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Avaliac&o da ocorréncia de Giardia spp.
por diferentes métodos coproldgicos

RESUMO

O género Giardia inclui espécies com potencial zoonético e com uma distribuicdo
mundial, e em que alguns gendtipos de Giardia duodenalis sdo responsaveis anualmente
por milhares de novos casos em humanos. Existem varios ciclos de transmisséo, sendo a
agua de consumo, por contaminacgdo fecal de origem animal, uma das principais fontes de
infeccdo humana. Neste estudo foram colhidas 162 amostras fecais de animais de quatro
origens diferentes (Zoologico = 55; Producdo = 25; Doméstico = 5; Canil = 77) que foram
testadas por duas técnicas coprolégicas diferentes, a técnica de flutuagcdo com sacarose e a
técnica de sedimentacdo com formol-acetato.

Para a implementacdo de Nested PCR foram testados varios genes, [B-giardina,
Glutamato desidrogenase e 18SrRNA, ocorrendo apenas amplificacdo das amostras com o
gene 18SrRNA. Com esta técnica foram analisadas 26 amostras, que incluia a treze
positivas a microscopia e as restantes escolhidas aleatoriamente.

Este trabalho permitiu determinar a ocorréncia de Giardia spp. através das técnicas
coproldgicas em treze animais de diferentes origens e verificar que o nimero de animais de
canil positivos ndo foi o esperadas de acordo com o descrito na literatura que refere ser este
0 grupo com maior prevaléncia. Este estudo também permitiu uma comparacdo entre os
dois métodos de concentracdo de quistos de Giardia spp., com maior recuperacéo utilizando
a técnica de flutuacdo com sacarose. Através da técnica molecular confirmaram-se dez dos

positivos encontrados por microscopia e ainda se detectaram dois novos positivos.

PALAVRAS-CHAVE: GIARDIA spp., TECNICAS COPROLOGICAS, NESTED PCR,
18SrRNA.



Evaluation of the occurrence of Giardia spp.
by different coprologic methods

ABSTRACT

The genus Giardia includes species with zoonotic potential and with a worldwide
distribution. Some Giardia duodenalis genotypes are responsible each year for thousands of
new cases in humans. There are several transmission cycles such as contamination of
drinking water with animal feces which is a major source of human infection. In this study
were collected 162 fecal samples of animals from four different sources (zoo = 55;
Production = 25; Domestic = 5; Kennel = 77) and were tested by two different coprologic
techniques, the flotation technique with sucrose and sedimentation technique with formalin-
acetate.

To implement Nested PCR were tested several genes, B-Giardin, glutamate
dehydrogenase and 18SrRNA, but only occur amplification of samples with gene 18SrRNA.
With this technique, 26 samples were analyzed, which included thirteen positive on
microscopy and the other were randomly chosen.

This work allowed us to determine the occurrence of Giardia spp. in thirteen animals
from different origins and verify that the number of positive animals from the kennel was not
the one expected according to the literature, which states that this is the group with higher
prevalence. This study also allowed a comparison between two methods of Giardia spp. cyst
concentration, with greater recovery using the flotation technique with sucrose. Through the
molecular technique was possible confirm ten positive samples found by microscopy and still

detected two new positive samples.

KEYWORDS: GIARDIA spp., COPROLOGIC TECHNIQUES, NESTED PCR, 18SrRNA



ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% - Percentagem

°C — Graus Celcius

A — Adenina

BG - B-giardina

B— Beta

C — Citosina

DNA — Acido desoxirribonucleico (do Inglés Deoxyribonucleic acid)
dNTPs — Desoxinucledétidos

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

G — Guanina

g — Gramas

GDH — Glutamato desidrogenase (do Inglés Glutamate dehydrogenase)
gi — Gastrointestinal

INSA — Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge

L — Litro

M — Mole

MgCl,— Cloreto de magnésio

mL — Mililitros

mM — Milimolar

MOC — microscépio éptico

um — Micrometro

MM — Micromolar

NCBI — National Center for Biotechnology Information (Estados Unidos)
pb — Pares de bases

PBS — Tampéao fosfato salino (do Inglés Phosphate buffered saline)
PCR — Reaccdo em cadeia da polimerase (do Inglés Polymerase Chain Reaction)
pH — Potencial hidrogénico

R — Adenina ou Guanina

RNA — Acido ribonucleico (do Inglés Ribonucleic acid)

rRNA - Acido ribonucleico ribossémico (do Inglés Ribosomal ribonucleic acid)
T — Timina

TBE — Tampé&o Tris-Borato-EDTA

TPI — Triosfosfato Isomerase (do Inglés Triosephosphate isomerase)



U — Unidade enzimatica
UV — Ultravioleta

V — Volts

xg — Aceleracéo gravitica

Y — Citosina ou Timina
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1.INTRODUCAO

O género Giardia € um grupo constituido por protozoarios flagelados intestinais que
podem afectar um grande numero de hospedeiros, desde mamiferos (incluindo o Homem),
aves e anfibios e que tém caracteristicas que permitem a sua viabilidade no ambiente
durante semanas ou meses.

Actualmente verifica-se uma relacdo estreita entre humanos e animais,
principalmente com os animais de companhia mas, apesar dos cuidados dedicados ao
controlo das doengas zoondticas, 0s protozodarios sdo muitas vezes negligenciados (Ferreira
et al., 2011). As espécies de Giardia sdo uma das principais causas de diarreia em todo
mundo tanto nos animais como em humanos pelo que continuam a representar um risco
potencial para a saude publica (Almeida et al., 2010).

Os avancos das ferramentas moleculares permitiram resolver a questdo da
taxonomia, contribuiram para o esclarecimento dos diferentes hospedeiros e genoétipos que
0 parasita apresenta, bem como facilitaram a andlise de amostras ambientais através da
PCR (Thompson et al., 2008).

O interesse por este parasita tem sido crescente ao longo dos anos, pelo que as
técnicas moleculares permitiram desenvolver estudos na tentativa de compreender a sua
epidemiologia, os ciclos de transmissao, as fontes de contamina¢do que ocasionam surtos e
especialmente desvendar o potencial zoonético.

A realizacdo deste trabalho compreende trés objectivos diferentes porém interligados,
sendo que o principal consiste no estudo da deteccdo de Giardia spp. em amostras fecais
de diferentes espécies animais e de origens diversas. Como segundo objectivo, foram
comparadas duas técnicas coprolégicas de recuperacdo e concentracdo de quistos,
baseando-se em dois métodos distintos: Flutuacdo com sacarose e Sedimentacdo por
formol-acetato de etilo. Sendo o Ultimo passo e objectivo do trabalho implementar

metodologia molecular na deteccéo de Giardia spp. através de diferentes genes alvo.
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.SISTEMATICA

O género Giardia inclui espécies de protozoarios flagelados, cosmopolitas que
afectam um largo e variado leque de hospedeiros, desde humanos a animais domésticos e
silvestres. O seu microbiétopo é o intestino delgado onde se multiplica causando giardiose.

Tendo em conta a morfologia de Giardia spp. estas espécies pertencem ao filo
Protozoa (eucariotas unicelulares), sub-filo Sarcomastigophora (portador de nucleos
vesiculares, e flagelos, sem formacgéo de esporos), super classe Mastigophora (um ou mais
flagelos, reproducdo assexuada por divisdo binaria), classe Zoomastigophora (sem
cromatéforos), ordem Diplomonadida (quatro pares de flagelos, dois nucleos, sem
mitocondrias nem complexo de golgi, de vida livre ou parasita) e da familia Hexamitida
(simetria bilateral, forma oval, com duplicacdo de organelos) (Samuel et al., 2001). Contudo
de acordo com a nova sistematica baseada em dados genéticos, estruturais e bioquimicos o
género Giardia pertence ao filo Metamoda, sub-filo Trichozoa, super classe Eopharyngia,
classe Trepomonadea, sub-classe Diplozoa, Ordem Giardiida e familia Giardiidae (Plutzer et
al., 2010).

Este peculiar parasita tem atraido atencdo devido a sua “natureza primitiva” tendo
sido descrito como um féssil biologico, pelo facto de ser um verdadeiro eucariota que no

entanto reteve peculiaridades dos ancestrais procariotas (Caccido & Sprong, 2010).

2.2.HISTORIA

Este protozoario foi um dos primeiros a ser relatado em 1681 apo6s a invencao do
microscépio. Van Leeuwenhoek, ao examinar as préprias fezes diarreicas, descobriu os
trofozoitos de Giardia, os quais apelidou de animaculos (Adam, 1991).

A primeira descricdo morfolégica detalhada do parasita foi feita por Lambl em 1859,
contudo designou-a de Cercomonas intestinalis. Ao longo dos anos seguintes, diferentes
nomenclaturas foram propostas, tais como: Dimorphus muris, sugerida por Grassi em 1879
quando observou a sua presenca em roedores, sendo Kunstler que a designou como
Giardia pela primeira vez, mas nos anos seguintes teve nomenclaturas como Lamblia
intestinalis, G. duodenalis, G. lamblia e G. enterica (Adam, 2001). No entanto existem trés
nomenclaturas que sado consideradas como correctas: G. lamblia, G. duodenalis e G.

intestinalis.
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A taxonomia a nivel da espécie tem sido complicada e confusa ao longo dos anos
devido a grande maioria das espécies ser descrita com base no hospedeiro (Thompson et
al., 2000), o que levou a descricdo de mais de cinquenta espécies de Giardia. No entanto,
em 1952, Filice propbs uma nova avaliacdo taxondémica baseada nas caracteristicas
morfolégicas para validar as espécies, pondo de lado o critério relativo ao hospedeiro
(Thompson, 2004). Deste modo descreveu trés espécies: G. agilis, G. muris e G.
duodenalis, as quais foram adicionadas duas novas espécies distintas morfologicamente e
reconhecidas em aves, G. psittaci e G. ardeae (Figura 1). G. microti foi proposta com base
na morfologia do quisto e na andlise da sequéncia da sub-unidade pequena do rRNA,

constituindo esta a sexta espécie (Monis et al., 2003).

Figura 1 — llustragdo das varias espécies de Giardia; A) G. agilis - trofozoito com forma
alongada, e corpos medianos em forma de gota; B) G. muris - o trofozoito mais circular, e
corpos medianos esféricos; C) G. duodenalis - trofozoito piriforme, e corpos medianos
orientados perpendicularmente em relagdo ao eixo longitudinal; D) G. ardeae - flagelo
caudal esquerdo rudimentar ou inexistente, entalhe no disco adesivo, corpos medianos
paralelos ao eixo longitudinal; E e F) G. psittaci - superficie dorsal possui protusdes
caracteristicas; mb — corpos medianos (Adaptado de Samuel et al., 2001).

2.3.ESPECIES E ASSEMBLAGES

A incerteza taxonOmica presente ao longo dos anos gerou um impacto negativo na
compreensao da epidemiologia e no papel dos animais domeésticos e silvestres como fonte

de infeccdo humana (Monis et al., 2009). A falta de um método avaliativo de referéncia para

14



determinar as espécies de protozodrios dificultou a caracterizacdo adequada da espécie de
Giardia presente em cada isolado (Adam, 2001).

Hoje em dia séo reconhecidas 6 espécies de Giardia: G. duodenalis, que afecta
humanos, animais domésticos e silvestres; G. agilis, que afecta anfibios; G. muris,
encontrada em roedores; G. psittaci e G. ardeae, que afectam aves; e G. microti, que ocorre
nos ratos de campo. Estas foram distinguidas e caracterizadas com base na microscopia
optica (forma do trofozoito e do corpo mediano) e por microscopia electronica (flagelos,
disco ventral) (Plutzer et al., 2010).

A questao do potencial zoondtico e a especificidade de hospedeiro promoveu uma
série de experiéncias nas quais se tentou averiguar a transmissao cruzada, contudo muitos
dos resultados foram controversos pois na maioria dos casos foram utilizados isolados
humanos para infectar animais. A interpretacdo desses resultados foi dificil devido a varios
factores procedimentais como o nimero de quistos utilizados para promover a infeccao e a
nado caracterizacdo genética dos isolados (Monis et al., 2009). A maioria das espécies esta
adaptada a um hospedeiro excepto G. duodenalis que tem um amplo e variado numero de
hospedeiros, afectando varias espécies de mamiferos (Appelbee et al., 2005).

Antes dos avancos das técnicas moleculares o cultivo de isolados individuais era um
procedimento obrigat6rio, mas com a evolucéo das técnicas de PCR o passo de cultivo foi
eliminado, pois a identificacdo do parasita pode ser feita directamente a partir de amostras
fecais e ambientais (lvanov, 2010). A década passada foi marcada por tremendos
progressos na compreensao da estrutura e da populacao de Giardia, através da aplicacado
de um painel de técnicas moleculares e analise dos loci genéticos conservados como o
rRNA, entre outros (Thompson et al., 2000).

A realizacdo de estudos onde se comparavam dados relativos a antigénios,
isoenzimas, cariotipos e sequéncias de DNA de isolados de origem animal e humana,
demonstraram uma consideravel diversidade no grupo morfolégico G. duodenalis (Caccio et
al., 2002). Os genotipos deste grupo foram nomeados apds a descoberta de substanciais
diferencas em genes como os da Glutamato Desidrogenase (GDH), Triosfosfato Isomerase
(TPI) e B-giardina (BG), e subsequente analise filogenética (Figura 2) de forma a descartar a
possibilidade das diferencas serem devido a heterogeneidade das cépias ou de variacdo
intra-genotipica (Plutzer et al.,, 2010). Foi demonstrado que G. duodenalis ndo é uma
espécie uniforme, mas antes um complexo de espécies com diversidade genética, mas
morfologicamente similares, exibindo uma adaptacéo a diferentes hospedeiros (Thompson,
2004). Desta forma os gendtipos mais proximos foram agrupados em assemblages e

subassemblages (Plutzer et al., 2010).
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Figura 2 - Arvore filogenética da espécie Giardia duodenalis
através da analise do gene gdh (adaptado Monis et al., 2009)

Assemblage F

Os dados moleculares definiram 8 assemblages genéticos para a espécie G.
duodenalis (Tabela 1), classificados de A, B, C, D, E, F, G e um grupo que ainda ndo tem

nome atribuido (lvanov, 2010; Thompson, 2004).
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Tabela 1 - Gendtipo e hospedeiro dos isolados do grupo morfolégico de G. duodenalis
(adaptada de Thompson et al., 2000)

" Humano, animais de producéo, gato, cdo, castor,
A (Zoon6tico) ) o . ) )
porquinho-da-india, espécies de Loris (Nycticebus),

Bz Stico) Humano, chinchila, céo, rato, castor, siamango, espécies
oonotico
de Loris (Nycticebus)

C Cao

D Céo

E Animais de producao (bovinos, ovelhas, porcos)

F Gato

G Roedores domésticos
Rato-almiscarado Roedores silvestres

Estudos de electroforese enzimatica demonstraram a primeira evidéncia de que
alguns assemblages (C a G) possuiam uma marcada especificidade de hospedeiros (Monis
et al., 2009).

O assemblage A foi subclassificado nos clusters de Al a AlV, sendo Al reportado em
humanos e animais; All é exclusivo do Homem; Alll e AIV sdo exclusivos dos animais
(Ballweber et al., 2010). O assemblage B inclui os subgrupos Blll e BIV (lvanov, 2010). Os
assemblages A e B sdo aqueles que tém maior potencial zoonético, no entanto o
assemblage A, mais especificamente o Al, acarreta um maior risco na perspectiva da saude
publica. O assemblage B possui um maior grau de diversidade genética e linhagens
genéticas mais antigas do que o assemblage A (Thompson et al., 2000).

Os isolados de origem humana pertencem a um de dois assemblages, A ou B e
devido a este facto tém-se realizado diversos estudos para compreender se existe alguma
associagao entre o assemblage de G. duodenalis e a severidade da doenca. Os resultados
sdo inconsistentes e contraditorios, pois em alguns estudos o assemblage B é associado a
doenca sintomética com diarreia persistente, enquanto noutros estudos é associado a
doenca assintomatica, ocorrendo o0 mesmo em relagdo ao assemblage A (Caccio & Ryan,
2008).

Segundo Monis et al. (2009), existem razdes para considerar uma nova revisao
taxonomica (Tabela 2), sendo estas: a necessidade de reconhecer as diferencas biolégicas
e evolutivas dentro de G. duodenalis, em especial a especificidade de hospedeiros; o uso de

sequéncias de DNA para identificar e descriminar espécies morfologicamente semelhantes;
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reconhecer os diferentes assemblages de G. duodenalis como espécies distintas,

correlacionando-as com o potencial zoonético.

Tabela 2 — Proposta para nova taxonomia de Giardia segundo Monis et al. (adaptado de
Monis et al., 2009)

) Humano, primatas, animais de producéo, gato, céo,
G. duodenalis (assemblage A) ] )
roedores, alguns mamiferos silvestres

G. enterica (assemblage B) Humano, primatas, céo e alguns mamiferos silvestres
G. agilis Anfibios
G. muris Roedores
G. psittaci Aves
G. ardeae Aves
G. microti Roedores

G. canis (assemblage C/D) Cao e outros canideos

G. bovis (assemblage E) Animais de producéo (bovinos, ovelhas)
G. cati (assemblage F) Gato
G. simondi (assemblage G) Rato

Estudos recentes verificaram que a atribuicdo de assemblages especificos a isolados
de G. duodenalis nem sempre é fiavel, pois com o uso de marcadores diferentes podem-se
obter resultados diferentes. Este fendmeno foi verificado tanto em isolados de origem animal
como humana, levando a classificagdes contraditérias consoante o0s marcadores
empregues. Desta forma, alguns isolados eram considerados potencialmente zoondéticos
com um marcador, mas com outro marcador eram considerados especificos de um
hospedeiro (Caccid & Ryan, 2008).

Estes achados levaram a reavaliacdo da forma de classificacdo dos assemblages,
pois a analise da sequéncia de um unico locus nesse loci ndo pode ser o Unico critério para
a classificacdo taxondmica porque os dados de um unico locus podem ndo estar somente
restritos a descricdo da diversidade genética dentro de uma populagdo (Ballweber et al.,
2010).

Tém sido propostos uma série de mecanismos para explicar esta diferenca de
classificacdo consoante os marcadores genéticos. Essas explicacdes incluem a ampliacédo
preferencial de um assemblage em relacdo a outro em infeccBes mistas, retencdo de

polimorfismos ancestrais e eventos de recombinacdo (sexual) (Caccio & Ryan, 2008).
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2.4 MORFOLOGIA

Ao longo do ciclo de vida este parasita adquire duas formas morfologicamente
distintas, o quisto (forma infectante, no ambiente) e o trofozoito (no intestino do hospedeiro).

O quisto (Figuras 3 e 4) apresenta uma forma eliptica ou oval, medindo cerca de 8-
12um por 7-10um. Este encontra-se protegido por uma parede espessa e rigida, sendo o
principal constituinte um glicido (B-1,3-N-acetyl-D-galactosamina), possuindo ainda mais
duas membranas internas (Ringqvist, 2009). No seu interior existem corpos medianos,
axonemas lineares, e consoante o seu estado de maturidade pode ter dois nucleos (imaturo)

ou quatro nucleos (maturo), sendo uma célula tetrapléide (Wolfe, 1992).

Figura 3 — llustracdo das diferentes Figura 4 — Fotografia de quisto
formas do quisto de Giardia A) Forma de Giardia spp. com ampliacdo
com dois nucleos; B-E) Forma com de 40x, apds exame coprologico
quatro nlcleos; F) Forma com dois (Fonte original, data 17/01/11).

nucleos em cada pélo (Soulsby, 1978).

A forma vegetativa, o trofozoito (Figuras 5 e 6), é piriforme, com simetria bilateral e
mede 12-15um por 5-9um (consoante a espécie), dorsalmente é convexo e na face ventral é
cbncavo. Aparentemente na face dorsal possui uma area para difusdo de nutrientes (Wolfe,
1992).

O citoesqueleto é constituido por dois ndcleos, quatro pares de flagelos, oito corpos
basais, corpos medianos, disco adesivo ventral, o complexo de golgi apenas é visivel
durante a fase de enquistamento, ndo estando confirmada a sua presenca no trofozoito, no
entanto a visualizagcdo de membranas empilhadas sugerem a sua existéncia (Adam, 2001).

Contém dois nucleos dipléides morfologicamente idénticos e ambos possuem
actividade transcripcional, contudo ndo ha dados que demonstrem a existéncia de nucléolo
(Caccid & Sprong, 2010).
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Os quatro pares de flagelos (anterior, caudal, posterior e ventral) emergem dos
corpos basais, que estdo localizados perto do ndcleo (Adam, 1991). A sua fungcdo esta
relacionada com a mobilidade do trofozoito, mas também pode impedir que os trofozoitos
sejam arrastados pelos movimentos peristalticos intestinais (Peattie et al., 1989). Os flagelos
podem ter um papel importante na fase de desenquistamento, pelo facto de surgirem
precocemente neste processo (Adam, 2001).

Os corpos medianos sdo estruturas Unicas deste parasita, sendo utilizados como
ferramenta taxondmica, pois diferem em forma e posicdo em cada espécie. Contudo a sua
fungéo especifica ainda é desconhecida (Erlandsen & Meyer, 1984).

Um importante constituinte do citoesqueleto é o disco ventral, sendo este
considerado uma estrutura exclusiva do género Giardia, ocupando a superficie ventral
anterior. E indispensavel para a sobrevivéncia do parasita, pelo facto de ser a Unica
estrutura que permite a sua aderéncia ao intestino do hospedeiro (Adam, 2001). A fixac&o
mecanica a mucosa ocorre devido ao desenvolvimento de uma pressao negativa entre as
superficies (Wolfe, 1992). O disco ventral é constituido por um conjunto de microtibulos que
formam a base duma estrutura designada de microribbons, que por sua vez sédo constituidos
por varias proteinas, entre as quais se destacam as giardinas (Adam, 2001).

A posicao dos nucleos, corpos medianos e axonemas relembram a figura da face
humana (Wolfe, 1992).

Corpo basal

Disco ventral

W _
Corpos : e
medianos \, ‘;’E‘ ‘S &
8w 1
Flagelo— @ . &'y '?Q. Q
posterior ﬁ &'
~—Flagelo caudal ‘ ' %

Figura 5 — llustracéo do trofozoito de Giardia

spp. (adaptado de Faubert, 2000). Figura 6 — Trofozoitos de Giardia spp.

corados com tricromio (Fonte:
http://www.cdc.gov/parasites/giardia/dise
ase.html).

A percepcao das diferencas entre espécies ndo € apenas detectavel a nivel

molecular, podendo também ser notada a nivel morfologico, em particular através da forma
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do trofozoito, da forma dos corpos medianos e do tamanho do disco ventral (Monis et al.,

2003). Existem algumas diferencas morfoldgicas entre as diversas espécies de Giardia, que

estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Diferengas morfolégicas entre as diferentes espécies de Giardia (adaptado de Thompson,

2004)
Mamiferos domésticos Trofozoito piriforme, com
G. duodenalis e silvestres, incluindo  corpos medianos em forma de 12 - 15um 6-8pum
0 Homem garra

Trofozoito alongado e estreito,
G. agilis Anfibios com corpos medianos em 20 - 30 um 4-5pum
forma de gota

Trofozoito arredondado, com
G. muris Roedores pequenos corpos medianos 9-12 um 5-7 um

redondos

Trofozoito arredondado,
G. ardeae Aves entalhe no disco ventral, ~10 pm ~6,5 um

flagelo caudal rudimentar

o Trofozoito piriforme, sem
G. psittaci Aves ~14 pm ~6 um
flagelo ventro lateral

Similares a G. duodenalis,

quistos maduros contém
Roedores 12 - 15 pm 6-8pum

G. microti ;
trofozoitos totalmente

diferenciados

2.5.CICLO DE VIDA

Giardia spp. possuem um ciclo de vida simples e directo, apresentando 2 formas
distintas ao longo do ciclo: o quisto — forma infectante, que esta no ambiente e é inerte; e 0
trofozoito — forma vegetativa, no intestino delgado do hospedeiro (Adam, 1991; Ortega &
Adam, 1997).
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A principal forma de transmisséo é fecal-oral, ou seja, o hospedeiro infecta-se ao
ingerir o quisto eliminado pelas fezes e que contamina agua ou alimentos (Adam, 2001,
Wolfe, 1992). Apds ingerido, o0 quisto resiste ao ambiente acido do estbmago, mas quando
se encontra no intestino delgado desencadeia-se o processo de desenquistamento,
originando dois trofozoitos. Estes irdo replicar-se por divisdo binéaria e fixar-se as células da
superficie intestinal, causando os sintomas de giardiose (diarreia, méa absorc&o). A medida
gue transitam pelo intestino delgado até ao intestino grosso € despoletado o processo de
enquistamento, gerando um novo quisto infectante que ira ser excretado nas fezes e
posteriormente infectar um novo hospedeiro (Adam, 2001; Samuel et al., 2001), estando

este ciclo representado da Figura 7.

2.5.1. DESENQUISTAMENTO

Desenquistamento é o processo pelo qual o quisto da origem ao trofozoito. Uma vez
ingerido, o quisto, viaja pelo sistema digestivo do hospedeiro, e durante a passagem pelo
ambiente acido do estdbmago e com a accdo das enzimas pancreaticas (quimotripsina e
tripsina) (Ortega & Adam, 1997), a rigida parede do quisto degrada-se. Quando chega ao
ambiente neutro do intestino delgado encontra as condi¢cdes éptimas de sobrevivéncia e
replicacdo dos trofozoitos (Lujan et al., 1998). Através de movimentos rapidos do corpo e
dos oito flagelos, o trofozoito liberta-se, iniciando de imediato o processo de divisdo binaria.
Deste modo um quisto ird dar origem a dois trofozoitos (Ringgvist, 2009). Os trofozoitos irdo
aderir de imediato as células epiteliais das criptas do duodeno e parte inicial do jejuno,
reproduzindo-se de forma assexuada por divisdo binaria (Ortega & Adam, 1997). Existem
factores que perturbam a fixacdo, podendo ser inibida por: temperaturas abaixo dos 37°C,
aumento dos niveis de oxigénio ou diminuicdo da concentracao de cisteina.

O processo de desenquistamento ja foi induzido in vitro permitindo o seu estudo,
demonstrando que o pH optimo é de 4,0 e que as proteases pancreaticas facilitam o
processo, ocorrendo este de forma rapida e demorando cerca de 10 a 15 minutos (Adam,
2001).

2.5.2.ENQUISTAMENTO

O enguistamento corresponde ao processo de transformacao do trofozoito num novo
quisto infectante, que ocorre em resposta a inUmeros estimulos externos, verificando-se

uma série de modificacdes morfoldgicas e bioquimicas no trofozoito (Lujan et al., 1998).
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Com a realizacdo de estudos in vitro foram detectadas algumas condi¢cdes que
interferem no desencadear do processo, tais como: um meio com pH ligeiramente alcalino
(pH: 7,8), sais biliares e colesterol. Contudo a importancia de cada um destes factores ainda
é controversa (Adam, 2001).

O ambiente ideal para a sobrevivéncia dos trofozoitos € no jejuno, pois € rico em
nutrientes e é onde ocorre a maior parte da absorgcdo de colesterol. Sendo Giardia spp. um
eucariota, necessita de colesterol para a sintese das membranas, pois é incapaz de o
sintetizar (Lujan et al., 1998).

O rapido turnover das células epiteliais do intestino pode ser um dos motivos que
justifica o dissociar dos trofozoitos das células, e a sua ida para o limen intestinal,
percorrendo assim todo o intestino até ao exterior do hospedeiro (Fricker & Smith, 1998). Ao
longo do intestino o ambiente torna-se cada vez mais pobre em colesterol, principalmente no
intestino grosso, iniciando-se 0 processo de enquistamento, sugerindo que a
diminuicdo/auséncia de colesterol activa os genes necessarios para o enquistamento (Lujan
et al., 1998).

Quando este processo estd completo a porcdo exterior dos trofozoitos torna-se
arredondada e filamentosa, perdem a mobilidade e deixam de estar fixos @ mucosa intestinal
(Adam, 2001). Quando o quisto esta totalmente formado os seus niveis de actividade
metabdlica diminuem consideravelmente em comparacdo com o0s niveis do trofozoito
(Ringqvist, 2009).

1 Quisto 2 Desenquistamento

3 Trofozoito

Esofago

Figado

Estémago—"

4 Divisdo binaria

Duodeno

L m
AL = N h 5 Trofozoitos
7 Quistos 4 no intestino

& Enquistamento

Figura 7 — Ciclo de vida de Giardia spp. 1 - Contaminagdo do
hospedeiro através de &agua ou comida contaminada; 2 -
Desenquistamento; 3 - Trofozoito; 4 - Fases de divisédo binaria; 5 -
Adeséo e multiplicag&o dos trofozoitos no intestino; 6 - Processo de
enquistamento; 7 - Contaminacdo do ambiente com quistos

(adaptado de Teixeira, sd). 23



2.6.PATOFISIOLOGIA E SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos de giardiose manifestam-se de forma imprevisivel, e podem ser
agudos, crénicos ou intermitentes, o que se deve a variabilidade individual do hospedeiro e
a natureza do parasita, (Wolfe, 1992). Os sinais podem ser confundidos com outras
infeccbes gastrointestinais ou parasitarias, e com deficiéncias nutricionais (Samuel et al.,
2001). No entanto, a giardiose é considerada a principal causa de diarreia em animais de
producéo jovens, com mais de 30 dias de idade (lvanov, 2010).

A sintomatologia difere de individuo para individuo, podendo depender de varios
factores como o tamanho do indculo, duragdo da infeccdo e factores inerentes aos
hospedeiros e do parasita (Wolfe, 1992). Na maioria das infeccbes em ruminantes, caes e
gatos, ndo ha manifestagdo clinica, contudo noutros animais como chinchilas e aves ja
foram reportados casos fatais (Samuel et al., 2001).

O intestino delgado quando colonizado com Giardia € comum ter uma quantidade
anormal de muco e fluido, verificando-se também a atrofia severa das vilosidades e
hiperplasia das criptas, apresentando por vezes histologia normal (Samuel et al.,, 2001).
Ocorre diminuicdo do ratio criptas/vilosidades e ha deficiéncias na actividade das enzimas
da bordadura em escova, como as dissacaridases, lipases, amilases e proteases (Geurden
et al.,, 2010). As alteracbes verificadas em relacdo as vilosidades e criptas tém como
consequéncia a reducdo da area de absorcdo e por conseguinte ocorre ma absorcédo de
agua, electrolitos, glucose, vitaminas A e B, gordura, lactose e folatos (Samuel et al., 2001).

Outra alteracdo comum é o aumento da permeabilidade da mucosa, podendo ser
causada pela apoptose dos enterdcitos e pelos produtos téxicos dos trofozoitos, e cujo
aumento conduz a elevacdo do nuamero de linfocitos intra-epiteliais e a activacdo dos
linfécitos T (Geurden et al., 2010).

O aumento dos mastdécitos a nivel intestinal e cutaneo, também esta descrito, como
sendo a possivel causa para os sintomas de alergia e urticaria associados a giardiose em
cavalos e aves, bem como nos casos de atopia em cées e gatos (Samuel et al., 2001).

Os sinais clinicos podem ser agudos ou cronicos, consistindo os agudos em: nausea,
anorexia e por vezes febre no inicio da infeccdo, seguido por diarreia explosiva e aquosa,
distensdo abdominal, sendo rara a presenca de sangue ou muco nas fezes. Estes sinais
podem resolver-se espontaneamente levando ao desenvolvimento de infec¢des cronicas ou
sub-agudas (Wolfe, 1992).

Devido aos sinais cronicos, como a perda de peso, diminuicdo da eficiéncia alimentar
e diminuicdo do peso da carcaca, a giardiose € uma doenca ndo s6 importante em termos

clinicos mas também a nivel econdmico, pois afecta animais de producéao (lvanov, 2010).
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Outros sinais presentes séo: a esteatorreia, que pode ser explicada pela diminuicédo
da actividade da lipase e aumento da producédo de mucina; a desidratacdo presente ocorre
devido a reduzida absorcao de agua (Geurden et al., 2010); a hipermotilidade intestinal e a
ma digestao (Samuel et al., 2001).

Os sinais clinicos ocorrem principalmente em animais jovens, enquanto que nos
adultos raramente estdo presentes, a hdo ser que existam condi¢cdes que 0s perpetuem, tais

como: sobrepopulacdo, aumento de stress e problemas dietéticos (Barr, 2006).

2.7.METODOS DE DIAGNOSTICO

A diarreia € um sinal clinico ndo patognomonico, vago e comum a varias patologias,
entre as quais se destaca a giardiose. A confirmagdo do diagnéstico é feita através da
visualizacdo do parasita (quisto e/ou trofozoito) ou através da deteccado de antigénios,
utilizando amostras fecais ou intestinais do hospedeiro (Samuel et al., 2001). Existem uma
série de métodos de diagnoéstico, cada um com as suas vantagens e desvantagens (ver
Tabela 4).

Tabela 4 — Vantagens e desvantagens de cada método de diagnéstico (adaptado de Samuel et al., 2001)

Fezes Esfregaco fecal, exame directo Econémico, pouco sensivel

o Econdmico, os quistos podem
Esfregaco fecal corado com lugol ou tricrémio .
estar ocultos no sedimento

Flutuacdo com sacarose e corado com lugol Econdmico, remove sedimento
Flutuag&o com sulfato de zinco e corado com lugol Econdmico, remove sedimento

. ) ) . Mais sensivel, mais dispendiosa,
Flutuacdo seguida de imunofluorescéncia ) o
maior especificidade

Réapido, maior especificidade,

ELISA ) }
dispendioso
Fluido duodenal String test Impraticavel em animais
Biopsia duodenal Exame directo ou corado com giemsa Requer endoscopia
S6 funciona em giardiose cronica,
Soro " .
util para seroprevaléncia
R Imunorreactividade a proteinas da Giardia Nunca feito em animais, Gtil em
Testes cutédneos ) ) o L )
intradermicas giardiase crénica, invasivo.
) ) . . o Bom em caso de biopsia e exame
Histologia Demonstracéo de trofozoitos em tecido fixado

post-mortem
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A abordagem inicial ao diagnéstico de giardiose consiste ho exame microscopico de
amostras fecais para pesquisa de quistos (mais frequente) ou trofozoitos (Adam, 1991),
sendo os Ultimos raramente detectados, estando correlacionados com manifestacao clinica
da doenca (Adam, 1991; Samuel et al., 2001). Contudo devido as suas caracteristicas
apenas sao visualizados em amostras recentes (Geurden et al., 2010).

Tradicionalmente este método é considerado o gold standard, no entanto estudos
recentes sugerem que a sua sensibilidade é mais reduzida em comparagdo com 0S novos
métodos de diagndstico (Geurden et al., 2008). E possivel aumentar a sua sensibilidade
através de métodos que permitam a concentracdo de quistos, como a flutuagdo com
sacarose ou sulfato de zinco (Samuel et al., 2001), mas é necessario ter em atencao
algumas particularidades como: a excrecao intermitente dos quistos pode conduzir a falsos
negativos, sendo essencial varias amostras fecais, se possivel de 3 dias consecutivos; e o
facto de a esteatorreia, por vezes presente no quadro clinico, interferir na flutuacdo com
sacarose (Geurden et al., 2010); os sintomas podem ocorrer entre um dia a uma semana
antes da excrecdo de quistos, tornando-se necessario a repeticdo da analise em doentes
com sintomas persistentes (Adam, 1991). A vantagem deste método baseia-se no baixo
custo dos consumiveis utilizados e por ser um método ndo invasivo na colheita da amostra.
Contudo o sucesso do diagnéstico depende da experiéncia e capacidades do técnico de
microscopia, sendo esta a sua desvantagem (Geurden et al., 2010).

Por vezes os exames coprolégicos podem repetidamente apresentar resultados
negativos em doentes com diarreia e ma absorcao cronica, tornando-se Util nestes casos a
realizacdo de um exame directo ao intestino através de esofagogastroduodenoscopia com
aspiracdo ou biopsia (Ortega & Adam, 1997), contudo s6 é aplicavel a monogastricos, e as
desvantagens (como a necessidade de equipamento proprio, dispendioso e a duragédo do
procedimento) que apresenta torna-o impraticavel na rotina (Samuel et al, 2001).

O diagnéstico através da deteccdo de antigénios nas fezes pode ser realizado
através de trés técnicas diferentes: imunofluorescéncia, enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) e imunocromatografia, utilizando-se em todas elas anticorpos monoclonais
contra proteinas da parede do quisto e do trofozoito (Geurden et al., 2010).

Segundo Geurden et al. (2008), que comparou trés meétodos de diagndstico,
imunofluorescéncia, imunocromatografia e microscopia, constatou que dos trés o que
demonstra mais sensibilidade é a imunofluorescéncia, seguido da imunocromatografia e por
altimo o exame microscopico. A possivel razdo para a discrepancia entre os dois primeiros €
o facto de se realizar um passo inicial de concentracdo de quistos na imunofluorescéncia,

ndo acontecendo 0 mesmo na imunocromatografia.
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Todos o0s métodos de deteccdo de antigénios tém bons resultados a nivel da
sensibilidade e especificidade, contudo apresentam como maior desvantagem o facto de
serem dispendiosos e apenas a imunofluorescéncia permitir a quantificacdo do namero de
quistos por grama de fezes. A principal vantagem da imunocromatografia em relacao as
outras técnicas é a possibilidade de ser realizada no local, ndo havendo necessidade de
recorrer ao laboratério, assim como a rapidez dos resultados (Geurden et al., 2010).

A utilizacdo do PCR convencional e outras técnicas moleculares fornecem
informag&o sobre o gendtipo permitindo a identificagdo das diferentes espécies, sendo Util
para estudos epidemioldgicos e taxondmicos. A maior vantagem € a facil interpretacdo dos
resultados, para além de serem rapidos, faceis de executar permitirem a andlise de
inUmeras amostras ao mesmo tempo (lvanov, 2010). Em teoria o limite minimo de detecgéo
€ de um quisto, logo possui uma elevada sensibilidade, contudo é necessario ter em conta
os inibidores presentes nas amostras fecais que podem interferir com as técnicas
moleculares (Geurden et al., 2010).

Também ¢é possivel aplicar o serodiagnostico, mas o seu valor de diagnéstico €
limitado, sendo mais vantajoso em estudos epidemiol6gicos e imunolégicos (Samuel et al.,
2001), uma vez que ndo permite distinguir entre infeccdo recente de uma ja estabelecida
(Ortega & Adam, 1997).

Em conclusdo o método de diagnostico que identifica e quantifica os quistos de
Giardia spp. nas fezes com maior ratio beneficio/custo é a imunofluorescéncia precedida

pela concentracao de quistos através da flutuacdo com sacarose (Samuel et al., 2001).

2.8. TRATAMENTO

E recomendado o tratamento dos animais quando infectados com Giardia spp.,
mesmo que ndo manifestem sinais clinicos, devido ao potencial zoondético. Apesar da
infeccdo por Giardia estimular a imunidade humoral e resultar numa infecgéo limitada em
varias espécies animais, pode demorar varios meses até o hospedeiro produzir anticorpos
protectores e eliminar o parasita (Thompson, 2004).

Os farmacos do grupo dos nitromidazois e dos benzimidazois séo eficientes no
tratamento da infeccdo em humanos e em alguns animais de estimagao (lvanov, 2010).

Os nitromidazois, como o metronidazol e o tinidazol, sdo frequentemente empregues
no tratamento, no entanto tém efeitos secundarios indesejaveis (carcinogénicos e

teratogénicos) e uma elevada toxicidade, o que restringe o seu uso, tendo sido também
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reportados casos de resisténcia (Samuel et al., 2001). Em alguns paises o0 uso deste tipo de
farmacos em animais de producdo esta proibido (Geurden et al., 2010).

Os benzimidazois, como o febendazol e o albendazol, sdo uma excelente alternativa
aos nitromidazois, tanto em animais de companhia como nos de producdo (Thompson,
2004). O febendazol demonstrou reduzir 0 nimero e a duracdo da excrecdo de quistos
resultando num beneficio clinico (Geurden et al., 2010). Também foi verificado que o seu
uso em vitelos promove uma melhoria na estrutura e funcdo das microvilosidades intestinais,
em apenas sete dias apos o inicio do tratamento (lvanov, 2010).

A paromomicina € outro farmaco Util e tem como caracteristicas ser pouco absorvida
pelo tracto gastrointestinal e reduzir eficientemente a excrecdo de quistos (Geurden et al.,
2010).

Devido a elevada prevaléncia de quistos de Giardia no ambiente, € comum ocorrer a
re-infeccdo dos animais apds o tratamento, sendo necesséario controlar as fontes de
contaminacdo com medidas estratégicas, tais como: isolamento e tratamento do animal
infectado, manter os niveis de higiene adequados nas instalagbes dos animais e dos
utensilios, e prevenir a sobrepopulacédo (Ilvanov, 2010). Este tipo de medidas é importante
pois a administracdo a longo termo de farmacos néo é atil nem viavel economicamente para
os produtores de animais (Uehlinger et al., 2007).

A vacinacdo é uma alternativa ao uso de farmacos, promovendo uma proteccao
prolongada contra a infeccdo e prevenindo a excrecdo de quistos (Geurden et al., 2010).
Nos Estados Unidos da América existe actualmente uma vacina com trofozoitos isolados de
ovelhas, que apenas esta disponivel para caes e gatos. Os estudos clinicos demonstram
que a sua administracdo de forma subcutanea em animais jovens diminuiu os quistos nas
fezes, e elimina ou reduz os trofozoitos no intestino, prevenindo a doenca clinica e
observando-se o aumento de peso dos animais comparativamente aos ndo vacinados
(Uehlinger et al., 2007).

O uso deste tipo de vacina em animais de producao seria Gtil, no entanto estudos
feitos em vitelos demonstrou o aumento da resposta humoral, mas ndo é eficaz na
diminuicdo da excregcdo de quistos nem na ocorréncia de trofozoitos no intestino, nao

prevenindo os sinais clinicos (Geurden et al., 2010).
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2.9.EPIDEMIOLOGIA

Giardia duodenalis € um protozoario intestinal com distribuicdo global, sendo
considerado um dos dez principais parasitas do Homem e uma das principais causas de
diarreia ndo viral em humanos e animais (Thompson et al., 2000).

Aproximadamente duzentos milhdes de pessoas na Asia, Africa e América latina tém
giardiase sintomatica, e sdo reportados cerca de 500 000 novos casos por ano (Caccio &
Ryan, 2008). Devido ao elevado impacto sécio-econdmico em paises em desenvolvimento,
desde 2004, foi incluida na “iniciativa das doencas negligenciadas” pela Organizacao
Mundial de Saude (Geurden et al., 2010).

Nos paises desenvolvidos € o parasita intestinal mais comum, devido ao aumento de
surtos principalmente em creches, sendo referido como agente infeccioso re-emergente
(Thompson et al., 2000).

Sao varias as caracteristicas do parasita que influenciam a sua epidemiologia: basta
10-100 quistos para causar infeccdo; os quistos sdo imediatamente infecciosos apds a
excrecdo nas fezes e podem sobreviver durante semanas ou meses no ambiente; a
contaminacdo ambiental pode levar a contaminacdo da agua e dos alimentos (Caccio &
Ryan, 2008).

Existem quatro ciclos de transmissdo de G. duodenalis (Figura 8), que sustentam a
difusdo do parasita, por conseguinte é necessario compreender como esses ciclos

interagem entre si (Thompson, 2004).

Animais
Silvestres

Figura 8 — Diagrama que mostra os diferentes
ciclos de transmissao de Giardia spp. Os pontos
de interrogacdo indicam a incerteza que existe em
relacdo a frequéncia da interaccdo entre os ciclos
(adaptado de Hunter & Thompson, 2005). 29



A transmisséo entre humanos pode ocorrer indirectamente através da agua e/ou por
comida contaminada com quistos, ou directamente em ambientes com mas condi¢cdes
higiénicas (Ivanov, 2010).

Um dos mais importantes veiculos de transmissdo é a agua, sendo uma questéo de
relevancia a fonte de contaminacéo desta (Hunter & Thompson, 2005). A maioria dos surtos
de giardiase tem como origem a agua, e ocorrem devido a contaminacdo das aguas de
superficie através da descarga de esgotos e da drenagem de terrenos que contém fezes de
animais (Plutzer et al., 2010). O mesmo tipo de contamina¢do pode ocorrer também em
sistemas de agua subterrdneos (Thompson, 2004). As deficiéncias no tratamento da agua
potéavel, também sao citadas como fonte de infecgéo, pois as concentra¢des de cloro usadas
na agua ndo sao suficientes para inactivar os quistos e, apesar da filtracdo ser um método
eficaz de remocgéao de quistos nem sempre € aplicado (Ortega & Adam, 1997).

A agua de irrigagdo utilizada para o cultivo de alimentos que séo tradicionalmente
consumidos crus (frutos e vegetais), também representa um risco para a saude publica, pois
pode ser uma fonte de protozoarios do género Giardia e contaminar os alimentos
(Thompson, 2004).

Ja foi demonstrado que os moluscos bivalves podem acumular quistos, indicando
que 0 seu consumo sem tratamento térmico prévio, pode levar a casos de doenca (Plutzer
et al., 2010).

Todavia, a transmissao de Giardia spp. pelos alimentos é pouco comum, sucedendo
principalmente pela falta de higiene pessoal dos manipuladores de alimentos (Adam, 1991).

A transmissdo zoondtica é uma questao importante e, apesar de varios estudos
demonstrarem a ocorréncia do mesmo assemblage tanto em humanos como em animais,
ndo ha informacdo suficiente sobre a frequéncia deste tipo de transmissao (Hunter &
Thompson, 2005).

Devido ao elevado numero de quistos excretados pelos animais de producédo quando
infectados, pode torna-los numa fonte de contaminagdo da agua, caso estejam junto a
zonas de abastecimento de agua (Plutzer et al., 2010), e do ambiente em redor, pela
propagacéo através de utensilios e dos tratadores de animais (Geurden et al., 2010). E
essencial que na gestdo pecuéria se garanta o controlo do local da deposicao das fezes
para minimizar a possivel contaminacdo da agua (Plutzer et al., 2010), bem como medidas
preventivas a implementar nas instalagdes dos animais (ver Tabela 5), pois 0os animais em
producéo intensiva estéo trés vezes mais predispostos a adquirir a infeccdo do que os de

producédo extensiva (Geurden et al., 2010).
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Tabela 5 — Resumo das caracteristicas infecciosas do quisto de Giardia e medidas preventivas
(adaptado de Geurden et al. 2010).

Evitar sobrepopulacéo;
Elevada excre¢do de quistos ~ Aumento da presséo infecciosa Isolar animais excretores ou
imediatamente infecciosos num curto periodo de tempo potenciais fonte de transmisséo;

Remover frequentemente as fezes.

Quistos resistentes ao Quistos podem sobreviver por » o
) . ) Boas praticas de higiene
ambiente varias semanas no ambiente
) ) ) Produtos com amoénia, dioxido de
Quistos resistentes a Desinfectantes comuns pouco . . o
) o ) hidrogénio, ozono ou diéxido de
desinfec¢éo quimica eficazes
cloro
) ] ] Desinfec¢do com calor;
Quistos sensiveis ao calor e Infecg&o é mais comum em .
) ) Evitar sobrepopulagéo;
dissecacédo estabulos

Boas praticas de higiene.

Apesar de varios estudos confirmarem a presenga do genoétipo zoonético nos
castores € pouco provavel que estes sejam uma fonte de infec¢do da agua, e provavelmente
€ o0 Homem que contamina a agua e consequentemente os mamiferos aquaticos ficam
infectados e ampliam o nimero de quistos no ambiente (Thompson, 2004).

As principais actividades de risco para contrair giardiase sdo: viajar, nadar em aguas
superficiais, beber agua principalmente quando ndo potavel ou com tratamento inadequado,
e contacto com criancas que usam fralda. O contacto com animais nao tem significado
suficiente para ser considerado uma das principais fontes de infec¢do (Hunter & Thompson,
2005).
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3.MATERIAL E METODOS
3.1.0BJECTIVOS

Este estudo teve como objectivo principal a deteccdo de protozoarios do género
Giardia em amostras fecais. Para tal foram delineados os seguintes objectivos especificos:
e Anadlise de amostras fecais de diferentes espécies animais e de origens diversas;
e Aplicacdo e comparacdo de duas técnicas coproldgicas: Flutuacdo com sacarose e
Sedimentacdo por formol-acetato de etilo;
¢ Implementacdo de uma metodologia molecular testando varios genes alvo

(18SrRNA, B-giardina e glutamato desidrogenase).

3.2.AMOSTRAS

Entre Junho de 2010 e Abril de 2011 foram recolhidas, conservadas a 4°C e
posteriormente observadas por microscopia éptica um total de 162 amostras fecais. O
método de recolha nédo foi idéntico para todas as amostras, sendo que 81 foram colhidas
durante a necropsia dos animais (ndo tendo em conta a causa de 6Obito) e as restantes 81
consistiam em amostras de fezes enviadas para andlise parasitolégica. O nimero de
espécies envolvidas neste trabalho foi diverso (ver tabela 6), incluindo 55 amostras
provenientes de animais de zoolégico, 77 pertenciam a cdes e gatos de canil, 25 eram de
animais de producédo (que inclui diversas espécies como: bovinos, ovinos, caprinos, suinos,

coelhos e aves de capoeira), existindo ainda cinco amostras de animais de companhia.
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Tabela 6 — Niumero de amostras por familia consoante a sua origem

Bovidae
Bovidae
Callitrichidae
Canidae
Canidae
Caviidae
Caviidae
Cercopithecidae
Dasyproctidae
Felidae
Felidae
Felidae
Giraffidae
Herpestidae
Hylobatidae
Lemuridae
Leporidae
Myrmecophagidae
Phasianidae
Pongidae
Psittacidae
Suidae
Tapiridae

Threskiornithidae

Z00
Producgéo
Zoo
Canil
Domeéstica
Doméstica
Zoo
Zoo
Z00
Canil
Doméstica
Zoo
Zoo
Z00
Zoo
Z00
Producéo
Zoo
Producédo
Zoo
Z00
Producéo
Z00
Zoo

Total

de recuperacéo e concentracdo de quistos.

11
18

12

162

Do total das 162 amostras fecais foram seleccionadas dezasseis (ver tabela 7) para
a implementacdo dos métodos moleculares. Estas dezasseis amostras consistem em todas
as que obtiveram resultados positivos ou duvidosos no exame microscopico, contudo foram
ainda incluidas trés amostras negativas, sendo cada uma de origem diferente. Das

dezasseis amostras, em que foi possivel, foram utilizados os sedimentos das duas técnicas
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Tabela 7 — Amostras seleccionadas para o método molecular

Girafa de angola (Giraffa

12 ; - +/- v v
camelopardalis angolensis)

13 Girafa de angola (Giraffa + v v
camelopardalis angolensis)

16 Girafa de angola (Giraffa + v v
camelopardalis angolensis)

26 Lémure-de-cauda-anelada + v v

(Lemur catta)
o8 Lémure-\_/ermelho (Varecia - v v
variegata rubra)
32 Mara (Dolichotis patagonum) + v N. R.
48 Palanca ruana (Hippotragus i v v
equinus)

57 Cao (Canis lupus familiaris) - 4 v

61 Cé&o (Canis lupus familiaris) + v v

66 Céo (Canis lupus familiaris) + v 4

84 Vitelo (Bos taurus) + v N. R.

85 Vitelo (Bos taurus) 4 v N. R.

86 Vitelo (Bos taurus) + v v

87 Vitelo (Bos taurus) + v N. R.

88 Vitelo (Bos taurus) - v N. R.

158 Gato (Felis catus) + v N. R.

Legenda: +) positivo; -) negativo; +/-) duvidoso; N. R.) ndo realizado; v') realizado.
3.3.METODOS

3.3.1.EXAME COPROLOGICO

7

O exame coprologico é o mais frequentemente utilizado para o diagnéstico de
infeccdes parasitarias, por permitir revelar a presenca de elementos parasitarios (ovos,
quistos, oocistos e larvas) ndo s6 do aparelho gastrointestinal, bem como do aparelho
respiratorio e de parasitas cutaneos. Os parasitas do aparelho respiratorio, através da tosse,
vao para a faringe sendo deglutidos e aparecendo posteriormente nas fezes. Através da
lambedura e mordedura da pele os animais podem engolir &caros da sarna que poderédo ser
observados nas fezes (Zajac & Conboy, 2006).

Este tipo de exame pode resultar em falsos negativos, ou seja, o animal pode estar

parasitado mas no exame coprolégico ndo se visualizam quaisquer formas parasitarias
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dando um resultado negativo. Isto pode acontecer por varias causas sendo a principal razdo
o facto de ocorrer excrecado intermitente dos elementos parasitarios. Para evitar este tipo de
resultados devem-se obter amostras seriadas, em trés dias alternados ou durante cinco dias
consecutivos (Vignau et al., 2005; Fernandez et al., 2002).

O diagndstico através do exame fecal baseia-se no aspecto morfoldgico do parasita
e na espécie do hospedeiro. Contudo existem ovos de diferentes parasitas, como por
exemplo os ovos de estrongilideos, que tém caracteristicas similares ndo permitindo um
diagndstico relativo & espécie mas sim a familia. Neste caso é fundamental outro meio de
diagndstico diferencial como por exemplo a coprocultura (Zajac & Conboy, 2006).

Existem métodos coprologicos quantitativos e qualitativos, sendo que 0s primeiros
permitem a contagem do numero de ovos e larvas por grama de fezes, indicando a
intensidade do parasitismo como por exemplo, a técnica de McMaster (Urquhart et al.,
1998); enquanto que os qualitativos revelam apenas a existéncia de elementos parasitarios
(Vignau et al., 2005).

Neste caso apenas foram utilizados métodos qualitativos, duas técnicas de flutuacdo
com sacarose e com cloreto de césio, e uma de sedimentacdo com formol- acetato de etilo.
Estas técnicas sdo realizadas para concentrar um maior nimero de elementos parasitarios.

Tanto os métodos de flutuacdo como de sedimentacdo baseiam-se no mesmo
principio, a diferenca da gravidade especifica entre os elementos parasitarios, o sedimento
fecal e a solucdo de suspenséo (Katagiri & Oliveira-Sequeira, 2010). Consoante o tipo de
elementos parasitarios e a espécie a que pertencem, sado necessarias solucbes de
suspensdo com densidades diferentes. Os ovos de nematodes e céstodes flutuam em
liquidos com densidades entre 1,10-1,20, por sua vez 0s ovos de trematodes sdo mais
pesados e requerem uma densidade entre 1,30-1,35 (Urquhart et al., 1998). Porém, se a
densidade do liquido for maior ndo so flutuam os elementos parasitarios mas também os
sedimentos fecais.

Nas técnicas de flutuagéo o liquido de suspensédo tem uma densidade superior & dos
elementos parasitarios e inferior aos residuos fecais, resultando na flutuacao dos primeiros e
na sedimentacdo dos residuos. E um bom método para recuperar ovos de nematodes e
céstodes, oocistos e quistos de protozoarios, mas ndo funciona com ovos de trematodes,
destréi os trofozoitos de protozodrios e distorce algumas larvas de nematodes (Bowman,
1999).

Na técnica de sedimentacdo o liquido de suspensdo tem uma densidade inferior a
dos elementos parasitarios e superior a dos residuos fecais, fazendo com que os primeiros

se depositem no fundo. Contudo tem como principal desvantagem a grande quantidade de
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detritos que irdo sedimentar conjuntamente com os elementos parasitarios (Fernandez et al.,
2002; Katagiri & Oliveira-Sequeira, 2010).

Em todas as técnicas empregues em que se recorre a uma solucdo de densidade
diferente, dever-se-a verificar regularmente qual a densidade do liquido de suspenséo e
deve efectuar-se a analise rapidamente para evitar a distor¢do das estruturas (Urquhart et
al., 1998).

E possivel recorrer-se a centrifugacdo, de forma a acelerar o processo tanto de
sedimentagcdo como de flutuacdo. Neste estudo em todas as técnicas desenvolvidas,
realizou-se a centrifugagdo do material fecal, como tal foram requeridos cuidados extra de
forma a evitar o extravasamento de material e consequente contaminagdo da centrifuga
(todos os tubos utilizados foram desinfectados com alcool a 70% e ao redor da tampa foi
colocado Parafilm® M).

No exame coprolégico é importante a quantidade de amostra fecal, pelo que neste
trabalho utilizaram-se quantidades diferentes consoante a técnica utilizada e o tipo de fezes
testadas. Deste modo tentou-se criar uma medida padrdo: Em fezes diarreicas utilizaram-se
5g, ndo interessando qual a técnica de estudo nem a espécie do hospedeiro; Com fezes
normais a quantidade foi mais variavel, utilizando-se 1,5g de fezes de ruminantes para as
técnicas de flutuacdo com sacarose e sedimentacao, e 2,5g para a técnica de flutuacdo com
cloreto de césio. Para fezes normais de canideos e felideos utilizaram-se 4-5g em qualquer
técnica. Estas diferencas em quantidades deve-se a variacdo da constituicdo das fezes,
como a percentagem em fibras e em residuos vegetais, por isso quando a amostra é de
ruminantes € necessaria uma menor quantidade, caso contrario a observacdo ao
microscoépio seria comprometida pela enorme quantidade de residuos.

Na técnica de flutuacdo com cloreto de césio é possivel usar uma maior quantidade
de fezes, pois o volume de tampédo fosfato salino (PBS) é maior e permite uma melhor
limpeza das fezes antes da utilizagéo do liquido de suspenséo. Esta foi utilizada em apenas
guatro amostras em substituicdo as outras duas técnicas, porque durante a realizacdo das
outras técnicas ndo estava a ser possivel obter-se sedimentos com poucos detritos, nem na

centrifugacéo se registava a formac&o de camadas especificas.
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3.3.1.1.TECNICAS DE FLUTUACAO

Flutuacdo com sacarose (adaptado de O’handley et al., 2000)

Pesou-se a amostra de fezes (maximo de 5g) e colocou-se num tubo BD Falcon™ de
15mL, no qual se adicionou PBS até este estar totalmente preenchido. De seguida, para
uma melhor homogeneizacéo e dissolucéo das fezes, levou-se ao vortex.

Para reduzir o material fecal indesejavel e obter uma suspensao mais limpida, filtrou-
se 0 emulsionado através de um coador metalico. Num outro tubo BD Falcon™ de 15mL
colocou-se 5mL de solucéo de sacarose (Fluka® Analytical), com densidade de 1,12, e sobre
esta adicionou-se de forma lenta e gradual 7mL do filtrado. Centrifugou-se a solucdo a uma
velocidade de 800xg durante 5 minutos.

Com a centrifugacédo foi possivel observar a formacao de quatro camadas distintas,
contudo apenas se transferiu para outro tubo BD Falcon™ a camada superior e a interface
do liquido. Centrifugou-se a solucdo recolhida, durante 5minutos e com velocidade de
800xg. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, ficando apenas com o
sedimento ao qual se adicionou 1mL de PBS.

Colocou-se uma gota de sedimento sobre l&mina, adicionou-se solugédo de lugol,

uma lamela por cima e observou-se ao microscopio.

Gradiente de centrifugacdo com cloreto de césio (adaptado de Santin et al.,
2004)

Colocou-se 5¢g de fezes num tubo BD Falcon™ de 50 mL ao qual se adicionou 35mL
de PBS ou até perfazer total do tubo. De seguida levou-se o tubo ao vértex para
homogeneizar a suspenséo fecal, que posteriormente foi filtrada através de um coador para
um segundo tubo BD Falcon™ de 50mL, sendo o volume final ajustado com PBS.

Apos a centrifugacao, durante 15 minutos a 1800xg, o sobrenadante foi descartado e
0 sedimento foi suspenso em 7mL de PBS, apds homogeneizacdo adicionou-se 7mL de
cloreto de césio, sendo necessaria uma nova homogeneizacdo seguida de uma segunda
centrifugagdo a 400xg durante 20 minutos.

De seguida pipetou-se 4mL de sobrenadante de cada tubo e transferiu-se para um
novo tubo BD Falcon™ de 15mL, ao qual se adicionou PBS até atingir o volume final de
14mL. As amostras foram novamente centrifugadas a 1800xg por 15 minutos e foram
lavadas duas vezes com PBS. Por fim retirou-se o sobrenadante, colocou-se uma gota de
sedimento sobre lamina, adicionou-se solucéo de lugol, uma lamela por cima e observou-se

ao microscopio.
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3.3.1.2.TECNICA DE SEDIMENTACAO

Existem varias metodologias para a realizacdo da técnica de sedimentacao, contudo
a escolhida foi a que utiliza acetato de etilo. Segundo Young et al., 1979, verificou-se que
em comparacao com o éter, este tinha um resultado mais favoravel, com igual ou maior
percentagem na recuperacao de parasitas em geral. No caso da recuperacdo de quistos de
Giardia spp. confirmou-se que houve uma maior recuperacdo de quistos. O uso de formol
nesta técnica ajuda a preservar as fezes, diminuindo ou anulando o desenvolvimento
parasitario e reduz o odor das amostras, enquanto o acetato de etilo remove gorduras
(Bowman, 1999).

Sedimentacdo com formol-acetato de etilo (adaptado de Erdman, 1981)

Pesou-se a amostra de fezes (maximo de 5g) e esta foi colocada num tubo BD
Falcon™ de 15mL, sendo este preenchido com PBS. De seguida, levou-se o tubo ao vortex
de forma a homogeneizar e permitir a desagregacéo das fezes.

A suspensao foi filtrada através de um coador metdlico, ficando desta forma mais
limpida e com menor quantidade de material fecal inconveniente. Colocou-se 7mL do filtrado
num tubo BD Falcon™ de 15mL, e centrifugou-se durante 2 minutos com uma velocidade de
425xg. ApGs a centrifugacao o sobrenadante foi descartado.

Adicionou-se 5mL de formol a 10% (J. T. Baker) ao sedimento, sendo emulsionado e
fixado por um tempo minimo de 5 minutos. Passado este tempo adicionou-se a suspensao
3mL de acetato de etilo, agitando-se vigorosamente o tubo no final.

De seguida efectuou-se uma nova centrifugacéo a 425xg durante 2 minutos. Durante
a centrifugacdo ocorre a formacdo de quatro camadas (solvente, detritos, formalina e
sedimento), das quais as trés primeiras foram decantadas, ficando apenas o sedimento que

posteriormente foi observado ao microscépio corado com lugol.
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3.3.2.TECNICA MOLECULAR

Um dos objectivos deste trabalho foi a implementacdo de uma técnica molecular para
a deteccdo de Giardia spp., nomeadamente por Nested PCR. Esta técnica é uma variante
do PCR convencional, em que se utilizam dois pares de sequéncias iniciadoras (primers)
para a mesma regido. O primeiro par de primers flanqueia a regido estudada originando um
produto de PCR, que no caso do 18SrRNA possui 497pb, que sera entdo o alvo do segundo
par de primers cujas sequéncias complementares se encontram na regido interna desse
produto. Assim na segunda reacc¢do originar-se-4 um novo produto mas com menor nimero
de pares de bases, neste caso com 292pb. Permitindo uma maior especificidade em relagcéo
ao PCR convencional.
Depois da revisao bibliografica foram seleccionados trés potenciais genes e 0s seus
respectivos primers:
e 18SrRNA - primers externos Gia2029 e Gia2150c, primers internos RH11 e
RH4 (Mahbubani et al., 1991);
e BG — primers externos G7 e G759, primers internos G376 e G759 (Caccio et
al., 2002);
e GDH - primers externos EF e R, primers internos IF e R (Read et al., 2004;
Plutzer et al., 2008).
Apés a andlise de todos estes conjuntos de primers foram apenas escolhidos os
correspondentes ao gene 18SrRNA, visto terem sido os Unicos a obter os resultados
espectaveis. No entanto, com a aplicacdo dos outros genes ocorreu amplificacdo do controlo

positivo, mas o0 mesmo ndo se observou quando aplicados as restantes amostras testadas.

3.3.2.1.EXTRACCAO DE DNA

A extraccdo de DNA foi realizada nos sedimentos de fezes resultantes da aplicacao
das técnicas de flutuacdo com sacarose e sedimentacdo formol — acetato de etilo, contudo
apenas foram utilizadas as amostras contidas na tabela 7. Para executar este procedimento
utilizou-se o Kit de extraccdo QlAamp® DNA Stool Kit (Qiagen).

O protocolo (Anexo 1) do Kit de extraccdo foi sujeito a alteracdes, de forma a obter
melhores resultados, as alteracdes realizadas foram as seguintes:

e Passo 1 - alterou-se a quantidade a pipetar de sedimento de fezes, de 200uL para
400puL;

e Passo 3 — utilizou-se a temperatura mais elevada permitida pelo Kit, 95°C;
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e Passo 5 — alterou-se a quantidade a pipetar do sobrenadante, de 1200uL para
1400uL;

e Passo 7 — alterou-se o tempo de incubacéo de 1 minuto para 3 minutos (Bertrand et
al., 2005);

e Sempre que se procedeu a centrifugacéo esta foi realizada a 21 000xg.

ApOs a realizacdo da extracgdo de DNA das amostras seleccionadas, procedeu-se a
quantificacdo de DNA no espectrofotémetro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific), este
procedimento ndo é fundamental mas permite compreender se a extrac¢ao foi realizada com
sucesso, qual a quantidade de DNA extraido bem como o seu grau de pureza. Como a
extraccéo foi realizada a partir de amostras fecais, e estas possuem substancias que podem
ser inibidores da PCR, deste modo o grau de pureza se nao for o ideal pode interferir na

realizacdo e consequentemente nos resultados obtidos na PCR.

3.3.2.2.AMP~LIFICACAO DO GENE 18SrRNA POR NESTED PCR (REACCAO DE
POLIMERIZACAO EM CADEIA) SEGUNDO MAHBUBANI et al, 1991

Para confirmar os resultados obtidos através da microscopia e implementar uma
técnica molecular na deteccdo do protozoario Giardia spp. foi realizado um Nested PCR nas
amostras positivas, tendo como alvo o0 gene que codifica 0 RNA 18S da subunidade
pequena do ribossoma.

Os primers externos, ou primeiro par de primers utilizados, foram 0s seguintes:
Gia2029: 5°- AAG TGT GGT GCA GAC GGA CTC -3 e Gia2150c: 5- CTG CTG CCG TCC
TTG GAT GT -3, dos quais se obtém como resultado um amplificado com cerca de 497 pb.
Como primers internos, ou segundo par de primers, foram utilizados os seguintes: RH11: 5"-
CAT CCG GTC GAT CCT GCC -3 e RH4: 5- AGT CGA ACC CTG ATT CTC CGC CAG G -
3’, estes irdo produzir um amplificado com 292 pb. Para a escolha dos primers a usar fez-se
um levantamento dos conjuntos de primers existentes em bases de dados publicas (NCBI
pubmed), dos quais apds andlise in silico decidiu-se nos conjuntos anteriormente

mencionados e anteriormente descritos em Mahbubani et al., 1991.

As reaccbes de PCR foram realizadas nas mesmas condi¢des independentemente
do par de primers utilizado, sendo efectuadas num volume final de 25 pL, contendo 200 pM
de dNTPs (Promega), 2,5 mM de MgCl, (Promega), 0,5 uM de cada um dos oligonucleétidos
(STABVIDA), 1 U de GoTaq®Flexi DNA Polymerase e 1x do respectivo tamp&do (Promega),

sendo utilizados como molde 5 pL da solugcdo de DNA extraido a partir das amostras.
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Nestas reaccbes de Nested PCR foi utilizada agua bidestilada (GIBCO®) como controlo
negativo e, como controlo positivo, uma amostra de DNA de cultura de Giardia duodenalis
cedida pelo Doutor André Almeida (INSA).

A amplificacdo foi efectuada num termociclador MJ Mini™ (BioRad), contudo o
programa utilizado foi diferente para cada par de primers, para os primers externos foi usado
o0 programa: (i) passo de pré-desnaturacdo a temperatura de 96°C durante 4 minutos;
seguindo-se (i) 35 ciclos que englobam a desnaturacédo, hibridacdo ou annealing e a
extensdo, sendo que a desnaturagdo ocorre a temperatura de 96°C durante 45 segundos, a
hibridacdo ou annealing com temperatura de 58°C durante 30 segundos e a extensdo com a
temperatura de 72°C durante 45 segundos; (iii) o passo de extensdo final ocorre a
temperatura de 72°C durante 4 minutos.

O programa de amplificagdo do segundo par de primers foi: (i) um passo de pré-
desnaturacao a 94°C por 4 minutos; seguido de (ii) 35 ciclos de desnaturagéo a 96°C por 45
segundos, hibridacdo a 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos; (iii) uma

extensao final a 72°C por 4 minutos.

Na implementacdo do Nested PCR para a deteccdo de Giardia spp. ndo foi
unicamente utilizado o gene 18SrRNA, mas também se realizaram diversos protocolos na
tentativa de implementar esta técnica com a utilizacdo de primers referentes aos genes da
B- giardina (BG) e do glutamato desidrogenase (GDH). Contudo a optimizacdo do método
com a aplicacdo destes dois genes ndo obtivemos os resultados descritos na literatura,
excepto para o controlo positivo.

Como se tratava de Nested PCR utilizou-se dois conjuntos de primers tanto para a
BG como para o GDH, sendo que os primers referentes a BG foram: externos G7: 5'-AAG
CCC GAC GAC CCT CACCCG CAGTGC -3'e G759: 5' - GAG GCC GCC CTG GATCTT
CGA GAC GAC -3' e os internos G376: 5' - CAT AAC GAC GCC ATC GCG GCT CTC AGG
AA - 3' e aplicou-se novamente o G759 (Caccio et al., 2002).

No caso do GDH os primers utilizados para o primeiro ciclo do Nested PCR foram:
EF: 5 - TCAACG TYAAYC GYG GYTTCCGT -3 eR5 -GTT RTC CTT GCA CAT CTC
C - 3, para o segundo ciclo foi utilizado IF 5' -CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG - 3
mantendo-se o primers correspondente ao reverse (Read et al., 2004; Plutzer et al., 2008).

Para a optimizagdo deste processo seguiu-se primariamente 0 que estava descrito
na bibliografia na qual os primers estavam descritos, contudo ndo se obtiveram os
resultados esperados, ocorrendo apenas amplificacdo do controlo positivo. Nas tentativas

seguintes de optimizacao alteraram-se diversas variaveis, como a concentracdo de MgCl,, o
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namero de ciclos de amplificacdo, a temperatura e a duracao relativa ao annealing, apesar
destas varias alteracdes néo se obtiveram resultados.

Também se tentou aplicar um PCR convencional para um diferente conjunto de
primers referentes ao gene BG, GGL639-658: 5'- AAG TGC GTC AAC GAG CAG CT -3" e
GGL789-809: 5°- TTA GTG CTT TGT GAC CAT CGA -3" (Mahbubani et al., 1992), contudo

também nao se obteve os resultados esperados.

3.3.2.2.1.VISUALIZACAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS

Apdés a amplificacdo das amostras atravées do Nested PCR realizou-se uma
electroforese em gel de agarose, a 1,5%, sendo adicionado ao gel 3,5 pL (por cada 100 ml
de gel) de corante GelRed™ (Biotium), para visualizar os produtos amplificados. A
electroforese foi realizada em tampédo TBE 1x, tendo este tamp&ao sido reconstituido a partir
de um tampao 5x concentrado (54 g Trizma base, 27,5 g de acido bérico, 20 mL de uma
solucao 0,5 M de EDTA, pH 8, para um volume final de 1L em agua bidestilada). Em cada
poco do gel foi adicionado 5 pL do produto resultante da amplificacdo do segundo ciclo do
Nested PCR. Como marcador de pesos moleculares foi utilizado o Hyperladder 1™
(BioRad). A electroforese decorreu a 90 V durante 75 minutos. A visualizacédo do gel foi feita
através de um transiluminador GelDoc™EZ Imager (BioRad), com recolha de imagens

digitais.
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4. RESULTADOS

Todas as amostras testadas, independentemente da técnica coproldgica utilizada
para a concentracdo de parasitas, foram observadas por microscopia Optica, encontrando-se
os resultados na tabela no apéndice I. Como mencionado, nem todas as amostras foram
testadas com ambos os métodos. Em 126 amostras foram empregues os dois métodos
coprologicos (flutuacdo com sacarose e sedimentacdo formol-acetato de etilo) e os
resultados foram comparados, ndo sé a nivel de Giardia spp. mas também na observacao
de outros tipos de parasitas. Um total de 36 amostras das 162 foi exclusivamente testado
por um dos métodos, das quais 21 amostras foram testadas apenas pela técnica da
flutuacdo com sacarose, 11 foram testadas pela técnica de sedimentacdo com formol-
acetato de etilo e nas restantes quatro amostras foi usada exclusivamente a técnica de
flutuac&@o com cloreto de césio.

Num total de 162 amostras fecais, apenas treze obtiveram resultados positivos para
Giardia spp., contudo duas delas foram consideradas como duvidosas, devido ao nimero
reduzido de quistos, sendo de apenas um ou dois, e/ou as estruturas dos quistos se
encontrarem deformadas, continuando no entanto a assemelhar-se a quistos de Giardia
spp..

Apesar das amostras possuirem diferentes origens, todos 0s grupos apresentaram
resultados positivos (Figura 9), sendo a sua percentagem variavel, onde no grupo dos
animais domésticos houve 20% de positivos, no grupo dos animais de produ¢do houve um
total de 16% positivos, das amostras de Zooldgico ocorreram 10,9% de positivos enquanto

nas amostras originarias do canil obteve-se uma percentagem mais baixa de 2,6%.

Positivos a Giardia spp.

77
B0

70—

(]
T 60 =
W
a 50
=
§ 30 | 25
i
E 20—
10 [ 2 5 I 4 &
0
Canil Doméstica Producdo Zoo

BTotal de amostras OTotal de positivos a Giardia spp.

Figura 9 — Amostras positivas a Giardia spp. consoante a origem
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Comparando as duas técnicas para a pesquisa de Giardia spp. observou-se que a
flutuacdo com sacarose € muito mais eficaz que a técnica de sedimentacéo, pelo facto de
todos os positivos terem sido unicamente observados pela técnica de flutuagédo, enquanto
gue pela técnica de sedimentagcdo formol-acetato de etilo nenhuma dessas amostras
apresentou Giardia spp.

Contudo a comparacdo das técnicas de flutuacdo e de sedimentacdo ndo foi feita
exclusivamente para a recuperacdo e concentragdo de quistos de Giardia spp. pelo que se
comparou também a eficicia na recuperacdo de outros parasitas (Figura 10). Devido ao
pequeno numero de parasitas encontrado néo foi possivel extrapolar estatisticamente qual o
melhor método coproldgico, no entanto, é possivel observar uma tendéncia quando se

relaciona o tipo de parasita e 0 método com que se obtém os melhores resultados.

Comparagao entre técnicas para a recuperagao de parasitas
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Figura 10 — Comparacéo entre a técnica de flutuagdo com sacarose e a técnica de sedimentagéo por formol-
acetato de etilo na recuperacgéo de parasitas

Neste trabalho verificou-se que o grupo dos céstodes (Moniezia spp. € Hymenolepis
diminuta) apenas foi observado pela técnica de sedimentacdo por formol-acetato de etilo. No
caso da classe Coccidia verificou-se que as espécies Isospora felis e Isospora rivolta foram
recuperadas de forma mais eficaz pela técnica de sedimentacédo por formol-acetato de etilo,
no entanto em parasitas do género Eimeria a diferenca da eficacia entre as técnicas foi
quase nula, ndo permitindo retirar conclusbes. Dentro da super familia Ascaridoidea
(Toxocara cati, Toxocara canis e Toxascaris leonina) as diferencas entre os métodos de
recuperacdo apenas é evidenciada na espécie Toxascaris leonina pois apenas foi
observada na técnica de flutuacdo com sacarose, nas outras espécies nao existem

diferencas notérias.
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No género Trichuris verificou-se uma recuperacdo mais consistente aquando da
aplicacdo da técnica de sedimentagéo por formol-acetato de etilo. Em relagdo aos ovos de
estrongilideos e de Strongyloides a variacdo entre técnicas foi muito baixa pois o namero
encontrado também foi baixo. A espécie Ancylostoma tubaeforme foi recuperado de forma
idéntica em ambas as técnicas, enquanto que a espécie Aelurostrongylus abstrusus foi
totalmente recuperada na técnica de sedimentacdo por formol-acetato de etilo, contudo a
diferenca em relacao a técnica de flutuacdo com sacarose € baixa.

As familias de animais presentes neste estudo com maior representacdo ao nivel de
amostras analisadas foram Felidae (n=74), Bovidae (n=29), Canidae (n=13) e Giraffidae
(n=9), por conseguinte analisou-se cada uma delas quanto a ocorréncia de Giardia spp., no
entanto a presenca de outros parasitas foi igualmente averiguada.

A familia Felidae engloba amostras de trés origens diferentes (canil, zooldgico e
doméstica), e independentemente da origem foram identificadas sete diferentes espécies de
parasitas (figura 11). O parasita observado em maior niumero foi Isospora rivolta, seguido de
Toxocara cati e Isospora felis, tendo sido também verificada a existéncia de Ancylostoma
tubaeforme e Aelurostrongylus abstrusus. Os parasitas recuperados em menor quantidade
foram os de Toxascaris leonina e o Sarcocystis spp.. Verificando-se deste modo que a

classe Coccidia é a mais representada nesta familia.

Parasitas encontrados na Familia Felidae
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Figura 11 — Parasitas encontrados nas amostras pertence