|GIATRIISOB Giardia lamblia (GS/M) triosephosphate isomerase gene, complete cds

I |gbJAY655705.1| Giardia intestinalis triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Fgil6017747|gb|AF069558.1] Giardia strain Ad-23 triose (TPI) gene, partial cds
Alligi[109727156]gb|DQ650648.1] Giardia intestinalis triose phosphate isomerase gene, partial cds

Algil159125|gb|L02120.1|GIATRIISO Giardia lamblia (WB) triosephosphate isomerase gene, complete cds
931 Allgil1336651]gb|U57897.1/GIU57897 Giardia intestinalis triose phosphate isomerase gene, complete cds
Ggi[193479977|gb|EU781013.1| Giardia intestinalis isolate Swerat195 triosephosphate isomerase gene, partial cds
D11R

DO1R
Cgil37961363|gb|AY 228641.1| Giardia isolate 2643 (TP) gene, partial cds
D16R
e2l p19R
Gmicrotigi|37961379|gb|AY228649.1| Giardia microti isolate 3460 triosephosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
T 017759]gb} 1| Giardia ardeae triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds
100l isgil6017761]gb], 1] Giardia muris strain Ad-120 triose phosphate isomerase (TPI) gene, partial cds

Figura 10: Relacoes filogenéticas entre isolados de G. duodenalis através do alinhamento de 530
nucleotideos da regidao codificante do gene tpi (LEBBAD et al., 2010) com o emprego de neighbor-joining
utilizando o modelo Tamura-Nei e distribuicdo Gamma. Numeros nos ramos correspondem a valores de
bootstrap de 10.000 reamostragens (em porcentagem). Setas indicam ramos de confianca que definem

grupo D e C respectivamente.
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5.4. Estudo de Caso: Histopatologia de fragmentos intestinais de cao com
infeccao concomitante por G. duodenalis e Cystoisospora sp.

Um céo adulto fémea (raga pit bull) veio a 6bito natural no CCZ no dia 23 de
margo de 2012. O referido cdo apresentava-se depressivo, caquético, anorético,
eliminando fezes de consisténcia pastosa e fora diagnosticado com Giardia ao exame
microscopico (amostra D36). Apos o Obito procedeu-se a necropsia do animal,
retirando-se fragmentos de duodeno, jejuno e ileo para exame histopatologico.
Concomitantemente a giardiose, o referido animal apresentava-se infectado por

Cystoisospora sp.

Ao exame histopatolégico, verificou-se nos fragmentos de duodeno que a
mucosa apresentava leve atrofia de vilosidades e areas focais de degeneracao
epitelial, com hiperplasia de células caliciformes. Observou-se também presenca de
intenso infiltrado inflamatério linfoplasmocitario em porgao intraepitelial e em lamina

prépria (Figuras 11, 13, 14 e 15).

Os fragmentos de jejuno apresentaram mucosa com leve lesao epitelial e areas
focais de degeneragao epitelial, além da presenca de moderado infiltrado inflamatério

linfoplasmocitario em porgao intraepitelial e em lamina propria.

Os fragmentos de ileo apresentaram extensas areas de lesdo epitelial com
severo infiltrado linfoplasmocitario em submucosa e presenca de esparsos neutrofilos.

Os resultados verificados apontaram para uma severa duodenite
linfoplasmocitaria, moderada jejunite  linfoplasmocitaria e  severa ileite
linfoplasmocitaria.
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Figura 11 — Intenso infiltrado inflamatério linfoplasmocitario em Figura 12 — Corte histolégico de duodeno de céo nao infectado por
porgdo intraepitelial e em lamina prépria em corte histolégico de parasitos intestinais. Aumento de 100x.
duodeno, corados por HE, em aumento de 400x. Animal D36.

Figura 13 — Intenso infiltrado inflamatério linfoplasmocitario em porgéo
intraepitelial e em lamina prépria em corte histolégico de duodeno,
corados por HE, em aumento de 100x. Animal D36.
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Figura 14 — Hipertrofia de células caliciformes em corte histolégico de
duodeno, corados por HE, em aumento de 400x. Animal D36.

Figura 15 — Edema de submucosa em corte histolégico de duodeno,
corados por HE, em aumento de 400x. Animal D36.
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6 Discussao

Este estudo teve por objetivo verificar a prevaléncia de dois importantes
parasitos intestinais que acometem céaes e gatos e que possuem potencial zoonético
(Giardia duodenalis e Cryptosporidium sp.). Os caes e gatos que tiveram amostras
analisadas pertenciam aos estratos errante, comunitario e semidomiciliado, os quais
tém como caracteristica comum o fato de permanecerem soltos as vias publicas sem
nenhum tipo de supervisdo, ao menos em parte do tempo. Este fato faz com que os
resultados de prevaléncia verificados tenham grande relevancia, uma vez que as
formas infectantes dos parasitos pesquisados sdo eliminadas diretamente nas ruas,
avenidas e pragas publicas, com potencial para contaminar o solo, colegées hidricas e

alimentos.

Na metodologia empregada apenas uma amostra de fezes de cada animal foi
colhida e analisada, dada a dificuldade operacional para se realizar nUmero maior de
coletas. Tal fato pode ter contribuido para menor prevaléncia de Giardia e
Cryptosporidium encontrada, devido ao carater intermitente da eliminagéo de cistos e
oocistos, respectivamente, bem como para uma menor prevaléncia de helmintos. Um
estudo conduzido por Senay & MacPherson, (1989) avaliou a necessidade de se
submeter rotineiramente trés amostras de fezes, por paciente, para a recuperacao de
parasitos entéricos no ser humano. Com base nos resultados obtidos, os autores
concluiram que em pelo menos 90,0% dos casos 0 exame de apenas uma amostra de
fezes foi suficiente para o diagnéstico de infeccdo por parasitos entéricos. Para o
diagnostico de Giardia, os mesmos autores obtiveram uma positividade de 75% na

primeira amostra, mesmo considerando a intermiténcia na eliminagéo de cistos.

A coleta de fezes dos caes e gatos foi sempre realizada nos primeiros dois dias
de permanéncia dos animais no CCZ, sendo pouco provavel, portanto, que o animal
recém-chegado se infectasse por intermédio de possiveis formas infectantes de

protozoarios e/ou helmintos anteriormente presentes nas instalagoes.

71



6.1 Caes

O presente estudo apontou prevaléncia de 13,3% (40/299) para G. duodenalis
nas amostras de caes errantes, comunitarios e semidomiciliados do municipio de
Campinas, tornando-se o primeiro a pesquisar a prevaléncia deste parasito nos caes
recolhidos ao CCZ. Neste contexto, destaca-se a abrangéncia do estudo, uma vez que
caes recolhidos em todas as regides geograficas do municipio tiveram amostras

analisadas, sendo que em todas elas foram encontrados animais infectados.

De acordo com Paz e Silva et al. (2012) a prevaléncia de G. duodenalis em
cades varia consideravelmente de acordo com as caracteristicas da populagao
estudada (animais errantes, de canis ou com proprietario), idade (filhotes e adultos) e
métodos de diagnostico (microscopia, ELISA ou PCR). Estas, para caes sem controle
ou mantidos em abrigos, variam entre 7,0% e 62,7%, em diferentes regides
geograficas (MIRO et al. 2007; NIKOLIC et al. 2008).

Os resultados encontrados no presente estudo apontam para uma menor
prevaléncia quando comparada a outros que avaliaram caes pertencentes aos
mesmos estratos populacionais: Beck et al. (2005) em Canoas-RS (34,0%), Meireles
et al. (2008) em Curitiba-PR e Sao José dos Pinhais-PR (24,0%) , Presotto, (2009) em
Hortolandia-SP (20,0%), Silva, (2010) em Porto Alegre-RS (20,0%) e Paz e Silva et al.
(2012) em Botucatu-SP (28,0%). No entanto, quando comparado aos resultados
obtidos por Klimpel et al. (2010) que detectaram 2,2% de prevaléncia em caes do CCZ
de Fortaleza-CE, os valores verificados no presente estudo sdo significativamente
superiores. Vale ressaltar o fato de que, no presente estudo, a maior parte da
populacdo de caes avaliada (82,9%) foi constituida por animais adultos, fato que pode
ter contribuido para a menor prevaléncia de Giardia, uma vez que animais jovens
possuem maior predisposicao para esta parasitose (THOMPSON et al., 2008).

Em relacdo a estudos feitos no exterior e com o0s mesmos estratos
populacionais avaliados, Gracenea et al. (2009) na Espanha, Becker et al. (2012) na
Alemanha e Dado et al. (2012) na Espanha, relataram 7,4%, 11,4% e 16,4% de
prevaléncia, respectivamente, valores préximos ao observado no presente estudo.
Claerebout et al. (2009), na Bélgica, ao verificarem taxas de prevaléncia em cées de
dois estratos populacionais, encontraram valores distintos (cdes domiciliados: 9,3%;
cées de canil de criagdo: 43,9%).
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Caes de abrigo usualmente apresentam maiores taxas de infec¢do por Giardia
devido aos mesmos terem contato intenso com fezes de outros caes, dada a
proximidade em que estes vivem. A contaminacdo ambiental e o estresse a que estes
animais estdo submetidos também sao fatores importantes responsaveis pelas
maiores taxas de infeccao nestes animais. Ainda que haja uma higienizacao adequada
das instalagdes onde os caes ficam alojados, imperfeigbes e ranhuras no piso podem
fazer com que cistos permanegam nestes locais, mesmo apos a limpeza (PALMER et
al., 2008). Da mesma forma que os caes de abrigo, os caes que vivem soltos as vias
publicas estdao mais expostos a infecgcdo por Giardia, devido ao maior contato com
agua e alimentos contaminados com cistos e com fezes de animais ou de pessoas
infectadas (MUNDIM et al., 2003). E possivel inferir que os cées recolhidos ao CCZ e
nao infectados por Giardia, apds alguns dias de permanéncia nos canis, poderiam
entrar em contato com cistos presentes no ambiente e se infectarem, por melhores
que fossem as condigbes de higienizacdo das instalagdes.

No que se refere a higienizacdo dos canis, o CCZ adota as orientacbes do
Programa de Controle de Populagdes de Caes e Gatos do Estado de Sdo Paulo (SAO
PAULO, 2006), que recomenda que esta seja feita duas vezes ao dia, com a remogéao
prévia dos residuos com agua limpa em jatos sob pressdo e uso de sabdo ou
detergentes neutros. Em seguida a lavagem a recomendacdo é para que se utilize
desinfetante a base de hipoclorito de sédio 2,5% ou de aménia quaternaria, algo que
também é recomendado pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos EUA
(CDC, 2013). Outra acao de grande relevancia para que nao haja disseminacao de
formas infectantes de parasitos € a pronta remocdo das fezes, que devem ser
colocadas em sacos plasticos e descartadas (CDC, 2013), algo que é feito apenas
parcialmente no CCZ, visto que alguns caes nao permitem que o tratador entre no
canil. Recomendacgdes complementares para que ndo haja transmissao entre animais
se referem ao uso de utensilios limpos (comedouros, bebedouros) e higiene pessoal
dos prestadores de cuidados aos animais, pois 0s mesmos podem carrear cistos entre
diferentes recintos (ESCCAP, 2011). Como medida de higienizagdo complementar, o

CCZ realiza vassoura de fogo nos canis em intervalos trimestrais.

Todos os caes diagnosticados com Giardia foram tratados com metronidazol
(25mg/kg, VO, BID, durante cinco dias). Uma das grandes dificuldades encontradas na
rotina atual do CCZ ¢ a falta de canis disponiveis para manter animais em isolamento,
0 que muitas vezes nao permite que um céo com Giardia ou outra parasitose intestinal
permaneca isolado durante todo o tratamento, o que pode acarretar dispersdo das
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formas infectantes dos parasitos e consequentemente a infeccdo de outros animais.
Além do tratamento sistémico, Fiechter et al. (2012) sugerem que os caes infectados
por Giardia sejam banhados com shampoo a base de clorexidine (antes e apo6s o
tratamento sistémico), com o objetivo de remover cistos aderidos aos pelos, algo que
também faz parte das recomendacdes do CDC. Como este procedimento nao é
realizado na rotina do CCZ, sugere-se que os banhos facam parte de protocolo
terapéutico a ser instituido, em que pese a dificuldade operacional para se realizar tal
tarefa em um canil publico.

Atualmente o CCZ tem mantido cdes em suas estruturas durante prolongado
periodo de tempo (existem animais que permanecem por mais de um ano nos canis),
0 que torna importante um monitoramento permanente em relagdo a presenga de
parasitos intestinais. O exame parasitoldgico realizado no ato do recolhimento do cao
(como é feito atualmente) é ferramenta fundamental para que seja propiciado o
tratamento adequado logo na chegada do animal, no entanto devem ser criados
protocolos de exames peridédicos nos caes que permanegam por mais tempo nos

canis.

Em 30,0% dos caes parasitados por G. duodenalis foi verificado coinfecgéo
com outro helminto ou protozoario, com destaque para a associagdo com Ancylostoma
sp., presente em 17,5% das amostras positivas para G. duodenalis. Os resultados
encontrados neste estudo sao inferiores aos verificados por Mircean et al. (2011) que
verificaram que 71,2% dos cdes parasitados por G. duodenalis apresentaram
coinfecgbes com helmintos ou protozoarios intestinais, sendo que G. duodenalis e T.

canis foi a associagao parasitaria mais prevalente.

Neste estudo nao foi verificada diferenca estatistica significante para infeccao
por G. duodenalis quando avaliada a faixa etéria do cao. Percentualmente, os animais
adultos apresentaram maior prevaléncia do parasito quando comparado aos caes com
menos de um ano de idade, resultado que se assemelha ao que foi observado por
Oliveira-Sequeira et al. (2002), mas que difere do que foi encontrado por outros
pesquisadores, que detectaram maiores taxas de prevaléncia em filhotes. Mundim et
al. (2007) verificaram diferenga estatistica significativa comparando as faixas etarias,
com 46,0% e 22,5% de prevaléncia em filhotes e adultos, respectivamente. Bartmann,
(2002) e Mircean et al. (2011) verificaram que c@es com idades inferiores a 1 ano séo
mais expostos ao risco de infeccdo quando comparados aos caes adultos. Resultados
semelhantes foram encontrados na Argentina (FONTANAROSSA et al., 2006), na
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Grécia (PAPAZAHARIADOU et al., 2007), na ltalia, (SCARAMOZZINO et al. 2009), na
Espanha (GRACENEA et al.,, 2009), na Inglaterra, (UPJOHN et al., 2010), na
Alemanha (BECKER et al., 2012) e em Trinidad e Tobago (MARK-CAREW et al.,
2013).

O fato de caes jovens terem maior predisposigao a infec¢des por G. duodenalis
se justifica pelo fato dos mesmos terem seu sistema imune imaturo e apresentarem
comportamentos tipicos do filhote, como os de levar objetos a boca e coprofagia,
aumentando a possibilidade de contaminacdo com cistos (HUBBER et al., 2005;
MUNDIM et al., 2003, MUNDIM et al., 2007; THOMPSON et al., 2008, PALMER et al.,
2008).

Uma hipétese que poderia justificar os resultados encontrados no presente
estudo é que, como os animais adultos diagnosticados com G. duodenalis eram
pertencentes aos estratos de caes semidomiciliados, comunitérios e errantes, as
condicdes precarias de higiene e alimentacdo as quais estes estavam submetidos
podem ter influenciado para a sua maior prevaléncia. A grande maioria dos filhotes
avaliados foi proveniente de ninhadas abandonadas no CCZ e possuiam poucos
dias/meses de vida. Os mesmos possivelmente nado haviam sido expostos
anteriormente a contaminacao ambiental por cistos, o que poderia explicar a menor
prevaléncia encontrada nesta faixa etaria. Meireles et al. (2008) constatou menor
prevaléncia de G. duodenalis em caes de até trés meses de idade na comparacao
com caes com idade entre trés e seis meses. De acordo com os autores, a partir do
desmame, que ocorre por volta de trés meses, 0os caes passam a ter maiores

possibilidade de adquirir o parasito.

Neste estudo nao foi verificada diferenca estatistica significativa para infeccao
por G. duodenalis quando se avaliou o0 género dos animais. Meireles et al. (2008) em
Curitiba-PR e Sao José dos Pinhais-PR, Presotto, (2009) em Hortolandia-SP, Upjohn
et al. (2010) no Reino Unido e Mircean et al. (2011) na Roménia, detectaram
prevaléncia maior em fémeas quando comparada aos machos. Ao contrario, Epe et al.
(2010) ao avaliarem 8.685 amostras de fezes de caes de diversos paises europeus,
encontraram maior prevaléncia em machos, algo constatado também por Li et al.
(2012) que avaliaram caes no sul da China. Estes autores atribuiram a maior
prevaléncia em machos devido aos mesmos possuirem maior area territorial de
atividade, porém nao consideram a variavel género como sendo fator determinante

para giardiose em caes.
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Nao foi verificada diferenga estatistica significativa para infecgdo por G.
duodenalis quando avaliada a raca do cao, algo também descrito por Claerebout et al.
(2009), na Bélgica. Upjohn et al. (2010), na Inglaterra, detectaram aumento na
positividade em cées da raca Rottweiler, algo que os autores classificaram como
achado inesperado e que carece de maiores investigagcbes. No presente estudo,
33,0% dos caes da raca Rottweiler que tiveram amostras fecais avaliadas

apresentaram-se infectados por G. duodenalis.

Na avaliacado da variavel consisténcia fecal, os resultados do presente estudo
apontaram maior prevaléncia de G. duodenalis em cdes com amostras pastosas ou
diarreicas comparativamente aos cdes que apresentavam amostras de aspecto
normal, sendo observada diferenca estatistica significante. Logo, nos caes errantes,
comunitarios e semidomiciliados de Campinas, a consisténcia fecal pastosa ou
diarreica pode ser indicativa de um fator de risco para giardiose. Este resultado é
compativel com o verificado em outros estudos (Scaramozzino et al., 2009, Epe et al.,
2010, Li et al., 2012, Tupler et al., 2012). No entanto, Upjohn et al. (2010) ao avaliarem
87 amostras de caes do abrigo central de resgate de Londres, indicaram auséncia de
associagao entre a consisténcia fecal e infecgdo por G. duodenalis. Covacin et al.
(2011) também demonstraram alta prevaléncia de G. duodenalis em cdes sem

sintomas gastrointestinais.

Os dados de literatura indicam que a giardiose nos caes usualmente é
assintomatica, com fezes de consisténcia normal. Quando sintomas clinicos sao
reportados, estes acontecem preferencialmente em animais de canis, devido ao efeito
da superlotacdo, que pode causar estresse e exacerbar os sinais da infeccao
(CLAEREBOUT et al., 2009). Caes infectados e que nao apresentam sintomas tipicos
de infeccdo (fezes liquidas ou pastosas, desidratacdo, anorexia, vomitos e dor
abdominal) estao revestidos de importancia epidemiolégica por se comportarem como
reservatérios, pois eliminam cistos no ambiente (IRWIN, 2002; THOMPSON et al.,
2008, PALMER et al., 2008). No presente estudo, 8,2% dos caes com consisténcia
fecal normal apresentaram-se infectados por G. duodenalis, ressaltando a importancia
do diagndstico parasitolégico em todos os animais recolhidos ao CCZ, independente
da presenca de sintomas sugestivos de infeccao.

Nao foi verificada diferenga estatistica significativa para infecgdo por G.
duodenalis quando se avaliou a estagdo do ano em que o cao foi recolhido ao CCZ.
Segundo o CDC, (2013) os cistos de Giardia permanecem viaveis por mais tempo em
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locais frescos e Umidos, sob baixas temperaturas. Se formos analisar o impacto da
umidade na viabilidade dos cistos, seria de se esperar maior prevaléncia de Giardia
nos meses de primavera e verao, quando a pluviosidade média no municipio de
Campinas é bem maior, quando comparada aos meses de outono e inverno, algo que

nao foi verificado neste estudo.

A temperatura média do municipio de Campinas varia de 18,5°C (em julho) a
24,9°C (em fevereiro) (Cepagri Meteorologia Unicamp, 2012). Esta pequena variagao
entre os meses mais quentes e mais frios, somado ao fato de que raramente a
temperatura no municipio atinge patamares muito baixos, faz com que seja dificil
verificar diferenga na prevaléncia de Giardia nas diferentes estagcdes do ano em
Campinas. De acordo com o CDC, nos locais com temperatura na faixa dos 25°C a
viabilidade dos cistos é de uma semana (esta aumenta para sete semanas quando a
temperatura é de 4°C). Para que houvesse uma influéncia da temperatura na maior
viabilidade dos cistos de Giardia seria necessario que o municipio tivesse periodos

mais frios.

Em outros estudos em que se verificou a estagcdo do ano em que ocorreu maior
prevaléncia de Giardia em caes, Fontanarossa et al. (2006) na Argentina, observaram
predominio de casos positivos nos meses de agosto e setembro, que correspondem
ao meses mais secos naquela localidade. De maneira oposta, Lorenzini et al. (2007)
em Porto Alegre-RS e Presotto, (2009) em Hortolandia-SP, encontraram maior

prevaléncia do parasito nos meses mais chuvosos.

Nao foi verificada diferenca estatistica significante quando se avaliou a regido
em que o cao foi recolhido, sugerindo que animais de todas as regides da cidade
possuem o mesmo risco de infeccdo por G. duodenalis. No anexo 03 pode-se
observar a distribuicdo espacial dos casos de G. duodenalis no municipio de

Campinas.

Em relacdo aos estudos moleculares, a amplificacdo do gene beta giardin, tal
qual utilizado neste estudo, foi Util por se tratar de método de diagnéstico com alta
sensibilidade (no presente estudo 72,5% das amostras de cées positivas para Giardia
ao microscopio 6ptico amplificaram o fragmento de 218pb) sendo que o0 mesmo pode
ser empregado sem necessidade de dispéndio de muitos recursos e sem tecnologia
que necessite de sequenciamento. O fato de algumas amostras positivas para Giardia
ao exame parasitoldgico ndo terem amplificado o gene beta giardin pode ser
justificado pela presenca de substancias inibidoras e do tempo decorrente entre o
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diagnéstico a microscopia e os estudos moleculares, gerando um resultado falso-

negativo.

Eduardo (2008) e Li et al. (2012) relatam que a técnica de PCR é mais sensivel
para o diagnostico de Giardia se comparada a microscopia éptica. No entanto, vale
lembrar que no presente estudo foram submetidas a PCR apenas as amostras
positivas para Giardia no exame parasitoldégico, 0 que ndo permite que sejam feitas
inferéncias comparativas quanto a sensibilidade das técnicas (exame parasitolégico e
PCR), uma vez que as amostras negativas no exame de FAUST poderiam ser
positivas quando submetidas a PCR com o gene beta giardin. Na pratica do CCZ, a
amplificagdo do gene beta giardin poderd no futuro vir a ser utilizado como método
diagnostico para G. duodenalis.

Varios loci tém sido utilizados para investigacdo das assembleias e
subgenotipos de G. duodenalis, tais como ssr RNA, gdh, tpi e beta giardin. As PCR
baseadas no gene ssr RNA mostram-se sensiveis para a detecgdo das assembileias,
porém sdo limitadas para detectar variacdes de subgenoétipos. Desta forma, os loci
gdh, tpi e beta giardin tém sido usados para a diferenciacdo destes subgenotipos
(LEBBAD et al., 2010).

O gene escolhido para o sequenciamento das amostras de Giardia foi o tpi,
amplificado pelos iniciadores AL3544 e AL3545 (SULAIMAN et al., 2003) e TPIDF e
TPIDR (LEBBAD et al., 2010). Esta escolha se deu devido a grande heterogeneidade
genética exibida por Giardia neste locus. Sulaiman et al. (2003), consideram este gene
um bom marcador filogenético para andlises moleculares em G. duodenalis, algo que

também foi verificado neste estudo.

A justificativa para que os iniciadores descritos por Lebbad et al. (2010) fossem
utilizados se baseou nos resultados obtidos por estes autores em um trabalho
realizado na Suécia. Nesta oportunidade foram amplificadas 31 amostras de caes
infectados por Giardia através de Nested-PCR utilizando os iniciadores AL3544 e
AL3545, descritos por Sulaiman et al. (2003). O sequenciamento revelou que todos 0s
isolados amplificados (12 amostras, 38,7%) corresponderam a assembleia C. Na
analise das sequéncias dos produtos amplificados pela primeira PCR a partir das
amostras de caes que tiveram resultados negativos com a Nested-PCR, os autores
verificaram substituicbes de nucleotideos nos iniciadores para a PCR secundaria (trés
substituicbes no direto e quatro substituicbes no reverso). Desta forma, foram
desenhados novos iniciadores (TPIDF e TPIDR) e novamente as 31 amostras foram
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testadas, sendo que 24 (77,4%) foram positivas (16 como assembleia D, sete como
assembleia C e uma amostra com mistura de assembleias C e D). No presente estudo
verificou-se que, das 40 amostras de cées testadas utilizando os iniciadores AL3544 e
AL3545, 27 (67,5%) foram positivas no sequenciamento, sendo observada em todas
elas identidade com a assembleia C. Em 32 amostras (80,0%) testadas com os
iniciadores TPIDF e TPIDR verificou-se resultado positivo, sendo que os resultados
apontaram assembleia C ou D.

Em um estudo feito com amostras fecais de caes, na Croacia, se verificou que
0 uso combinado dos iniciadores AL3544 e AL3545 e TPIDF e TPIDR produziu a mais
alta taxa de amplificacéo (85,4%) se comparado aos amplificados pelo gdh ou pela
beta giardin (BECK et al, 2012). No presente estudo, levando em conta a utilizagao
destes dois pares de iniciadores, 92,5% (37/40) das amostras puderam ser
genotipadas. Outro experimento demonstrou que amostras que foram amplificadas
pelos genes beta giardin e gdh e que tiveram como resultado assembleia D tiveram a
confirmacdo da mesma assembleia através do uso dos iniciadores TPIDF e TPIDR
(SCORZA et al., 2012). Estes mesmos autores afirmaram que o uso dos iniciadores
AL3544 e AL3545 e TPIDF e TPIDR parece ser uma boa combinagdo para

genotipagem de isolados de caes.

No presente estudo foi encontrada uma quantidade razodvel de amostras
(18/40, 45,0%) com positividade concomitante para assembleias C e D, levando em
conta a utilizagao dos dois diferentes pares de iniciadores. Lebbad et al. (2010) e Beck
et al. (2012) também encontraram diferentes assembleias ao utilizarem estes mesmos
pares de iniciadores (12,9% e 17,7%, respectivamente). Os dados obtidos neste
estudo podem ser interpretados como resultado de recombinacdo meibtica,
heterozigozidade alélica ou ocorréncia de infecgcdes mistas. Embora a possibilidade de
recombinagdo entre cistos de diferentes assembleias, na qual um unico cisto
apresenta copias génicas de assembleias distintas seja factivel e ja demonstrada
(CACCIO & SPRONG, 2010, ANKARKLEV et al., 2012), no presente estudo, a
possibilidade de infeccbes mistas & mais provavel, devido a alta prevaléncia de Giardia
nos caes sem controle do municipio. Com base nestes resultados, sugere-se que 0s
caes dos estratos avaliados estdao provavelmente contaminando-se varias vezes por
Giardia, inclusive pelo fato de serem caes sem controle e que podem circular por uma
ampla area territorial, estando desta forma mais expostos aos cistos presentes no

ambiente.
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Todas as amostras de cdes sequenciadas através do gene tpi exibiram
identidade com as assembleias C ou D de G. duodenalis (espécie-especificas),
mostrando que as mesmas sdo as mais prevalentes dentre cdes errantes,
comunitarios e semidomicilados de Campinas. De acordo com os resultados obtidos
no presente estudo, sugere-se que os cdes do municipio pertencentes aos estratos
populacionais avaliados oferecam baixo risco a saude publica em relacdo a
transmissdo de G. duodenalis. As assembleias A e B, que possuem potencial

zoon6tico, ndo foram identificadas em nenhuma amostra.

O predominio das assembleias espécie-especificas (C ou D) em amostras de
cées, tal qual verificado neste estudo, também foi detectado por indmeros

experimentos realizados no exterior e no Brasil.

Na Europa, Scaramozzino et al. (2009) em caes de canil em Roma, ltalia,
detectaram assembleias C (53,8%), A (30,7%) e D (15,3%). Solarczyk & Majewska,
(2010) na Polénia, detectaram assembleias especificas de caes em duas amostras
(gene beta-giardin). Upjohn et al. (2010) genotiparam 41 amostras de caes do abrigo
central de resgate de Londres, Inglaterra (genes 18SrDNA e beta-giardin), ocasido em
que verificaram predominio das assembleias especificas para caes. Ferreira et al.
(2011) analisaram amostras de cdes de abrigos e com proprietarios de Evora,
Portugal, e nas 30 amostras sequenciadas (gene SSU-rRNA) o resultado encontrado
foi assembleias C (50,0%), D (40,0%), A (6,6%) e B (3,3%). Bajer et al. (2011) na
Polbnia, genotiparam dois isolados de caes (gene tpi) e em ambos detectaram
assembleia C.

Em estudos conduzidos na Asia e Oceania verificou-se predominio das
assembleias C e D em amostras fecais de caes (PALMER et al., 2008, YOSHIUCHI et
al., 2010, ITOH et al., 2011, Ll et al., 2012, LIANG et al., 2012). No Canadéd, McDowall
et al. (2011) detectaram assembleias C e D em 118 amostras analisadas através do
gene SSUrRNA.

No Brasil, Souza et al. (2007) identificaram as assembleias D (74,0%) e C
(26,0%) em 27 amostras de caes no Estado de Sao Paulo (principalmente na cidade
de Sao Paulo). Paz e Silva et al. (2012) realizaram PCR e sequenciamento (genes
SSU-rRNA e gdh) de 36 amostras de caes de Botucatu-SP e identificaram
assembleias C (55,5%), D (30,5%) e uma mistura de C e D (13,8%).

80



Embora sejam mais comuns os relatos de assembleias C ou D em amostras de
caes, alguns estudos realizados no Brasil e no exterior detectaram predominio da
assembleia A (Itagaki et al. 2005, Zygner et al. 2006, Leonhard et al. 2007, Inpankaew
et al. 2007, Traub et al. 2009, Volotao et al. 2011). Nos EUA, foi realizado um estudo
mediante PCR empregando os marcadores para os genes gdh, beta-giardin e 18S
rRNA em amostras de 238 caes com proprietarios infectados por G. duodenalis, sendo
que os resultados apontaram predominio das assembleias B (41,0%) e A (28,0%),
evidenciando uma alta prevaléncia de assembleias zoonéticas em ambientes urbanos
(COVACIN et al., 2011).

Os estudos moleculares para detecgdo de assembleias em caes apresentaram
resultados variaveis de acordo com a area geografica estudada, e os resultados
encontrados em uma area nao podem ser extrapolados para outras regiées no que
tange o risco a saude publica (transmissdo zoonética). Thompson e Monis, (2004)
levantam a hip6tese de que a frequéncia de infecgdo com assembleias zoonéticas é
mais comum em caes com proprietarios quando comparada aos cdes de canis
(COVACIN et al.,, 2011, SOLIMAN et al.,, 2011). Estes autores propuseram que a
transmiss@o das assembleias C e D é favorecida mediante o intenso contato entre os
caes, em situagdes em que ha grande numero de animais vivendo juntos. Nestas
circunstancias, as assembleias espécie-especificas se sobreporiam em relagdo as
demais por estarem mais bem adaptadas ao hospedeiro. Em contrapartida, nos caes
com proprietarios, a frequéncia de transmissao de um animal para outro diminuiria e
as infeccbes pela assembleia A tenderiam a persistir (esta transmissdo se daria
através dos seus proprietarios ou outros membros da familia) (SOLARCZYK &
MAJEWSKA, 2010).

Os resultados encontrados no presente estudo, em que se verificou um
predominio das assembleias C ou D (espécie-especificas), podem ser justificados
baseados na hipétese de Thompson e Monis, (2004) uma vez que os caes que tiveram
amostras colhidas viviam soltos nas vias publicas, tendo possivelmente contato
proximo e frequente com outros caes. Sugere-se que no futuro seja realizado outro
estudo com foco nos caes com proprietarios no municipio de Campinas para que se
verifique qual assembleia predomina neste estrato populacional. Em um experimento
realizado na Bélgica, Claerebout et al. (2009) verificaram predominio das assembleias
espécie-especificas em caes provenientes de canis de criacdo (que tinham contato
frequente com outros caes). No entanto, ao avaliarem amostras de cdes com
proprietarios, predominou a assembleia A (zoon6tica).
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A hip6tese proposta por Thompson e Monis, (2004) é aceita parcialmente, pois
outros pesquisadores encontraram resultados contrarios. Leonhard et al. (2007) na
Alemanha, detectaram predominio da assembleia Al tanto em caes com proprietarios
como em caes de canis. Paz e Silva et al. (2012) relatam que a maioria dos estudos
com caes domiciliados tém mostrado alta porcentagem de animais infectados pelas
assembleias espécie-especificas (C e D).

Estudos realizados no Brasil (VOLOTAO et al, 2007), México (ELIGIO-
GARCIA et al., 2005, LALLE et al., 2005), Japdo (ITAGAKI et al., 2005), Italia (BERILLI
et al.,, 2004) e Polbnia (ZYGNER et al., 2006) demonstraram que os caes podem
albergar tanto as assembleias especificas para a espécie, que nao sao consideradas
uma preocupacao em saude publica, como também as assembleias zoonéticas A e B
(THOMPSON et al., 2008).

A assembleia C, além dos caes, pode infectar lobos, coiotes e menos
frequentemente gatos (McDOWALL et al., 2011). No entanto, houve descrigdo desta
assembleia em amostra fecal de um humano com neoplasia de bexiga e diarreia, tal
qual descrito por Soliman et al. (2011), no Egito. Na Tailandia, Traub et al. (2009)
revelaram a presenga das assembleias C e D em amostras humanas, no entanto os
autores atribuiram tal resultado a um polimorfismo alélico do gene SSU-rRNA. A
possibilidade de infeccdo de seres humanos pela assembleia C pode indicar nova rota
de transmissao zoondtica de G. duodenalis, algo que deve ser investigado em novos

estudos.

No presente estudo, tanto os cdes com sinais sugestivos de giardiose (fezes
pastosas ou diarreicas) quanto os caes sem sinais sugestivos (fezes normais) estavam
infectados pelas assembleias espécie-especificas. Barutzki et al. (2007) na Alemanha,
realizaram experimentos em que cdes com desordens gastrointestinais foram
acometidos predominantemente pelas assembleias C e D, e caes com fezes normais
apresentaram predominio das mesmas assembleias, porém com um ndmero maior de
animais acometidos pela assembleia A. Os resultados destes autores sugerem ser
mais frequente o encontro das assembleias espécie-especificas em caes com

desordens gastrointestinais.

A prevaléncia de Cryptosporidium encontrada nas amostras de caes foi de

2,0% (06/299). Os resultados mostram que had uma parcela de caes errantes,

comunitarios e semidomiciliados do municipio de Campinas que se encontra infectada

pelo parasito, eliminando oocistos no ambiente. Bowman & Lucio-Forster, (2010)
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afirmam que as infec¢des por Cryptosporidium s@o raramente detectadas em céaes e
gatos, e quando ocorrem normalmente estdo associadas a fezes normais e com

poucos oocistos por grama.

Resultados de prevaléncia podem variar de acordo com a raga, faixa etaria,
local geografico onde o estudo foi feito, condicdes de vida do animal e métodos
diagnésticos utilizados (EPE et al.,, 2010, YOSHIUCHI et al., 2010). No presente
estudo a técnica utilizada (alcool-acido resistente e concentracao 500 x g) pode ser
considerado o método de escolha para a detecgcdo de Cryptosporidium (RIGO &
FRANCO, 2002). De acordo com Meireles, (2010) as taxas de prevaléncia de
Cryptosporidium em cées no Brasil variam de 2,3% a 26,2%.

Os resultados verificados neste estudo sao similares a outros realizados no
Brasil: Navarro et al. (1997) em Londrina-PR, verificaram 2,2% de prevaléncia ao
examinarem caes com sintomatologia compativel com gastroenterite e com menos de
um ano de idade; Gennari et al. (1999) em Sao Paulo-SP, detectou 2,8% de
prevaléncia em 353 amostras de cédes domiciliados; Figueiredo et al. (2004) em
Lavras - MG e Vigosa - MG, diagnosticaram 1,8% de prevaléncia dentre 269 amostras
de caes; Alves OF et al. (2005) em Goiania-GO, verificaram 2,0% de prevaléncia nos
caes domiciliados e 6,0% nos caes errantes em 384 amostras de caes domiciliado e
errantes; Huber et al. (2005) no Rio de Janeiro-RJ, detectaram 2,4% de prevaléncia ao
examinarem amostras fecais de 166 caes sadios domiciliados e de abrigos; Mundim et
al. (2007) em Uberlandia-MG, observaram 1,4% de prevaléncia em 433 amostras
fecais de caes de diferentes estratos e Funada et al. (2007) em Sao Paulo-SP, que
anotaram 2,4% de prevaléncia ao examinarem 1755 amostras de cdes domiciliados
atendidos pelo Hospital Veterinario da Universidade de Séao Paulo.

Outros estudos de prevaléncia de Cryptosporidium em caes realizados no
Brasil revelaram resultados superiores quando comparados ao presente estudo.
Thomaz, (2006) (técnica de centrifugoflutuacdo em sacarose), Lallo & Bondan, (2006)
(técnica de centrifugoflutuacdo em sacarose, coloracao pela técnica de Ziehl-Neelsen
modificada e PCR), Balassiano et al. (2009) (centrifugosedimentagéo e coloracao pela
safranina azul de metileno), Seva et al. (2010) (técnica de centrifugoflutuacdo em
sacarose e PCR) e Silva, (2010) (confecgao de esfregacos de fezes em laminas de
vidro coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada), detectaram 12,6%, 8,8%,
26,2% ,10,7% e 6,3% de prevaléncia, respectivamente.
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Dentre alguns estudos de prevaléncia em cées realizados na Asia, Oceania e
Europa (Abe et al., 2002, Papazahariadou et al., 2007, Palmer et al., 2008, Rinaldi, et
al., 2008, Claerebout et al., 2009, Yoshiuchi et al., 2010 e Bajer et al, 2011,
Beiromvanda et al., 2012), os nimeros oscilaram de 0,0% (Claerebout et al., 2009, na
Bélgica) a 13,0% (Bajer et al., 2011, na Polénia).

Neste estudo, ao fazer a andlise das caracteristicas epidemiolégicas, néo foi
observada diferenga estatistica significante ao se avaliar o sexo do cao, algo também
verificado por Lallo & Bondan, (2006), Mundim et al. (2007) e Silva, (2010). Também
nao se verificou diferenga estatistica significante quando da andlise da faixa etaria do
céo, algo de acordo com o observado por Giangaspero et al. (2006) na ltalia, e por
Mundim et al. (2007) em Uberlandia-MG. Outros estudos apontam para um predominio
de criptosporidiose em animais jovens (Funada et al., 2007 e Silva, 2010) relacionando
este achado a imaturidade do sistema imune. Contrariamente, Lallo & Bondan, (2006)
verificaram maior prevaléncia de Cryptosporidium em caes adultos, mesmo resultado

verificado por Gracenea et al. (2009) na Espanha.

Nas descri¢coes existentes de criptosporidiose em caes, a maior parte ocorreu
em animais com menos de seis meses de idade e que albergavam outras doencas
concomitantes, como parvovirose (IRWIN, 2002, THOMAZ et al., 2007). Neste estudo,
dos seis caes infectados, dois apresentavam sinais clinicos sugestivos com cinomose,
sendo que um deles possuia idade inferior a 1 ano. Tal resultado esta de acordo com
descri¢des de literatura que relacionam infecgdes por Cryptosporidium a doengas que
causam baixa imunidade (SILVA, 2010). A cinomose é uma doenca viral que acomete
canideos, e todas as cepas desencadeiam quadros imunossupressivos nos animais
acometidos, dadas as lesdes disseminadas no tecido linfoide, prejudicando a
imunidade celular e humoral (SHERDING, 2003).

No presente estudo nao foi verificada diferenca estatistica significante quando
se avaliou a consisténcia fecal. Smith et al. (2009) afirmam que tanto caes
assintomaticos como também cédes com diarreia tém sido reportados com infeccoes
por Cryptosporidium. Wang et al. (2012) relatam que cé&es com diarreia apresentam
maior chance de estarem infectados por Cryptosporidium, quando comparados a
animais sem sintomas gastrointestinais, algo também verificado por Tupler et al.
(2012).

Estudos tém mostrado que os caes sao infectados mais frequentemente pela
espécie C. canis (SCORZA & TANGTRONGSUP, 2010, WANG et al., 2012). Xiao &
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Fayer, (2008) afirmam que a infeccdo humana pelo C. canis é relatada com pouca
frequéncia, em que pese o contato proximo entre seres humanos e os cédes, dando a
entender que o papel dos cades na transmissdo zoonoética do parasito aos seres
humanos parece ser limitado. No entanto, um estudo realizado no Peru, em que se
relata a possivel transmissdo de C. canis entre criangas € um cao que viviam em uma
mesma casa demonstra que, sob condigdes favoraveis, a transmissdo de C. canis de

céaes para os seres humanos pode ocorrer (XIAO et al., 2007).

Apesar de ndo serem tdo comuns como C. canis, outras espécies de
Cryptosporidium também foram identificadas nos caes, sendo que todas elas tém
potencial zoonético (C. parvum, C. muris, C. meleagridis e C. felis) (HAJDUSEK et al.,
2004; HUBER et al., 2005; LALLO & BONDAN, 2006; HAMNES et al., 2007, THOMAZ
et al., 2007; PEREIRA et al., 2009; FAYER, 2010). No presente estudo nao foram
empregadas metodologias moleculares nas amostras positivas para Cryptosporidium.
Ainda assim, como todas as espécies deste parasito descritas em caes até o momento
tém potencial zoonético, os achados de prevaléncia do presente estudo tornam-se
importantes, tanto no que diz respeito a medicina veterinaria quanto na questdo de

saude publica.

Os resultados obtidos neste estudo podem ser utilizados na pratica do CCZ,
uma vez que este servigo realiza sistematicamente doacdo de cdes a municipes
interessados. Aos cées infectados devem ser disponibilizados tratamento de suporte e
monitoramento por exames periédicos. A doacao destes caes deve estar condicionada
ao término da eliminagcdo de oocistos pelas fezes, sendo que, neste intervalo de
tempo, os mesmos devem permanecer em canis isolados, uma vez que a transmissao
do parasito é facilitada pela alta densidade populacional e pelo contato direto entre
infectados e susceptiveis (ALMEIDA et al., 2008). Os canis e fémites devem ser limpos
e desinfetados diariamente, de modo a reduzir a contaminagdo do ambiente. Devido
ao fato do oocisto ser sensivel ao calor, sugere-se, na pratica de manejo do CCZ, a
realizacao de vassoura de fogo diariamente no canil que albergue animal infectado por
Cryptosporidium. Irwin (2002) recomenda que seres humanos imunocomprometidos
devam ser prevenidos dos riscos de adquirirem doencgas parasitarias de seus animais
de companhia. Deste modo, a disponibilizacdo de cades mantidos no CCZ que tiveram
criptosporidiose deve ser desaconselhada a pessoas imunocomprometidas.

Embora o objetivo principal deste estudo tenha sido a deteccdo de Giardia e
Cryptosporidium (por intermédio de métodos parasitolégicos tradicionais para a
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deteccdo destes parasitos), outros helmintos e protozodarios intestinais foram
verificados nas amostras fecais analisadas. Entretanto, uma vez que os métodos
parasitolégicos utilizados (método de Faust et al. 1938, centrifugosedimentacdo e
Ziehl Neelsen modificada) ndo foram adequadas para a detecgéo de ovos e larvas de
helmintos, sugere-se que a prevaléncia encontrada para estes parasitos tenha sido
subestimada.

Para o diagnostico de helmintos intestinais em caes, Taparo et al. (2006)
recomendam a associacao dos métodos de flutuagcdo empregando solugdo saturada
de cloreto de sédio densidade 1.182 (WILLIS, 1921) e de sedimentagao espontanea
em agua (LUTZ, 1919, HOFFMANN et al., 1934). Os mesmos autores, ao compararem
métodos para diagnéstico de helmintos intestinais em caes (FAUST et al. 1938,
HOFFMANN et al. 1934 e WILLIS, 1921), constataram que Faust et al. foi o0 menos
eficiente.

Neste estudo, dos caes recolhidos ao CCZ que tiveram amostras analisadas,
26,7% (80/299) apresentaram resultado positivo para parasitos intestinais, valores
proximos daqueles verificados por Funada et al. (2007) em Sao Paulo-SP, que
encontraram prevaléncia de 27,7% ao avaliarem 1.755 amostras de fezes de caes
domiciliados através dos métodos de Willis, centrifugosedimentagdo em agua-éter e
centrifugoflutuacdo em solucdo de sacarose. No entanto, os resultados de prevaléncia
geral observados no presente estudo foram menores do que aqueles observados por
Prates et al. (2009) que detectaram 44,4% de positividade ao analisarem fezes de 81
cédes domiciliados de Maringa-PR (métodos de Hoffman et al. e Faust et al.), por
Ferreira et al. (2008) que verificaram 44,0% de positividade ao avaliarem a prevaléncia
de endoparasitos em cinquenta caes recolhidos pelo CCZ de Aracaju-SE (métodos de
Hoffman et al., Willis e Faust et al.) e por Presotto (2009), que detectou 87,2% de
prevaléncia ao avaliar amostras de caes recolhidos ao CCZ de Hortolandia-SP
(métodos de Hoffman et al., Willis e Faust et al.).

No presente estudo, o nematdédeo encontrado com maior frequéncia foi
Ancylostoma sp. (10,3%), coincidindo com as observacdes de Labruna et al. (2006)
que afirmam que Ancylostoma é sempre o género de helmintos mais prevalente em
caes no Brasil, ainda que se utilizem diferentes metodologias para diagndéstico. Os
caes adultos machos foram os mais infectados, algo também observado por Funada et
al. (2007). Outros estudos de prevaléncia de Ancylostoma sp. em caes realizados no
Brasil apontam para valores maiores do que aqueles verificados no presente estudo:
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Ferreira et al. (2008) que detectaram 86,4% de prevaléncia para este helminto nos
cdes do CCZ de Aracaju-SE (métodos de Hoffman et al., Willis e Faust et al.);
Presotto, (2009) que registrou 79,2% de prevaléncia nos caes recolhidos ao CCZ de
Hortolandia-SP (métodos de Hoffman et al., Willis e Faust et al.) e Prates et al. (2009)
que verificaram 18,5% de prevaléncia em Maringa-PR (métodos de Hoffman et al. e
Faust et al.), porém neste caso em caes com proprietario.

Téaparo et al. (2006) realizaram um estudo comparando métodos diagnésticos
para a detec¢do de ovos de Ancylostoma sp. em amostras fecais de 401 cées de
Aracatuba-SP; estes autores verificaram que o método de Willis foi o que se mostrou
estatisticamente mais eficiente para este diagnéstico na comparagdo com outros trés
métodos (Hoffman et al., Faust et al. e exame direto). Estes resultados podem justificar
a menor prevaléncia de Ancylostoma sp. verificada no presente estudo quando

comparada a outros que utilizaram o método de Willis.

Os métodos de flutuagdo tém como principio a flutuacdo de ovos leves de
nematédeos e cistos/oocistos de protozoarios em solugdes saturadas (TAPARO et al.,
2006). O método de Willis fundamenta-se na propriedade de certos ovos de helmintos
de flutuarem na superficie de uma solucdo de densidade elevada, e é indicada para
ovos com densidade especifica baixa, como os de ancilostomideos, e contraindicada
para ovos pesados de trematédeos e ovos inférteis de Ascaris. Por sua vez, 0 método
de Faust et al. se baseia no mesmo principio, porém com o uso da centrifugoflutuacao
em solucao de sulfato de zinco densidade 1,18g/ml, e é apropriada para a detecgao de
cistos/oocistos de protozoarios e de ovos leves de helmintos. Neste método, ovos de
trematédeos, de cestédeos e ovos inférteis de Ascaris ndo sdo concentrados (DE
CARLLI, 2007).

Os ancilostomideos que infectam caes possuem implicagdo em salde publica,
uma vez que sao agentes etioldgicos da Larva migrans cutdanea (ANDRESIUK et al.,
2007). A infecgdo no humano, que € um hospedeiro acidental, ocorre através do
contato da pele com o solo contaminado por fezes de caes e gatos. As larvas, ao
penetrarem na pele humana, ndo conseguem completar o seu ciclo de vida e, como
consequéncia, ficam migrando na epiderme causando erupgbes e forte prurido.
Ocasionalmente as larvas podem migrar para os pulmdes e causar um quadro de
pneumonia eosinofilica (HEUKELBACH et al., 2012).

Neste estudo a prevaléncia de Toxocara sp. verificada em caes foi de 3,3%,
semelhante as encontradas por Funada et al. (2007) (2,6% pelo método de Willis) e
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Prates et al. (2009) (2,5% pelos métodos de Hoffman et al. e Faust et al.), que
avaliaram amostras de caes domiciliados, porém menor do que aquelas observadas
por Presotto (2009) (16,8% pelos métodos de Hoffman et al., Willis e Faust et al.) e
Claerebout et al. (2009) (26,3% pelo método centrifugoflutuacdo em sacarose), que
examinaram caes recolhidos ao CCZ de Hortolandia e caes de canis de criacdo na
Bélgica, respectivamente. De acordo com Taparo et al.,, (2006), que comparou
metodologias para a detecgao de T. canis em amostras de fezes de caes, o método de
Faust foi 0 que mostrou a menor positividade para a detecgéo deste parasito, diferindo
estatisticamente de Willis-Mollay e sedimentagao.

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram taxas de
prevaléncia de Toxocara sp. bastante superiores em caes com menos de um ano
(11,7%) quando comparados aos resultados nos caes adultos (1,6%), com diferenca
estatistica significante (p_0,027), e sdo semelhantes aos verificados por Becker et al.
(2012) na Alemanha, que observaram prevaléncia de 8,8% em caes com menos de 1
ano e 2,5% em caes adultos. Oliveira-Sequeira et al. (2002), Taparo et al. (2006) e
Gracenea et al. (2009) também encontraram maior prevaléncia de T. canis em filhotes.
Estes resultados podem ser justificados pelo fato de animais jovens terem seu sistema
imunoloégico imaturo e incapaz de gerar imunidade suficiente para evitar a infeccao,
além dos mesmos poderem se infectar através das vias transplacentaria e lactogénica
(OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002, BECKER et al., 2012).

Dentre os toxocarideos que acometem cées, Toxocara canis possui importante
destaque em saude publica. A infeccao nos humanos ocorre pela ingestao acidental
de ovos embrionados infectantes presente no solo, em alimentos, em fémites ou pelo
contato com caes (CHEN et al., 2012). Apos eclodirem, as larvas tornam-se livres no
intestino, porém nado conseguem se desenvolver até a forma adulta. As mesmas
penetram na mucosa do intestino delgado e migram através da corrente sanguinea
para os tecidos somaticos, podendo atingir 6rgdos como figado, pulmodes, musculos,
cérebro e olhos (DUBNA et al., 2007, SOUZA et al., 2011). Nos individuos infectados,
T. canis pode produzir uma série de manifestagées clinicas, como Larva migrans
Visceral, Larva migrans Ocular, forma meningoencefédlica e forma oculta ou
assintomatica, sendo que apenas algumas larvas sao suficientes para causar a
doenca (RODDIE et al, 2008, SOUZA et al., 2011).

Infeccdo de cées por Trichuris vulpis foi verificada em 1,0% das amostras
analisadas, valor semelhante ao observado por Dado et al. (2012) na Espanha (1,5%).
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No Brasil, a prevaléncia deste parasito em caes, observada em estudos feitos em
catorze cidades variou de 0,0% a 29,1% (média de 6,5%) (LABRUNA et al., 2006). Em
estudo conduzido por Taparo et al. (2006), verificou-se que os métodos de Willis-
Mollay e Hoffmann foram os que diagnosticaram a maioria dos casos de T. vulpis
dentre 401 caes de Aracatuba-SP. Destaca-se o periodo prolongado (varios meses)
em que ovos de T. vulpis podem permanecer vidveis no ambiente, desde que haja
condicdes adequadas de temperatura e umidade (FREITAS, 1977).

Cystoisospora sp. foi encontrado em 0,3% das amostras de caes, valor menor
se comparado a média de prevaléncia deste parasito em cdes no Brasil (4,7%)
(LABRUNA et al., 2006). Nos EUA, a andlise de 1,2 milhdo de amostras fecais de caes
revelou prevaléncia de 4,4% (LITTLE et al., 2009). A cistoisosporose canina tem ampla
distribuicdo geografica, sendo bastante comum em locais onde ha aglomeragéo de
animais. As infecgbes podem ser assintomaticas ou cursarem com diarreia
hemorragica, dor abdominal, anemia, apatia e morte (PIACENTI, 2008). Neste estudo,
o Unico cao diagnosticado com Cystoisospora sp. estava coparasitado por G.
duodenalis e apresentava-se debilitado, com diarreia, perda progressiva de peso,

pelagem opaca e evoluiu para 6bito.

Em uma amostra de céo foi identificado o protozoario Blastocystis sp. Tem sido
sugerido o potencial zoonético deste parasito, porém nao existem evidéncias
suficientes para darem suporte a tal suspeita ou tampouco refuta-la (DUDA et al.,
1998). Noel et al. (2005) detectaram extensa diversidade genética entre isolados de
Blastocystis de seres humanos e de outros animais e sugeriram que mais de uma
espécie do parasito pode infectar o ser humano. Relataram, também, a baixa
especificidade parasitaria deste organismo, indicando que muitas infeccées nos seres
humanos podem ser de origem zoonética.

A prevaléncia de Blastocystis sp. em amostras de caes de abrigo na Australia
chegou a 70,0% (DUDA et al., 1998); em outros estudos, realizados na Alemanha,
Malasia e Japdo, o parasito ndo foi encontrado (DARYANI et al, 2008). Pode-se
atribuir a baixa prevaléncia de Blastocystis em alguns estudos pelo fato de que, para o
seu diagnostico, deve-se evitar a diluicio das fezes em agua (SAO PAULO, 2013). As
condicdes sanitarias as quais os animais estdo submetidos podem influenciar na
prevaléncia desta parasitose. Desta forma, a prevaléncia em cdes errantes e de
abrigos pode ser elevada, pelo fato dos mesmos estarem submetidos a ambientes

mais contaminados. Em estudo conduzido no Iran com amostras de fezes de
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cinquenta cées errantes, 28% apresentaram-se infectados, indicando que estes
podem se comportar como importantes fontes de infeccao para outros caes e seres
humanos (DARYANI et al, 2008).

6.2 - Gatos

A prevaléncia de G. duodenalis em gatos no presente estudo foi de 5,2%.
Estudos realizados ao redor do mundo tém mostrado que as taxas de prevaléncias
variam, sobretudo em decorréncia da técnica utilizada para diagnostico (TZANNES et
al., 2008). McGlade et al, (2003) detectaram 80,0% de prevaléncia utilizando a técnica
de PCR.

Os resultado do presente estudo sdo semelhante aos verificados por
Vasilopulos et al. (2007) (6,8% de prevaléncia em 250 gatos do Mississipi — EUA), por
Coelho et al. (2009) (5,9% de prevaléncia em 51 gatos recolhidos ao CCZ de
Andradina-SP), por Becker et al. (2012) (6,8% de prevaléncia dentre 548 gatos
errantes na Alemanha) e por Dado et al. (2012) (4,2% dentre gatos de um abrigo na
Espanha).

Outros estudos mostraram resultados de prevaléncia diferentes daqueles aqui
verificados, tais como Ragozo et al. (2002) (0,0% em 138 gatos recolhidos aos CCZs
de Sao Paulo-SP e Guarulhos-SP), Huber et al. (2002) (31,2% dentre 48 gatos de
Mangaratiba-RJ), Serra et al. (2003) (12,1% em gatos errantes do municipio do Rio de
Janeiro), Yoshiuchi et al. (2010) (1,8% em 55 gatos provenientes de clinicas
veterinarias de Osaka, Japao), e Epe et al. (2010) (20,3% em 4.214 amostras colhidas
de gatos com sintomas gastrointestinais de 203 clinicas veterinarias de diversos

paises da Europa).

Nao foi possivel realizar andlises estatisticas devido ao pequeno ndmero de
gatos positivos para G. duodenalis. Os dois animais infectados eram fémeas, SRD e
possuiam mais de um ano de idade. Tzannes et al. (2008), Epe et al. (2010) e Becker
et al. (2012) ndo encontraram relagdo entre infecgdo por G. duodenalis e género do
animal. Em relagdo a faixa etaria, estudo conduzido por Becker et al. (2012), na
Alemanha, detectou que animais mais jovens foram mais infectados que animais

adultos, sem diferenga estatistica significante.

Neste estudo, os gatos infectados apresentavam amostras fecais com
consisténcia pastosa ou diarreica, algo que estad de acordo com Palmer et al. (2008)

que afirmam que G. duodenalis € um parasito intestinal comum em gatos domésticos,
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mas que raramente esta relacionado com doenca clinica e que, quando sintomas sao
reportados, estes usualmente acontecem em animais de gatis, devido ao efeito da
superlotacdo que pode causar estresse e exacerbar os efeitos da infeccéao
(CLAEREBOUT et al., 2009).

A amostra de fezes de gato em que se realizou o sequenciamento (locus tpi)
exibiu identidade com a assembleia Al de G. duodenalis. De acordo com este
resultado, verifica-se a possibilidade de transmissdo de Giardia de gatos ao humano
no municipio de Campinas, uma vez que tal assembleia pode acometer estas duas
espécies. O gato infectado pela assembleia Al foi recolhido nas imediagcbes do
Mercado Municipal, regido central de Campinas. Este encontro é significativo, pois
provavelmente o animal vivia naquela regiao e frequentava o referido local em busca
de abrigo e alimento, e por intermédio de suas fezes poderia disseminar cistos com

potencial zoonético.

O encontro de assembleia A em amostras de fezes de gatos foi verificado em
outros estudos, mostrando uma alta ocorréncia desta assembleia em animais de areas
urbanas. No Brasil, em um estudo conduzido por Souza et al. (2007) foi feito o
sequenciamento do gene gdh em 19 amostras de gatos coletadas nas cidades de
Santo André-SP, Santos-SP e Sao Paulo-SP. Os resultados apontaram a assembleia
F espécie-especifica (57,8%) e assembleia Al (42,1%), sugerindo que nestas cidades
0s gatos podem representar um risco de transmissao zoonotica. Na cidade do Rio de
Janeiro foi detectada a assembleia Al em uma amostra fecal de gato (VOLOTAO et al.,
2007).

No exterior, Berrilli et al. (2004) detectaram assembleia A em amostra de gato
na ltalia. Papini et al. (2007) neste mesmo pais, detectaram dez gatos infectados pela
assembleia A na éarea urbana de Florenga, a despeito de nao terem encontrado
nenhum animal infectado pela assembleia F. Vasilopulos et al. (2007) no Mississipi
(EUA), sequenciaram 17 amostras de gatos (gene gdh), das quais 35,2% foram
caracterizadas como assembleia Al e 64,7% como assembleia F. McDowall et al.
(2011) no Canada, detectaram assembleias A, B e uma mistura de assembleias A e F
dentre 13 amostras analisadas.

Nao foi detectada infecgao por Cryptosporidium em nenhum animal da espécie

felina, fato que pode ser em parte justificado pelo pequeno universo amostral (38

animais). De acordo com Meireles (2010) as taxas de prevaléncia deste parasito em

gatos em estudos feitos no Brasil variam de 3,9% (COELHO et al., 2009) a 14,4%
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(GENNARI et al, 2009). Sugere-se estudos futuros que utilizem técnicas mais
sensiveis para o diagnéstico de Cryptosporidium, como PCR (TZANNES et al., 2008).

Os resultados encontrados no presente estudo indicam que caes e gatos
errantes, comunitarios e semidomiciliados do municipio de Campinas albergam
helmintos e protozoarios com potencial zoonético e podem representar riscos a salde
publica. Programas de educacdo em posse responsavel e de controle populacional
podem ser ferramentas importantes para diminuir a quantidade de cédes e gatos soltos
nas vias publicas e consequentemente a contaminacéo do meio ambiente com formas

infectantes de parasitos.
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6.3 — Estudo de caso (histopatologia) de cao infectado por G. duodenalis que

veio a 6bito no Centro de Controle de Zoonoses.

O cao que teve amostra intestinal analisada por histopatologia apresentava-se
altamente debilitado, anorético, com diarreia, perda progressiva de peso, pelagem
opaca e evoluiu para Obito. Este se apresentava parasitado por G. duodenalis e
Cystoisospora sp. Esta mesma associacao parasitaria foi detectada por Yoshiuchi et
al. (2010), em uma amostra de fezes de céo no Japdao, e por ltoh et al. (2011), no

mesmo pais.

A atrofia das vilosidades e as areas de degeneracao epitelial verificados nos
cortes histolégicos em duodeno, jejuno e ileo estdo de acordo com os achados
descritos por Oberhuber et al. (1997) e Muller & Von Alimen, (2005) que afirmam que a
colonizagéo intestinal por Giardia parece provocar encurtamento das microvilosidades
e achatamento ou atrofia das vilosidades que, em combinacdo com outros
mecanismos patoldgicos (reducao de dissacaridases e da atividade da protease) pode
ser uma causa de diarreia em individuos infectados. A ativagdo dos linfocitos T pode
ser responsavel pela retragdo das vilosidades, que seria um dos mecanismos
responsaveis pela deficiéncia de dissacaridases e ma absorgdo associado a diarreia
(GUIMARAES, 2008).

Os achados histopatolégicos, tais quais verificados nas figuras 11 e 13, que
mostram presenca de intenso infiltrado inflamatério linfoplasmocitario em porcao
intraepitelial e em [amina prépria, coincidem com os relatados por Buret, (2005) que
mostraram que um aumento do infiltrado de linfécitos intraepiteliais pode ocorrer na
mucosa intestinal de individuos com giardiose, e por Guimaraes, (2008) que afirma
que os individuos infectados por Giardia apresentam um aumento de linfocitos
intraepiteliais, mesmo antes de serem observadas altera¢gdes na mucosa intestinal.
Estes autores ainda relatam uma correlagdo positiva entre o grau do infiltrado de
linfécitos com a intensidade da ma absorcdo, o que poderia explicar o estado de
caquexia observado no cdo no presente estudo.

Fenoglio-Preiser et al. (2008) relatam que em pacientes humanos
imunocomprometidos infectados por Giardia podem-se observar trés padroes distintos:
(1) nenhuma alteracédo digna de nota, apesar da presencga do parasito; (2) arquitetura
das vilosidades preservada com aumento do ndmero de linfécitos intraepiteliais na
lamina prépria; (3) completa atrofia de vilosidades com deficiéncia de enzimas
digestivas, hiperplasia de cripta, inflamagédo variavel e grande namero de linfocitos
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intraepiteliais na lamina propria. No caso clinico estudado observaram-se
caracteristicas relacionadas com os padrdes dois e trés descrito pelos autores, como

infiltrado inflamatério linfoplasmocitario em porgao intraepitelial e em lamina propria.

Ja foi verificado que infecgdes por Giardia podem resultar em aumento da
presenca de células caliciformes (MULLER & VON ALLMEN, 2005). Na figura 14
pode-se observar grande quantidade destas células, que tem por fungdo produzir
glicoproteinas acidas do tipo mucina, que posteriormente formardo o muco, cuja
funcéo principal é a protecao e lubrificacdo da mucosa intestinal (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

A secrecao de mucina por parte das células caliciformes intestinais é discutida
como sendo um suposto mecanismo de defesa do hospedeiro contra o parasito, pois
esta substancia reduziria a adesdo de agentes patogénicos as superficies mucosas,
sendo predominantemente importante nas fases iniciais da vida, em que o sistema
imunoldgico ainda ndo € totalmente funcional no intestino. A secrecao de mucina é
rapidamente aumentada em resposta a presenga de microorganismos entéricos, pois
a mesma teria a fungéo de interceptar o parasito através do muco e remové-lo através
dos movimentos peristalticos (MULLER & VON ALLMEN, 2005).

Em relacao a giardiose, um estudo realizado em modelos de infeccdo em gerbil
indicaram que o aumento da secregcdo de muco reduz a inser¢ao de trofozoitos e
diminui a intensidade da infeccdo (LEITCH et al., 1989). Porém, em outro estudo,
verificou-se que houve uma maior insercdo de trofozoitos de Giardia quando os
mesmos foram expostos a uma fracdo de mucina preparada a partir de amostras post
mortem de intestino humano (ZENIAN & GILLIN, 1985). Estes resultados
contraditorios nao permitem afirmar se o papel das mucinas é benéfico ou prejudicial
ao hospedeiro no que se refere a um aumento na protegao contra Giardia (MULLER &
VON ALLMEN, 2005).

Nao foi possivel associar os achados de histopatologia unicamente a giardiose,
uma vez que o cao apresentava-se coparasitado por Cystoisospora sp. Neste estudo
nao foram analisados outros patégenos que porventura poderiam acometer o cdo e
causar alteracoes histopatoldgicas no intestino. Alguns dos achados de histopatologia
observados na giardiose sao compartilhados nos animais infectados por Cystoisospora
sp. Este pode causar atrofia de mucosa, alteragdes nas microvilosidades, inflamagéao
na lamina prépria do intestino e hiperplasia dos linfécitos nas placas de Peyer
(MITCHELL et al., 2007, LAPPIN, 2010). Animais severamente afetados podem
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evoluir para o 6bito (DUBEY et al., 2009). Em um experimento em que caes de trés
meses de idade foram inoculados com oocistos esporulados de C. canis e
necropsiados nos dias 3, 6, 8 15 e 19 apods a inoculagdo foi observada hipertrofia
acentuada de células caliciformes em todo o intestino delgado, atrofia das vilosidades
e desorganizagao do epitélio (PIACENTI, 2008).
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7. Conclusoes
As conclusdes deste estudo foram:

1. Os caes recolhidos ao CCZ e pertencentes aos estratos errante,
comunitario e semidomiciliado apresentaram infecgao por G. duodenalis
(13,3%) e Cryptosporidium sp. (2,0%);

2. A prevaléncia para G. duodenalis nos gatos recolhidos ao CCZ e
pertencentes aos estratos errante, comunitario e semidomiciliado foi de

5,2%; Cryptosporidium n&o foi detectado nas amostras de gatos;

3. A positividade para G. duodenalis em cées e gatos nao foi influenciada
pela idade, género, raga e local em que o animal foi recolhido; nos caes
houve predominio de infeccdo em animais com fezes pastosas ou
diarreicas (p_~0);

4. A positividade para Cryptosporidium em caes néo foi influenciada pela
idade, género, raga, consisténcia fecal e local em que o animal foi
recolhido;

5. Nas amostras de cées positivas para G. duodenalis e submetidas ao
sequenciamento, os resultados revelaram identidade com as
assembleias espécie-especificas C ou D, demonstrando que os caes
pertencentes aos estratos analisados representam baixo risco a saude
publica;

6. Na amostra de gato positiva para G. duodenalis e submetida ao
sequenciamento, os resultados revelaram identidade com a assembleia
Al, demonstrando que o referido animal pode constituir-se um risco a
salde publica, uma vez que esta assembleia tem potencial zoonético;

7. Ancylostoma sp. foi o helminto mais prevalente nas amostras de caes

(10,3%), com predominancia em caes machos adultos;
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9. Anexos

Anexo 01. Comissao de ética no uso de animais, CEUA / UNICAMP

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o conteido de minha dissertagdo de Mestrado intitulada
“Prevaléncia de infecgdo por Giardia e Cryptosporidium em caninos e felinos recolhidos ao Centro
de Controle de Zoonoses de Campinas, SP, e caracterizagdo molecular das amostras positivas
para Giardia":

() nao se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informagao CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

Tem autorizag@o da seguinte Comiss&o:

() CiBio — Comisséo Interna de Biosseguranca , projeto No. , Instituigao:

( X ) CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais , projeto n® 2364-1 (14/03/2011 ), Instituiggo:
UNICAMP.

() CEP - Comissdo de Etica em Pesquisa, protocolo No. , Instituigao:

* Caso a Comisséo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizagao
dada ao trabalho. Se a autorizagdo nao tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagdo, deverd ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagdo apresentado.

Mmool Qb /"W;ZA
RICARDO CONDE ALVES RODRIGUES

Aluno: (nome completo )
< Riruna Broes—

PROFA. DRA. REGINA MAURA BUENO FRANCO
Orientador: (nome completo)

Para uso da Comissao ou Comité pertinente:

( X) Deferido () Indeferido
X Mﬁﬂm o@w ud_ Quazw,éé

Carimbo e assinatura kPéfa Dra. ANA MARIA A‘PKKEGIDA GUARALDO
Presidente da CEUA/UNICAMP

Para uso da Comisséo ou Comité pertinente:
( ) Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura

120



Anexo 02: Técnica de Purificacdo de cistos de Giardia (Adaptado de
Rocha et al., 2003 e Roberts-Thomson et al., 1976)

A partir de fezes humanas recém eliminadas e com grande quantidade de
cistos, proceder as seguintes etapas de purificagéo:

« Diluir as fezes na proporcao 1 parte de fezes para 5 partes de H,O e

peneirar;
« Centrifugar a suspensao fecal por 5 minutos a 1050 x g.

e Descartar o sobrenadante, acrescentar H,O ao sedimento e

homogeneizar;
« Centrifugar novamente e repetir esta etapa de lavagem por 4 vezes;
» Ressuspender o sedimento em 7 ml de H.0.

 Em outro tubo, colocar 6 ml de sacarose 1M e sobre esta,
cuidadosamente, os 7 ml da suspensao fecal ja lavada;

» Centrifugar por 20 minutos a 400 x g;

» Coletar os cistos da interface agua-sacarose com bastante cuidado e
transferi-la para outro tubo de 15 ml;

e Completar o volume do tubo com agua e centrifugar por 10 minutos a
1050 x g;

« Descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em 3 ml de

agua.

» Transferir cuidadosamente o sedimento para outro tubo contendo 3 mL
de sacarose 0,75;

» Centrifugar por 10 minutos a 400 x g;

» Retirar cuidadosamente os cistos da interface agua-sacarose, transferir
para outro e realizar duas lavagens por centrifugacdo a 1050 x g por 5

minutos para retirar a sacarose;
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» Apbs a segunda lavagem, ressuspender o sedimento em 1 ml de H,O

ultrapura e acrescentar antibiéticos;
» Fazer a contagem dos cistos em camara de Neubauer.
Concentragao dos antibiéticos:

Gentamicina 0,1mg/ml — 0,5 microlitros/ml, Streptomicina 0,1mg/ml — 0,5
microlitros/ml, Penicilina 100U/ml — 0,2 microlitros /ml;

Sacarose 1M — PM 342,31 34,23g em 100ml de H20, Sacarose 0,75M 15ml de
sacarose 1M + 5 ml de H20.
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Anexo 03. Distribuicao espacial dos casos de G. duodenalis em caes e
gatos no municipio de Campinas.
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Anexo 04. Registro de Exame Parasitolégico CCZ

REGISTRO DE EXAME PARASITOLOGICO CCZ

RG do Animal | | Espécie | () Céo () Gato
Sexo | () Macho () Fémea | Faixa Etaria | () Filhote () Adulto/Senil
Raga | | Pelagem | () Longa () Curta
Aspecto Fecal | () Normal () Pastosa ( ) Diarreico

Exame Clinico |

Data de Recolhimento / / Estagdo do Ano
Data da Coleta / /
Endereco
Bairro
Distrito

Motivo do Recolhimento

Giardia () Positivo ( ) Negativo N¢ Giardia
Cryptosporidium () Positivo ( ) Negativo N2 Crypto
Outros parasitos () Positivo ( ) Negativo Qual (is)?

beta giardin () Positivo () Negativo Observagées |
tpi () Positivo () Negativo
Assembleia
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