UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Instituto de Biologia
Programa de P6s-Graduagao em Parasitologia

Q%?EDER‘Q

O

‘RS SERIS

Tese

EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE Giardia duodenalis
EM CAES NA REGIAO SUL DO RIO GRANDE DO SUL-RS

Andrios da Silva Moreira

Pelotas, 2022



Andrios da Silva Moreira

EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE Giardia duodenalis
EM CAES NA REGIAO SUL DO RIO GRANDE DO SUL-RS

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacao em Microbiologia e Parasitologia
do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Doutor em
Parasitologia.

Orientador: Jerdnimo Lopes Ruas
Co-orientadora: Marcia Raquel Pegoraro de Macedo

Pelotas, 2022



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicagao

M835e Moreira, Andrios da Silva

Epidemiologia e caracterizagdo molecular de
Giardia duodenalis em caes na regiao sul do Rio
Grande do Sul-RS / Andrios da Silva Moreira;
Jerénimo Lopes Ruas, MarciaPegoraro de Macedo,
orientadores. — Pelotas, 2022.

57 f. il

Tese (Doutorado) — Microbiologia e
Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade
Federal de Pelotas,2022.

1. Giardiose. 2. Caes. 3. Fatores de risco. 4.
Analise molecular. 5. Gendtipo. |. Ruas, Jerénimo
Lopes, orient. Il.Macedo, Marcia Pegoraro de, orient.
[I. Titulo.

CDD : 636.7089696|

Elaborada por Ubirajara Buddin Cruz CRB: 10/901



Andrios da Silva Moreira

EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Giardia duodenalis EM
CAES NA REGIAO SUL DO RIO GRANDE DO SUL-RS.

Tese aprovada, como requisito parcial, para obtengdo do grau de Doutor em
Parasitologia, Programa de P6s-Graduacao em Microbiologia e Parasitologia, Instituto
de Biologia, Universidade Federal de Pelotas.

Data da defesa: 23 de novembro de 2022.

Banca examinadora:

Prof. Dr. Jerénimo Lopes Ruas (Orientador)
Doutor em Ciéncias Veterinarias pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Rafael Reis
Doutor em Biologia Celular e Molecular Aplicado a Saude pela Universidade Luterana
do Brasil

Prof.2 Dr2. Nara Amélia da Rosa Farias
Doutora em Biologia Parasitaria pela Fundagao Oswaldo Cruz

Prof. Dr. Marcos Marreiro Villela
Doutor em Doencas Infecciosas e Parasitarias pelo Centro de Pesquisas René
Rachou — FIOCRUZ

Prof. Dr. Diego Moscarelli Pinto
Doutor em Fitossanidade pela Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel — UFPel

Prof. Dr. Felipe Geraldo Pappen
Doutor em Parasitologia Veterinaria pela Universidade Federal de Pelotas



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a toda a minha familia pelo apoio incondicional nesta
caminhada. Minha avo, meus irmaos, minha mae e, principalmente, ao meu pai, sem
o qual nada disso teria sido possivel;

Minhas filhas queridas, Ana Laura e Ana Sofia, motivos pelos quais tudo isso
esta sendo realizado;

Aos entes queridos que deixaram de existir durante essa caminhada, mas que
para sempre estardo em minha memoria;

A médica veterinaria Marta Zielke pelo total apoio para a realizacdo desse
projeto, principalmente pela colaboragao abrangente na coleta de amostras durante a
pandemia de Covid-19, ponto crucial para a realizagao desse trabalho;

Ao programa de Pods-graduagcdo em Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Pelotas pela oportunidade oferecida e pelo aprendizado;

Ao professor Jerénimo Lopes Ruas pela orientagao, pela disposicdo, amizade,
ensinamentos e colaboracgao incondicional para que esse projeto fosse realizado;

A doutora Marcia Raquel Pegoraro de Macedo pela orientacéo, colaboragdo e
dedicacgao principalmente nas fases mais criticas desse projeto;

Ao Dr. Felippe Danyel Cardoso Martins pelo imenso auxilio na parte pratica do
trabalho, colaborando de forma essencial para o andamento dessa pesquisa;

Ao professor Fabio Raphael Pascoti Bruhn pelo grande auxilio na parte
estatistica deste trabalho e por todos os esclarecimentos prestados;

A todos os amigos, colegas e professores do programa de Pds-graduagao em
Microbiologia e Parasitologia que contribuiram de alguma forma com este trabalho;

As colegas do Laboratério de Parasitologia — IB: Natalia Soares Martins,
Carolina Caetano dos Santos e Sara Patron da Motta pela parceria e colaboragao
durante esses 4 anos;

A professora Nara Farias paciéncia e pela disponibilidade do laboratério;

A todos os fabricantes de cerveja e bandas de rock e heavy metal do mundo!



“Pulvis et umbra sumus.”
Quintus Horatius Flaccus



Resumo

MOREIRA, Andrios da Silva. EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZAGAO
MOLECULAR DE Giardia duodenalis EM CAES NA REGIAO SUL DO RIO
GRANDE DO SUL-RS. 2022. 57f. Tese (Doutorado em Parasitologia) — Programa
de Pés-Graduagao em Microbiologia e Parasitologia. Universidade Federal de
Pelotas.

Giardia duodenalis € um protozoario de distribuicdo mundial causador da
doenca entérica denominada giardiose. Essa doenga afeta mais de 280 milhdes de
pessoas por ano no mundo e sua prevaléncia pode chegar a 30% em alguns paises.
A sintomatologia pode variar dependendo do hospedeiro, abrangendo desde infecgao
assintomatica ou com sintomas leves até doenga grave e cronica. Apresenta formas
de transmisséao direta e indireta, tendo como vias importantes de infec¢ao a veiculagao
hidrica e a transmissao fecal-oral. E de interesse de saude publica que genétipos
hospedeiro-especificos sejam diferenciados daqueles que possuem potencial
zoonotico. O objetivo do presente estudo foi avaliar dados epidemioldgicos e
moleculares sobre G. duodenalis em caes na regido sul do RS. Um total de 152
amostras foram coletadas e um questionario epidemioldgico foi aplicado aos tutores
no momento da coleta. As amostras foram observadas em microscopia Optica para
visualizagdo de cistos e processadas para analise molecular para investigar os
gendtipos. A frequéncia de caes infectados na regido foi de 37,3%. Fatores
epidemiologicos que apresentaram relagdo de risco foram a ingestdo de agua néao
tratada (OR=4,90) e domicilio em zona rural (OR=4,23). Caes com fezes diarreicas
tem 4,65 vezes mais chances de estarem infectados com G. duodenalis. As analises
moleculares revelaram que a maior parte das amostras foi semelhante aos genoétipos
C e D, especificos de canideos, com exceg¢ao de duas que apresentaram similaridade
com o genotipo B isolado de humanos. Esforgcos nos meios de controle e prevengao
dessa zoonose devem ser concentrados, focando principalmente nos fatores de risco
identificados. Novas pesquisas devem ser realizadas para reforcar esses dados, pois
destacamos que esse foi o primeiro estudo a averiguar o perfil epidemioldgico e
molecular de G. duodenalis em cées na regido Sul do Rio Grande do Sul.

Palavras chave: Giardiose; caes; fatores de risco; PCR; analise molecular; gendétipo.



Abstract

MOREIRA, Andrios da Silva. EPIDEMIOLOGY AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF Giardia duodenalis IN DOGS IN THE SOUTH REGION
OF RIO GRANDE DO SUL-RS. 2022. 57f. Tese (Doutorado em Parasitologia) —
Programa de Pos-Graduacdo em Microbiologia e Parasitologia. Universidade
Federal de Pelotas.

Giardia duodenalis is a protozoan with worldwide distribution that causes the enteric
disease called giardiasis. This disease affects more than 280 million people a year
worldwide and its prevalence can reach 30% in some countries. Symptomatology can
vary depending on the host, ranging from asymptomatic infection or with mild
symptoms to severe and chronic disease. It presents forms of direct and indirect
transmission, with water transmission and fecal-oral transmission as important routes
of infection. It is of public health interest that host-specific genotypes are differentiated
from those that have zoonotic potential. The present study aimed to collect
epidemiological and molecular data on G. duodenalis in dogs in the southern region of
Rio Grande do Sul. A total of 152 samples were collected and an epidemiological
questionnaire was applied to tutors at the time of collection. Samples were observed
under optical microscopy to visualize cysts and processed for molecular analysis to
investigate genotypes. The true frequency of infected dogs in the region was 37.3%.
Epidemiological factors that presented a risk relationship were the ingestion of
untreated water (OR=4.90) and household in rural areas (OR=4.23). Dogs with
diarrheal stools are 4.65 times more likely to be infected with G. duodenalis. Molecular
analyzes revealed that most of the samples were similar to genotypes C and D, specific
to canids, except two that showed similarity to genotype B isolated from humans.
Efforts in the means of control and prevention of this zoonosis must be concentrated,
focusing mainly on the identified risk factors. Further research should be carried out to
reinforce our data, as we emphasize that this was the first study to investigate the
epidemiological and molecular profile of G. duodenalis in dogs in the southern region
of Rio Grande do Sul.

Key words: Giardiasis; dogs; risk factors; PCR; molecular analysis; genotype.
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1. Introdugao

Giardia duodenalis trata-se de um protozoario flagelado, de distribuigdo
mundial, identificado como patégeno humano causador de diarreia em meados dos
anos 80 (MMBAGA & HOUPT, 2017). E estimado que G. duodenalis cause em torno
de 28,2 milhdes de casos de diarreia ao ano (RYAN et. al. (2019). A infec¢do por G.
duodenalis pode acarretar déficit no crescimento infantil, conforme resultados
encontrados por Donowitz et. al. (2016). Os autores relataram, apds estudo de coorte,
que a giardiase em criangas até 2 anos torna-se um fator de risco para déficit de

crescimento, embora nao interfira em ganho de peso.

Por ser presente em regides subdesenvolvidas socioeconomicamente, a
Organizagdo Mundial de Saude incluiu G. duodenalis, juntamente com
Cryptosporidium, na Neglected Diseases Initiative (Iniciativa de Doencgas
Negligenciadas), em 2004, para obter uma abordagem mais abrangente sobre esses
parasitos e as doencas por eles provocadas (SAVIOLI, SMITH & THOMPSON, 2006).

G. duodenalis coloniza o intestino, principalmente o intestino delgado, porém
sem capacidade de invasdo a mucosa (MIYAMOTO & ECKMANN, 2015; DONOWITZ
et. al., 2016).

A transmissao ocorre por via fecal-oral: 0 hospedeiro ingere cistos viaveis
excretados pelas fezes de humanos ou outros mamiferos infectados. As fontes mais
comuns de infecgao incluem contato direto com outros hospedeiros e ingestao de
agua ou alimentos contaminados (DIXON, 2021).

Apesar da semelhanca morfolégica, G. duodenalis apresenta grande
diversidade genética, sendo essa espécie dividida atualmente em 8 gendtipos: A-H,
sendo os gendtipos A e B descritos em humanos e outros mamiferos, C e D em
caninos, E em animais ungulados e selvagens, F em gatos, G em roedores € H em
mamiferos marinhos (DIXON, 2021; REIS et. al., 2022).

Para a determinacao da diversidade genética dos genotipos de G. duodenalis,
os marcadores mais comumente utilizados nos estudos de diversidade genética sao:

i) 0 gene da pequena subunidade do DNA ribossomal DNAr (SSU rDNA), ii) o gene
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da triose-fosfato isomerase (TPI); iii) o gene glutamato desidrogenase (GDH), iv) o
gene da R-giardina, entre outros (SANTOS JUNIOR, 2015).

O completo sequenciamento genémico desse parasito trouxe avangos em seu
conhecimento epidemioldgico. Segundo estudos anteriores, o gendtipo A-l isolado de
humanos, animais e fontes de agua contaminada demonstra alta similaridade, com
raras variagdes no genoma, reforgcando seu carater cosmopolita. J& o gendtipo B é
bastante variavel (varias linhagens clonais), sendo descrito em surtos causados pela
agua (TSUI et. al., 2018; THOMPSON & ASH, 2019).

G. duodenalis apresenta grande importancia em animais domésticos. No Brasil,
a prevaléncia de caes infectados por esse parasito chega a 45% em algumas regides,
destacando essa parasitose como problema de saude publica. Esses animais podem
ser potenciais portadores de gendtipos A e B, considerados zoondticos, promovendo
a contaminacdo do ambiente através da excrecdo de cistos nas fezes, além do
convivio préximo com humanos (COELHO et. al., 2017; ZAJACZKOWSKI et. al., 2018;
RYAN & ZAHEDI, 2019).



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Verificar a frequéncia e realizar a identificagdo molecular dos gendtipos de

Giardia duodenalis isolados de fezes de cées da regido sul do Rio Grande do Sul.

2.2. Objetivos especificos

Verificar a frequéncia de Giardia duodenalis em caes da regido sul do Rio
Grande do Sul;

Verificar possiveis fatores de riscos de carater epidemioldgico referentes a esta

Zoonose;
Identificar os gendtipos e/ou espécies do protozodario em cées da regiéo;

Verificar se ha infecgdo de cées por gendtipos zoondticos de G. duodenalis.



3. Revisao de Literatura
3.1 Artigo 1: Potencial zoonoético da giardiose: uma revisiao

Publicado na revista Brazilian Journal of Delevopment em outubro de 2020.

V.6, n.10, p. 79856-79871. ISSN 2525-8761.
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Resumo

Giardia duodenalis ¢ um protozoario cosmopolita identificado como patdogeno humano
causador da doenca entérica denominada giardiose, que afeta mais de 280 milhdes de pessoas
por ano no mundo e, em alguns paises, a prevaléncia dessa patologia pode chegar a 30%. A
sintomatologia pode variar de hospedeiro para hospedeiro, e abrange desde assintomaticos ou
com sintomas leves e autolimitantes até doenca grave e cronica, inclusive sem resposta ao
tratamento. Sua epidemiologia ¢ complexa, apresentando formas de transmissdo direta e
indireta, sendo a veiculagdo hidrica e a transmissdo oro-fecal importantes vias. A visualizagao
de G. duodenalis em aliquota de fezes frescas através da microscopia ¢ considerada padrao-
ouro para o diagnostico. Esfor¢os nos meios de controle e preven¢ao dessa zoonose devem ser
extensivos e continuos, tendo em vista seu alto impacto na satide publica em paises em
desenvolvimento. O acesso ao saneamento basico e a programas educacionais visando correta
higienizacdo pessoal, alimentar e ambiental, o controle de animais errantes e a vacinagao de
animais de companhia, bem como os cuidados sanitarios com animais de producao sao pontos
chave no controle da giardiose.

Palavras-chave: Giardia, diarreia, epidemiologia, zoonose, giardiose

Abstract

Giardia duodenalis is a cosmopolitan protozoan with worldwide distribution, identified as a
human pathogen that causes enteric disease and affects more than 280 million people worldwide
every year. In some countries, the prevalence of this pathology can reach 30%. The
symptomatology can vary from host to host, and includes from asymptomatic or mild and self-
limiting symptoms to severe and chronic disease, involving no response to treatment. Its
epidemiology is complex, there are forms of direct and indirect transmission, with water and
oro-fecal transmission being important routes. Visualization of G. duodenalis in an aliquot of
stools through microscopy is considered the gold standard for diagnosis. Efforts in the means
of controlling and preventing this zoonosis must be extensive and continuous, because of its
high impact on public health in developing countries. Access to basic sanitation and educational
programs, correct personal, food and environmental hygiene, control of stray animals and
vaccination of companion animals, as well as sanitation strategies for farm animals, are key
points in the control of giardiasis.
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1 INTRODUCAO
Giardia duodenalis ¢ um protozoario, parasito flagelado, de distribuicdo mundial,

identificado como patégeno humano causador de diarreia em meados dos anos 80. Estima-se
que Giardia duodenalis cause em torno de 28,2 milhdes de casos ao ano em todo o mundo. O
principal sintoma clinico da doenga ¢ a diarreia, que pode variar de autolimitada até aguda e
persistente, apresentando conjuntamente ma absorcao. Esse mecanismo ainda ndo ¢ totalmente
compreendido, pois ha casos de infecgao assintomatica e at¢ mesmo de possivel prote¢ao contra
diarreias oriundas de outros patdégenos. Outros sintomas sdo: fadiga, anorexia, eructacio,
vomitos, flatuléncia, dor e distensdo abdominal e esteatorreia (MUHSEN & LEVINE, 2012;
MMBAGA & HOUPT, 2017; VENTURA et. al., 2018; RYAN et. al., 2019).

Esse parasito infecta predominantemente o intestino delgado, colonizando a superficie
epitelial (luz), porém ndo apresenta poder invasivo em camadas mais profundas da mucosa. A
infeccdo por G. duodenalis pode acarretar, inclusive, em déficit no crescimento infantil. Alguns
estudos identificaram que a giardiose € um fator de risco para déficit de crescimento em criangas
até 2 anos, embora nao interfira em ganho de peso (MIYAMOTO & ECKMANN, 2015;
DONOWITZ et. al., 2016).

Sua epidemiologia ¢ complexa, apresentando formas de transmissdo direta e indireta,
sendo a veiculagao hidrica uma importante via, pois as formas infectantes desse parasito podem
resistir aos processos de tratamento de agua. O Brasil ¢ responsavel por 1% dos surtos de
giardiose no mundo, entretanto, por nao se tratar de uma doenga de notificacdo compulsoria,
acredita-se que esses dados estejam subestimados (BALDURSSON & KARANIS, 2011;
CERTAD et. al., 2017).

Por ser bastante presente em paises subdesenvolvidos, em 2004, a Organizacado Mundial
de Satde (OMS) incluiu Giardia duodenalis, juntamente com Cryptosporidium spp., na
Iniciativa de Doencas Negligenciadas (Neglected Diseases Initiative), para obter uma
abordagem mais abrangente sobre esses parasitos e as doencas por eles provocadas (SAVIOLI,

SMITH & THOMPSON, 2006).

2 TAXONOMIA
Durante muitos anos, Giardia sp. teve sua classificagdo baseada apenas na morfologia

do parasito e, até¢ a década de 80, sua sistematica estava especificada da seguinte maneira: Filo
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Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophorea, Ordem Diplomonadida
e Familia Hexamitidae. Devido a auséncia de organelas caracteristicas de células eucarioticas,
como complexo de Golgi e mitocondrias, bem como a presenca de vias metabolicas similares
a c¢lulas procarioticas, ocorreu a classificacdo erronea de Giardia sp. como um organismo
eucariotico primitivo, além de erros de interpretagdo em sua histéria evolutiva. Porém, o avango
de testes moleculares, dados genéticos, estruturais e bioquimicos contribuiram para gerar uma
nova sistematica: Filo Metamonada, Subfilo Trichozoa, Superclasse Eopharyngia, Classe
Trepomonadea, Subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Familia Giardiidae (PLUTZER,
ONGERTH & KARANIS, 2010; CERNIKOVA, FASO & HEHL, 2018).

Até 1952 acreditava-se que havia diferentes espécies de Giardia infectando hospedeiros
mamiferos, porém, a falta de diferengas nas caracteristicas morfologicas para distingao
confiavel entre essas espécies nao sustentou essa hipotese. Filice organizou todas as espécies
sem diferengas morfoldgicas em apenas uma: Giardia duodenalis, que estd em vigor desde
entdo. Essa espécie foi entdo subdividida em 8 genoétipos: A e B- infectam humanos e outros
mamiferos -, C e D- infectam canideos -, E - infectam animais de criagdo -, F — infecta gatos,
G — infecta roedores, e H - infecta pinipedes. Os genotipos A e B, isolados de humanos, foram
divididos em 4 subconjuntos: Al, All, BIII e BIV (THOMPSON, 2009; CACCIO, LALLE &
SVARD, 2018).

Além do complexo Giardia duodenalis apresentado acima, outras seis espécies sao
atualmente reconhecidas: G. agilis (anfibios), G. psittaci, G. ardeae (ambas de passaros), G.
muris, G. microti (ambas de roedores) e G. peramelis (marsupiais) (CACCIO, LALLE &
SVARD, 2018).

3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Giardia sp. € um protozodario unicelular de estrutura simples. Possui dois ntcleos com

envelopes nucleares ligados ao reticulo endoplasmatico, vactiolos periféricos sob a membrana
plasmatica e um citoesqueleto complexo - todas essas estruturas caracteristicas de células
eucaridticas basicas. No entanto, ndo apresenta mitocondrias, peroxissomos ou Complexo de

Golgi.

O ciclo de vida contém 3 estagios que variam conforme a fase. O primeiro estagio ¢ denominado
trofozoito, medindo aproximadamente 15um, sua morfologia piriforme, contendo dois ntcleos
anteriores, disco adesivo ventral, corpos basais, corpos medianos e quatro pares de flagelos

(originados dos corpos basais), sendo um par anterior, dois pares posteriores € um par caudal.
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Apresenta metabolismo ativo e expressdo génica amplamente aumentada para aporte as
divisdes celulares (ALI & HILL, 2003; SOGAYAR & GUIMARAES, 2005; ANKARKLEV
et. al., 2010; CARRANZA & LUJAN, 2010; AL SAAD & AL EMARAH, 2014). O segundo
estagio do ciclo de vida desse parasito ¢ denominado cisto, apresentando forma oval com 8-12
um de comprimento por 7-10 um de largura e parede robusta e resistente (composta de 60% de
carboidratos e 40% de proteinas). Em seu interior, apresenta quatro nucleos, axonema flagelar
e fragmentos do disco ventral. Esse estagio contém menos organelas identificaveis que o
trofozoito, ¢ inativo e seu metabolismo é desregulado. E a forma de resisténcia desse parasito
(GUIMARAES, SOGAYAR & de FRANCO, 1999; ANKARKLEYV et. al., 2010; AL SAAD
& AL EMARAH, 2014). Um terceiro estadgio de curta dura¢dao ¢ denominado excizoito, que
difere do trofozoito pela auséncia do disco ventral (ainda nao formado) e presenca de quatro
nucleos tetraploides. Trata-se de um intermedidrio entre cisto e trofozoito (Figura 1)

(ANKARKLEV et. al., 2010).

Figura 1 - estagios de vida de Giardia. a — trofozoito, b — excizoito, ¢ - cisto
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Fonte:

Os autores

4 CICLO BIOLOGICO
O ciclo de Giardia sp. comega com a infeccdo do hospedeiro através da ingestdo de

cistos vidveis na agua ou alimentos contaminados. Uma vez no estdmago, tem inicio o
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desencistamento, estimulado pela presenga de 4cidos gastricos e enzimas pancreaticas. Como
resultado, ¢ liberado um excizoito (estagio intermediario entre cisto e trofozoito) com 4 nucleos,
que por sua vez sofre divisao binaria longitudinal 2 vezes, dando origem a 4 trofozoitos. Nesse
processo de divisdo, ocorre a formagao do disco adesivo, a regulacao de proteinas ligadas a
motilidade, a formagdo de organelas e 0 aumento da expressao génica e do metabolismo. Esses
trofozoitos se replicardo no duodeno e jejuno, realizando a coloniza¢do do intestino delgado.
Posteriormente, ja no ceco e ileo, a falta de colesterol, o pH alcalino e o excesso de sais biliares
dardo inicio ao processo de encistamento, onde ocorre a degradagdo de proteinas, a formagao
de vesiculas especificas, a reducdo na expressdo de genes especificos dos trofozoitos e a
expressdo de proteinas especificas da parede do cisto. O cisto, por sua vez, ¢ a forma de
resisténcia de Giardia sp. e serd excretado nas fezes, contaminando o ambiente (Figura 2)
(SOGAYAR & GUIMARAES, 2005; HUANG & WHITE, 2006; ANKARKLEYV et. al., 2010).
Figura 2 - Ciclo de Giardia sp. a — agua ou alimentos contaminados com cistos sdo ingeridos pelo hospedeiro. b —
apos a ingestdo, no estdmago, inicia-se o processo de desencistamento, dando origem a um excizoito que sofrera

divis@o bindria 2 vezes, originando 4 trofozoitos. Esses se replicardo no duodeno e jejuno, colonizando o intestino
delgado. No ceco ¢ ileo, comega o processo de encistamento, dando origem aos cistos. ¢ — o cisto ¢ eliminado pelo
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hospedeiro contaminando o ambiente.

Fonte: Os autores

O processo de encistamento € mais lento e com menor sincronia do que o
desencistamento, pois nem todas as células se diferenciam de forma imediata, tornando um
curso de transi¢do gradual. Os cistos consomem em média 15% do oxigénio dos trofozoitos, e
podem permanecer por meses em agua doce em aproximadamente 4°C. Ja os trofozoitos podem
colonizar o intestino dos hospedeiros por semanas a anos, aproveitando as condi¢des dos

mesmos nas etapas desse processo (BIRKELAND et. al., 2010).

Além da forma resistente de cisto para sobreviver no meio ambiente, Giardia sp.
apresenta também um mecanismo de sobrevivéncia dentro do intestino do hospedeiro através
da variagdo antigénica, que consiste na troca continua de antigenos especificos de superficie a

fim de escapar do sistema imune (CARRANZA & LUJAN, 2010).

5 GIARDIOSE
5.1 TRANSMISSAO

A transmissao de Giardia sp. tem inicio através da ingestdo de cistos vidveis pelo
hospedeiro (transmissdo fecal-oral), que pode ocorrer de varias maneiras, tais como contato

direto com outro hospedeiro ou materiais, 4gua e/ou alimentos contaminados. Algumas praticas
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sexuais também podem ter relacdo com a transmiss@o. Os cistos podem também ser carreados
por passaros ou insetos, favorecendo a contaminagdo ambiental (HUNTER & THOMPSON,
2005; ROBERTSON, 2013).

A agua e os alimentos contaminados s3o os meios de transmissao mais comuns de
Giardia. Esses meios sao favorecidos pela presenca de alguns fatores referentes a biologia desse
parasito: excre¢do de grande nimero de cistos nas fezes, alta resisténcia do cisto no ambiente,
que pode permanecer viavel por semanas a meses, desde que em condigdes favoraveis, como

umidade e temperatura, ¢ a baixa dose infectante (ROBERTSON, 2013).

Existem 4 principais ciclos de transmissdo que podem interagir entre si € sao
responsaveis pela manutencao de Giardia sp. em hospedeiros mamiferos: o ciclo humano, o de
animais de companhia, o de animais de cria¢do e o de animais selvagens. Esses ciclos podem
ser interligados com transmissdo de forma direta ou por fontes de agua contaminadas

(THOMPSON, 2004).

Apesar de diferentes gendtipos possuirem especificidade para determinados
hospedeiros, varios estudos tém contribuido para confirmar essa interacdo entre ciclos de
transmissdo de Giardia: em 1997, pesquisadores encontraram um cdo com infec¢do mista dos
genotipos B e C (especificas de humanos e caes, respectivamente), sugerindo provavel infec¢ao
do cdo por fonte humana. Em 2004, isolados de cdes e humanos obtidos em uma mesma
comunidade de Assan, na India, apresentavam fortes semelhangas genéticas entre eles,
sugerindo forte infeccdo zoondtica. Mais recentemente, em 2016, 15 isolados obtidos de
amostras de criangas de até 4 anos de idade foram semelhantes ao gen6tipo E, que € especifica
de gado, sinalizando possiveis novas rotas de transmissao zoondtica. No entanto, ainda nao ha
uma evidéncia concreta de que esse tipo de transmissdo esteja ocorrendo sistematicamente
(HOPKINS et. al., 1997; TRAUB et. al., 2004; FANTINATTI et. al., 2016; THOMPSON &
ASH, 2016).

5.2 EPIDEMIOLOGIA

A giardiose ¢ uma doenca entérica que afeta mais de 280 milhdes de pessoas por ano no
mundo e, em paises subdesenvolvidos, a prevaléncia dessa patologia pode chegar a 30%. A
maior exposicao a agua contaminada pela populagao pobre nesses paises, a falta de saneamento

basico e infraestrutura aumentam os riscos de infeccao (COELHO et. al., 2017).
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O sequenciamento completo do genoma de Giardia duodenalis proporcionou avangos
nas investigagdes epidemiologicas desse parasito, tais como a capacidade de transmissdo
zoonotica e as fontes de surtos, sendo a veiculacao hidrica sua principal forma de propagagao.
Estudos demonstraram que o genotipo A-I, isolado de humanos, animais e fontes de agua
contaminada de diferentes paises apresentava alta similaridade, com raras variagdes no genoma,
consistindo em seu carater cosmopolita. Em contrapartida, o genoétipo B foi bastante variavel
(vérias linhagens clonais), estando relacionado a surtos causados pela 4gua em determinadas

regides geograficas (TSUI et. al., 2018; THOMPSON & ASH, 2019).

Conforme citado anteriormente, a veiculagdo hidrica ¢ o meio associado mais
comumente a ocorréncia de surtos de Giardia, sejam dguas recreativas ou para consumo. Esse
meio de transmissdo foi o responsavel por um surto recente ocorrido na Noruega, onde mais de
3.000 casos sintomaticos foram registrados. No entanto, a transmissao oro-fecal direta também
¢ comum ¢ bastante observada em creches, assim como o aumento da incidéncia dessa doenca
em homens homossexuais pode estar relacionada com as praticas sexuais, apesar da infecgao

pelo virus HIV nao apresentar fator de risco para giardiose (ADAM, 2020).

Um estudo epidemiologico caso-controle realizado na Nova Zelandia identificou que
ter um familiar infectado dentro da residéncia ¢ fator de risco para a infec¢ao de outros membros
da familia, potencializando a forma de transmissdo direta (individuo para individuo), em um
panorama de contaminacdo dos alimentos preparados pelo individuo infectado

(ZAJACZKOWSKI et. al., 2018).

Embora bastante importante em humanos, a giardiose também pode ser observada em
animais domésticos e selvagens. Entre os animais domésticos, a maior prevaléncia de infec¢ao
por Giardia foi encontrada em caes, variando entre 0,8 a 45% s6 no Brasil, seguido pelos gatos
(3,5% a 13,7%). Isso reforca a giardiose como um problema de saude publica, posto que caes
e gatos errantes podem contaminar o ambiente e apresentarem-se assintomaticos a doenga, além

de manter relagdes proximas com humanos (COELHO et. al., 2017; RYAN & ZAHEDI, 2019).

Devido a relativa especificidade de hospedeiro, outra hipotese levantada ¢ de que
animais de companhia seriam portadores dos genotipos A e B (especificas para humanos),
atuando como veiculos de transmissdo mecanica, contaminando o ambiente ou até mesmo

apresentando cistos aderidos a pelagem (ZAJACZKOWSKI et. al., 2018).
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Infeccdes por Giardia sp. também apresentam prevaléncias altas em animais de criagao,
mais comumente o gado, onde podem alcangar 74,2%, sendo mais comuns em bezerros e gado
leiteiro do que no gado de corte. Apesar do genotipo E ser o mais descrito causando infecgao
nesses animais, o genotipo A (I e II) e, em menor nimero, o genoétipo B (III e IV) também

foram relatados (RYAN & ZAHEDI, 2019).

5.3. MANIFESTACOES CLINICAS
EM HUMANOS

A giardiose ¢ uma enfermidade que se desenvolve através de diversos fatores inerentes
a complexa interacdo entre parasito ¢ o hospedeiro. Nao tem carater invasivo € seu
desenvolvimento transcorre no epitélio intestinal. Seus sinais clinicos mais comumente
apresentados sdo diarreia, ndusea, vomito e perda de peso e podem comegar a aparecer entre 7
a 12 dias apos a infec¢ado (BARTELT & SARTOR, 2015; EINARSSON, MA’AYEH &
SVARD, 2016).

O desenvolvimento dos sintomas pode variar de hospedeiro para hospedeiro, de
assintomaticos ou com sintomas leves e autolimitantes até doenga grave e cronicidade, inclusive
sem resposta ao tratamento. Esses sintomas variam conforme o estado imunolégico, nutricional,
microbiota intestinal e infec¢des mistas do hospedeiro (BARTELT & SARTOR, 2015;
EINARSSON, MA’AYEH & SVARD, 2016).

A atrofia leve ou severa das vilosidades do epitélio intestinal, bem como reacdes
inflamatorias cronicas, sdo frequentemente encontradas em pacientes sintomaticos, variando

tanto de individuo para individuo quanto no epitélio do mesmo individuo (ADAM, 2020).

A cronicidade da giardiose pode levar ao desenvolvimento de sindromes do intestino
irritdvel e fadiga cronica, alergias alimentares e artrite. Surtos de giardiose em areas nao
endémicas podem acarretar a continuidade dos sintomas por um periodo mesmo apds a

eliminagdo do parasito (EINARSSON, MA’AYEH & SVARD, 2016).

Um estudo prospectivo de coorte realizado em Bangladesh evidenciou que a infecgio
por Giardia duodenalis nos primeiros 6 meses de vida pode causar diminui¢do no escore de
crescimento em criangas até 2 anos. Anteriormente, esse mesmo fenomeno havia sido
observado em testes in vitro com camundongos induzidos a ma-nutricdo (BARTELT et. al.,

2013; DONOWITZ et. al., 2016).
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EM ANIMAIS

A infec¢do por Giardia ¢ comum em animais de companhia, sendo a principal espécie
a acometer caes e gatos. Pode ocasionar diarreia, leve desconforto abdominal ou dor abdominal
intensa, perda de peso e caibras. Animais jovens ou imunossuprimidos sdo 0s que mais
apresentam os sinais clinicos caracteristicos, podendo ainda apresentar sindrome da ma
absor¢ao, acarretando em retardo do crescimento. No entanto, a infecg@o assintomatica também

¢ observada (DESTRO et. al., 2019; RYAN & ZAHEDI, 2019).

Da mesma forma como em animais de companhia, infec¢des por Giardia sdo frequentes
em bovinos, ovinos e caprinos. Em bovinos, podem causar diarreia e redu¢do no crescimento e
desenvolvimento de bezerros, mas frequentemente sao infecgdes assintomaticas. Em ovinos e
caprinos, a giardiose ¢ mais severa, podendo causar diarreia grave, depressdo, perda de peso e
mortalidade, estando associada a diminui¢do no ganho de peso e a pior conversao alimentar

(RYAN & ZAHEDI, 2019).

Similar a infec¢do nos bovinos, a giardiose em suinos pode causar diarreia, porém

frequentemente se apresenta de forma assintomatica (RYAN & ZAHEDI, 2019).

5.4 DIAGNOSTICO

O método diagnodstico mais comum em infec¢dao por Giardia se da pela detecgcao de
cistos presentes em fezes frescas ou trofozoitos moveis presentes em fezes diarreicas ou lavado
duodenal. Testes imunoldgicos e moleculares também podem ser empregados (BALLWEBER

et. al., 2010; WILLAR, MD., 2015).

A visualizacdo de Giardia sp. em aliquota de fezes frescas através da microscopia ¢
considerada padrao-ouro para o diagnostico e pode ser realizado de forma direta ou por meio
de concentracdo, variando a sensibilidade do teste. A quantidade de fezes analisadas e o
treinamento profissional do microscopista auxiliam no emprego correto desses métodos para o

diagnostico fidedigno (HOOSHYAR et. al., 2019).

Os métodos diretos envolvem a visualizagdo de trofozoitos moveis em esfregacos de
fezes frescas (diarreicas ou pastosas) pré-diluidas em solug¢do salina (NaCl 0,85%) ou
trofozoitos imoveis em acetato de sodio-acido acético-formaldeido (SAF), que pode ser
observado descorado ou corado com solucdo de iodo (lugol 2-5%). A morfologia dos
trofozoitos ndo ¢ preservada por muito tempo em solucdo salina, porém a utiliza¢do da solugao

acetato de sodio-acido acético-formaldeido (SAF) com adi¢do de lugol, embora imobilize esse
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estagio, preserva as caracteristicas morfologicas do parasito (HOOSHYAR et. al., 2019;

DESTRO et. al., 2019),

Em fezes normais, geralmente de individuos assintomaticos, os mesmos métodos podem
ser empregados, no entanto o estagio mais comum e frequentemente observado € o cisto. A
sensibilidade desses métodos varia de acordo com o nimero de amostras analisadas, pois a
intermiténcia da excrecdo de cistos nas fezes ou o baixo nimero dos mesmos na aliquota
dificultam o diagnostico. E recomendada uma série de 3 amostras em dias alternados ou
espacadas em 10 dias para reduzir as chances de falso negativo (RIVERA et. al., 2002;
SOARES & TASCA, 2016; HOOSHYAR et. al., 2019).

Outro método bastante utilizado € o de concentragao, onde um procedimento de flotagao
ou sedimentacdo ¢ realizado através de diferenca de densidade e for¢a centrifuga para separar
cistos e ovos de detritos fecais. E um método que facilita a visualizagdo desses microrganismos
mesmo que pouco presentes nas amostras, pois o esfregaco ¢ confeccionado apenas da aliquota
concentrada, reduzindo o numero de material organico no campo de visualizagdo. Solugdo
salina, nitrato de sodio, sacarose (Sheater) e sulfato de zinco (Faust) sdo solu¢des mais
utilizadas na flotacdo, sendo esta Gltima mais especifica para Giardia sp. pois a sacarose ¢
hipertonica e altera a morfologia dos cistos, o que ndo acontece com sulfato de zinco. Os dois
métodos mais comumente empregados sdo o de centrifugo-flutuagao de Faust e o de centrifugo-
sedimentacdo de Ritchie (SHEATER, 1923; FAUST et. al.,, 1938; RITCHIE, 1948;
TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010; HOOSHY AR et. al., 2019).

Além dos métodos de microscopia, técnicas imunoldgicas também podem ser
empregadas, tais como ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), imunocromatografia e
imunofluorescéncia (IF). Todos eles com rapida e facil execugdo e bons resultados de
especificidade e sensibilidade, sendo mais indicados para exames epidemiologicos,
investigacdo de surtos ou triagem em areas endémicas. Também podem ser empregados quando
0s testes microscopicos ndo apresentarem resultados convincentes. Tanto IF quanto ELISA
utilizam anticorpos monoclonais contra proteinas da parede do cisto. A imunocromatografia
utiliza também anticorpos monoclonais contra proteinas especificas do trofozoito. Kits
imunoenzimaticos estdo disponiveis industrialmente, sendo alguns deles destinados a detec¢ao
simultanea de Giardia, Cryptosporidium ¢ Entamoeba em amostras fecais. As desvantagens

desses métodos sdo seu alto custo relativo e possivel falso positivo devido a reagdo cruzada,
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ainda que essa taxa esteja proxima de 2% (GEURDEN, VERCRUYSSE & CLAEREBOUT,
2010; TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010; GONI et. al., 2012; HEYWORTH, 2014).

Embora possa ser utilizada para teste diagnostico, a reacdo em cadeia da polimerase
(polymerase chain reaction — PCR) ¢ mais indicada para estudos taxonOmicos e
epidemiologicos, quando espécies ou genotipos de Giardia precisam ser diferenciados. Trata-
se de um método molecular que utiliza um gene para diagnodstico ou varios genes para
genotipagem. Entre os mais comumente empregados estdo a pequena subunidade do DNA
ribossomal (SSU - 18S), glutamato desidrogenase (Gdh - gene responsavel pelo metabolismo
de carboidratos e sintese de aminoacidos), triose-fosfato isomerase (Tpi — também responsavel
pelo metabolismo de carboidratos) e P-giardin (proteina estrutural do disco adesivo)
(GEURDEN, VERCRUYSSE & CLAEREBOUT, 2010; LUJAN & SVARD, 2011;
HOOSHYAR et. al., 2019).

Outros alvos gé€nicos que podem ser utilizados para analise filogenética de Giardia sdo
as proteinas M1hl (reparagdo do DNA), EF1- a (aparelho translacional), Ferredoxina
(metabolismo energético), Histonas (compactacdo do DNA), Actina e a-tubulina (proteinas
estruturais), Chaperonin 60 ¢ GLORF-C4 (choque térmico), regido intergénica ribossomal,
regido ITS e proteina ribossomal 1.7a (ambas envolvidas na sintese de proteinas) (LUJAN &

SVARD, 2011).

Embora esta técnica seja considerada altamente sensivel e especifica, a presenga de
inibidores da PCR nas fezes pode fazer com que ndo ocorra replicagdo em cerca de 20% das
amostras positivas em testes microscopicos e/ou imunoldgicos, acarretando falso negativo

(TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

5.5 TRATAMENTO

Atualmente, existem varios firmacos disponiveis para o tratamento de infec¢des por
Giardia. Os mais empregados sao os derivados da classe nitroimidazol (metronidazol, tinidazol,
ornidazol, secnidazol) e derivados da classe benzimidazol (mebendazol, albendazol e
fembendazol). Apesar dessas opcdes, ndo ha um consenso em relagdo ao uso desses farmacos,
pois todos eles apresentam algum efeito adverso, podem agir na microbiota intestinal,
apresentar algum potencial carcinogénico ou at¢ mesmo induzir o desenvolvimento de

resisténcia pelo parasito, principalmente pela classe dos nitroimidazois. Infec¢des frequentes
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mesmo com o uso desses medicamentos também foram descritas. Entretanto, o metronidazol

ainda ¢ o mais empregado mundialmente (EISSA & AMER, 2012; GARCIA et. al., 2020).

Tratamentos alternativos para giardiose também podem ser empregados utilizando
nitazoxanida, furazolidona, quinacrina, cloroquina e paromomicina. Nitazoxanida foi descrita
como sendo altamente eficaz contra isolados de G. duodenalis resistentes ao metronidazol.
Paromomicina ¢ descrita como farmaco de escolha no tratamento de giardiose em gestantes
pela baixa absor¢ao intestinal e excre¢do sem metabolizagdo. Furazolidona apresenta eficacia

variavel e efeitos adversos indesejaveis (LEITSCH, 2015; GARCIA et. al., 2020).

Os farmacos fembendazol e associagdes de febantel com pirantel e praziquantel sdo
descritos como amplamente utilizados para tratamento de giardiose e outras parasitoses em
animais, além de ndo alterar significativamente a microbiota intestinal desses hospedeiros (LEE

et. al., 2020; FUJISHIRO et. al., 2020).

5.6. CONTROLE E PREVENCAO

Conforme descrito anteriormente, a veiculagdo hidrica tem sido a principal forma de
infeccdo e causa de surtos pelo mundo. Logo, a importancia do tratamento correto de dguas de
consumo e recreacao, a irrigacao de hortalicas e lavagem de alimentos crus antes do consumo
com agua tratada, bem como o acesso a programas de saneamento e higiene da 4gua contribuem

para a reducdo de casos dessa doenga (RYAN et. al., 2019).

A higiene pessoal e ambiental inadequada e a falta de infraestrutura em satide também
foram descritas como potenciais agentes de giardiose e outras parasitoses, principalmente em
paises em desenvolvimento. Esse problema ¢ agravado quando se trata de criangas convivendo
em ambientes fechados com limpeza incorreta ou insuficiente. Portanto, a implementacao de
acdes preventivas para esses problemas e uma efetiva educacao em satide devem ser intensas e

constantes (HARVEY et. al., 2020).

O contato frequente com animais errantes, principalmente cdes e gatos, o descontrole
populacional desses animais em areas urbanas e seu acesso a lixdes contribuem para a
manutengdo de Giardia, bem como de outros parasitos, no ambiente, favorecendo a
disseminagdo de zoonoses. Atividades educacionais e controle populacional de animais errantes

colaboram para a redugdo desse problema (DESTRO, FC et. al., 2019; HARVEY et. al., 2020).

Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC), agéncia do

Departamento de Satde e Servigos Humanos dos Estados Unidos, as principais diretrizes para
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controle e prevencao de giardiose para o publico em geral sdo: a) praticar boa higiene, b) evitar
fontes de 4gua que possam estar contaminadas, c) evitar ingerir alimentos que possam estar
contaminados, d) evitar contato ou contaminacao com fezes durante o sexo, €) limpeza do
ambiente apds presenca de animais ou pessoas doentes. Detalhes dessas diretrizes bem como
suas fontes podem ser consultadas no link https://www.cdc.gov/parasites/giardia/prevention-

control-general-public.html.

6. CONSIDERACOES FINAIS
A giardiose ¢ uma doencga de forte presenga no cotidiano da populagdo mundial,

principalmente em paises subdesenvolvidos. Seu impacto na satide publica € alto e, em varios
paises, sua prevaléncia ¢ elevada. Esforcos nos meios de controle ¢ prevencdo dessa zoonose
devem ser extensivos e continuos, bem como 0 acesso ao saneamento basico € a correta
higienizagao pessoal e ambiental. Cuidados sanitarios com animais de companhia e de criagdo
também devem ser elaborados a fim de reduzir os elevados indices dessa doenca,
principalmente em populagdes em situagdo de vulnerabilidade. O tratamento eficaz em
humanos e animais, bem como a vacinagdo nesses ultimos, também contribui para a redugdo da
manifestagdo dessa zoonose. No entanto, o esforco deve ser conjunto na eliminacao das fontes

de infec¢do da doenga para diminuicdo de casos de reinfeccgao.

Avancos nas pesquisas referente taxonomia, biologia e histérico desse parasito estdo
contribuindo para o conhecimento aprofundado da giardiose, principalmente no campo
molecular. No entanto, ainda ndo houve um consenso sobre as espécies ou genotipos e suas
respectivas especificidades aos hospedeiros, e muitos estudos no campo de mapeamento

genético de Giardia sp ainda devem ser realizados.
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Resumo

,

Giardia duodenalis ¢ um parasito que causa doencgas diarreicas em seus hospedeiros. E
de interesse de saude publica que gendtipos especificos para cada hospedeiro sejam
diferenciados daqueles que possuem potencial zoono6tico. O objetivo do estudo foi verificar a
frequéncia e dados moleculares sobre G. duodenalis em caes na regido sul do RS. Um total de
152 amostras foram coletadas, aplicando-se um questionario aos tutores. As amostras foram
observadas em microscopia Optica e processadas para analise molecular. A frequéncia
verdadeira de cdes infectados foi de 37,3%. Fatores epidemioldgicos que apresentaram relagao
de risco foram: ingestdo de agua ndo tratada (OR=4,90), domicilio em zona rural (OR=4,23) e
presenca de diarreia (OR=4,651). As andlises moleculares mostraram que a maior parte das
amostras foi semelhante aos genotipos C e D, com excecdo de duas que apresentaram
similaridade com o genotipo B isolado de humanos. Mais estudos devem ser realizados para
ampliar dados sobre essa parasitose na regido. Este foi o primeiro estudo a verificar o perfil
epidemiologico e molecular de G. duodenalis em caes na regido Sul do RS.

Palavras chave: Giardiase, zoonose, andlise molecular, epidemiologia
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1. Introducio

Giardia duodenalis ¢ um protozodario parasito que causa doengas diarreicas em seus
hospedeiros. Essa espécie infecta uma ampla gama de mamiferos, desenvolvendo uma
enfermidade denominada giardiose. Especialmente em humanos, essas doengas estdo entre as
principais causas de morte em todo o mundo, principalmente em criangas. [1,2].

Alguns dos principais motivos da prevaléncia de G. duodenalis sdo: baixa dose
infectante (10-100 oocistos ingeridos ja podem causar infeccdo em humanos), rapida
disseminagdo entre mamiferos apds excrecao nas fezes, cistos resistentes por longos periodos
em ambiente adequado e dgua e alimentos contaminados [1].

Animais de companhia podem transmitir uma série de zoonoses para humanos, porém
a dimensdo desse risco ainda é pouco conhecida. E de interesse de satide publica que os
genoétipos de G. duodenalis que infectam apenas cdes e outros mamiferos sejam diferenciados
dos gendtipos que possuem potencial zoonoético, e isso s pode ser realizado com caracteriza¢ao
molecular [3,4].

Caes sdo predominantemente infectados com os genoétipos C e D de G. duodenalis,
especificos para esse hospedeiro. Esse fator ¢ frequentemente observado em estudos realizados
em caes agrupados em canis. Ja estudos que descreveram caes infectados com genotipos
zoonoticos, como A e B, em sua maioria foram realizados em animais isolados, em convivéncia
com seus tutores, sugerindo fortemente infec¢cao zoondtica [5]

A genotipagem e subgenotipagem de G. duodenalis sio determinadas pelos testes
moleculares. Os alvos mais utilizados para fazer essa diferenciacdo sdo os genes da pequena
subunidade ribossomall8S (SSU rRNA), Glutamato-desidrogenase (GDH), Triose-fosfato
1somerase (TPI) e B-giardina (B-gia) [6].

O gene SSU rRNA ¢ tradicionalmente usado para a diferenciacdo de espécies e
genotipos, enquanto os genes TPI, GDH e -gia sdo mais utilizados para sub-genotipagem [6].

O gene B-gia, que expressa uma proteina de superficie do disco ventral de Giardia, ¢é
uma regido aceitavel para realizar a genotipagem, sendo efetivo para identificar varios sub-
genotipos dentro dos genotipos A e B [7.8].

O gene TPI ¢ responsavel pelo metabolismo de carboidratos e sintese de aminodacidos.
E uma regido que apresenta alta heterogeneidade genética em G. duodenalis, sendo um bom
marcador filogenético para analise molecular e taxondmica desse parasito [9].

O objetivo desse estudo foi caracterizar geneticamente isolados de G. duodenalis através
da amplifica¢dao das regides 18S SSU rRNA, B-gia e TPI e levantar dados epidemioldgicos
sobre a frequéncia de G. duodenalis em caes na regiao sul do Rio Grande do Sul.
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2. Materiais e métodos

2.1. Nimero amostral: O célculo para o tamanho da amostra foi feito utilizando-se a
calculadora Open Epi [10], tendo como referéncia a frequéncia esperada de 37,64% conforme
descrito anteriormente [11], assumindo-se um limite de confian¢a de 8% de erro maximo
esperado, e um intervalo de confianga de 95%. Um total de 152 amostras de fezes de caes
(amostragem nao probabilistica por conveniéncia) foram coletadas no primeiro semestre de
2021 da zona urbana e rural de municipios da regido sul do RS: Pelotas, Capao do Ledo,
Cangugu, Piratini, Pinheiro Machado, Hulha Negra e Bagé (Figura 1).

Figura 3- Municipios da regido sul do Rio Grande do Sul onde foram feitas as coletas, 2021.

e

Um questiondrio foi aplicado ao tutor de cada animal para levantar dados de interesse
epidemiologico. Foram coletadas informagdes sobre o sexo, raca, idade, tipo de alimentagao,
tipo de dgua, domicilio, tipo de chdo, acesso a rua, vermifugacgdo, convivio com outros animais,
e se eles apresentavam diarreia no momento da coleta.

As amostras foram processadas pela técnica de Faust [12], sendo posteriormente
observadas em microscopia Optica para deteccao de cistos de Giardia spp.

As amostras positivas no exame coprologico foram submetidas a tratamento térmico
para rompimento da parede dos cistos. O procedimento consiste em ciclos alternados de
congelamento a -196°C por 5 minutos, em nitrogénio liquido, seguido de descongelamento por
5 minutos, em banho-maria a 95°C, sendo repetido por 5 vezes. A extragdo e purificagdo do
DNA ocorreu através da técnica de fenol-cloroférmio adaptado de Sambrook, Fritsch &
Maniatis [13] com adi¢do de proteinase K na fase de digestdo. O DNA genomico foi entdo
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quantificado em espectrofotometro NanoVue (200-110nm) para avaliagdo de concentracao e
pureza e entdo armazenados a -20°C até a realizagdo dos testes moleculares.

2.2. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR): Os protocolos de PCR para os genes 18S
SSU rRNA, B-gia e TPI foram realizados conforme descritos previamente [14].

2.3. Analise dos dados de questiondrio: O software estatistico SPSS 20.0 (IBM, 2011)
foi empregado nas analises estatisticas dos fatores de risco. Para a analise, utilizou-se a presenga
ou auséncia de cistos verificados por microscopia como variavel dependente e as informagdes
de carater epidemiologico fornecidas pelo questionario como variaveis independentes. Aplicou-
se o teste de Qui-quadrado (x?) com nivel de significancia P<0,05 ¢ Odds Ratio (OR) com
intervalo de confianc¢a de 95% para estimar o risco. Variaveis associadas com p< 0,2 através do
teste x> ou teste exato de Fisher foram selecionadas para a construgao de um modelo multiplo
de regressao logistica, com método de selecdo Stepwise, associado ao célculo da Odds ratio
ajustada e seu intervalo de confianca a 95% (IC. 95%). Considerou-se uma confian¢a minima
de 95% para todas as analises estatisticas.

A estimativa da frequéncia verdadeira foi realizada com base nos valores de
sensibilidade e  especificidade da  técnica de  Faust (sensibilidade=53,8%;
especificidade=97,4%) previamente descritas [15]. Os dados foram calculados baseando-se no
método descrito anteriormente [16], utilizando as calculadoras epidemiologicas Epitools [10].

2.4. Comissio de Etica em Experimentacio: O projeto consta com parecer aprovado na
Comissdo de Etica e Experimentagio Animal da Universidade Federal de Pelotas, sob n.°
015840-2018.

3. Resultados
A frequéncia verdadeira de cdes que apresentaram cistos de G. duodenalis. nas fezes
pela técnica de Faust foi de 37,3% (IC.95%=25,9-51,4%), totalizando 33 animais. Dessas 33,

ol MoK ) d

11

it B . B ETT™




41

(33,33%) apresentaram amplificacdo na reagdo em cadeia da polimerase para 18S rRNA, 4
(12,12%) para B-gia e 3 (9,09%) para TPL

Figura 4- Gel de agarose 1,5% mostrando algumas amostras amplificadas com o marcador
18S para Giardia

Na Tabela 1 estdao demonstrados os dados referentes a sexo, idade, fonte de agua, tipo
de alimentacao, tipo de moradia, tipo de chao, acesso a rua, vermifugacao, interacdo com outros
animais e presenca de diarreia extraidos dos questiondrios aplicados aos proprietarios no

momento da coleta das amostras de fezes.

Tabela 1 - Variaveis analisadas e sua relagdo com a infecg¢do por G. duodenalis. em cdes no
sul do Rio Grande do Sul.

Variaveis deteccgdo de cistos
Sexo (H*  (-)**  Total
Macho 17 51 68
Fémea 15 68 83
Nao informado 0 1 1
152
Idade ) ) Total
0-1 ano 7 21 28
>1 ano 26 98 124
152
Agua ) ) Total
Tratada 22 108 130
Nao tratada 11 11 22
152
Tipo de alimentacao ) ) Total
Racado 20 89 109
Comida caseira 4 6 10
Ambos 9 24 33
152

Domicilio +) () Total
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Apartamento 8 31 39
Casa 10 65 75
Zona Rural 15 23 38
152
Tipo de chao ) ) Total
Grama 0 1 1
Piso 8 22 30
Ambos 24 97 121
152
Acesso a rua () ) Total
Sim 23 76 99
Nao 10 43 53
152
Vermifugagio ) ) Total
Sim 25 98 123
Nao 8 21 29
152
Interagdo com outros animais ) ) Total
Sim 24 69 93
Nao 9 50 59
152

*(+) detecgdo de cistos de G. duodenalis. nas fezes dos animais analisados; **(-) auséncia de cistos de G.

duodenalis. nas fezes dos animais analisados.

Na andlise univariada, verificou-se que os fatores que apresentaram relagdo de risco a
ocorréncia de G. duodenalis sdo: ingestdo de 4gua ndo tratada (p=0,001; OR=4,90; IC.
95%=1,8-12,7), domicilio em zona rural (p=0,003; OR=4,23; IC. 95%=1,6-10,7) e presenca de
diarreia (p=0,001; OR=4,651; IC. 95%=1,869-11,627). Domicilio em zona rural também
apresentou relacdo de risco a frequéncia pela analise multivariada (p=0,002; OR=3,829; IC.
95%=1,643-8,924).

As andlises BLAST mostraram que todas as sequéncias obtidas através dos marcadores
B-gia e 18s rRNA sao semelhantes, aos gendtipos C e D de G. duodenalis especificos para caes
e outros canideos, com exce¢ao das amostras 16 e 49 (Tabela 2).



Tabela 2 - Sequéncias do banco de dados GenBank que combinaram comos isolados no
presente estudo

16 REV

188

27 VER

34 VER

130

156

156

G. intestinalisisolate MAI9_Su2018

smallsubunitribosomal RNA gene, MT484083.1 97,71% Agua Chile
partialsequence

G. intestinalisisolate Contig62

smallsubunitribosomal RNA gene, MT129486.1 97,71% Emirados Arabes
partialsequence

G. intestinalisisolate Contig61

smallsubunitribosomal RNA gene, MT129485.1 97,71% Emirados Arabes
partialsequence

3 intestinalisisolate Contig41

smallsubunitribosomal RNA gene, MT129479.1 97,71% Emirados Arabes
partialsequence

G. intestinalisisolate Contigl0

smallsubunitribosomal RNA gene, MTI12971.1 97,71% Emirados Arabes
partialsequence

G. intestinalisisolate 34JB 18S ribosomal RNA

gene, partialsequence MG924431.1 97,71%  Homem Colombia

G. intestinalis c1660 gene for 18S ribosomal
RNA, partialsequence, note:  genotype: LC437359.1 98,72%  Cao Fezes Japdo
assemblage C

G. intestinalis ¢370 gene for 18S ribosomal

RNA, partialsequence, note:  genotype: LC437358.1 98,72%  Cao Fezes Japdo
assemblage C

G. intestinalis ¢220 gene for 18S ribosomal

RNA, partialsequence, note:  genotype: LC437357.1 98,72%  Cao Fezes Japdo
assemblage C

G. intestinalis c38 gene for 18S ribosomal RNA,

partialsequence, note: genotype: assemblage C LC437355.1 98.72%  Cio Fezes Japdo
G. intestinalisisolate LZD52
smallsubunitribosomal RNA gene, MN646216.1 98,72%  Cao Fezes China
partialsequence

A intestinalisisolate QHC3
smallsubunitribosomal RNA gene, OM777450.1 98,72%

artialsequence

G. intestinalis c271 gene for 18S ribosomal
RNA, partialsequence, note:  genotype: LC437360.1 98,72%  Cido Fezes Japdo
assemblage D
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46 VER

131

156

G. intestinalisisolate DID

smallsubunitribosomal RNA gene, OL965125.1 98,72%  Cao Fezes EUA
partialsequence

G. intestinalisisolate DSDI2 16S

smallsubunitribosomal RNA gene, KJ027400.1 98,72%  Cio Fezes China
partialsequence

) : o VP L D

smallsubunitribosomal RNA gene, DQ385549.1 98,72%  Canis latrans Fezes EUA
partialsequence

G. intestinalisisolate dogizpl6

smallsubunitribosomal RNA gene, AY775199.1 98,72%  Cao Fezes Italia
partialsequence

G. intestinalisisolate Dog 6

smallsubunitribosomal RNA gene, AF199443.1 98,72%  Cao Fezes

artialsequence

G. intestinalis ¢1660 gene for 18S ribosomal
RNA,  partialsequence, note:  genotype: LC437359.1 100% Canis lupusfamiliaris Fezes Japao
assemblage C

G. intestinalis ¢370 gene for 18S ribosomal

RNA,  partialsequence, note:  genotype: LC437358.1 100% Canis lupusfamiliaris Fezes Japao
assemblage C

G. intestinalis ¢220 gene for 18S ribosomal

RNA, partialsequence, note:  genotype: LC437357.1 100% Canis lupusfamiliaris Fezes Japdo
assemblage C

G. intestinalis c38 gene for 18S ribosomal RNA, . P 5
partialsequence, note: genotype: assemblage C LC437355.1 100% Canis lupusfamiliaris Fezes Japdo
G. intestinalisisolate LZD52

smallsubunitribosomal RNA gene, MNG646216.1 100% Cio Fezes China
partialsequence

G. intestinalisisolate PF-71-18S

smallsubunitribosomal RNA gene, MK430918.1 100% Porco Fezes Coréia do Sul

artialsequence

G. intestinalis ¢271 gene for 18S ribosomal

RNA, partialsequence, note:  genotype: LC437360.1 99,36%  Canis lupusfamiliaris Fezes Japao
assemblage D
G. intestinalisisolate DID
smallsubunitribosomal RNA gene, OL965125.1 99,36%  Cao Fezes EUA
partialsequence
G. intestinalisisolate DSDI12 16S
smallsubunitribosomal RNA gene, KJ027400.1 99,36%  Cao Fezes China
partialsequence
G. i inall yp bl D
smallsubunitribosomal RNA gene, DQ385549.1 99,36%  Canis latrans Fezes
partialsequence

intestinalisisolate Dog 6
smallsubunitribosomal RNA gene, AF199443.1 99,36%  Cao Fezes
partialsequence
G. intestinalisisolate dogizpl6
smallsubunitribosomal RNA gene, AY775199.1 99,36%  Cao Fezes Ttalia

artialsequence




45

G. intestinalisisolate HO3
smallsubunitribosomal RNA gene, KY658186.1 97,82%  Homo sapiens Uganda
partialsequence
G. intestinalisisolate MAI9_Su2018
smallsubunitribosomal RNA gene, MT84083.1 99,24% Agua Chile
partialsequence
G. intestinalisisolate Contig62
smallsubunitribosomal RNA gene, MT129486.1 99,24%
partialsequence
G. intestinalisisolate Contig61
smallsubunitribosomal RNA gene, MT129485.1 99,24%
49 VER 131 partialsequence
G. intestinalisisolate Contig41
smallsubunitribosomal RNA gene, MT129479.1 99%
partialsequence
G. intestinalisisolate Contigl0
smallsubunitribosomal RNA gene, MT129471.1 99,24%

partialsequence
G. intestinalisisolate 34]JB 18S ribosomal RNA

. MG924431.1 99,24% Homen Colombia
gene, partialsequence
G. intestinalisisolate CD33 beta-giardin (bg) KY979501.1 99.67% Cio Fezes China
gene, partialcds . S
€. imevindnkale W2 bEaidn G8) mocwam) o Museiemeommis Fezes Polonia
gene, partialcds
gGéngn;iil:g;zég;solate NPT gt () HQ538708.1 99,67%  Nyctereutesprocyonoides Fezes Polonia
46 FOR 615 2

G. intestinalisisolate D1-001 beta-giardi -
partaleds cta-giardin 8enS,  £1000505. 1 99.67%  Canis familiaris Fezes Polénia
G. intestinalisisolate D32RBG beta-giardin (bg) KT728468.1 99.66%  Cio Fezes Brasil
gene, partialcds : D
G. intestinalisisolate D31RBG beta-giardin (bg) KT728467.1 99.66% Cio Fezes Brasil

pei gene, partialcds . Dt

-gla . . . Co
G. intestinalis 1232 BG gene for beta-giardin, 3 o . R .
partialeds, note: genotype: assemblage D LC437458.1 100% Canis lupusfamiliaris Fezes Japao
G. intestinalisisolate ISSGdA456 beta-giardin TN416522.1 100% Ciio Fezes Crodcia
gene, partialcds ’ ’
;r?iz;‘fé'(llisnalimsolatc B13 beta-giardin (bg) gene, MF285587.1 100% Canis lupusfamiliaris Fezes Espanha
46 VER 463 . -
G. intestinalisisolate LS19 beta-giardin gene, o ~ .
partialeds KY979503.1 99,78% Cao Fezes China
G. intestinalisisolate CD33 beta-giardin (bg) KY979501.1 99.78%  Cio Fezes China
gene, partialcds : 2o
G. intestinalisisolate D31RBG beta-giardin (bg) R
KT728467.1 99.78% Cao Fezes Brasil

gene, partialcds

4. Discussao

E sabido que a giardiase ¢ uma doenca cosmopolita e afeta uma gama de hospedeiros,
tendo prevaléncias varidveis em diversas regidoes, e isso ¢ verificado por estudos
epidemioldgicos prévios. A frequéncia verdadeira encontrada no presente trabalho foi de 37,3%
(IC.95%=25,9-51,4%), valor similar ao encontrado por Bartmann & Aratjo em Porto Alegre-
RS (37,64%), porém diferente do encontrado por Osmari et. al. em Santa Maria-RS (5,6%).
Destaca-se a proximidade geografica entre as regides estudadas (sul, centro oeste e
metropolitana) dentro do Estado do Rio Grande do Sul. Diferengas na origem dos animais
estudados podem prover uma hipdtese para essa diferenca de valores: em Santa Maria, parte
das amostras provieram de canis comerciais. Esses locais destinados a venda de animais
costumam manter um padrdo sanitario com uma boa higiene e vermifugagdo dos caes, € isso
pode ter contribuido para reduzir o nimero de animais infectados [11,8].

Os resultados estatisticos obtidos a partir dos dados coletados pelo questionario
encontraram correlagdo entre beber dgua nao tratada e domicilio em zona rural com aumento
das chances de infecc¢do por G. duodenalis. Observou-se também que animais que apresentam
fezes diarreicas tem 4 vezes mais chances de estarem infectados por G. duodenalis do que
animais com fezes normais. Estudos realizados em Cuiaba-MT e Coréia do Sul, nio
encontraram correlagdo entre o sinal clinico de diarreia e infec¢do por G. duodenalis em caes,
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divergindo dos atuais resultados. Os autores coreanos afirmam que a hipdtese seria pelo baixo
nimero de individuos com sinal clinico de diarreia em comparagdo a individuos normais.
Segundo Trevisan et. al. (2020), algumas varidveis no curso da infec¢cdo podem ser causadores
dessa diferenca, tais como eliminagdo intermitente de cistos, imunocompeténcia do hospedeiro
e infecgdes subclinicas [17,18].

O presente estudo mostrou que ingerir 4gua de fontes ndo tratadas também ¢ fator de
risco para infeccdo. Um estudo realizado na cidade de Rio de Janeiro-RJ, Balassiano et. al.,
(2009) nao encontraram correlagdo estatistica entre essa variavel e infeccao por G. duodenalis
e outros enteroparasitos. A hipdtese para essa diferenga pode estar no local do estudo. Este
trabalho incluiu cdes da zona rural na amostragem, locais onde os animais encontram acesso
facilitado a 4gua ndo tratada em compara¢do com grandes cidades [19].

Caes domiciliados na zona rural tem mais chances de infec¢ao por G. duodenalis do que
os domiciliados na zona urbana. Essa variavel apresentou correlagdo estatistica em ambas
analises univariada e multivariada. Apesar de ndo encontrarem correlagdo nessa mesma
variavel, Li et. al. (2012) relataram maior prevaléncia de infec¢do em caes suburbanos em
Guangzhou, na China. Os autores alegam que questdes referentes a diferenga de satde
ambiental das regides urbanas e suburbanas contribuiram para esse resultado [20].

Nao héd consenso sobre qual esquema de genotipagem deve ser usado para a
caracterizacdo molecular de isolados de G. duodenalis, no entanto, € amplamente aceito que a
analise e a interpretacdo devem ser realizadas com base em pelo menos duas regides, dessa
forma obtendo-se informagdes mais robustas. Os genes mais utilizados sdo o gene de rRNA de
subunidade pequena (SSU) e varios genes de manutencdo que codificam para glutamato
desidrogenase (GDH), [-giardina, fator de alongamento 1 alfa (efl-a) , e triosefosfato
isomerase (TPI) [21].

Foram utilizadas no presente estudo as regides 18S rRNA, B-gia e TPI para fazer a
analise molecular dos isolados que infectam cies na regido sul do RS. E sabido que a utilizagio
do marcador SSU rRNA isolado ¢ insuficiente para obter resultados satisfatorios, porém a
utiliza¢dao dos marcadores B-gia e TPI sdo descritos como bons marcadores, além de formarem,
em conjunto com 18S rRNA, 3 regides distintas para resultados mais fidedignos [9,22,8].

O baixo numero de amostras amplificadas em comparagdo a microscopia se deve
provavelmente ao uso da técnica de fenol-cloroférmio utilizada para extracao de DNA, mesmo
com a realizagdo do ciclo de congelamento/descongelamento para rompimento da parede do
cisto. Um estudo anterior mostrou que o uso dessa técnica em comparagao ao kit QIAamp Stool
Mini reduziu drasticamente a amplificagdo de amostras positivas. Outro estudo, desenvolvido
em Curitiba-PR, concluiu com base em seus dados comparativos que o uso da PCR como
principal ferramenta de diagnostico para G. duodenalis ndo deve ser utilizada, sendo o método
tradicional de Faust mais eficaz. Um terceiro estudo desenvolvido na cidade de Cuiaba-MT
mostrou que, das 10 amostras positivas na microscopia, apenas 3 apresentaram amplificacdo na
PCR, sendo 2 delas para o alvo TPI e 1 para TPI e GDH. Os autores utilizaram o Nucleo Spin
Tissue Kit (Macherey-Nagel®, Diiren, Germany) para extracdo. Por fim, um quarto estudo,
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desenvolvido em Londrina-PR, obteve apenas 49 amplificagdes de 59 amostras positivas na
microscopia [23,24,18,14].

Kits de extracdo sdo bastante dispendiosos e ndo sdo garantia de obter sucesso na
extracdo de DNA de todas as amostras positivas por microscopia. Por esse motivo, optamos
pelo protocolo de extracdo fenol-cloroféormio por representar o melhor custo/beneficio.

Outras hipoteses possiveis sobre a baixa quantidade de DNA extraida sdo: baixo nimero
de cistos presentes na maioria das amostras, perda de material genético durante a extragao,
pequena quantidade de DNA obtida e presenga de inibidores de DNA nas fezes dos animais
[18].

A analise molecular do presente estudo revela que as sequencias obtidas com o marcador
B-gia foram semelhantes ao genotipo C e D de G. duodenalis, que sdao especificos para caes,
indicando que os animais estudados ndo sdo fonte de infeccao para humanos. Esses resultados
estdo de acordo com um estudo anterior realizado em Santa Maria — RS, utilizando o mesmo
marcador, onde os pesquisadores encontraram isolados C e D nos caes estudados [8].

Essas informagdes sustentam os resultados encontrados através de BLAST das
sequéncias obtidas pelo marcador 18S rRNA. Apesar de, segundo a literatura, esse marcador
ndo ser adequado para pesquisa de gendtipos, a maior parte das mostras encontrou similaridade
com genotipos C e principalmente com D para essa regido. Esses gendtipos sdo especificos de
canideos. No entanto, algumas peculiaridades foram encontradas. A amostra 16 (cdo da raca
lhasa Apso, fémea, 6 anos) encontrou similaridade (percentual de identidade 96,51-97,80% /
query cover 100%) com gendtipos B isolados de cabras e coelhos e A isolados de renas. Um
desses isolados foi do genotipo B isolado de humanos. A amostra 49(cao sem raga definida,
macho, 3 anos) apresentou similaridade (percentual de identidade 97,82-99,24% / query cover
97-100%) com genotipos B isolados de humanos, macaco-Reshus, coelhos e passaros. Ambas
as amostras eram provenientes da cidade de Pelotas-RS (Tabela 2).

Existem duas hipoteses que podem explicar esses resultados incongruentes: a primeira
diz respeito ao alto nimero de infec¢des mistas como resultado da alta prevaléncia de G.
duodenalis em humanos e animais. Essa hipotese ¢ sustentada por estudos que encontraram
resultados discrepantes entre alvos diferentes em andlise multilocus para a mesma amostra,
sendo esses resultados inconsistentes mais frequentes em isolados de caes. A segunda diz
respeito a possiveis mutacdes (heterozigosidade de sequéncia alélica) entre os gendtipos, sendo
mais comum em B, C e D do que A, E e F. Apesar disso, a hipdtese de transmissao zoonotica
ndo deve ser descartada, pois trabalhos anteriores ja encontraram genoétipos especificos de
humanos em caes, além de evidéncias epidemiologicas complementares [25,26,6].

Trabalhos anteriores reforcam essa hipdtese. Um estudo realizado em Lages-SC
verificou o potencial zoondtico de G. duodenalis em criangas e cdes de domicilio. Os
pesquisadores encontraram gendtipos A e B, além de C nos caes estudados, porém apenas A e
B nas criangas, sugerindo a transmissao zoonética de humanos para caes, mas ndo o contrario
[27].
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Infelizmente, no presente estudo, a regido TPI ndo sequenciou de forma satisfatoria em
nenhuma das amostras. Esse contratempo ja foi relatado por Palmer et. al. (2008). Os autores
relataram também fraca sensibilidade para a regido -gia, tendo grande sucesso na regido 18S
rDNA. O baixo nimero de cistos por amostra além de fatores inibitérios da PCR podem ser um
fator crucial para esse resultado [28].

5. Conclusao
A frequéncia de G. duodenalis em cdes da regido sul do Rio Grande do Sul ¢ alta e
esfor¢cos devem ser praticados para minimizar os fatores de risco para esse parasito.

Os caes da regido sul do RS estdo majoritariamente infectados pelos genotipos C e D de
G. duodenalis, sugerindo que a transmissao zoonotica seja improvavel, mas ndo impossivel.

Recomenda-se que novos estudos sejam feitos para reforgar nossa hipdtese. Destaca-se
porém, tratar-se do primeiro estudo a verificar um perfil epidemioldgico e molecular de G.
duodenalis em caes na regido Sul do Rio Grande do Sul.
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Conclusoées gerais

Os caes da regiao sul do Rio Grande do Sul apresentam uma alta frequéncia
de G. duodenalis e esforgcos devem ser concentrados, com foco nos fatores de risco
dessa parasitose, para o controle da infec¢do na regiéo.

Aingestao de agua nao tratada pelos caes favorece a continuidade da infecgao
de G. duodenalis na regiao.

Caes domiciliados na zona rural estdo mais expostos a infeccdo por G.
duodenalis em relacdo aos caes domiciliados na zona urbana;

Os caes daregiao sul do RS estdo majoritariamente infectados pelos gendtipos
C e D de G. duodenalis, sugerindo que a transmissado zoondtica seja improvavel, mas
nao impossivel.

Novas pesquisas devem ser feitas para reforcar esses dados, pois esse foi 0
primeiro estudo a averiguar o perfil epidemiolégico e molecular de G. duodenalis em

caes na regiao Sul do Rio Grande do Sul.
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