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RESUMO



Giardia duodenalis € um protozoario unicelular, eucarioto e flagelado. Duas formas
evolutivas séo observadas no ciclo de vida: trofozoito e cisto, sendo o cisto a forma
infectante. Este protozoario é responsavel por causar quadros de diarreia em
humanos, cées, gatos, roedores e animais ungulados. Apesar de serem
morfologicamente iguais, os isolados de G. duodenalis escondem grande diversidade
genética e dificultam a estabilidade e unanimidade da classificacdo taxondmica. Até o
momento foram identificados oito assemblages denominados de A-H. Atualmente, a
genotipagem multilocus é utilizada para a identificagdo molecular das espécies e/ou
genatipos de Giardia. Com o objetivo de identificar a frequéncia de G. duodenalis nas
fezes de cées domiciliados no municipio de Cuiaba, Mato Grosso, e caracterizar a
variabilidade genética das amostras positivas, foram coletadas amostras de fezes de
147 caes. Pararealizacéo de triagem, todas as amostras foram submetidas ao exame
de centrifugo-flutuacdo para visualizacdo em microscopia. De todas as amostras
coletadas, 26 cdes estavam infectados por parasitos intestinais, sendo 38% (10)
acometidos por G. duodenalis. A frequéncia de G. duodenalis em caes foi de 6,8%.
Outros parasitos foram observados, como Cystoisospora sp. (15%) e Entamoeba sp.
(2%), além dos nematoides Ancylostoma sp. (27%), Trichuris sp. (2%) e Toxocara sp.
(1%). As amostras positivas para G. duodenalis foram submetidas a extracdo de DNA
para realizacdo da Reacdo em Cadeia pela Polimerase dos genes triosefosfato
isomerase (tpi) e glutamato desidrogenase (gdh) para amplificacédo do fragmento de
530 e 659 pb, respectivamente, para caracterizacdo genotipica. A andlise dos fatores
de risco para os cédes infectados por G. duodenalis., ndo foi significativa quanto a sexo,
raca, idade, presenca de diarreia e dieta. Somente cdes com contactantes foram
significativamente positivos para giardiase. Apos analise molecular dos isolados de G.
duodenalis, apenas trés amostras amplificaram fragmento do gene tpi apresentando
100% de identidade com Assemblage C. Para analise genética das sequéncias, foi
construido a arvore filogenética a partir das sequéncias concatenadas dos genes gdh
e tpi para determinar o assemblage com maior precisdo. A amostra identificada neste
estudo ficou agrupada no mesmo clado do assemblage C corroborando com a
sequéncia obtida pelo tpi. A genotipagem multilocus é o método mais confiavel para
determinar os assemblages de G. duodenalis, uma vez que discrepancias entre 0s
locus de um mesmo isolado podem ocorrer devido a infeccbes mistas e/ou

heterozigose.



Palavras Chave: Caracterizacdo molecular. Genotipagem multilocus. Doenca

veiculada pela agua.

ABSTRACT



Giardia duodenalis is a unicellular, eukaryotic and flagellated protozoan. Two
evolutionary forms are observed in the life cycle: trophozoite and cyst, the cyst being
the infectious form. This protozoan is responsible for causing diarrhea in humans,
dogs, cats, rodents and ungulate animals. Despite being morphologically equal, the
isolates of G. duodenalis hide great genetic diversity and hinder the stability and
unanimity of the taxonomic classification. So far, eight assemblages called A-H have
been identified. Currently, multilocus genotyping is used for the molecular identification
of Giardia species and / or genotypes. In order to identify the frequency of G.
duodenalis in the feces of dogs domiciled in the city of Cuiab&a, Mato Grosso, and to
characterize the genetic variability of positive samples, fecal samples were collected
from 147 dogs. To perform screening, all samples were subjected to centrifugal-
fluctuation examination for viewing under a microscopy. Of all samples collected, 26
dogs were infected with intestinal parasites, 38% (10) of whom were affected by G.
duodenalis. The frequency of G. duodenalis in dogs was 6.8%. Other parasites have
been observed, such as Cystoisospora sp. (15%) and Entamoeba sp. (2%), in addition
to the Ancylostoma sp. (27%), Trichuris sp. (2%) and Toxocara sp. (1%). The positive
samples for G. duodenalis were submitted to DNA extraction to perform the Chain
Reaction by the Polymerase of the genes triosephosphate isomerase (tpi) and
glutamate dehydrogenase (gdh) for amplification of the fragment of 530 and 659 bp,
respectively, for genotypic characterization. The analysis of risk factors for dogs
infected with G. duodenalis, was not significant regarding sex, breed, age, presence
of diarrhea and diet. Only dogs with contacts were significantly positive for giardiasis.
After molecular analysis of G. duodenalis isolates, only three samples amplified a
fragment of the tpi gene showing 100% identity with Assemblage C. For genetic
analysis of the sequences, the phylogenetic tree was built from the concatenated
sequences of the gdh and tpi genes to determine the assemblage with greater
precision.The sample identified in this study was grouped in the same clade as
assemblage C, corroborating the sequence obtained by the tpi. Multilocus genotyping
is the most reliable method for determining the assemblages of G. duodenalis, since
discrepancies between the loci of the same isolate can occur due to mixed infections
and / or heterozygosis.

Key Word: Molecular characterization. Genotyping multilocus. Waterbone.
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1 INTRODUCAO

Giardia duodenalis € um microrganismo pertencente a classe dos flagelados que
apresenta 0os nomes Giardia intestinalis e Giardia lamblia como sinénimos
(THOMPSON, 2000). Esses microrganismos podem acometer os homens e animais
e possuem distribuicdo global podendo afetar cerca de 2,8 x 102 individuos por ano
(LANE E LLOYD, 2002). Paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos na Asia,
Africa e América Latina sdo os mais acometidos com cerca de 500 mil casos novos
por ano. Os animais domésticos, principalmente envolvidos na pecuaria, caes e gatos
e 0s animais selvagens, como mamiferos e aves séo relatados frequentemente como
hospedeiros de Giardia (AKINKUOTO et al., 2019).

A forma infectante da Giardia sp. ocorre por meio da formacéo de cistos que sao
eliminados juntamente com as fezes sendo importante via de transmissao,
principalmente para cdes que possuem habito coprofagico (UITERWIJK et al., 2019).
A apresentacdo dos sinais clinicos varia de hospedeiro para hospedeiro de acordo
com fatores como, coinfeccdes, idade, sexo, predisposicdo genética, competéncia
imunoldgica, microbiota intestinal, estado nutricional e estresse, sendo que em muitos
casos a doenca permanece subclinica no individuo (CERTAD et al., 2017,
UITERWIJK et al., 2019).

Os animais e humanos podem abrigar formas zoonoéticas de Giardia sp., bem
como formas hospedeiro-especifica que sdo morfologicamente idénticas entre si,
sendo necessario uso de ferramentas mais sensiveis, como da biologia molecular,
para diferencia-las. Para isso, a realizacdo da Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) com suas ferramentas de genotipagem multilocus permitem a identificacéo das
formas infectantes nos hospedeiros para avaliar caracteristicas relacionadas aos
aspectos zoondticos ligados a giardiase (FENG; XIAO, 2011).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi identificar a frequéncia de Giardia sp.
em caes e caracterizar 0os genotipos dos isolados a fim de verificar a transmissao

interespécie e a relagao filogenética do parasito.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico
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O protozoario Giardia sp. foi visualizado pela primeira vez em 1681 por Antony van
Leeuwenhoek apds estudar suas proprias fezes diarreicas, por meio de um
microscépio, contudo ainda ndo era considerado como microrganismo patolégico. Em
1859, Wilhelm Duszan Lambl forneceu as primeiras figuras do protozoario, nomeando-
os Cercomonas intestinalis. O género ganhou o nome de Giardia pela primeira vez
por Kunstler em 1882 apos a visualizagdo do microrganismo em intestinos de girinos.
Em 1888, Blanchard sugeriu o0 nome de Lamblia intestinalis que, em 1902, Stiles
mudou para G. duodenalis. Posteriormente, Kofoid e Christiansen propuseram 0s
nomes G. lamblia em 1915 e G. enterica em 1920 (ADAM, 2001).

Em seguida, iniciaram as discussdes acerca da classificacdo das espécies, pois
alguns autores acreditavam que deveria ser baseada na morfologia e outros na teoria
espécie-especifica. Contudo, encontraram mais de 40 espécies de Giardia em
diferentes hospedeiros e, entdo, passaram a acreditar que poderia haver transmissao
entre as espécies de animais (ADAM, 2001).

Em 1952, Filice publicou um estudo morfolégico detalhado sobre Giardia e, entéo,
prop0s trés nomes distintos de acordo com as caracteristicas do corpo mediano: G.
duodenalis, G. muris e G. agilis. A partir de 1970, o nome G. lamblia foi aceito
mundialmente, porém, em 1980, alguns autores utilizavam G. duodenalis e nos anos
90 G. intestinalis (ADAM, 2001).

2.2Taxonomia

A taxonomia da Giardia sofre constantes modificac6es. De acordo com o Systema

Naturae 2000 ([http://taxonomicon.taxonomy.nl/] acessado em 29/10/19) este

protozoario pertence ao Filo Metamonada, Classe Eopharyngea, Ordem
Diplomonadida e Familia Giardiidae.

As espécies G. duodenalis, G. lamblia e G. intestinalis sdo atualmente usados
como sindbnimos, sendo G. duodenalis a nomenclatura mais utilizada na literatura
atual. Este protozoario é encontrado em mamiferos, como humanos, caes, gatos,
bovinos, suinos, ovinos e equinos (THOMPSON, 2004).

De acordo com os estudos de Filice em 1952, G. agilis € parasito de anfibios com
trofozoitos longos, estreitos e com o corpo mediano em forma de bastdo; G. muris
ocorre em roedores e aves e possui dois corpos medianos pequenos situados no

centro; e G. duodenalis acomete grande variedade de mamiferos, incluindo homens,


http://taxonomicon.taxonomy.nl/
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cées e coelhos. Apresenta corpo mediano em forma de garra e trofozoito no formato
de pera (ADAM, 2001).

Em 1987, Erlandsen e Bemrick identificaram outra espécie no intestino de
periquito por microscopia eletrénica semelhante a G. duodenalis, porém néo
apresentava flange ventro-dorsal. Assim, foi denominada G. psittaci, parasito de
passaros, principalmente periquitos.

Em 1990, Erlandsen et al. identificaram trofozoitos na garca azul (Ardea
herodias) de formato arredondado com corpo piriforme, disco ventral com entalhe
proeminente e um anico flagelo caudal rudimentar, corpo mediano oval em forma de
garra. Foi, entdo, denominada G. ardeae.

Em 1998, van Keulen et al. realizaram amplificacdo do gene da subunidade
ribossémica de RNA dos trofozoitos de ratos pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Com o estudo molecular, concluiram que os roedores sdo parasitados por uma

espécie distinta a qual chamaram de G. microti.

2.2.1 Genotipos de Giardia

Giardia duodenalis é o Unico parasito que infecta os humanos, mas também é
encontrada em diversos mamiferos (FENG; XIAO, 2011). Estudos mostraram que esta
espécie deve ser considerada como um complexo de espécies que apresenta pouca
variacao morfoldgica e sao divididos em grupos geneticamente distintos denominados
Assemblages (A, B, C, D, E, F e G). Recentemente, foi identificado um assemblage,
denominado H, encontrado em mamiferos marinhos, mas o nome da espécie ainda
nao foi proposto (LASEK-NESSELQUIST et al., 2010). Ja para o assemblage A, foi
proposto o nome G. duodenalis; para o B, G. enterica; para os assemblages C e D, G.
canis; para o assemblage E, G. bovis; para o assemblage F, G. cati; e para o
assemblage G, G. simondi (Tabela 1) (THOMPSON; MONIS, 2012). A presenca de
novos assemblages sugere que este parasito apresenta maior nimero de hospedeiros
e de diversidade genética que se acreditava (LASEK-NESSELQUIST et al., 2010).

Os humanos sédo acometidos pelos assemblages A e B, sendo o B mais
prevalente (CACCIO; RYAN, 2008). Monis et al. (2003) identificaram sub-
assemblages geneticamente diferentes que foram chamados A-lI e A-1l encontrados
em humanos e sub-assemblages B-Ill e B-IV também em humanos.

Os animais podem abrigar protozoarios espécie-especificos ou zoonagticos que

sdo morfologicamente idénticos e, somente, ferramentas sensiveis podem rastrear a
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transmissao (RYAN; CACCIO, 2013). Nos cées a maioria dos estudos identificaram
assemblages C e D, porém A e B ja foram encontrados nesta espécie (LEBBAD et al.,
2010; XU et al., 2016). Em caes domésticos, a infeccao por espécies especificas é
menor e a chance de encontrar espécies zoongticas é maior, como mostra o estudo
de Covacin et al. (2011). Neste, encontraram 28% e 41% de assemblage A e B,
respectivamente, e 15% e 16% de assemblages C e D, respectivamente, em cées.
Contudo, estudos em S&o Paulo e Minas Gerais identificaram maior prevaléncia de
assemblage C nos cées (FAVA et al., 2016; SOUZA et al., 2007). O assemblage D foi
mais encontrado também no Brasil no estudo de Souza et al. (2007) e no estudo de
Rodrigues (2013). Contudo, na América do Sul ja foi identificado assemblages A e B
nas fezes de caes (BALLWEBER et al., 2010).

Tabela 1: Espécies de Giardia e sua relagdo com assemblages identificados em mamiferos.

Espécie Assemblage Hospedeiro

G. duodenalis A Humanos e outros primatas, caes,
gatos, animais ungulados, roedores

e mamiferos silvestres

G. enterica B Humanos e outros primatas, caes,

gatos e alguns mamiferos silvestres

G. canis C/D Cées e outros canideos
G. bovis E Animais ungulados
G. cati F Gato
G. simondi G Ratos
G. muris - Roedores
G. microti - Roedores
G. peramelids H Marsupial australiano (Isodon

obesulus)
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G. cricetidarum
Hamster (Phodopus sungorus)

Thompson; Ash, 2019.

Zhong et al. (2018) identificaram os genoétipos E17 e E18 com o beta-giardin,
porém a genotipagem multilocus com o0s genes beta-giardin, tpi e gdh revelou a
existéncia de trés novos gendtipos (E1, E2 e E3) e considerou a possibilidade da
existéncia da transmissdo zoondtica. Além disso, pelo assemblage E ter sido
encontrado em ovelhas, bovinos e suinos, a transmissao entre espécies também pode
ser considerada fator de risco (ZHONG et al., 2018). Em 2016, na periferia no Rio de
Janeiro, Fantinatti et al. identificaram assemblage E em amostras de fezes de criancas
identificando nova rota de transmissdo de giardiase e a preocupacdo com ciclo

antropozoondtico.

Em outro estudo, BRYNILDSRUD et al. (2018) identificaram os isolados A, B e
E em primatas ndo humanos através de sequéncias dos genes bg, tpi, gdh e SSU
rRNA. Da mesma maneira, na Nigéria, Akinkuoto et al. (2019), com a genotipagem
multilocus, com o0s quatro genes anteriores, identificaram a ocorréncia dos

assemblages A, B e E em suinos.

A presenca do assemblage F, anteriormente chamada de G. cati, era relatada
somente em gatos sugerindo que nao havia risco para os seres humanos (MONIS et
al., 1999). Contudo, Pipikova et al. (2018), identificaram o primeiro caso deste
assemblage em criancas que viviam em precarias condi¢cdes socioeconbémicas no

continente Europeu evidenciando a transmissdo antropozoonotica.

Diante da existéncia de duas linhas de pensamento sobre a nomenclatura da
Giardia, espécie-especifica ou G. duodenalis e seus assemblages, os estudos
seguem adotando nomenclatura que aborda ambas classificacbes denominando
espécies para as assemblages encontradas (THOMPSON E MONIS, 2012).

2.3Ciclo Biolégico
No ciclo biolégico da G. duodenalis, os trofozoitos sdo as formas ativas no

hospedeiro, e os cistos as formas infectantes. Os cistos, formas de resisténcia, Sao o

estagio de transmissdo mais importante no ciclo, pois possuem a capacidade de
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infectar o hospedeiro podendo viver por meses no ambiente quando em condicfes de
temperatura e umidade favoraveis. Os cistos podem promover focos de contaminacao
no ambiente e sustentam a forma de transmissao fecal-oral em aglomerados, como
creches e criadouros (COLLI et al., 2015; THOMPSON E MONIS, 2012).

Os trofozoitos estéo ligados a forma adulta que ocorre ap0s o excistamento. Na
giardiase, ap0s a ingestéo dos cistos, o excistamento inicia pela acdo do pH gastrico.
Dessa maneira, 0s trofozoitos que saem dos cistos colonizam o duodeno e jejuno se
ligando a mucosa intestinal para multiplicacao através do disco ventral (THOMPSON
E MONIS, 2012).

A transmissado ocorre pela ingestdo dos cistos por contato direto, via fecal-oral
ou por ingestdo de 4gua e alimentos contaminados. E pode ocorrer entre pessoas,
entre animais, de animal para humano ou humano para animal, pela agua ou por
alimentos contaminados pela agua ou pelos manipuladores de alimentos (PLUTZER
et al., 2010). Quanto a reproducédo deste parasito, antigamente acreditava-se que era
assexuada, porém apés estudos moleculares identificarem genes ligados a meiose,
acredita-se que haja reproducao sexuada (THOMPSON E MONIS, 2012).

2.4Epidemiologia

Com grande numero de criancas que vivem em creches e individuos
imunocomprometidos sendo acometidos por giardiase, considera-se a giardiase uma
doenca re-emergente, devido ao aumento da frequéncia de infeccéo e de surtos. Ela
€ considerada uma doenca predominantemente associada a paises em
desenvolvimento (JUNIOR, 2015).

Bouzid et al. (2015) reuniram estudos do mundo todo acerca da prevaléncia da
infeccdo por G. duodenalis em caes e gatos e encontraram ocorréncia em 15,2% dos
caes. No entanto, de acordo com o estudo, a idade, sintomatologia clinica, o local do
estudo e a técnica de deteccao utilizada podem afetar os resultados de prevaléncia.

Torres-Chablé et al. (2015) estudaram a prevaléncia de parasitos
gastrointestinais de caes domiciliados no México e apenas 1% apresentou G.
duodenalis nas amostras fecais. Fatores como sexo, raga e idade n&o apresentaram
relacdo significativa com a prevaléncia deste estudo. Ja no Vietnd, a prevaléncia de
cdes acometidos por G. duodenalis e diagnosticados por meio da microscopia

eletrbnica foi de 8,6%, sendo similar a prevaléncia na China e Tailandia (NGUYEN et
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al., 2018). Neste mesmo estudo, a prevaléncia dos cées afetados diminuiu de acordo
com o aumento da idade e foi maior em fémeas. Contudo, a raca ndo apresentou
influéncia significativa nos resultados.

No Brasil, Silva e Araudjo (2013) encontraram prevaléncia de 18,5% de G.
duodenalis em caes domiciliados em Porto Alegre — RS. Neste estudo, comparou-se
populacdes de cdes de rua com cées de tutores, mas ndo houve diferenca estatistica
guanto a origem ou género, apenas os filhotes foram mais acometidos gerando
prevaléncia significativamente maior que em adultos. Outro fator foi a condigao
sanitaria em que o0s cdes viviam que apresentou correlacdo significativa ao
parasitismo de Giardia. Dessa forma, pode-se inferir que ha a necessidade de boas
praticas sanitarias e de higiene para minimizar a contaminagdo ambiental que deve
ser aliada ao tratamento medicamentoso no paciente.

Em Cuiaba, Alves et al. (2013) avaliaram a ocorréncia de parasitos em hortalicas
comercializadas em supermercados e concluiu que 66,7% das amostras estavam
contaminadas por helmintos e/ou protozoérios. Os cistos de G. duodenalis foram
encontrados 0 que demonstrou que dejetos humanos ou de animais podem ter sido
usados para adubacao. Além disso, os cistos sdo formas que ficam alojadas no solo,
muito resistentes a condicdo ambiental e ndo requererem hospedeiro intermediario
para infectar outro hospedeiro (ALVES et al., 2013).

Em 2018, Rosales e Malheiros, estudaram a contaminacdo ambiental por
enteroparasitos em fezes de cdes no municipio de Caceres. G. duodenalis foi o
parasito mais prevalente, com 18,33%, evidenciando um problema de saude publica
uma vez que o ser humano pode se infectar ao ingerir cistos junto a agua ou ao
alimento (ROSALES E MALHEIRQOS, 2018).

2.5Caracteristicas clinicas

Os mecanismos patogénicos da giardiase ndo estdo totalmente elucidados,
porém € de conhecimento a existéncia de fatores ligados ao protozoario e ao
hospedeiro. Com relacdo ao protozoério, pode-se citar a adeséo celular, quebra da
barreira celular, apoptose e a carga infectante. Os mecanismos de adesao celular
estdo ligados ao fator de viruléncia deste protozoario que se liga fortemente aos
enterocitos para que nao seja eliminado pelos movimentos de peristaltismo. Além

disso, a quebra da barreira celular e a perda das microvilosidades aumentam a
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permeabilidade intestinal promovendo diarreia. O processo de apoptose dos
enterocitos foi identificado em experimentos in vitro e em pacientes com giardiase
cronica. Como consequéncia, ocorrem, também, a quebra da barreira celular
alterando a absorcao de nutrientes e eletrdlitos culminando em ma absorgéo intestinal.
Por fim, a carga infectante deve ser considerada. No caso da G. duodenalis, apenas
10 cistos séo suficientes para causar infeccdo em populacdes saudaveis (CERTAD et
al., 2017).

Os fatores ligados aos hospedeiros compreendem o estado imunoldgico e a
microbiota intestinal. Geralmente, os sinais clinicos ocorrem em individuos com o
sistema imunolégico imaturo que foram expostos primariamente ao parasito. Quanto
a microbiota, estudos sugerem que a disbiose associada a penetracdo bacteriana e
inflamacé@o da mucosa podem contribuir para disturbios intestinais (CERTAD et al.,
2017).

Os fatores de risco associados a giardiase em cées encontrados no estudo de
Nguyen et al. (2018) foram idade, género e a origem do animal (pet shops ou criacéo
doméstica). Outros fatores como, localizacéo, raca, estado clinico, esterilizacdo ou
condi¢cBes do ambiente ndo foram correlacionadas com a infec¢cdo. Contudo, existem
estudos que ndo consideram a idade como fator determinante (BOUZID et al., 2015;
XU et al., 2016).

A infeccdo por Giardia sp. raramente promove sinais clinicos nos caes e gatos.
A diarreia persistente é o sinal clinico mais comum, mas reducdo do ganho de peso,
emagrecimento, fezes pastosas, esteatorréia, irritabilidade, nauseas, vomitos,
constipacdo, dores abdominais e desidratacdo podem ocorrer (FAUBERT, 2000).
Contudo, acredita-se que em 60% dos casos, a giardiase seja assintomatica e,
quando sintomética, geralmente, estd associada a situacdes de superlotacdo em canis
ou gatis sendo um fator estressante que pode exacerbar os efeitos da infeccdo (FENG;
XIAO, 2011; THOMPSON, 2004).

Geralmente, individuos com sistema imunoldgico competente apresentam a fase
aguda da giardiase leve e sao capazes de combater o parasito sozinhos. Contudo, a
fase aguda pode evoluir para a fase crbnica, mesmo em individuos saudaveis,
causando danos aos enterécitos, atrofia das vilosidades e hiperplasia das criptas
(FAUBERT, 2000).
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Como principais complicacdes da fase cronica podem ser citados a ma absorcéo
de gordura e vitaminas (A, K, D e E), ferro, xilose e lactose que prejudicam a saude,

principalmente, de criangas e adolescentes (FAUBERT, 2000).

2.6Diagnostico

O diagndstico clinico de giardiase é dificil de ser realizado uma vez que os sinais
clinicos séo inespecificos e semelhantes a outras doencas gastrointestinais (FENG;
XIAO, 2011).

Convencionalmente, o diagndstico € realizado pela visualizacdo microscopica
dos cistos em amostras de tecidos, fezes, efluentes no meio ambiente e/ou agua.
Trofozoitos moveis podem ser visualizados na microscopia de amostras fecais
frescas. O método convencional de diagnostico inclui a técnica de centrifugo-flutuacéo
em Sulfato de Zinco 33% (Faust et al., 1938), contudo a eliminacao intermitente e a
subjetividade da técnica favorecem o surgimento de resultados falso negativos. Para
melhorar a sensibilidade do teste, recomenda-se que sejam coletadas amostras
sucessivas por um periodo de uma a duas semanas devido a eliminacdo intermitente
dos cistos. Para diferenciacdo das espécies e de outros microrganismos, técnicas de
coloracdo sao utilizadas, como Giemsa, coloracdo tricrémica, com Lugol ou
Hematoxilina ferro de Weigert ou por microscopia eletrénica (KOEHLER et al., 2014).

Estudos com métodos imunoldgicos por microscopia de fluorescéncia revelaram
alta especificidade e sensibilidade para o diagnostico de cistos em esfregacos fecais
e amostras ambientais. Outro método existente € a deteccdo de antigenos nas
amostras fecais por meio do imunoensaio enzimatico (ELISA) e imunocromatografia
gue apresentam sensibilidade variando entre 26 a 100% e especificidade em torno de
79 a 100% (JOHNSTON et al., 2003).

Além disso, varios métodos genéticos estdo sendo desenvolvidos a fim de
caracterizar assemblages ou espécies diferentes, como Hibridizagcéo fluorescente in
situ (FISH) e Reacédo em Cadeia pela Polimerase (PCR). A realizacdo da PCR permite
0 uso de técnicas confidveis para o isolamento dos acidos nucléicos dos agentes
bioldgicos ou amostras ambientais (KOEHLER et al., 2014). Para genotipagem da G.
duodenalis, quando utilizado apenas um gene isolado, a relacdo filogenética
apresenta baixo desempenho, sendo recomendada a genotipagem multifocal
(BRYNILDSRUD et al., 2018).
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Existem alguns iniciadores comumente utilizados para a definicdo de
espécies/gendtipos e diferenciacdo de G. duodenalis em amostras de animais,
humanos e de 4gua. Dentre os mais estudados, sdo citados acido ribonucleico de
pequena subunidade ribossomal (SSU rRNA), glutamato desidrogenase (gdh),
triosefosfato isomerase (tpi) e beta-giardin que sao diferentes entre si, sendo gdh e tpi
os mais diferenciaveis (FENG E XIAO, 2011). A escolha do gene alvo é fundamental
para o sucesso da amplificacéo o que é refletido pelo padréo de substituicdo, uma vez
gue o gene beta-giardin apresenta pouca ou nenhuma substituicdo ao passo que tpi
e gdh toleram bem as substituicdes de aminoacidos. Os genes gdh e tpi sdo mais
utilizados por apresentaram taxas de amplificacdo maiores, contudo, devido a
amplificacdo de um unico gene néo fornecer informagdes suficientes sobre o isolado,
a literatura recomenda que sejam abordados pelo menos dois genes (FAVA et al.,
2016).

2.7 Tratamento

O principal objetivo do tratamento para giardiase em cdes e gatos € parar a
diarreia, um dos principais sinais clinicos. Em casos suspeitos de haver envolvimento
da bactéria Clostridium perfringens, o uso de metronidazol € indicado, principalmente,
por ter propriedade anti-inflamatéria (TANGTRONGSUP E SCORZA, 2010).

O tratamento para giardiase envolve uso de drogas extrapoladas da medicina
humana, como metronidazol, fembendazol, albendazol, pirantel, praziquantel e
febantel. Contudo, albendazol tem sido associado a supressao da medula 6ssea em
cées e gatos, sendo seu uso a longo prazo néo indicado. Existem recomendacdes
para o uso de metronidazol e fembendazol, outros recomendam apenas nos casos de
a monoterapia ndo promover a cura. Além disso, se houver indicios de infeccéo
concomitante por nematédeos e cestddeos, o uso de fembendazol ou a combinagéo
de pirantel, praziquantel e febantel € indicada (TANGTRONGSUP E SCORZA, 2010).

Além desses, outros medicamentos foram estudados devido as propriedades
giardicidas, como furazolidona, quinacrina e paramomicina, porém pela grande
guantidade de efeitos colaterais ndo sao utilizados na rotina (GARDNER et al., 2001).
Moron-Soto et al. (2017) estudaram a eficacia da nitazoxanida para o tratamento da
giardiase em cées e concluiram que essa droga promove a reducdo na excrecado dos

cistos nas fezes, sendo altamente eficaz e bem tolerada pelos animais.
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A inclusédo de fibras na dieta pode ajudar a controlar os sinais clinicos da
giardiase por ajudar com o crescimento bacteriano ou inibir a agressdo as
microvilosidades intestinais. Alguns estudos concluiram que o uso de silimarina
associado ao metronidazol possibilitou resposta clinica superior quando comparado
aos animais tratados com metronidazol (TANGTRONGSUP E SCORZA, 2010).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimento Etico

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais
da Universidade Federal do Mato Grosso (CEUA-UFMT) sob o protocolo
23108.170944/2016-16.

3.2Coleta de amostras

A coleta de amostras ocorreu no periodo de janeiro de 2016 a dezembro de
2017 dos céaes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal do Mato
Grosso (HOVET-UFMT). Os tutores foram responsaveis por assinar o termo de
autorizacdo e informacdes sobre alimentagcédo, presenca ou auséncia de diarreia,
namero de contactantes no domicilio, raca, idade e género foram coletadas dos 147
cdes domésticos estudados. A definicho da amostragem foi baseada na taxa de
prevaléncia de 6% do total de 3200 caes atendidos no ano de 2015 no HOVET-UFMT.

Para a coleta, os tutores receberam recipiente plastico para armazenamento e
foram instruidos a armazenarem as fezes por, no maximo, 24 horas em geladeira e
encaminhar para o HOVET-UFMT onde foi realizado o teste coproparasitolégico pela

técnica de Faust.

3.3Técnica de Faust (FAUST et al.,1938)

Para o teste de centrifugo-flutuagédo pela técnica de Faust, uma aliquota de
fezes foi misturada em aproximadamente dez vezes seu volume em agua destilada,
filtrada com gaze para separar as particulas maiores e em seguida colocada em um

tubo de centrifugacao e, apos duas a trés centrifugacdes, adicionado sulfato de Zinco.
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Posteriormente, foi preparado uma lamina para cada amostra e adicionado o corante
lugol para visualizacdo no microscépio 6ptico em busca de cistos do protozoario. As
amostras de fezes positivas foram submetidas a Técnica de Willis (WILLIS, 1921) e
armazenadas com cloreto de sodio sob refrigeragcdo a -20°C até o momento da

extracdo do DNA.

3.4Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA, realizada com o kit NucleoSpin Tissue (Macherey-
Nagel®, foram utilizados 200uL ou 250mg de fezes acrescidas de cloreto de sddio dos
cdes que apresentaram visibilizacdo dos cistos de G. duodenalis na técnica de Faust.
As amostras suspendidas em solucdo de cloreto de sodio passaram por ciclos de
lavagem com solugdo TE pH=8,0 (600 pyL de Tris 1M pH=8; 100 uL de EDTA 0,5M
pH=8; 49,40 mL de agua Milli-Q). Foi adicionado 1 mL da solu¢cdo TE pH=8,0 a
aliquota da amostra e centrifugado a 8000g por cinco minutos. Esse processo foi
repetido quatro vezes para cada amostra (MARTINS, 2010).

ApoOs lavagem com tampdo TE, as amostras passaram por ciclos de
congelamento e descongelamento. Para o congelamento, as amostras foram imersas
em nitrogénio liquido por um minuto e para o descongelamento, foram colocadas em
banho-maria a 65°C por trés minutos (MARTINS, 2010). Em seguida, deu-se
continuidade com o protocolo do fabricante. O produto da extracao foi mantido a -20°C

até a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR).

3.5 Reagdo em Cadeia pela Polimerase

Para identificacdo dos genotipos de G. duodenalis foram utilizados os primers tpi
e gdh. Foram utilizados agua livre de nuclease e DNA de G. duodenalis (MT123294)
obtidos de cé&es naturalmente infectados para controle negativo e positivo,
respectivamente.

3.5.1 Amplificacéo do gene tpi

Para amplificacdo do fragmento tpi, foi realizado Nested PCR que,

primariamente, amplificou um produto de 605 pb. A reacao foi composta por 5 uL de
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DNTP 1mM, 2,5 puL de Tampao, 1,75 pyL de MgClI2-, 1 uL dos primers (10 pmol/L), 1,3
ML de DMSO, 0,2 pL da Taq Platinum (Invitrogen®), 11,25 pL de agua Milli-Q e 2 pL
de DNA para um volume final de 25 uL. A reac¢ao no termociclador compreendeu 35
ciclos de 942C por 45 segundos, 53°C por 45 segundos e 72°C por 60 segundos com
aguecimento inicial de 94°C por cinco minutos seguido de uma extenséo final de 72°C
por 10 minutos. Secundariamente, o fragmento de 530 pb foi amplificado usando 0,5
ML da primeira reac&o. As condigdes para a segunda reagao foram iguais a primeira
(SULAIMAN et al., 2003). Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese

em gel de agarose a 1,5% e visualizados no transiluminador ChemiDoc®.

3.5.2 Amplificagao do gene gdh

O protocolo para o gene gdh foi realizado de acordo com Martins (2010) pela
PCR e seminested-PCR com primers descritos por Souza et al. (2007). A reacao
priméria consistiu em amplificar 890pb com a reagdo composta por 5 uyL do DNTP
1mM, 2,5 uL do Tampéo, 1,25 uL de BSA (20mg/mL), 1,25 yL de DMSO, 1,5 uL de
MgCl2-, 0,5 pL dos primers (10pmol/L), 0,2 uL da Taq Platinum (Invitrogen®), 5,8 uL
de agua Milli-Q e 7 yL de DNA totalizando volume final de 25 pL. Para amplificar um
segmento menor de 659 pb, foi realizada uma segunda ampliacédo (seminested-PCR)
composta por 25 pL de volume final, porém com 4 pyL de DNA da primeira reacdo. Os
parametros da reacdo no termociclador compreendeu 38 ciclos de 94°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 120 segundos com aguecimento inicial
de 94°C por trés minutos seguido de extensao final a 72°C por cinco minutos. Os
produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e

visualizados no transiluminador ChemiDoc®.

Tabela 2: Genes utilizados para genotipificacdo de Giardia duodenalis.

A Pares
Gene Sequéncia de Base
Tpi 5-AAATIATGCCTGCTCGTCG-3’ e 605pb

(SULAIMAN et al. 5-CAAACCTTITCCGCAAACC-3
2003) 5-CCCTTCATCGGIGGTAACTT-3 e 530pb
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5-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3

5-AAYGAGGTYATGCGCTTCTGCCA-3'e 890pb
Gdh 5-GATGTTYGCRCCCATCTGRTAGTTC-3'
(MARTINS, 2010)  5-ACTTCCTBGAGGAGATGTGCAAGGA-3’ 659pb

5-GATGTTYGCRCCCATCTGRTAGTTC-3

3.6 Sequenciamento

As amostras com amplificacdo de DNA de G. duodenalis foram purificadas
utilizando o Kit GFX™ PCR DNA Purification Kit & Gel Band (GE Healthcare®) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida, foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1,5 % e visualizados no transiluminador para
quantificacdo de DNA.

As amostras positivas foram sequenciadas pelo sequenciador automatico ABI-
PRISM 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems) e, posteriormente, analisadas

pelo programa BLAST NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

3.7. Andlise Estatistica:

Os dados das amostras dos cdes foram analisados pelo teste ndo pareado Qui-
quadrado ou Exato de Fischer para sexo, raca, idade, presenca de diarreia, dieta e
contactantes em relacédo a frequéncia de parasitismo por G. duodenalis, utilizando o
software Epi Info® versao 7.2., considerando nivel de significancia de 5%.

O método Neighbor-Jhoining foi utilizado para a construcdo da arvore
filogenética com as sequéncias do gene tpi e gdh concatenadas apés alinhamento
pelo método Muscle por meio do programa MEGAX (verséo 10.1.7).

4 RESULTADOS

4.1 Técnica de Faust

Todas as 147 amostras foram submetidas a triagem em busca da visualizacéo

de cistos de G. duodenalis pela técnica de Faust. Por meio deste exame, além da G.
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duodenalis foi possivel identificar outros parasitos intestinais, como Ancylostoma sp.,
Trichuris sp., Entamoeba sp., Cystoisospora sp. e Toxocara sp. sendo a frequéncia
relacionada na Tabela 3. Dentre as amostras coletadas, 26 (17,68%) caes estavam
acometidos por algum parasito. Deste nimero, 12 (46%) foram fémeas e 14 (54%)
machos. Quanto a idade dos cées parasitados, 13 (50%) foram filhotes e 13 (50%)
adultos. Os caes com raca definida (CRD) foram mais acometidos com 15 animais
(57,7%).

Tabela 3: Distribuicao dos principais parasitos intestinais encontrados por meio da técnica de
Faust (Faust et al., 1938) em caes atendidos em Hospital Veterinario, Cuiaba, Mato Grosso,
nos anos de 2016 e 2017.

Grupo Espécie Frequéncia

Ancylostoma sp. 7 (27%)

Nematoides Toxocara sp. 1 (4%)

Trichuris sp. 2 (8%)
G. duodenalis sp. 10 (38%)

Protozoarios

Cystoisospora sp. 4 (15%)

Entamoeba sp. 2 (8%)

Dentre os dez caes acometidos por G. duodenalis, 7 (70%) foram filhotes e 3
(30%) adultos (p=0,81). Com relacédo a raca, 5 (50%) eram sem raca definida (SRD),
2 (20%) cées da raga American Bully, 1 (10%) Dalmata, 1 (10%) Rottweiler e 1 (10%)
Cocker Spaniel (p=0,89). E quanto ao sexo, 60% foram fémeas e 40% machos
(p=0,97) (Tabela 3). Com relacédo a dieta destes animais, 8 (80%) dos caes eram
alimentados por dieta comercial e 2 (20%) com dieta caseira (p=0,52). Os animais
foram divididos em dois grupos com relacdo a presenca ou auséncia de caes
contactantes, em que 7 (70%) dos animais residiam com outro(s) caes e somente 3
(30%) eram unicos na casa (p=0,04), sendo, entédo, a convivéncia com outros caes no

mesmo domicilio significativa (Tabela 4).
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Tabela 4: Frequéncia de Giardia duodenalis quanto ao sexo, idade, raca, diarreia, dieta e
contactantes em cées atendidos em Hospital Veterinario, Cuiaba, Mato Grosso nos anos de
2016 e 2017.

Variaveis

Frequéncia Valor de p
Macho 4 (40%)
Sexo 097
Fémea 6 (60%)
Filhote 6 (60%)
ldade 0.81
SRD 5 (50%)
Raca 0,89
CRD 5 (50%)
Diarreia Sim 4 (40%)
0,89
Nao 6 (60%)
Dieta Comercial 8 (80%)
0,52
Caseira 2(20%)
Contactantes Nenhum 3 (30%)
0,04*
> 1 animal 7 (70%)

*<0,05

4.2 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

4.2.1 Amplificacédo e sequenciamento do gene tpi:

Das dez amostras fecais de cdes com cistos visualizados na microscopia,
somente trés isolados amplificaram no gene tpi (CUIABA20, CUIABA164,
CUIABAL165). As amostras sequenciadas foram depositadas no GenBank (MT123294,
MT123295 e MT123296). As sequencias obtidas foram comparadas com outras
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sequéncias do GenBank, por meio da plataforma Blast, e apresentaram identidade de
100% com Assemblage C (LC437553.1 e MN270282.1).

4.3.2 Amplificacéo e sequenciamento do gene gdh:

Dentre as 10 amostras de caninos domésticos positivas na microscopia,
somente o isolado CUIABA165 amplificou no gene gdh. A amostra foi depositada no
GenBank, porém néao foi liberado o nimero de acesso. Ap0s 0 sequenciamento e
andlise pelo programa Blast, a amostra apresentou identidade 100% com assemblage
A (GenBank LC507405.1).

4.3 Genotipagem Multilocus

Somente o isolado CUIABA165 amplificou nos dois genes analisados. A fim de
determinar a relagdo genética do isolado, foi realizada analise filogenética por meio
de dados concatenados das sequéncias dos genes tpi e gdh (Figura 1). As sequéncias
de isolados depositados no GenBank com os assemblages especificados foram
utilizadas para a construcéo da arvore filogenética (A - LC507554.1 e LC507405.1; B
- LC507547.1 e LC507394.1; C - LC437503.1 e LC437380.1; D - LC437578.1 e
LC437387.1; E - KY655482.1 e KY655480.1; F - KF993726.1 e KF993735.1). O
isolado deste estudo permaneceu ho mesmo clado da G. duodenalis identificada como

assemblage C.

Figura 1: A arvore filogenética foi construida utilizando dados concatenados dos genes tpi e
gdh pela analise do tipo Neighbor-Joining. Os valores de bootstraps acima de 50% séao

mostrados na figura.
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o1 Assemblage A

54 Assemblage F

Assemblage E

Assemblage D
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Assemblage B

Assemblage C

73

CUIABA165

5 DISCUSSAO

A frequéncia da infecgéo de G. duodenalis encontrada nos cées neste estudo
foi de 6,80%, sendo menor que a prevaléncia de 27,33% encontrada em Campo
Grande, MS (MARQUES E BORGES, 2014) e maior que a prevaléncia de 1,60%
encontrada nos cdes de Goiania, GO (ALVES et al., 2005). Todos os cées avaliados
neste estudo eram domiciliados, diferentemente do estudado em MS onde eram
provenientes de canis, centro de controle de zoonoses (CCZ) ou residéncias. Além
disso, os cées de canis apresentaram maior prevaléncia quando comparado entre 0s
trés grupos o que pode ter contribuido para 0 aumento da taxa. Em GO, G. duodenalis
foi encontrado apenas em cdes domiciliares mostrando a baixa prevaléncia neste
grupo.

Apesar das trés cidades estarem situadas na regido Centro-Oeste, outros
fatores contribuem para a prevaléncia da infec¢cdo, como tipo de ambiente em que os
animais vivem e a presenca de aglomerado populacional. Além disso, a quantidade e
qualidade do material patogénico presente na amostra fecal é relevante quando
realizados testes moleculares, pois a sensibilidade do teste depende da abundancia
génica presente na amostra (BOUZID et al., 2015).

Quando avaliado a taxa de cées infectados com parasitos nematoides e
protozoarios, 26 (17,68%) caes foram positivos no exame coproparasitolégico.

Contudo, ndo houve neste estudo coinfeccdo entre Giardia e outros parasitos.
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Rodrigues (2013) encontrou taxa de 17,5% para coinfec¢do de Giardia com helmintos
ou outros protozoarios em cées recolhidos ao centro de zoonoses, sendo divergente
do que encontrado neste trabalho. Este resultado pode ser explicado pelo tipo de
populacao estudada, uma vez que, os caes estudados eram domiciliados e que tinham
pouco ou henhum contato com aglomerados populacionais.

Neste estudo, G. duodenalis foi mais prevalente, seguido de Ancylostoma sp. Da
mesma maneira, Lopez-Arias et al. (2019) encontraram maior prevaléncia na cidade
de Medellin, Coldmbia, onde cées e gatos apresentaram maiores taxas de infeccao
por Giardia e, os caes, também apresentaram Ancylostoma sp. como segundo
parasito mais prevalente.

O presente estudo ndo obteve diferenca significativa quanto a idade, género e
raca dos cées infectados. O mesmo resultado foi encontrado por Marques e Borges
(2014) e Rodrigues (2013), apesar de alguns estudos afirmarem que cées filhotes
apresentam maior predisposi¢ao pela imunossupressao e por terem habitos de levar
objetos a boca (BOUZID et al., 2015; THOMPSON E ASH, 2016).

Além disso, Li et al. (2019) encontraram cadelas sendo mais acometidas que
0os cdes, sendo fator de risco para ocorréncia de giardiase. Quanto a céaes
domiciliados, o estudo revelou que estes cdes eram mais susceptiveis, pois 0s donos
tinham héabito de passeio com 0s animais em parques e areas urbanas onde solos e
outros animais contaminados poderiam estar presentes (LI et al., 2019). O estudo de
Rodrigues (2013) também néo encontrou diferenca significativa quanto a raca sendo
semelhante a este estudo. A taxa de positividade com a existéncia de diarreia nao foi
considerada fator de risco evidenciando que grande parte das infeccbes sao
assintomaticas e que os portadores eliminam cistos que contaminam o ambiente e
infectam outros animais (THOMPSON, 2000).

Em relacéo a ndo associacdo da dieta como fator de risco, pode-se inferir que,
por serem cdes domiciliados, a chance de haver alimentos contaminados por cistos é
pequena quando comparada aos cdes que vivem soltos nas vias publicas
(RODRIGUES, 2013). O convivio com outros cdes no mesmo domicilio foi significativa
para a ocorréncia de giardiase neste estudo, diferentemente, da encontrada por Silva
e Araujo (2013) em que as duas populagdes tiveram prevaléncias semelhantes.

O parasitismo por G. duodenalis em diversas espécies animais tem sido
estudada por muitos paises, como China, Etiépia, Cuba, Japéo, entre outros (IIJIMA
et al.,2018; PUEBLA et al., 2017; WEGAYEHU et al., 2016; WANG et al., 2018; XIAO
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et al.,, 2018; ZHONG et al., 2018). No Brasil, somente os estados Parana, Santa
Catarina, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais realizaram estudos sobre a
infeccdo e realizaram a genotipificacdo baseados na genotipagem multilocus
(AUSTRIACO-TEIXEIRA et al., 2019; CARVALHO et al., 2006; FAVA et al., 2016;
MARQUES E BORGES, 2014; SOUZA et al, 2007; RODRIGUES, 2013). No estado
de Mato Grosso, assim como na regido Centro Oeste, ainda ndo houve caracterizacao
dos gendtipos de G. duodenalis nos animais infectados sendo este o primeiro estudo.

A analise fecal pela microscopia € considerada o teste padrdo ouro para o
diagnoéstico da giardiase, porém a sensibilidade depende do numero de amostras
fecais examinadas e a técnica de concentracao utilizada. Ja a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) possui sensibilidade variando de 90 a 98% e vem sendo
considerado mais sensivel que a microscopia (SOARES E TASCA, 2016). Neste
estudo, somente 30% dos caes foram positivos em ambos os exames o que pode ser
decorrente das substancias inibidoras presente nas fezes, baixo nUmero de cistos nas
fezes, pequena quantidade de DNA alvo nas amostras e do tempo decorrido entre o
diagndstico a microscopia e os estudos moleculares gerando resultado falso negativo
(RODRIGUES, 2013).

Alguns estudos relataram que a PCR é mais sensivel para o diagndstico de G.
duodenalis quando comparado a microscopia (LI et al., 2019). Porém, neste, somente
as amostras positivas de caes foram submetidas a extracdo e amplificacdo génica o
gue impossibilita as inferéncias acerca da sensibilidade dos testes.

Alguns autores atribuem o gene gdh com maior sucesso na amplificacéo,
contudo ndo existe consenso sobre qual dos genes utilizados é mais eficiente
(LEBBAD et al., 2010). Neste estudo, o gene tpi foi mais eficaz, semelhante ao
resultado encontrado por Fava et al. (2016).

A analise concatenada das sequéncias evidenciou que 0 gene tpi apresentou
maior sensibilidade ao classificar o assemblage das espécies de Giardia. Tal fato pode
ser explicado pela infeccéo de gendtipos mistos ou devido a heterozigose presente na
sequéncia do gene gdh (BRYNILDSRUD et al., 2018; CACCIO; RYAN, 2008; WANG
et al., 2018). Estima-se que locus diferentes de um mesmo isolado, tem discrepancia
na identificacdo dos assemblage em 15% dos casos devido a estes fatores (FENG;
XIAO, 2011). Essa discrepancia tem implicacdes importantes em estudos moleculares
que utilizam apenas um gene para classificar os assemblages dos isolados
(BRYNILDSRUD et al., 2018; WANG et al., 2018).
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A identificacdo dos assemblages C em caes desse estudo foi semelhante a
pesquisas realizadas com populagdes caninas (COLLI et al., 2015; SOUZA et al.,
2007). Apesar de ja ter sido relatado em amostras humanas, o assemblage C é
comum apenas em caes, gatos, coiotes e lobos, sendo incomum em fezes de outras
espécies uma vez que nao tem potencial zoondtico (DURIGAN et al., 2014).
Anteriormente, a maioria dos assemblages encontrados em caes era do tipo D,
contudo o assemblage C foi mais frequente em estudos recentes dos estados de S&o
Paulo e Minas Gerais (FAVA et al. 2016; RODRIGUES, 2013; SOUZA et al., 2007).

Apesar dos assemblages C e D ocorrerem mais nos caes, os assemblages A e
B, comuns ao homem, ja foram detectados nas fezes de cdes em diferentes
continentes, inclusive América do Sul, no Rio de Janeiro, evidenciando a ocorréncia
de ciclos antropozoonoéticos (BALLWEBER et al., 2010; FANTINATTI et al.,2016).
Para Thompson e Monis (2004) assim como Paz e Silva et al. (2012), a infeccao pelos
assemblages C e D ocorre em decorréncia da transmissao espécie-especifica.

No Brasil, apesar de existirem estudos com genotipagem multilocus de G.
duodenalis, a epidemiologia dos assemblages em animais domésticos, nao foi
determinada, uma vez que, as pesquisas apresentam baixo niumero de amostras e
sdo escassas diante do territério brasileiro a ser explorado (AUSTRIACO-TEIXEIRA
et al., 2019).

6 CONCLUSAO

A frequéncia da infeccdo em caes por G. duodenalis foi de 6,80%. A idade, o
género, a raca, a dieta e a apresentacao de diarreia ndo foram fatores de risco para a
ocorréncia de giardiase em cédes. O convivio com outros cdes no domicilio aumentou
o risco da doenca. A identificacdo do assemblage C nas amostras dos caes estudados
permite inferir que a convivéncia com os cdes e seres humanos é segura, uma vez
que, as amostras ndo apresentam caracteristicas zoonoticas. A genotipagem
multilocus é o método mais confiavel para realizar a determinacédo dos assemblages
de G. duodenalis, uma vez que discrepéancias entre os locus de um mesmo isolado
podem ocorrer devido a infeccbes mistas e/ou heterozigose da espécie. Sugere-se
gue novos estudos sejam realizados com outros céaes e outros mamiferos de forma
gue seja possivel caracterizar os genotipos que ocorrem em diversas espécies de

animais do estado de Mato Grosso.
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APENDICE A - Frequency of Giardia duodenalis infection and its genetic
variability in dogs in Cuiaba, Midwest Brazil
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Abstract
Giardia duodenalis, a unicellular, eukaryotic, and flagellate protozoan, presents two
evolutionary forms in the life cycle, namely, trophozoites and cysts. It causes diarrhea in
humans, dogs, cats, rodents, and ungulates. Despite being morphologically similar, the isolates
of G. duodenalis are genetically diverse, affecting the stability and unanimity of taxonomic
classification. Currently, multilocus genotyping has been used for the molecular identification
of G. duodenalis. To determine the frequency of G. duodenalis infection in domiciled dogs in
Cuiaba Municipality (State of Mato Grosso, Midwestern Brazil) and characterize its genetic

variability, fecal samples were collected from 147 dogs. Overall, 6.8% (10/147) of the samples
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presented cysts of G. duodenalis, and sequencing and genotypic characterization using tpi and
gdh revealed assemblages C.

Keywords: molecular characterization; multilocus genotyping; waterbone

Introduction

Giardia duodenalis (syns. Giardia intestinalis and Giardia lamblia) is a unicellular,
eukaryotic, and flagellate protozoan. It causes acute or chronic diarrhea in humans, dogs, cats,
rodents, and ungulates worldwide (Bouzid et al., 2015). There are several assemblages (A-H)
of G. duodenalis besides the sub genotypes Al, All, Blll, BIV (Lee et al., 2019). Assemblages
C and D are most frequently found in dogs, but they can sporadically infect humans;
assemblages A and B are commonly reported in humans (Ballweber et al., 2010).

Giardia duodenalis infection occurs via the ingestion of its cysts in water and
contaminated food as well as via the fecal-oral route. Because of gastric acidity, the cysts
rupture and release trophozoites that replicate in the intestine causing watery diarrhea,
abdominal pain, nausea, and vomiting (Thompson, 2004). Most infections are self-limiting
(Ballweber et al., 2010), depending on the characteristics of the parasite (strain, number of cysts
ingested, ability to adhere and cause tissue damage, and virulence factors) and host (immune
and nutritional status, gastric juice pH, and intestinal microbiota) (Certad et al., 2017).

Although G. duodenalis infection is global, there is a large difference in its prevalence.
In Brazil, its prevalence in canines ranges from 2% to 70% (Bouzid et al., 2015). However, in
the Midwest region of Brazil, there are only a few studies, especially in the State of Mato
Grosso, on the prevalence of giardiasis, except for reports of infection in children and
contamination of vegetables (Alves et al., 2013 a and b).

Light microscopy is the gold standard method for the identification of G. duodenalis cysts

and trophozoites in fecal samples; the sensitivity and specificity of antigen detection methods
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such as enzymatic immunoassay and immunochromatography range from 26% to 100% and
79% to 100%, respectively (Johnston et al., 2003). In addition, polymerase chain reaction (PCR)
has been used for the genotypic characterization of species (Koehler et al., 2014; Soares and
Tasca, 2016) with different targets, such as, ribosomal subunit (SSU-rDNA), triose phosphate
isomerase (tpi), B-giardin, glutamate dehydrogenase (gdh), and internal regions of transcribers
(ITS1-2) (Thompson and Ash, 2016).

In the present study, we evaluated the frequency of G. duodenalis infection in dogs in
Cuiaba Municipality, Midwest Brazil. In addition, we evaluated genetic variability in G.
duodenalis in order to verify interspecies transmission and the phylogenetic relationship of the

parasite.

Materials and methods

During January 2016 to December 2017, stool samples of dogs treated at the Veterinary
Hospital of Federal University of Mato Grosso, in the Cuiaba Municipality (15°35'56"S,
56°06'01"W), were collected. During stool collection, a questionnaire focused on the
profile of dogs and their households [(age (<1 year, puppy; >1 year, adults), sex, breed, signs
of diarrhea, dogs contactants, diet, and housekeeping] was used.

The samples were collected after defecation, stored in a plastic container for a maximum
of 24 h under refrigeration, and screened using a microscopy technique previously described
method (Faust et al., 1938).

DNA was extracted from feces plus sodium chloride sample using the NucleoSpin Tissue
Kit (Macherey-Nagel®, Germany). Briefly, the fecal samples with visible G. duodenalis cysts
suspended in sodium chloride solution were washed four times with Tris-EDTA (pH = 8.0)
solution, and then subjected to thermal shock cycles to rupture the cysts according to Martins

(2010). Then, the manufacturer's protocol was followed to extract DNA.
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For G. duodenalis genotyping, PCR amplification of 530- and 659-bp fragments of tpi
and gdh of G. duodenalis, respectively, was performed as previously described (Sulaiman et
al., 2003; Martins, 2010). Nuclease-free water and DNA from G. duodenalis obtained from
naturally infected domestic dogs were used as the negative and positive controls, respectively.
Primers used for PCR are presented in Table 1. The amplified products were analyzed by
electrophoresis on a 1.5% agarose gel and visualized using the ChemiDoc® (Bio Rad,
California) transilluminator. After purification using the GFXTM PCR DNA Purification Kit
and Gel Band Kit (GE Healthcare®), the samples were sequenced using the ABI-PRISM 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) and subsequently analyzed using the BLAST NCBI

program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). The Neighbor-Jhoining method was

used to build the phylogenetic tree with the concatenated tpi and gdh gene sequences after
alignment with the Muscle method using the MEGAX program (Version 10.1.7).

The frequency of infection was determined using the ratio of samples from dogs with
cysts to those examined. The association between sex, race, age, diet, animal contactants, and
diarrhea occurrence and G. duodenalis infection was verified using the non-parametric Chi-
square or Fischer’s Exact test with Epi Info® (CDC, Brasil) software, at the significance level
of 5%.

Results

Among the 147 samples evaluated, G. duodenalis cysts were observed in 10 samples
(6.8%; 95% confidence interval (Cl) 3.3%-12.2%). Among the dogs parasitized, 5 (50%) were
undefined breeds, 2 (20%) were American Bully, 1 (10%) was a Rottweiller, 1 (10%) was a
Dalmatian, and 1 (10%) was a Cocker Spaniel. Regarding age, there was no significant
difference between puppies and adults—7 dogs (70%) were under 12 months of age and 3 were
adults. Similarly, there was no sexual predisposition, because six parasitized dogs were females

and four were males.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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The clinical presentation of diarrhea or no diarrhea presented no significant difference in
dogs with G. duodenalis infection (Table 2). Housing conditions and diet were not found to be
significantly associated with G. duodenalis infection.

Among samples from the 10 dogs with Giardia cysts, observed under a microscope, PCR
amplified fragments of approximately 530 bp of tpi were obtained for three samples
(CUIABA20, CUIABA164 e CUIABAL165), and it showed an identity of 100% with
assemblage C (LC437553.1 and MN270282.1).

Amplified fragments of approximately 659 bp of gdh were obtained for only one sample
(CUIABA165), with identity of 100% with assemblage A (LC507405.1).

Only the CUIABA165 isolate amplified in the two genes analyzed. In order to determine
the genetic relationship of the isolate, phylogenetic analysis was performed using concatenated
data on the sequences of the tpi and gdh genes (Figure 1). The sequences of isolates deposited
on the GenBank with the specified assemblages were used for the construction of the
phylogenetic tree (A - LC507554.1 and LC507405.1; B - LC507547.1 and LC507394.1; C -
LC437503.1 and LC437380.1; D - LC437578.1 and LC437387.1; E - KY655482.1 and
KY655480.1; F - KF993726.1 and KF993735.1). The isolate from this study remained in the

same clade as G. duodenalis assemblage C.

Additionally, in the microscopy technique examination of 16 dogs, helminth eggs and
protozoan cysts were observed, such as those of Ancylostoma sp. (27%), Trichuris sp. (2%) and
Toxocara sp. (1%), in addition to Cystoisospora sp. (15%) and Entamoeba sp. (2%). However,
coinfection with G. duodenalis was not observed.

Discussion
The frequency of G. duodenalis infection observed in dogs in this study was 6.80%, which

is lower than that reported in Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS) (27.33%) (Marques
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and Borges, 2014) and higher than that reported in Goiania, Goiés (GO) (1.6%) (Alves et al.,
2005). The prevalence of G. duodenalis infection was 11.9% in Israel, 9.4% in China, and 1.0%
in México (Torres-Chablé et al., 2016; Lee et al., 2019; Kuzi et al., 2020). All dogs evaluated
in this study were from houses, unlike those in MS, where the dogs were from kennels, zoonoses
control centers, or houses, with a higher proportion from kennels; this may have contributed to
the increased prevalence. In GO, the protozoan was found only in domiciled dogs, and this can
be attributed to the low prevalence in this group. Therefore, despite the fact that the three cities
are located in the Midwest region, other factors contribute to these different rates of prevalence,
such as the type of environment in which the animals live and the presence of a population
cluster (Bouzid et al., 2015).

The variables age, sex, and race of infected dogs were not considered risk factors for
infection by Marques and Borges (2014) and Rodrigues (2013). However, some studies claim
that puppies are more predisposed (Kuzi et al., 2020) due to immunosuppression and their habit
of chewing objects (Bouzid et al., 2015; Thompson and Ash, 2016). In addition, male dogs have
been reported to be at a higher risk because of activity by greater territorial area (Li et al., 2019).

The clinical sign of diarrhea was not considered a risk factor for infection. This is because
of the intermittent elimination of cysts (Thompson, 2004) and the variability of clinical
manifestations depending on the hosts” immunocompetence (Kuzi et al., 2020), which in most
dogs is subclinical (Sousa et al., 2003).

Regarding the non-association of food as a risk factor, it can be inferred that because they
are domiciled dogs, the chance of consuming food contaminated with cysts is negligible when
compared with stray dogs that live freely (Rodrigues, 2013).

The presence of other dogs in the same household was a significant factor for the

occurrence of giardiasis in this study, which is not consistent with the findings of Silva and
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Araljo (2013), who reported that single dogs and more than one dog in the house had a similar
prevalence.

The genotypic characterization of G. duodenalis has been studied in several animal
species in many countries, such as China, Ethiopia, Cuba, and Japan (Xiao et al., 2018; Wang
et al., 2018; Zhong et al., 2018). In Brazil, multilocus genotyping to characterize assemblages
has been conducted only in the southern and southeastern regions (Austriaco-Teixeira et al.,
2019); however, this study is the first to characterize G. duodenalis genotypes in dogs in the
Midwest.

Concatenated analysis of the sequences showed that the tpi gene showed greater
specificity when classifying the assemblage of Giardia species. This fact can be explained by
mixed infection due to heterozygosis present in the sequence of the gdh gene (Brynildsrud et
al., 2018; Caccio; Ryan, 2008; Wang et al., 2018). It is estimated that different locus of the
same isolate, can had a discrepancy in the identification of assemblages in 15% of cases due to
these factors (Feng; Xiao, 2011). This discrepancy has important implications for molecular
studies that use only one gene to classify the assemblages of isolates (Brynildsrud et al., 2018;
Wang et al., 2018).

Assemblage C identified in the sampled dogs has been described in several countries
(Colli et al., 2015) including Séo Paulo with a prevalence of 25.80% (Souza et al., 2007) and
Minas Gerais with a prevalence of 18.75% (Fava et al., 2016). This genotype is common in
dogs, cats, coyotes, and wolves, although it has been reported in human samples (Durigan et
al., 2014).

Another assemblage commonly found in dogs is type D (Souza et al., 2007; Rodrigues,
2013). Although assemblages C and D occur more commonly in dogs, assemblages A and B,
common in humans, have been detected in dog feces in different continents, including South

America (Ballweber et al., 2010). Thompson and Monis (2004) and Paz and Silva et al. (2012)
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reported that infection by assemblages C and D occurs as a result of species-specific
transmission.

One of the limitations of this study was the PCR was performed only on samples with
visible cysts; therefore, it is difficult to infer the sensitivity of the test, despite the PCR being
considered more sensitive for the diagnosis of Giardia than microscopy, while still allowing
genotypic characterization (Li et al., 2019).

In this study, G. duodenalis was more prevalent, followed by Ancylostoma sp. Similarly,
Lopez-Arias et al. (2019) found a higher prevalence of G. duodenalis in the City of Medellin,
Colombia, where dogs and cats had higher rates of Giardia infection, and dogs were also
infected with Ancylostoma sp. as the second most prevalent parasite.

Conclusions

The frequency of infection in dogs by G. duodenalis was 6.80%, and age, gender, race,
diet and diarrhea were not risk factors for the occurrence of giardiasis in dogs. However, the
presence of contact dogs in the home increases the risk of the disease. The identification of
assemblage C in the samples of the studied dogs allows us to infer that contact between dogs
and humans is safe, since the samples do not have zoonotic characteristics. Multilocus
genotyping is the most reliable method for determining the assemblages of G. duodenalis, since
discrepancies between the loci of the same isolate may occur due to mixed infections and / or
heterozygosis of the species. It is suggested that further studies be carried out with other dogs
and other mammals so that it is possible to characterize the genotypes that occur in several
species of animals in the state of Mato Grosso.
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Table 1: Genes used for genotyping Giardia duodenalis.
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Base
Gene Sequency
pairs
5’-AAATIATGCCTGCTCGTCG-3' e 605pb
Tpi 5’-CAAACCTTITCCGCAAACC-3’

(Sulaiman et al.,2003) 5’-CCCTTCATCGGIGGTAACTT-3' e 530pb
5'-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3'
5’-AAYGAGGTYATGCGCTTCTGCCA-3’e 890pb

Gdh 5’-GATGTTYGCRCCCATCTGRTAGTTC-3’
(Martins, 2010) 5’-ACTTCCTBGAGGAGATGTGCAAGGA-3’ 659pb

5-GATGTTYGCRCCCATCTGRTAGTTC-3’

Table 2: Frequency of dogs infected with G. duodenalis based on sex, age, breed, and diarrhea

occurrence.
Variable Frequency P value
Male 4 (40%)
Sex 0,97
Female 6 (60%)
Puppy 6 (60%)
Age 0,81
Adult 4 (40%)
SRD 5 (50%)
Breed 0,89

CRD 5 (50%)
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Yes 4 (40%)
Diarrhea
0,89
No 6 (60%)
Animals More than one 7 (70%)
Contactants 0,04*
None 3 (30%)
Diet Commercial 8 (80%)
0,52
Homemade 2 (20%)
*p<0,05
Figure

Figure 1: The phylogenetic tree was built using concatenated data from the tpi and gdh genes

by Neighbor-Joining analysis. Bootstrap values above 50% are shown in the figure.
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