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RESUMO

O género Giardia inclui espécies com potencial zoondtico de distribuicdo mundial, sendo
considerado um dos dez parasitas mais comuns no homem e uma das principais causas de diarreia
nao viral em humanos e animais. Sua prevaléncia, apresenta indices variaveis, dependendo da
localizagéo geografica e do método utilizado para o diagnéstico.

O presente estudo teve como objetivo principal, determinar a prevaléncia do
protozoario Giardia em caes e gatos que apresentavam sinais clinicos gastrointestinais, em dois
centros de atendimento médico veterinarios, um na Franga, Le Colomby e outro na Suiga, Moillebeau.
O periodo de estudo deu-se entre 2015 a 2017.

Entre os objetivos especificos pretendeu-se relacionar fatores como raga, género e faixa etaria
com a prevaléncia do parasita e determinar possiveis causas de recidiva da giardiose.

Avaliou-se as fichas clinicas de 52 animais, onde 29 eram caes, 22 gatos e 1 furdo. Das
amostras fecais analisadas, 45 foram submetidas ao teste de imunocromatografia para detecdo de
antigénios soluveis de Giardia duodenalis, sendo que em 4 amostras realizou-se o teste PCR e 3
amostras nao foram submetidas ao exame diagnodstico.

A prevaléncia total nas duas clinicas foi de 59,6% (31/52), onde 52% (16/31) eram caes, 45%
eram gatos (14/31) e 4% furdo (1/31).

Na clinica Le Colomby (FR) o percentual de animais positivos foi de 50% (11/22); destes, 45%
eram caes (5/11), 45% eram gatos (5/11) e 10% foi representado por 1 furdo (1/11). As fémeas
apresentaram um maior niumero de resultados positivos, tanto para os cdes quanto para os gatos. Nos
caes as ragas que apresentaram maior numero de positivos foram Pastor Alemao e Bouldoque Frangés;
nos gatos as ragas mais prevalentes foram o Gato Europeu e Gato da Birmania. A faixa etaria de maior
prevaléncia ocorreu em animais com idade entre 0-9 meses

Na clinica Moillebeau (CH) a prevaléncia encontrada foi de 67% (20/30), sendo 55% caes
(11/20) e 45% gatos (9/20). As fémeas, também apresentaram maior positividade. Nao houve
correlagao quanto as racgas dos caes. Nos gatos, a maior prevaléncia, ocorreram nos Gatos Europeu e
Ragdol. A faixa etaria de maior prevaléncia, foi de 0-9 meses em ambas as clinicas.

Este estudo vem realgar a necessidade de alertar a comunidade veterinaria e os proprietarios
para o risco da infe¢ao dos animais por Giardia spp. devido ao potencial zoondético deste protozoario.
Torna-se importante avaliar quais os gendtipos presentes e implementar medidas profilaticas para
proteger animais e pessoas.

Palavras — chave: Giardia spp., cdo, gato, prevaléncia, imunocromatografia.
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ABSTRACT

The genus Giardia includes species with zoonotic potential of worldwide dispersion, being
considered one of the ten most common parasites to infect humans and one of the main causes of non-
viral diarrhea in humans and animals. Its prevalence is variable, depending on the geographic location
and the method used for the diagnosis.

The present study had as its main objective to establish the prevalence of the parasite Giardia
spp. in dogs and cats that had clinical gastrointestinal signs in two veterinary medical centers, one in
France, Le Colomby and the other in Switzerland, Moillebeau. The study period was between 2015 and
2017.

Among the specific objectives the goal was to undercover if there were any relation between
factors such as race, gender and age group and the prevalence of the parasite and determine possible
causes of relapse of giardiosis.

The clinical records of 52 animals (29 dogs, 22 cats and 1 ferret) were assessed. From the fecal
samples analyzed, 45 were submitted to the immunochromatography test for the detection of soluble
antigens of Giardia duodenalis, in 4 samples the PCR test was performed and 3 samples were not
submitted to the diagnostic test.

The total prevalence in the two clinics was of 59.6% (31 out of 52), where 52% (16 out of 31)
were dogs, 45% were cats (14 out of 31) and 4% were ferrets (1 out of 31).

In the Le Colomby clinic (FR) the percentage of animals that tested positive for Giardia was of
50% (11 out of 22). Of these, 45% were dogs (5 out of 11), 45% were cats (5 out of 11) and 10% were
represented by 1 ferret (1 out of 11). Females - both dogs and cats - presented a higher number of
positive results for Giardia. Concerning the dogs, the breeds that presented the greatest number of
positives for Giardia were German Shepherd and French Bouldoque. Regarding the cats, the most
prevalent breeds for Giardia incidences were the European Cat and Cat of Burma. The most dominant
age group for occurrences in animals was the 0-9 months group in both clinics.

At the Moillebeau clinic (CH) the prevalence was of 67% (20 out of 30), being 55% of dogs (11
out of 20) and 45% of cats (9 out of 20). Females were also the gender group more prone to be tested
positive for Giardia. There was no correlation between the breeds of dogs. Amongst the cats breeds,
the highest prevalence was in the European Cat and Ragdol. The most prevalent age group was the 0-
9 months age group in both clinics.

This study highlights the need to alert the veterinary community and owners to the risk of
infection of the animals by Giardia spp. due to zoonotic potential of worldwide dispersion of this
protozoan. It is important that in we make an effort to assess which genotypes are present in order to

better implement prophylactic measures to protect animals and people.

Key words: Giardia spp., Dog, cat, prevalence, immunochromatography.
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CAPITULO 1

1. ESTAGIO CURRICULAR

O estagio curricular no ambito do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria
ocorreu em duas clinicas distintas de pequenos animais.
A primeira fase decorreu na Clinica Veterinaria Le Colomby, localizada em Cessy,

Franca e em seguida na Clinica Veterinaria Moillebeau localizada em Genebra, na Suica.

Clinica Veterinaria Le Colomby

A primeira fase do estagio realizou-se entre o dia 11 de setembro até o dia 10 de
novembro de 2017, sob a orientagao do Dr. Bertrand Michaud.

A clinica veterinaria Le Colomby esta localizada na cidade de Cessy, Franca possui
uma equipe de 8 veterinarios e 9 assistentes.

Esta clinica disponibiliza aos clientes os servicos de medicina interna, cardiologia,
oftalmologia, ortopedia, osteopatia, diagndstico por imagem, exames complementares,
cirurgias e hospitalizacao.

Durante o periodo de estagio, me foi permitido participar de todas as atividades
desenvolvidas na clinica . A efetiva participagao no cotidiano da clinica, me possibilitou colocar
em pratica os conhecimentos adquiridos durante a formacdo académica e obter novos
conhecimentos e competéncias que serdo de suma importancia para o desempenho da
profissdo do Médico Veterinario.

Os animais com maior prevaléncia nos atendimentos foram caninos e felinos (Grafico
1).

Na area de clinica médica, as atividades desenvolvidas consistiram no
acompanhamento das consultas onde se realizava a anamnese, exame clinico, contengao e
colheita de material para diagndstico laboratorial, elaboracdo do plano de tratamento de
doencas e profilaxia.

As agdes de profilaxia médica referentes a primeira consulta, vacinagdo e
desparasitagao tiveram grande peso nos casos assistidos (Grafico 2). Outras areas em que
se destacaram as casuisticas foram, oftalmologia, ortopedia e dermatologia.

Na area de cirurgia, foi possivel acompanhar todo o processo pré e pdés cirurgico,
medicacado pré-anestésica, cateterizacao, tricotomia e assepsia. Durante as cirurgias foi
possivel desempenhar diversas fungdes como ajudante do cirurgido, monitoramento da

anestesia e do animal até o recobro pds cirurgico (Figura 1).
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Na hospitalizagao as atividades eram relacionadas aos cuidados com os animais tais
como, o monitoramento clinico, preparacdo e administragdo de farmacos, alimentacao e

higiene.

120
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Canino Felino Coelho Furdo Chinchila

Grafico 1 - Animais acompanhados durante o estagio curricular na Clinica Le Colomby

Sob a a supervisao dos veterinarios, foram realizados os seguintes procedimentos:
castracao de gatos e caes, ovariohisterectomia em gata, suturas diversas, retirada de abcesso
(Figura 2), colheita de material para exames (sangue, urina, fezes), cateterizacdo e
radiografias (Figura 3).

Na area de diagnéstico por imagem, foram realizadas diversas radiografias,

ecografias (Figura 4), ecocardiografias e endoscopias onde foi possivel auxiliar na execucao.

2% 2% o o,
° 2% 0% m Cirurgias
3%

3%

m Profilaxia
m Olhos e anexos
Pele e anexos
m Sistema locomotor
m Sistema digestivo
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m Sistema Nervoso Central

m Sistema Circulatério

m Eutanasia

Grafico 2 - Casuistica Clinica Le Colomby
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Figura 1 - Enterectomia em um gato, ingestéo de
corpo estranho.
Fonte: Original do auto

Figura 2 - Retirada de um abcesso em um gato
Fonte: Original do auto

Figura 3 - Radiografia fratura umero de um gato Figura 4 - Ecografia abdominal de um fur&o
Fonte: Original do autor Fonte: Original do autor

16



Luisa Guedes Vieira Merz | Prevaléncia de Giardia spp. em cées e gatos em duas clinicas veterinarias na regiao
de Cessy, Franca e no cantdo de Genebra, Suica, ULHT, 2018.

Clinica Veterinaria Moillebeau

A segunda fase do estagio decorreu entre o dia 13 de novembro de 2017 até o dia
13 de janeiro de 2018 na Clinica Veterinaria Moillebeau sob a orientagdo do Dr. Pierre-Alain
Beaud.

A clinica esta localizada na cidade de Genebra, Suica e possui uma equipe de 3
veterinarios e 2 assistentes.

Disponibilizam aos clientes os servigos de medicina interna, diagndstico por imagem,
exames complementares, fisioterapia (Figura 5), consultas domiciliares, cirurgias e
hospitalizagéo.

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar todas as atividades
desenvolvidas na clinica. Nesta clinica, pelo contato diario com as actividades de rotina, me
possibilitou vivenciar a melhor maneira de abordar os diferentes perfis de tutores.

Os caninos e felinos também apresentaram maior prevaléncia nos atendimentos
(Gréfico 3).

As atividades executadas durante o estagio curricular na clinica Moillebaeu foram
semelhantes as realizadas na clinica Le Colomby, tendo a mais consultas em domicilio e um
maior numero de consultas e procedimentos dos novos animais de companhia (NAC) coelhos,
porquinho-da-india e gerbilo.

As agbes de profilaxia foram as mais frequentes nas consultas durante o periodo do
estagio, seguidas de dermatologia, problemas relacionados ao sistema digestivo e cirurgias
(Gréfico 4).
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Grafico 3 - Animais acompanhados durante o estagio curricular na Clinica Moillebeau
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O acompanhamento das consultas e cirurgias dos novos animais de companhia
(NAC) como coelhos, porquinho-da-india (Figura 6) e gerbilo (Figura 7), foram de grande
ajuda na familiarizagdo com estas espécies de companhia que estao em grande

crescimento nas actividades médico-veterinarias.

3% 2%

IF\\\
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|
N

14% 15%

= Profilaxia

= Pele e anexos
Sistema digestivo
Cirurgia

» Hidroterapia

= Sistema respiratério

m Sistema genito urinario

m Parasitas
6%
= Sistema locomotor

= Sistema reprodutor
= Sistema endocrino

= Eutanasia

Grafico 4 - Casuistica Clinica Moillebeau

Figure 5 - Hidroterapia em um céo Pastor Alem&o com mielopatia degenerativa

Fonte: Original do autor
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Figure 6 - Abcesso em um porquinho-da-india

Fonte original do autor

Figure 7 - Narcose em um gerbilo

Fonte: Original do autor
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CAPITULO 2

2. INTRODUCAO

A relagao entre 0 homem e os animais domésticos data de milhares de anos (Baever,
2001). Os cées e os gatos estao assumindo grande importancia na manutencido da saude
mental e fisica das pessoas (Barker & Dawson, 1998), entretanto, existe a possibilidade da
transmissao de agentes com potenciais zoonéticos (Matos, 2013), dentre estes, destacando-
se o protozoario gastrointestinal do género Giardia.

O protozoario Giardia spp. € um parasita de distribuicdo mundial que infecta varios
hospedeiros, entre os quais mamiferos domésticos, silvestres e o homem (Pitaes et al., 2015).
E considerado um dos dez parasitas mais comuns no homem e uma das principais causas de
diarreia nao viral em humanos e animais (Thompson et al., 2000). O seu maior impacto clinico
em humanos, esta relacionado as criangas nos seus primeiros anos de vida (Pitaes et al.,
2015).

Sua prevaléncia apresenta indices variaveis, dependendo da localizagao geografica,
do método de diagnéstico e da populagao estudada (Bouzid et al., 2015).

Estudos moleculares mostraram que o parasita Giardia spp. compreende oito
gendtipos (A-H) (Monis et al., 2009; Fava et al., 2016; Saleh et al., 2016). O gendtipo A foi
identificado em humanos e mamiferos incluindo caes e gatos, o genétipo B foi encontrado em
humanos e caes (Thompson et al., 2008).

Devido as suas caracteristicas de possuir ciclo monoxeno, ter a capacidade de se
manter no ambiente durante varias semanas, ser infectante logo apés a sua excrecao (Pitaes
et al., 2015), excretar os quistos de maneira intermitente, possuir a capacidade de causar ou
nao sintomatologia clinica, infectar diferentes tipos de hospedeiros, ser de dificil tratamento
(Caccid & Ryan, 2008; ESCCAP, 2015) e a pouca importancia dada ao parasita pelos médicos
veterinarios, torna-se relevante o seu estudo.

O principal objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia do parasita Giardia

spp. em caes e gatos atendidos em duas clinicas localizadas na Franga e na Suica.
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CAPITULO 3

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 HISTORICO

O protozoario Giardia spp. foi descrito pouco tempo apds a invengéao do microscépio
em 1681 pelo cientista Anton van Leeuwenhoek (Ivalov, 2010). Leeuwenhoek verificou estar
ele préprio infectado pelo parasita e ao observar no microscopio as suas fezes diarreicas,
verificou que continham “animalinculos” moveis (Pessba,1967; Adam,1991; Thompson &
Monis,2004).

Em 1859 o médico tcheco Vilém Dusan Lambl apresentou a primeira descrigdo
morfoldgica (lvalov, 2010). Ele descreveu detalhadamente o protozoario que encontrou ao
analisar fezes de criangas que apresentavam sintomas de diarreia (Faust, Russell & Jung
1970). Pensando tratar-se de um organismo nao patogénico, Lambl o denominou Cercomas
intestinalis (Wenyon,1965).

Giovanni Batista Grassi, em 1879, relatou pela primeira vez a ocorréncia do parasita
em animais. Ele observou o protozoario em roedores, sugerindo o nome de Dimorphus muris,
sem ter ciéncia da descrigao ja feita por Lambl (Adam, 2001). Grassi, também verificou que a
forma do parasita encontrada no homem era idéntica a outras descobertas em animais
domésticos (Wenyon,1965).

Entretanto, foi Kunstler em 1882, que usou pela primeira vez 0 nome Giardia ao
descrever um parasita flagelado no intestino de girinos de anfibios anuros, criando assim o
género Giardia (Adam, 2001; Ali & Hill, 2003).

Ao longo das pesquisas, varios homes foram propostos por diferentes cientistas:
Lamblia intestinalis, G. duodenalis, G. enterica (Adam, 2001). Em 1915, a equipe do zodlogo
Charles Stiles criou o nome Giardia lamblia para homenagear o professor Alfred Mathieu Giard
de Paris e o doutor Vilém Dusan Lambl de Praga (Faust et al.,1970).

A descricao morfolégica do género foi publicada por Francis Filici em 1952 que
classificou as espécies em trés grupos distintos: G. lamblia, G. muris e G. agilis (Figura 8)
(Monis et al., 2009; Caccid & Sprong, 2010).

Com o advento da microscopia eletrénica, foi possivel distinguir novas espécies que
até entdo pensavam ser G. lamblia. Foram elas G. psittaci, G. ardeae e G. microti.

Um dos primeiros estudos a evidenciar a capacidade de infecgdo no cao foi publicado
por Hewlett et al. (1982).
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A Organizacao Mundial de Saude (OMS), em 1979 reconhece o potencial zoonético
da Giardia spp. (Thompson et al., 2008) e no ano de 2004 foi incluida pela OMS como parte
da “Iniciativa das Doencas Negligenciadas” (Ankarklev et al., 2010).

Nos dias atuais, Giardia lamblia também recebe as denominacgdes de G. intestinalis
e G. duodenalis (Pitaes et al., 2015).

Carvalho (2009), apresentou um resumo do Il International Giardia and
Cryptosporidium Conference, em Morelia, no México, no qual fez um resumo das palestras
proferidas e os trabalhos apresentados, onde observou que 21 trabalhos adotaram o nome G.
lamblia, 21 nomearam G. duodenalis, 16 referiram-se a G. intestinalis e 2 referiram-se apenas
ao género Giardia. A partir de entao, sentiu-se a necessidade de uniformizar a nomenclatura
e de denominar corretamente a espécie com base no Cédigo Internacional de Nomenclatura

Zooldgica (ICZN).

G. duodenalis G. muris G. agilis

Disco ventral
Complexo do corpo basal

Corpo mediano

(<¢— Flagelo antero lateral

Flagelo ventral

Flagelo caudal———p>|

Figura 8 - 3 espécies de Giardia : G. duodenalis, G. muris e G. agilis. (Thompson & Monis, 2004)

3.2 ESPECIES

As espécies de Giardia ao longo dos anos foram descritas com base nos
hospedeiros, o que levou a descrigdo de mais de cinquenta espécies (Thompson et al., 2000).

No entanto, em 1952, Filice propds uma nova avaliagao baseada nas caracteristicas
morfoldgicas, pondo de lado o critério relativo ao hospedeiro (Thompson & Monis, 2004).

Seis espécies de Giardia (Figura 9) foram distinguidas e caracterizadas com base na
microscopia 6tica, por observacao da forma do trofozoito e do corpo mediano, e igualmente
pela microscopia eletrénica em relacao aos flagelos e disco ventral (Adam, 2001).

Cinco destas espécies referem-se a isolados obtidos a partir de anfibios (G. agilis),
aves (G. ardeae, G. psittaci), roedores (G. muris) e murganhos (G. microti). A outra espécie,
G. duodenalis (Tabela 1) infecta 0 homem, assim como caes, gatos, bovinos, porcos, ovelhas

e equinos (Thompson & Monis, 2004).
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Figura 9 - Espécies de Giardia A) G. agilis B) G. muris C) G. duodenalis D) G. ardeae E - F) G. psittaci

(Samuel et al.,2001)

Tabela 1 - Espécies de Giardia spp. e seus hospedeiros (Adaptado de Monis et al., 2009).

Espécies Hospedeiros Caracteristicas Dimensodes do
morfoldgicas trofozoito
Mamiferos Trofozoito em forma de
G. duodenalis domeésticos, silvestres pera com corpos 12-15um
e 0 homem medianos em forma de 6-8um
gancho.
Trofozoito longo e
G. agilis Anfibios esguio com corpos 20-30um
medianos em forma de 4-5um
gota alongada.
Trofozoito arredondado
G. muris com corpos medianos 9-12um
Roedores pequenos e 5-7um
arredondados.
Trofozoito arredondado,
com entalhe
proeminente no disco 10um
G. ardeae Aves ventral e flagelo caudal 6,5um
rudimentar. corpos
medianos ovais em
forma de garra.
Trofozoito em forma de 14um
G. psittaci Aves pera e corpos medianos 6um
em forma de garra.
Trofozoito semelhante a
G. microti Roedores G. duodenalis. O quisto 12-15um
contémtrofozoitos 6-8um
totalmentediferenciados.
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3.3 GRUPOS GENETICOS OU ASSEMBLAGES

Foram descritos 7 distintos assemblages (A-G) baseados em analises genéticas
(Tangtrongsup & Scorza, 2010).

Entretanto, outros estudos identificaram 8 assemblages (A-H) (Tabela 2) que foram
diferenciados com base nas proteinas ou no polimorfismo do DNA (Monis et al., 2009; Fava
et al., 2016; Saleh et al., 2016).

Os grupos A e B sdao os que apresentam um maior nimero de hospedeiros, em
particular humanos e outros primatas, além dos animais domésticos e selvagens, o que
destaca o seu potencial zoondtico (Pitaes et al., 2015). Thompson et al. (2008), relataram a
presenca do assamblage A em humanos e em muitos outros mamiferos, incluindo caes e
gatos, ja o grupo B, foi identificado em humanos e caes.

Os assamblages C, D, E, F, G e H s&o definidos como hospedeiros restritos,
encontrados em caes (C e D), ungulados (E), gatos (F), ratos (G) e mamiferos marinhos (H)
(Lasek-Nesselquist et al., 2010; Pallant et al, 2015).

Num estudo realizado em 2009, Sprong e colaboradores, apresentaram a distribuigao
geografica e genética de G. duodenalis em humanos e animais. Estes autores encontraram
sub-assemblages, defendendo assim a divisdo em varios subgrupos (Sprong et al, 2009).

O assemblage A foi subclassificado de Al a AlV, sendo Al ligado a infeccdo em
humanos e animais, All exclusivo aos humanos; Alll e AlV aos animais (Ballweber et al.,
2010).

O assemblage B inclui os subgrupos Blll e BIV (lvanov, 2010).

O assemblage H foi descoberto recentemente e conjectura-se que tenha origem
marinha, o que pode representar uma ameaca a saude dos animais marinhos e terrestres
(Lasek-Nesselquist et al., 2010).

Acredita-se que as gaivotas e focas sejam os principais vetores na disseminacao da
doenga, entretando sugere-se que as gaivotas sejam os intervenientes principais na
propagacao do assemblage H, devido ao fato de percorrerem grandes distancias, e assim
transportar este parasita entre diferentes locais (Lasek-Nesselquist et al., 2010).

Pesquisadores analisaram as fezes de focas e gaivotas, em aguas marinhas no
interior do estado de Washington, nos Estados Unidos e concluiram que os genétipos isolados
apresentavam uma sequéncia homoéloga aos assemblages caninos C e D. Admitiram assim,
a possibilidade de que o assemblage H, tenha evoluido a partir dos assemblages C e D
(Gaydos et al., 2008).

Lasek-Nesselquist e colaboradores (2010) observaram que a caracterizagao de um

novo assemblage de G. duodenalis, sugere que a diversidade do parasita entre os animais

24



Luisa Guedes Vieira Merz | Prevaléncia de Giardia spp. em cées e gatos em duas clinicas veterinarias na regiao
de Cessy, Franca e no cantdo de Genebra, Suica, ULHT, 2018.

selvagens é maior do que se acreditava anteriormente e os efeitos da infecgdo requerem
maiores investigacdes, para que se possa entender com maior clareza o novo assemblage H.
(Lasek-Nesselquist et al., 2010).

Tabela 2 - Assemblages de Giardia e seus hospedeiros (Adaptado de Monis et al., 2009 e Lesek-Nesselquist et

al., 2010).

Assemblage

Nomenclatura

Hospedeiro

Assemblage A

G. duodenalis

Primatas incluindo o homem, céaes, gatos,
ungulados, roedores e mamiferos
selvagens.

Primatas incluindo o homem, caes, bovinos,

Assemblage B G. entérica caprinos e equinos e alguns mamiferos
selvagens.
Assemblage C e D G. canis Canideos
Assemblage E G. bovis Bovinos, caprinos e suinos
Assemblage F G. felis Gatos
Assemblage G G. simondi Roedores domésticos
Assemblage H XXXXXXXX Vertebrados Marinhos

3.4 TAXONOMIA E CLASSIFICAGAO

Durante muito tempo, o género Giardia era classificado baseando-se em sua
morfologia, que o incluia como parte do Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora
(flagelados), Classe Zoomastigophorea, Ordem Diplomonadida e Familia Hexamitidae
(Thompson & Monis, 2004).

Entretanto Plutzer et al. (2010), relatou uma nova nomeclatura baseada em dados
genéticos, estruturais e bioquimicos com uma nova classificagao: ao Filo Metamonada,
Subfilo Trichozoa, Superclasse Eophanryngia, Classe Trepomonadea, Subclasse Diplozoa,
Ordem Giardiida e Familia Giardiidae.

Este peculiar parasita tem atraido atencao nido somente pela sua importancia médica
e veterinaria, mas também devido a sua “natureza primitiva”, tendo sido descrito como um
féssil biolégico, pelo facto de ser um verdadeiro eucariota que, no entanto, reteve
peculiaridades dos ancestrais procariotas (Caccid & Sprong, 2010) tais como auséncia de
mitocdndrias, peroxissomas e um aparelho de Golgi tradicional (Caccid & Sprong, 2010;
Plutzer et al., 2010).

O género Giardia mantém-se assim como um organismo chave na tentativa de

entender a evolugao das células eucariéticas (Thompson & Monis, 2004).
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3.5 MORFOLOGIA GERAL

Os protozoarios do género Giardia sdo eucariotas, unicelulares, binucleados,
flagelados e anaerébios facultativos, tolerantes a pequenas quantidades de oxigénio (Caccio
& Sprong, 2010).

Contudo, foram identificados genes de proteinas consideradas marcadoras
mitocondriais. Essas proteinas, IscU e IscS foram encontradas em organelas denominadas
mitossomos, consideradas mitocéndrias remanescentes (Tovar et al., 2003).

O ciclo de vida do microrganismo apresenta dois estagios (Figura 10 e 11):
trofozoito, forma vegetativa que adere as microvilosidades intestinais e o quisto, forma
infectante, capaz de persistir no ambiente sob diversas condigdes (Adam, 2001).

Este parasita apresenta um complexo citoesqueleto estruturado por microtubulos,
composto por tubulinas, com a fungao de conferir a manutengéo da forma, a organizacao da
célula, o transporte citoplasmatico, a motilidade e a divisao celular (Campanati et al., 2002).

O citoesqueleto de Giardia spp. € representado, principalmente, pelo disco adesivo
ventral, flagelos, funis, nucleos e pelos corpos medianos (Frasson et al., 2010).

O complexo de Golgi apenas é visivel durante a fase de enquistamento, nao estando
confirmada a sua presenca no trofozoito, embora a observagdo de membranas empilhadas

sugiram a sua existéncia (Adam, 2001).

o] ? - A e B - Trofozoitos corados
pelo tricrémio;

P C - Trofozoitos corados pelo
. y D, E e F — Quistos corados

" pela solugéo de iodo

D - F

Figura 10 - Trofozoitos e quistos de Giardia lambia visto ao microscopio ( De Carli,2007).
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Figura 11 - Diversas estruturas do trofozoito da Giardia lambia

1-Vista de frente 2- Vista de lado A e A’- Nucleos B- Blefarosplastos
C - Disco ventral D - Flagelo anterior E- Flagelo mediano F- Flagelo ventral
G - Flagelo caudal H - Corpos parabasais Ax- Axonemas (Pess6a, 1967).

3.5.1 Trofozoitos

Os trofozoitos (Figura 11) sdo a forma ativa do parasita, sdo moveis e adaptados a
fixagdo nas células epiteliais da mucosa do intestino delgado (Bowman et al., 2006; Ivanov,
2010).

Estdo associados a apresentacdo clinica da doenca e ocasionalmente sao
encontrado nas fezes, principalmente se estas forem diarreicas e que, devido ao aumento do
peristaltismo, sdo expelidos antes de enquistar. Nao sobrevive por muito tempo fora do
hospedeiro e, por isso, nao provocam infecao (Carlin et al., 2006).

Os trofozoitos usualmente dao origem aos quistos infectantes antes de serem
eliminados nas fezes (Bowman et al., 2006).

Possuem forma de lagrima, com uma face comprimida formando o disco adesivo.
Dentro da célula ha dois nucleos, cada um com um grande endossoma, o que faz o organismo
parecer a uma raquete de ténis com olhos, quando visto de cima, sob um microscépio
(Bowman et al., 2006).

Pessba (1967), descreveu o corpo de Giardia spp. como tendo forma de uma pera,

arredondado anteriormente e delgado posteriormente.
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De acordo com Ivanov (2010), este protozoario € piriforme, com simetria bilateral e
suas dimensdes variam de 12 a 15um de comprimento por 6 a 8um de largura.

A superficie dorsal flexivel pode ser levantada para cima em dire¢cao a superficie
convexa (Taylor et al., 2010).

Na superficie ventral encontra-se, de cada lado, um disco, em forma de ventosa que
permite o flagelado se fixar nas células epiteliais (Pessba, 1967).

A percepcado das diferengas entre espécies é detetavel a nivel molecular e
morfoldgico. Em particular através da forma do trofozoito, dos corpos medianos e do tamanho
do disco ventral (Monis et al., 2003).

3.5.2 Disco adesivo ventral

E uma estrutura rigida e indispensavel para a sobrevivéncia do parasita uma vez que
0 mesmo permite a sua aderéncia as vilosidades intestinais (Figura 12 e 13) (Dawson, 2010).

O disco ventral é especifico de G. lambia e € muito importante para a constituicao do
citoesqueleto. Apresenta um formato céncavo que cobre a totalidade da superficie ventral com
uma profundidade maxima de 0,4 mm (Adam, 2001). Formado por um arranjo espiral de
microtubulos interligados por pequenos filamentos/fitas (Crossley & Holberton, 1983).

Cada microtubulo tem trés estruturas acessorias: dois filamentos laterais curtos
conectando-o a membrana ventral e uma proje¢cao com aspecto de faixa (denominada ribbon)
que se estende até a regiao dorsal do citoplasma do disco (Holberton, 1973).

O centro do disco adesivo apresenta uma regido que nao possui proteinas do
citoesqueleto, chamada de area descoberta ou zona nua. Ocasionalmente, uma protruséo é
vista na zona nua, contendo glicogénio e proteinas do citoesqueleto, mas sem funcéo
conhecida (Ringqvist, 2009).

Em 1981, Holberton e Ward, identificaram as proteinas que faziam parte do disco,
tendo sido designadas como giardinas (Crossley & Holberton, 1983).

Nos ribbons dorsais dos microtubulos sdo encontradas as giardinas (a, b e g).
Segundo Adam (2001), ja foram identificadas 23 formas de giardinas e algumas delas como
al, a2, b e g foram submetidas a clonagem e sequenciamento do genoma. O conhecimento
dos genes, que codificam estas proteinas, possibilitou o desenvolvimento de técnicas
fundamentadas em biologia molecular (PCR, Reagdo em Cadeia da Polimerase) para
deteccao especifica do protozoario Giardia, presente em fezes de humanos, de animais e na
agua (Mahbubani et al.,1992).

Somente nos microtubulos do disco ventral sdo encontradas outras proteinas

denominadas tubulinas, mas nao nos ribbons nem nos flagelos. Suspeita-se que drogas
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usadas para tratamento da giardiose, reajam com estas proteinas tubulinas e giardinas
impedindo a aderéncia do parasita a mucosa e causando rompimento do disco ventral (Adam,
2001).

O disco possui forma de ferradura (figura 13), tendo em sua extremidade externa
uma estrutura fibrosa densa denominada crista lateral. Durante a adesdo do parasita, os
flagelos ventrais batem rapido e retiram liquido debaixo do disco ventral. A crista lateral sela
esse conjunto no substrato, criando uma zona de baixa presséo, 0 que ocasionaria a adesao
do parasita ao epitélio intestinal (Holberton, 1973).

Palm e colaboradores (2005) identificaram proteinas da familia da giardina (Alpha-1,
Beta, Delta e Gamma) e duas isoformas de tubulina (Alpha-2 tubulina e Beta-tubulina), além
de uma nova proteina, a SALP-1, que fazem parte da constituicao do disco ventral.

Terra (2008), em sua tese de mestrado identificou 13 proteinas no disco ventral por
espectrometria de massas. Destas 13 proteinas, 9 apresentam funcdo e localizacao
conhecidas, o que indica a importancia dos estudos relacionados ao parasita.

Durante o processo de enquistamento o disco ventral sofre algumas modificagcdes.
Observou-se que o disco ventral sofre uma quebra, formando um conjunto com quatro

fragmentos que ficam estocados dentro do quisto (Palm et al., 2005).

Figura 12 - Populacédo de G. duodenalis cultivada sob um substrato de colageno, onde os trofozoitos se fixam
por meio do disco ventral (Rey, 2008).
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)

vd = disco ventral, ba = area
descoberta (regido localizada no
centro do disco ventral que nao
possui microtubulos.) O microtubulo
do citoesqueleto é composto por 5
elementos: 8 flagelos organizados
em pares (afl = flagelo anterior, pfl =
flagelo postero lateral, cfl = flagelo
caudal, e vfl = flagelo ventral), o
disco ventral (vd), o corpo mediano
(mb), e o funil (fn). Os trofozoitos
aderem as surfaces via vd. O disco
ventral ocupa a parte anterior e
porgéo ventral da célula: composto
por microtubulos em forma de
espiral, area circular com vesiculas
2pm e 4rea descoberta (ba).

Figura 13 - Citoesqueleto estruturado por microtubulos e o disco ventral da Giardia lambia
(Adaptado de Dawson, 2010).

3.5.3 Nucleos

Os nucleos estao localizados no interior do citoplasma, em que as estruturas sao
quase sempre duplas e simétricas (Rey, 2008).

Os trofozoitos possuem dois nucleos ovais, tendo um grande cariossoma central, que
pode se apresentar como uma massa de granulos ou como uma massa soélida e oval
(Pessba,1967; Faust et al.,1970; Rey, 2008).

Ha dois axonemas paralelos (Figura 14), que se originam a uma certa distancia da
extremidade anterior e terminam na extremidade posterior em dois blefaroplastos, enquanto
a extremidade anterior desses axonemas apresenta (cada uma) um blefaroplasto, em
conexao com uma estrutura chamada centréssoma, no polo anterior do nucleo (Pess6a,1967).

A membrana nuclear é dupla, perfurada por poros nucleares que permitem o
transporte entre membranas (Benchimol, 2004).

Os filamentos de actina do citoesqueleto parecem importantes para a rigidez
espacial, para a posigao dos nucleos e possivelmente também pela sua segregagao sobre a

divisao celular (Benchimol, 2005).
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Cada nucleo contém cinco cromossomas, com iguais quantidades de DNA, que se
replicam quase ao mesmo tempo (Yu et al., 2002; Benchimol, 2005). Além disso, os nucleos

diploides apresentam a atividade transcricional praticamente idéntica (Yu et al., 2002).

Visualizagdo dos microtubulos marcados
com FLUTAX-2 nos cistos de G. lamblia.
n indica nucleo; a, axonemas.

Uma levedura é observada

abaixo da estrutura cistica. Ampliagao
original 1.000x.

Figura 14 - Quisto de G./lambia com seus nucleos e axonemas
(Frasson et al., 2010).

3.5.4 Flagelos

Os flagelos, em numero de oito, originam-se dos corpos basais situados proximos
aos nucleos e emergem das regides anterior, posterior, ventral e caudal do trofozoito (Adam,
2001).

A sua fungao esta relacionada com a mobilidade, mas também podem impedir que
os trofozoitos sejam arrastados pelos movimentos peristalticos intestinais (Frasson et al.,
2010), entretanto, ndo estdo envolvidos na adesao ao intestino do hospedeiro (Adam, 2001).

A atividade do flagelo imprime-lhes um deslocamento rapido e irregular, porém,
aderem-se em grande quantidade a superficie da mucosa, gragas ao disco adesivo ventral,
chegando a formar um revestimento extenso, podendo assim interferir na absorgao de
gorduras e vitaminas lipossoluveis, especialmente vitamina A (Rey, 2008).

Assume-se que os flagelos possam ter um papel importante na fase de

desenquistamento, pelo facto de surgirem precocemente neste processo (Adam, 2001).

3.5.5 Corpos Medianos

Os corpos medianos sao componentes do citoesqueleto, sendo estruturas exclusivas
da Giardia spp., razao pela qual tém sido utilizados como ferramenta taxonémica. Sua
morfologia ajuda a definir as caracteristicas das diferentes espécies. Estao situados no meio

do corpo e dorsalmente aos flagelos caudais (Pessba, 1967; Adam, 2001).
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Eles séo constituidos de um feixe de microtiubulos (Adam, 2001), cuja funcao dessa
estrutura ainda é pouco esclarecida, mas alguns autores acreditam que o corpo mediano seja
o local de estoque de microtubulos pré-polimerizados que serdo usados no disco ventral
(Feely et al., 1990).

3.5.6 Funis

Os funis sao estruturas que fazem parte do complexo microtubular do género Giardia,
sendo responsavel pela ancoragem dos flagelos posteriores e pelos movimentos da regiao

caudal do trofozoito (Benchimol et al., 2004).

3.5.7 Quisto

O quisto (Figura 15 e 16) é o estagio de resisténcia ambiental e a forma de
transmissdo do parasita. E imediatamente infectante para o hospedeiro suscetivel e
geralmente esta presente em fezes normais dos caes assintomaticos (Carlin et al., 2006).

Poucos quistos (10-100) podem iniciar uma infeccao (Ballweber, 2010; Gruffydd-
Jones et al., 2013).

O quisto apresenta uma forma eliptica ou oval, medindo cerca de 8-12um por 7-
10um, protegido por uma parede espessa e rigida (Wenyon,1965), sendo o principal
constituinte um glicidio (B-1,3-N-acetyl-D-galactosamina), possuindo ainda mais duas
membranas internas (Ringqvis, 2009).

Estas membranas sao responsaveis pela sobrevivéncia em aguas superficiais a
baixas temperaturas durante semanas ou meses e pela resisténcia a cloragdo e ao acido
gastrico do hospedeiro. A elevada resisténcia dos quistos de Giardia spp. assume uma
importancia determinante na capacidade de transmissao hidrica do parasita (Huang & White,
2006).

Os quistos possuem uma taxa metabdlica de 10 a 20% daquela encontrada nos
trofozoitos, o que contribui para sua viabilidade no meio ambiente (Adam, 2001).

Podem conservar sua vitalidade no meio exterior durante aproximadamente 60 dias
e morrem a uma temperatura de 64 °C (Pessba,1967).

No seu interior existem corpos medianos, axonemas lineares, e de acordo com o seu
estado de maturidade pode ter dois nucleos (imaturo) ou quatro nucleos (maduros), sendo
uma célula tetrapléide (Faust,1970).

Nas preparagdes coradas pelo Lugol, e melhor ainda, nas coradas pela hematoxilina,
veem-se as estruturas internas que estdo duplicadas em relagdo ao trofozoito. Apresenta

quatro nucleos pequenos, aproximadamente circulares com um cariossomo central, axéstilos
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e corpos basais. A disposicado dos nucleos, entretanto, pode ser irregular, estando os quatro
agrupados proximos a um dos pélos ou divididos entre os dois extremos (Figura 16) (Rey,
2008).

O quisto maduro contendo dois trofozoitos potenciais € a forma mais frequente
encontrada nas fezes dos hospedeiros infectados (Bowman et al., 2006).

As estruturas que sao observadas nos trofozoitos estdo contidas de forma

desordenada nos quistos (Silva, 2010).

Figura 15 - Quisto de Giardia duodenalis (Adaptado de Midlej & Benchimol, 2009).
Setas, fenda de encerramento; N, nucleos; F, flagelos; A, axonemas; ep, espaco peritrofico.

Figura 16 - ilustracédo das diferentes formas do quisto de Giardia (Wenyon, 1965).
A) Forma com dois nucleos; B-E) Forma com quatro nucleos; F) Forma com dois nucleos em cada polo.
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3.6 BIOLOGIA

O protozoario alimenta-se das substancias liquidas do meio intestinal, mas
possivelmente pode ingerir o conteudo de células epiteliais por meio do seu disco adesivo
ventral (Pess6a,1967; Rey, 2008). O poder de adesao das ventosas é suficiente para impedir
que sejam arrastadas pelos movimentos peristalticos. Sendo assim, os trofozoitos sao
encontrados praticamente, em fezes liquidas ou semiliquidas e os quistos em fezes formadas
(Pessba, 1967).

Seu desenvolvimento é favorecido em pH compreendido entre 6,38 a 7,02 (Rey,
2008).

O Metabolismo de carboidratos da G. duodenalis é similar ao de outros parasitas
anaerobios do intestino e ao de Trichomonas. Todas as enzimas do metabolismo glicolitico
estd0 no citossol, ndo existindo hidrogenossomos. Formam-se acido acético, CO? e etanol
(Figura 17) (Rey, 2008).

Carboidrato

—
1
2 NADH GDP GTP
Fosfoenolpiruvato —— 5 — Oxalacetato
CO. |
ADP z [ NADH
X {
ATP co, ' NAD
Acetaldeido——————-——Piruvato — 5 Malato
NADPH~- X NADPH NADP
Cnor
NADP XH
Etanol AcetiFCoA CoA
ADP ——, KA“
7
ATP ——

Acetato

Figura 17 - Metabolismo dos carboidratos em Giardia duodenalis dando como produtos finais etanol, acido
acético e CO2 (Rey, 2008). As enzimas envolvidas sao: 1- glicoliticas; 2- carboxiquinase do fosfoenolpiruvato; 3-
piruvatoquinase; 4 e 5 - desidrogenase metalica; 6 - piruvato-sintase; 7- acetil-COA; 8 - desidrogenase; 9 - dxido-
redutase.

3.7 CICLO BIOLOGICO
O ciclo de Giardia € monoxeno (Figura 19), European Scientifique Companion Animal

Parasites (ESCCAP) (2015), e se inicia pela ingestao de quistos presentes na agua, alimentos

contaminados ou fezes infectadas (Thompson & Monis, 2004). No entanto, sabe-se que a
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transmissao direta através da via fecal-oral, de animal para animal ou de animal para o homem
também pode ocorrer (Adam, 2001).

Mediante a exposi¢ao ao suco gastrico, pH acido e enzimas pancreaticas, o quisto
se rompe. Este processo é conhecido como desenquistamento e ocorre na regiao anterior do
intestino delgado. Um quisto se transforma em dois trofozoitos (Adam, 2001; Thompson et al.,
2008, Ringqvist, 2009).

Os trofozoitos aderem-se e colonizam a superficie da mucosa do intestino delgado
causando a doenga que muitas vezes pode ser assintomatica. Neste momento se multiplicam
assexuadamente por divisdo binaria (Wenyon, 1965; Adam, 2001; Gruffydd-Jones et al., 2013;
ESCCAP, 2015).

Existem fatores que influenciam na fixacdo do trofozoito, podendo ser inibida por
temperaturas abaixo de 37°C, aumento dos niveis de oxigénio ou diminuicdo da concentracao
de cisteina. Estudos in vitro, demonstraram que o pH 6ptimo é de 4,0 e que as proteases
pancreaticas facilitam o processo, ocorrendo de forma rapida e demorando cerca de 10 a 15
minutos (Adam, 2001).

A acéao dos sais biliares e dos mecanismos de resposta imunoldgica do hospedeiro,
responsaveis pelo descolamento dos trofozoitos das mucosas, induzem o enquistamento
(Figura 18) possibilitando assim a liberagao dos quistos juntamente com as fezes no meio
ambiente (Ortega & Adam, 1997).

Quando o processo de enquistamento estd completo, a porgcado exterior dos
trofozoitos torna-se arredondada e filamentosa, estes perdem a mobilidade e deixam de estar
fixos a mucosa intestinal (Adam, 2001).

A eliminagao dos quistos por um hospedeiro infectado ndo é constante, podendo
desaparecer das fezes por periodos de 7 a 10 dias. O numero de quistos presente nas fezes
infectadas, variam de 300 milhées a 14 bilhdes (Pessba,1967).

Em caso de diarreia intensa, os trofozoitos séo liberados junto com os quistos no
ambiente através das fezes. Contudo, os trofozoitos ndo sobrevivem no meio externo. (Adam,
2001).

Os quistos encontrados nas fezes podem contaminar agua, alimentos, pessoas e
animais, fechando assim o ciclo.

O periodo pré patente da Giardia em caes e gatos é de 5-16 dias, 7-8 dias em
bovinos, 6-10 dias em caprinos € 10-21 em ovinos, sendo a liberagdo dos quistos ciclica
(Thompson et al., 2008).

A temperatura interfere no ciclo biolégico do protozoario, onde a maior incidéncia é
observada em estagdes do ano em que a temperatura € mais fria. As variagdes sazonai sao

um dos fatores mais comuns para a prevaléncia de parasitas em caes (Silva et al., 2007).
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Figura 19 - Ciclo Giardia duodenalis (Adaptado de: CDC-USA Center for Disease Control)

https://www.cdc.gov/parasites/giardia/pathogen.html Acessado 25.11.2017

(1). Os quistos séao resistentes e podem sobreviver varios meses em agua gelada. A infecgao ocorre pela
ingestado dos quistos via agua, alimento contaminado ou contaminagao fecal-oral (2). No intestino delgado ocorre
o processo de desenquistamento em que cada quisto produz dois trofozoitos (3). Os trofozoitos se multiplicam
por divisao longitudinal binaria e permanecem no lumen do intestino delgado proximal, onde se aderem a
mucosa através do disco ventral (4). A criptografia ocorre quando os parasitas transitam para o célon. O quisto é
o estagio mais comum em fezes n&o diarréicas, sendo o estagio infectante (5).
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3.8 EPIDEMIOLOGIA

Os protozoarios intestinais do género Giardia sao parasitas de distribuicdo mundial,
sendo considerado um dos dez parasitas mais comuns no homem e uma das principais
causas de diarreia nao viral em humanos e animais (Thompson et al., 2000).
Aproximadamente 200 milhdes de pessoas na Asia, Africa e América Latina tém giardiose
sintomatica e todos os anos sao descritos cerca de 500.000 novos casos (Caccid & Ryan,
2008).

Sua prevaléncia apresenta indices variaveis, dependendo da localizagao geografica,
da populagao estudada e do método utilizado para o diagndstico (Bouzid et al., 2015). A
possibilidade de os moluscos bivalves poderem acumular quistos também ja foi demonstrada,
indicando que o seu consumo sem tratamento térmico prévio possa levar a casos de doenga
(Plutzer et al., 2010).

Em paises desenvolvidos a prevaléncia de Giardia em pacientes apresentando
diarreia varia de 3% a 7%, e nos paises em desenvolvimento cerca de 20% (WHO, 2002).

Ballweber et al. (2010) relataram que a giardiose € uma doenga de notificagao
obrigatéria em diferentes paises industrializados, tais como Canada, Japao, Estados Unidos
e Nova Zelandia.

O seu maior impacto clinico em humanos esta ligado a criangcas em seus primeiros
anos de vida (Pitaes et al., 2015). As criangas e 0s animais jovens sao particularmente
susceptiveis as infecgdes pelo protozoario devido ao sistema imunolégico nao completamente
desenvolvido (Guerden et al., 2010).

Alguns estudos indicam que ha maior sensibilidade em animais com menos de um
ano de idade do que em adultos, sugerindo o desenvolvimento de certo grau de resisténcia
com o aumento da idade. Os animais que tem maior contacto com a rua estdo mais expostos,
devido ao maior contato com agua, alimentos e fezes de animais ou de pessoas contaminadas
(Kirkpatrick, 1987).

Bouzid et al. (2015) encontraram valores de 15,2% para caes e 12% para gatos em
uma analise da prevaléncia da Giardia no mundo. Sendo em gatos um maior nimero em
animais jovens. As regides industriais do norte da Europa e da América do Norte
apresentaram menor prevaléncia do que o resto do mundo.

O protozoario tem sido relatado nas fezes de caes e gatos em diferentes paises da
Europa. Epe et al. (2010), em um estudo realizado em 377 clinicas de 7 paises da Uniao

Europeia, mostrou que Giardia € um agente entérico comum em caes e gatos (Tabela 3).
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Estudos realizados na Belgica e em Portugal para avaliar a prevaléncia de Giardia
sSpp. em canis municipais e abrigos, revelaram prevaléncias de 43,9% (Claerebout et al., 2009)
e 61,1% respectivamente (Lebre, 2011), sendo superiores ao valor global europeu.

Em Portugal, observou-se uma preocupagdo com o parasita em humanos, sendo
encontrado alguns estudos referentes a Giardia duodenalis. A infeccdo em criancas
assintomaticas no distrito de Lisboa foi de 6,8% e o autor mostrou uma associagao positiva
entre a prevaléncia do parasita e o contato com animais de companhia, especialmente caes
(Julio et al., 2012).

Tabela 3 - Prevaléncia da G.duodenalis em cées e gatos na Europa (Adaptado de Epe et al, 2010)

Pais Caes Gatos
Bélgica 28,47 % 26,32 %
Alemanha 23,75 % 24,59 %
Espanha 25,10 % 14,59 %
Franca 27,53 % 15,31 %
Holanda 24,62 % 13,20 %
Inglaterra 14,62 % 11,54 %
Italia 25,89% 17,71%

Pitaes et al. (2015), ao estudar dois canis na regido de Viseu, com base em trés
métodos diagndstico: Speed Giardia, coprologia através do método de flutuagdo com sulfato
de zinco e esfregacos fecais com coloragéo pela técnica Ziehl-Neelsen, observou as seguintes
prevaléncias: 21,6%, 19,6% e 17,6%. Paramétros como sexo, idade e raca foram também
avaliados, ndo sendo descrita nenhuma associag¢do entre os mesmos. Resultados descritos
por Epe et al. (2010) em paises europeus (Tabela 3) vao ao encontro ao valor descrito por
Pitaes et al. (2015).

Entretanto, estes valores sao relativamente superiores aos de outros estudos
efetuados em varias regibes e populagbes caninas de Portugal, apresentando uma
prevaléncia de 23 % em Evora (Ferreira et al., 2011) e 61,1% em Lisboa (Lebre, 2011).

O valor de 9% de animais positivos foi obtido em um estudo realizado em gatos na
regiao de Lisboa, a partir da detecdo de Giardia duodenalis pelo método de
imunocromatografia (Morais, 2016). Este valor esta abaixo dos resultados obtidos em estudos
feitos em Portugal em caes, onde as prevaléncias foram de 15,5 % e 17,5% (Neves et al.,
2014; Maia et al., 2013).
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Braga (2017), observou a prevaléncia de 33% para Giardia spp. em canideos da
regido de Beja, ressaltando que ambientes de canil conjugam caracteristicas ideais para a
infeccdo continua por parasitas com ciclo de vida direto, alguns dos quais com potencial
zoondtico.

Enquanto Carvalho (2017), em um rastreio de parasitas gastrointestinais e
pulmonares, em gatos de gatis nos distritos de Lisboa e Setubal, encontrou o valor de 3,9%
para a Giardia spp.

As prevaléncias de infecgdes em gatos errantes na regido de Evora variaram entre
5% para gatos em liberdade e 50% para os animais em gatis (Ferreira et al., 2011).

Correia (2017), apresentou prevaléncia de 62,5% para o parasita gastrointestinal
Giardia duodenalis, através de questionarios direcionados a tutores de gatos e médicos
veterinarios, em Portugal. Este valor é concordante com estudos publicados por diversos
autores que destacam este protozoario como um dos agentes etiolégicos de diarreias de
origem parasitaria mais comum a nivel global (Ali & Hill, 2003).

Em bovinos leiteiros, na regido de Entre Douro e Minho, quistos de Giardia

duodenalis foram encontrados em 18% das amostras fecais analisadas (Silva, 2017).

3.9 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A presenca da Giardia lambia na mucosa duodeno-jejunal, inseridas nas células por
meio de seus discos adesivos ventrais, podem induzir irritacdo ou agravar condi¢cdes
inflamatérias existentes, ocasionando assim, diarreia crbnica (Pess6a,1967; Faust,1970;
Halliez & Buret, 2013).

Quando os trofozoitos ou quistos de Giardia spp. estdo presentes em pequenos
numeros, ndo produzem doenga clinica, no entanto, em grande quantidade ou em um
hospedeiro com baixa resisténcia imunolégica, pode ocorrer quadros de diarreia (Carlton &
McGavin, 1998).

O numero de quistos ingeridos desempenha um papel importante na patogénese da
doenca. Em seres humanos, 10 a 100 quistos sdo necessarios para estabelecer uma infecgao,
ja em animais a ingestdo de somente 10 quistos € capaz de causar a infec¢ao (Payne &
Artzer, 2009).

Objetos inanimados, como tigelas de alimentos e gaiolas em gatis e em canis podem
servir como reservatorio de quistos infectantes (Brincker et al., 2009).

Acredita-se que a patofisiologia envolve a apoptose dos enterécitos, atrofia das

vilosidades, disfuncédo da barreira intestinal e ativagdo dos linfécitos o que leva a uma ma
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absorgao dos nutrientes no intestino delgado e aumento do transito intestinal (Halliez & Buret,
2013).

As perturbagcbes mecanicas, determinadas por um grande numero de parasitas, na
mucosa duodenal interferem na absor¢ao de gorduras, levando o paciente a desenvolver
deficiéncia de vitaminas, principalmente as lipossoluveis e o aparecimento de diarreia com
esteatorreia, colicas abdominais, evacuagdes frequentes e emagrecimento (Pessba,1967;
Rey, 2008).

A esteatorreia deve-se a diminui¢ao da atividade da lipase, ao aumento da producgéo
de mucina e a diminui¢do da absorcao intestinal (Guerden et al., 2010).

Devido a reducdo de absorcio intestinal, sdo também comuns alguns sinais
dermatolégicos provocados por deficiéncia de vitaminas lipossoluveis (Ettinger, 1992).

Os parasitas em grande numero inibem a absor¢cdo de acucares simples e
dissacarideos que sao fermentados pela flora bacteriana, criando gas intestinal. Os agucares
tém efeito osmotico e atraem agua para a luz do intestino. O resultado é a distensao do
intestino delgado por liquidos e gases (Carlton & McGavin,1998).

Troeger' et al.(2007), relatou que a infecgdo por Giardia pode causar hipersecrecéo
de ions cloridricos. Esta mudanca é causada pela combinacao do parasita, toxinas e fatores
imunoldgicos do hospedeiro como células linfocitarias CD8 + (Thompson et al., 2008 p.21).

Os sinais clinicos de giardiose variam de discreto a grave, podendo ser persistentes,

intermitentes ou auto limitantes (Nelson & Couto, 2008).

Podem ser confundidos com outras infec¢des gastrointestinais parasitarias, virais ou
bacterianas. Também se assemelham as alergias de origem alimentar, a enfermidade da ma
absorgao, a gastroenterite induzida por farmacos e as enfermidades alérgicas (Samuel et al.,
2001).

" Troeger, H., Epple, H.J., Schneider, T., Wahnschaffe, U., Ullrich, R, Burchard, G.D., et al. (2007). Effect of
chronic Giardia lamblia infection on epithelial transport and barrier function in human duodenum. Gut 56, 316-317
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A giardiose é considerada a principal causa de diarreia em animais de producao
jovens, com mais de 30 dias de idade, levando a diminuicdo da eficiéncia alimentar e do
desenvolvimento do animal com repercussao no peso da carcaga, tendo um grande impacto
econdmico nos sistemas de produgao (lvanov, 2010)

A sintomatologia nos Humanos difere de individuo para individuo, podendo depender
de varios fatores, tais como o tamanho do inéculo, duragao da infecgao, fatores individuais do
hospedeiros e interferéncia de fatores relacinados ao parasita (Wolfe, 1992).

A doenca pode apresenta-se subclinica, principalmente em ruminantes, caes e gatos.
A infecgdo em animais como chinchilas e aves ja foram reportados casos fatais (Samuel et
al., 2001).

Taylor et al. (2010), descreveram como principais sinais clinicos de animais
infectados com o parasita, diarreia pastosa crénica, perda de peso, letargia e desenvolvimento
insuficiente em filhotes.

Em caes a diarreia pode iniciar antes de cinco dias apds a exposi¢cao ao agente
(Bowman et al., 2006). Sendo aguda ou crénica, ocasionando letargia, perda ou diminuicao
no ganho de peso apesar destes manterem o apetite normal (Pitaes et al, 2015).

Em gatos, os trofozoitos sdo geralmente encontrados no jejuno e no ileo em vez do
duodeno. O principal sinal clinico € a diarreia persistente que resulta em ma absorcao
intestinal. As fezes sao mucoides, palidas, moles e fetidas (Figura 20). Em um relato de caso
de um gato infectado por Giardia spp., os autores concluiram que a giardiose felina € uma
doenca que pode ocasionar diferentes manifestacées clinicas, dentre estas a diarreia
hemorragica (Silva et al, 2017).

Em vitelos, foi associada a diarreia cronica marcada por alta morbidade. Ja em
borregos, os animais infectados apresentam uma demora para atingirem o peso de abate
(Bwoman et al., 2006).

Os sinais clinicos estdo presentes, principalmente em animais jovens, enquanto que
nos adultos a doenca pode ser subclinica, a ndo ser que existam condicdes como
sobrepopulacdo, aumento de stress e problemas dietéticos (Barr, 2006).

No exame fisico os animais podem apresentar-se normais ou revelar evidéncia de

diarreia, desidratacao e perda de peso (Kirkpatrick, 1987).
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3.10 DIAGNOSTICO

A detecdo da Giardia spp. ndo € importante somente sob o ponto de vista para o
tratamento clinico da doenga, mas também para limitar a infeccao pelos quistos e prevenir a
zoonose (Costa et al., 2016; Olson, 2010).

O diagndstico é geralmente subestimado, apesar do género Giardia ser um dos
parasitas de grande prevaléncia em caes e gatos (Tams, 2005; Olson et al., 2010). A falha ao
desconsidera-lo como diagnéstico diferencial, erro ao reconhecer o microrganismo, o uso de
métodos inapropriados para analises fecais e a excregao intermitente dos protozoarios nas
fezes de hospedeiros infectados, sao fatores que dificultam o diagnéstico (Sogoyar, 2001).

Existem elementos que interferem no resultado dos exames coprolégicos e por esta
razao, devem ser levados em consideracao no momento da analise das amostras. Estes
fatores sdo: a consisténcia das fezes, o padrao de excrecdo dos quistos, 0 uso de
conservantes nas fezes e produtos que podem mascarar o resultado das analises (Sogoyar,
2001).

Em fezes formadas tem-se normalmente a presenca de quistos e em fezes de
consisténcia pastosa ou liquida a presencga de trofozoitos, que nao permanecem por mais de
30 minutos no meio ambiente (Sogoyar, 2001; Tams, 2005).

Existem hospedeiros com padrdes diferentes de eliminagao dos quistos. Alguns com
frequéncia mais alta do que outros, podendo assim ser uma barreira no diagnéstico. (Sogoyar,
2001; Pitaes et al., 2015). Muitos autores indicam a necessidade de se realizar o exame
coprolégico com trés amostras fecais em dias consecutivos ou alternados (Sogoyar, 2001;
Tams, 2005; Costa et al., 2016).

Muitas vezes nao € possivel examinar as fezes recém eliminadas, por esta razao,
algumas substancias sao usadas com o objetivo de preservar as estruturas do parasita. Entre
elas estdo a formalina, o alcool polivinilico e o merthiolate-iodo-formol. Alguns produtos podem
mascarar o resultado das analises. Sogoyar (2001) citou antiacidos, antibidticos, 6leos
laxativos ou preparagdes para enema como potenciais causadores de alteragdes morfolégicas
ou o desaparecimento do parasita nas fezes.

O diagnéstico tem como base a confirmacao da presenca do parasita através da
visualizacédo do quisto, do trofozoito ou de ambos os elementos. Outra forma de diagndstico
€ a identificagcdo do seu material genético ou antigénios utilizando amostras fecais ou
intestinais do hospedeiro (Levine, 1973; Samuel et al., 2001; Taylor et al.,2010).

A auséncia do quisto ou do trofozoito nas amostras fecais, ndo exclui a giardiose

(Tangtrongsup, 2010).
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Segundo Tams (2005), todos os caes e gatos apresentando diarreia e ou vémito
devem ser avaliados quanto a presenca de parasitas, incluindo a Giardia spp..

Existem diferentes métodos de diagndstico, que apresentam vantagens e
desvantagens que podem ser observados na Tabela 4.

Os exames diagnésticos padroes usados em qualquer situagao clinica, devem incluir
esfregacos frescos com solugéo salina e flutuagdo com sulfato de zinco (Tams, 2005).

O esfregaco fecal direto pode ser utilizado na clinica para avaliar a presenca de
trofozoitos de Giardia. Deve-se utilizar a camada superficial das fezes ou o muco se presente
pois os trofozoitos encontram-se normalmente nestas areas. A aplicacdo de solugao de Lugol
ou azul-de-metileno nos esfregacos ajuda a visualizar as estruturas internas dos trofozoitos.
Uma amostra refrigerada ou uma amostra que seja analisada varias horas depois da recolha,

provavelmente ndo tera organismos vivos (Tangtrongsup & Scorza, 2010).
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Tabela 4 - Vantagens e desvantagens de cada método de diagndstico (Samuel et al., 2001)

Amostra Método Comentario
Fezes Esfregaco fecal, exame Econbmico, pouco sensivel
directo
Fezes Esfregaco fecal corado com | Econémico, os quistos
Lugol ou tricromio podem estar ocultos no
sedimento
Fezes Flutuagcdo com sacarose e Econdmico, remove
corado com Lugol sedimento
Fezes Flutuagdo com sulfato de Econdmico, remove
zinco e corado com Lugol sedimento
Fezes Flutuagdo seguida de Mais sensivel, mais
imunofluorescéncia dispendiosa, maior
especificidade
Fezes ELISA Rapido, maior
especificidade, dispendioso
Fluido duodenal String test Impraticavel em animais
Biopsia duodenal Exame direto ou corado Requer endoscopia
com giemsa
Soro S6 funciona em giardiose
crénica, util para
seroprevaléncia
Teste cutaneos Imunorreactividade a Nunca feito em animais, util
proteinas da Giardia em giardiose cronica,
intradérmicas invasivo.
Histologia Demonstracéo de Bom em caso de biopsia e
trofozoitos em tecido fixado | exame post-mortem

A técnica de flutuacdo com sulfato de zinco é descrita na Tabela 5. E o teste
coprolégico mais confiavel para a demonstracao de quistos de Giardia spp. em uma amostra
fecal, sendo usado como o0 exame padrao na triagem de parasitas intestinais em
universidades e clinicas veterinarias. No caso de canideos, 70% dos animais positivos podem
ser identificados com um unico exame de flutuagdo com sulfato de zinco, em oposic¢do a 40%
dos caes apoés serem realizados trés esfregagcos com solucgao salina (Tams, 2005).

E importante que a densidade da solugéo usada no exame de flutuacdo com sulfato
de zinco seja de 1,18 pois o protozoario tende a retrair e tornar-se contorcido, impedindo a
sua identificagdo (Tangtrongsup, 2010).

Devido ao fato dos animais eliminarem os quistos de modo intermitente, diversos
autores recomendam que varios exames de concentragdo com sulfato de zinco sejam
efetuados durante 3 a 5 dias, para maximizar as possibilidades do diagndstico ou excluir a
doenca. Um resultado positivo justifica o tratamento (Tams, 2005; Tangtrongsup, 2010;
Washabau & Day, 2013).
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Tabela 5 - Técnica de flutuagdo com sulfato de zinco (Adaptado de Tams, 2005)

1. Misturar 2g de fezes com 15 ml de solugéo de sulfato de zinco a 33%( 33g de
sulfato de zinco completando para 100 ml de agua destilada; gravidade 1,18)
Coar a solugdo com gaze ou coador de cha.

Despejar a solugdo em um tubo de centrifuga de 15 ml.

Colocar o tubo em uma centrifuga e adicione uma lamela.

Centrifugar o tubo aproximadamente 1.500rpm por 3-5 minutos.

Remover a lamela com o substrato aderente e colocar sobre uma lamina de
microscoépio. Quando ndo for utilizada uma lamela, recolher com uma pipeta a
camada superficial do tubo de centrifuga, colocar sobre uma lamina e sobre este
uma lamela; pode-se adicionar o iodeto de Lugol, para corar os organismos.

ok wlN

O esfregaco fecal a fresco com solugéo salina é feito por meio da mistura de uma
gota de fezes liquidas com uma gota da solugao. Ao visualizar no microscopio, os trofozoitos
tém formato de pera, possuem um disco ventral concavo e mostram uma movimentacao
oscilante. E de suma importancia diferenciar o parasita Trichomonas de Giardia. Esta
diferenciagado é baseada no padrao de movimentagao. O parasita Trichomonas possui uma
movimentacgao direcionada para frente e auséncia de um disco céncavo (Tams, 2005).

A vantagem destes métodos como esfregaco fecal direto, esfregaco fresco com
solugao salina e flutuagdo com sulfato de zinco, baseiam-se no baixo custo dos consumiveis
utilizados e por serem métodos n&o invasivos na colheita da amostra. Contudo, o sucesso do
diagndstico depende da experiéncia e capacidades do técnico de microscopia (Geurden et
al., 2010).

A detegdo de antigénios nas fezes pode ser realizada através de trés técnicas
diferentes: imunofluorescéncia indireta, ELISA e imunocromatografia, utilizando-se em todas
elas anticorpos monoclonais contra proteinas da parede do quisto e do trofozoito (Tams, 2005;
Geurden et al., 2010).

Segundo ESCCAP (2015), o método de referéncia para diagndstico é a detecéo de
antigénios fecais especificos para Giardia. Para isso, inumeros Kits estdo disponiveis no
mercado. A vantagem deste teste em relagdo a microscopia para observagdo dos quistos,
resulta na possibilidade de diagndstico, mesmo havendo interrupcdo da excregao dos
mesmos.

O teste de imunocromatografia segundo Pitaes et al. (2015) que utiliza anticorpos
monoclonais direcionados contra proteinas especificas da parede dos quistos e trofozoitos,
sdo de rapida preparacao e leitura, e podem ser utilizados tanto para animais de companhia

quanto para animais de produgao.

45



Luisa Guedes Vieira Merz | Prevaléncia de Giardia spp. em cées e gatos em duas clinicas veterinarias na regiao
de Cessy, Franca e no cantdo de Genebra, Suica, ULHT, 2018.

O teste ELISA fecal deteta o antlgénio do parasita Giardia produzido pelos trofozoitos
em divisdo. E muito sensivel em humanos, sendo relatado 30% mais casos de Giardia que
quando se utiliza o método da flutuagdo com sulfato de zinco. Por identificar os antlgénios nas
fezes, este método evita o problema de se obter falsos negativos devido a excrecéo
intermitente dos quistos, podendo ser realizado na prépria clinica ou em um laboratério (Tams,
2005).

Um estudo realizado por Oslon et al. (2010), com objetivo de determinar a prevaléncia
em caes e gatos sintomaticos para o protozoario Giardia através do teste Snap Test Kit ELISA
e esfregaco de fezes frescas, concluiram que o ELISA foi o método de referéncia com melhor
sensibilidade e especificidade. A sensibilidade deste teste é de 95% e a especificidade de
99% comparado a imunofluorescéncia direta e de 85% e 100 % quando comparado com o
método da flutuagdo com sulfato de zinco (Mekaru et al., 2007). Este demonstra ser um
método simples, de facil e clara interpretagao e acima de tudo rapido, quando comparado com
outros métodos (Pitaes et al., 2015).

A pesquisa de anticorpos séricos de Giardia spp. pode ainda ser feita com recurso
da imunofluorescéncia indireta. No entanto, o seu valor de diagndstico € limitado, sendo mais
vantajoso em estudos epidemiolégicos uma vez que nao permite distinguir entre uma infecao
recente de uma ja estabelecida (Samuel et al., 2001).

A biépsia duodenal é indicada em casos de exames coproldgicos negativos em que
os animais continuam a manifestar sinais clinicos que afetam a saude. E um método
dispendioso, necessita de um equipamento especifico e a duracido do procedimento é
geralmente longa, o que o torna impraticavel na rotina clinica (Samuel et al, 2001).

A utilizacdo do PCR, fornece informagdes sobre o gendtipo, permitindo a
identificacao das diferentes espécies, sendo util para estudos epidemioldgicos e taxonémicos.
A maior vantagem € a facil execug¢ao e interpretacao dos resultados. A sua rapidez propicia a
analise de inumeras amostras ao mesmo tempo (lvanov, 2010). Este método apresenta uma
elevada sensibilidade e é necessario se ter em conta os inibidores presentes nas amostras
fecais que podem interferir com as técnicas moleculares (Geurden et al., 2010).

Métodos de PCR s&o cada vez mais utilizado para o controle da qualidade da agua
com o objetivo de identificar a fonte de contaminagao (Thompson, 2004).

Frasson e colaboradores utilizaram um derivado fluorescente do Taxol para
investigar a distribuicao dos microtubulos no citoesqueleto de G. lamblia e consequentemente,
identificaram trofozoitos e quistos. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a

constituicdo do citoesqueleto deste parasita pode ser pesquisada com o uso de FLUTAX-2 e
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indicam perspectivas para o desenvolvimento de um novo método diagndstico para a doenga
(Frasson et al., 2010).

3.11 TRATAMENTO

O tratamento de caes, gatos e outros animais infectados, doentes ou clinicamente
saudaveis é fortemente recomendado devido ao possivel risco zoonético (Thompson et al.,
2008).

O primeiro objetivo do tratamento é interromper a diarreia e em seguida eliminar a
infeccao (Tangtrongsup & Scorza, 2010; Washabau & Day, 2013).

Diferentes drogas foram usadas para o tratamento da Giardia spp. incluindo
metronidazol, tinidazol, ipronidazol, ronidazol, febendazol, albendazol, associacido de

pirantel/praziquantel/febantel, quinacrina, furozolidona e nitazoxanide (Tabela 6).

Tabela 6 - Medicamentos usadas para o tratamento de Giardia spp. em caes e gatos (Adaptado de
Tangtrongsup & Scorza, 2010; Washabau & Day, 2013).

Medicamentos Espécie Dose
Metronidazol B 15 - 20 mg/kg, 12 - 24 horas por 7 dias
Tinidazol D 44 mg/kg, VO, 24horas por 6 dias
Ipronidazol D 126 mg/L, VO, por 7 dias
Fenbendazol B 50 mg/kg, VO, 24 horas por 3 dias
Albenazol B 25 mg/kg, VO,12 horas por 2 dias
Pirantel D Label dose VO por 3-5 dias 56 mg/kg baseado no
Praziquantel C febantel VO, 24 horas por dia
Febantel
Quinacrina D 9 mg/kg, VO, 24 horas por 6 dias

C 11 mg/kg, VO, 24 horas por 12dias
Furozolidone C 4 mg/kg, VO,12 horas por 7-10 dias

Abreviaturas: B - caes e gatos; C - gatos; D - caes; VO - via oral.

Os farmacos do grupo dos nitroimidazéis e dos benzimidazéis sao eficientes no
tratamento da infecgdo em humanos e em alguns animais de estimagao (lvanov, 2010). Os
nitroimidazoéis sao um grupo de drogas com atividade antibacteriana e antiprotozoaria. Fazem
parte deste grupo o metronidazol e o tinidazol que sao, frequentemente, empregados no
tratamento de animais positivos para Giardia (Andrade, 2002; Hajek et al., 2017) e o ronidazol
usado para tratamento de Giardia em humanos nos Estados Unidos (Fiechter et al, 2012).

O composto mais conhecido deste grupo é o metronidazol, sendo o mais utilizado na
medicina veterinaria (Andrade, 2002; Ural et al., 2017). Apesar deste medicamento nao ser

aprovada por varias agéncias reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA), o
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metronidazol € um dos medicamentos mais usados no tratamento da giardiose em cées
(Ansell et al., 2015). Contudo, os efeitos carcinogénicos e teratogénicos indesejados
associados a uma elevada toxicidade restringe o seu uso, tendo sido, também, descritos
casos de resisténcia (Samuel et al., 2001; Hajek et al., 2017).

Foi descrita a resisténcia desta droga em humanos que possivelmente ocorre devido
ao mecanismo que permite o protozoario tolerar o estress oxidativo causado por este
medicamento (Ansell et al., 2015).

O metronidazol possui sua agao resultante na associagao de produtos intermediarios,
originarios de sua ligacao intracelular com o DNA, formando-se um complexo que inibe a
replicacao e inativa o DNA (Andrade, 2002). Segundo Chon & Kim (2005), o mecanismo
bactericida do metronidazol nao esta completamente entendido. Acredita-se que o
metronidazol age diretamente na topoisomerase do DNA bacteriano e na sintese de acidos
nucleicos. Atua contra bactérias anaerébias obrigatérias e protozoarios, como Trichomonas,
Entamoeba e Giardia (Andrade, 2002; Chon & Kim, 2005).

Doses altas ou tratamentos prolongados podem provocar neurotoxicidade (nistagmo,
ataxia e tremores) (Plumb,1999; Andrade, 2002; Hajek et al., 2017).

Plumb em seu livro recomendou a dose de 10 mg/kg, via oral, duas a trés vezes ao
dia para tratamentos prolongados (Plumb,1999).

Um relato de caso de intoxicagdo por metronidazol em um c&o de seis anos e meio
foi descrita por Hajek e colaboradores (2017). Neste estudo o animal apresentava ataxia,
tremores, nistagmo e fraqueza dos membros posteriores e foi tratado durante 5 semanas o
metronidazol (Hajek et al., 2017), em uma dose maior que a indicada pela literatura 15-20
mg/kg, 12 - 24 horas por 7 dias (Washabau & Day, 2013).

O nitroimidazol ndo deve ser usado em gestantes, devido a sua teratogenicidade
(Andrade,2002; Tams,2005). Pode também causar inapeténcia, nausea, vémito e neutropenia
reversivel. Gatos apresentam sialorréia ao tomar metronidazol, principalmente na forma de
suspensao (Andrade, 2002; Hajek et al., 2017).

Andrade (2002), realizou um estudo em que o tratamento da giardiose em caes e
gatos foi utilizada a dose de 22-25 mg/kg, via oral, BID, durante 5 dias. Enquanto
Tangtrongsup, (2010) e Washabau & Day, (2013) indicaram a dose de 15-20 mg/kg, via oral,
SID ou BID, durante 5 a 7 dias. European Scientific Counsel Companion Animal Parasites
(ESCCAP, 2011), prop0s a dose de 25 mg/Kg, via oral, BID durante cinco dias.

A silimarina, que na pratica clinica é usada para o tratamento de doengas do figado,

possui efeito tanto em humanos quanto em animais, sendo um potente antioxidante, anti-
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flamatdrio e agente anti-fibrogénico para o figado. Um estudo avaliou o efeito da silimarina no
tratamento da giardiose em caes assintomaticos que recebiam o antimicrobiano
metronidazol. Os resultados mostram que a silimarina ndo apresentou efeito direto no
tratamento da doenca, porém os animais tratados com o metronidazol associado a silimarina,
apresentaram menor perda de peso e melhor estado clinico do que aqueles tratados somente
com metronidazol (Chon & Kim, 2005).

A administragao de probidticos por via oral pode ser benéfica no controle da Giardia
e associada ao tratamento (Washabau & Day, 2013). A utilizacdo de Lactobacillus casei
dificulta a adesao dos trofozoitos na parede intestinal (Shukla et al, 2008)

Shukla® et al. (2013), verificaram que a co-administracdo do albedazol com o
probidtico exerce um sinergismo inibindo a fixagcao e crescimento do parasita levando assim
a uma reducgao a excrecao de quistos e trofozoitos. (Escobedo et al., 2016, p.199).

Borehmam? et al. (1985), demonstrou a eficacia do ronidazol in vitro comparado ao
metronidazol. Esta droga apresentou um efeito cinco vezes maior que o metronidazol
(Fiechter et al., 2012, p.94).

Um outro estudo realizado na faculdade de veterinaria da universidade de Zurique,
na Suicga, confirmou o efeito positivo do ronidazol contra a Giardia spp. em caes. O ronidazol
foi usado na dose de 30-50 mg/kg Bid, durante 7 dias, associada a banhos a base de
clorexidina no inicio e no fim do tratamento, que auxiliou na diminuicao e reinfeccao pelos
quistos, sendo assim, uma nova op¢ao de droga para o tratamento da Giardia (Fiechter et al,
2012).

Outro principio ativo derivado dos nitroimidazéis € o secnidazol, usado no tratamento
de giardia em humanos. O secnidazol foi testado em gatos infectados naturalmente pelo
protozoario, apresentando uma eficacia de 100%. Uma das razdes deste medicamento n&o
ser usado para o tratamento em animais é o fato do mesmo ser comercializada somente para
humanos (Da Silva et al., 2011).

A quinacrina foi uma droga frequentemente usada em casos de caes e gatos
resistentes ao metronidazol. Embora a quinacrina seja mais eficaz que o metronidazol, ela
causa mais efeitos colaterais, ndo sendo assim mais utilizada nos dias atuais (Tams, 2005).

A cloroquina é um antigo medicamento, mas promissor para o tratamento da Giardia.
E um composto sintético, modificado da quinacrina, no qual houve a substituicdo do seu anel

de acridina por um anel de quinolina (Escobedo et al., 2015). Durante muitos anos, a

2Shukla, G., Kaur, H., & Sharma, L., 2013. Comparative therapeutic effect of probioticLactobacillus casei alone
and in conjunction with antiprotozoal drugs in murinegiardiasis. Parasitol. Res, 112, 2143-2149.

3Boreham, P.F., Phillips, R.E., & Shepherd, R.W. (1985). A comparison of the invitro activity of some 5-
nitroimidazoles and other compounds against Giardia intestinalis. J. Antimicrob. Chemother, 16, 589-595.
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cloroquina foi utilizada como primeira opg¢ao para a grande maioria dos tratamentos da malaria
em humanos (Ural et al., 2017).

Um recente estudo em caes infectados por Giardia spp. e tratados com cloroquina
na dose de 2,5 mg/kg, via oral, BID, durante 5 dias, associado a desinfec¢cdo do ambiente
reduziu significativamente a excregdo dos quistos para 99,8% no dia 3 € 99,9% nos dias 7 e

10, sendo mais uma opg¢ao com baixo custo para o tratamento da doenga em caes (Ural et
al., 2017).

O fenbendazol é um benzimidazol amplamente utilizado na medicina humana e
veterindria para o controle de nematodes e Giardia spp. (Andrade, 2002). E uma droga segura
€ nao possui efeito teratogénico, sendo assim a droga de escolha para o tratamento da Giardia
em animais prenhes e gatos (Tams, 2005). O seu uso combinado com o metronidazol parece
diminuir a diarreia (Fiechter et al., 2012).

A ESCCAP (2011, 2015) recomenda como tratamento Fenbendazol na dose de 50
mg/Kg, via oral, SID durante trés a cinco dias, podendo ser repetida se os sintomas ou
excrecao de quistos persistirem. Também ESCCAP (2015) indica a associagao ao tratamento,
uma alimentagéo pobre em hidrato de carbono.

Saleh et al. (2016) realizou um estudo em que desenvolveu um protocolo para o
tratamento de Giardia duodenalis em um grupo de caes de uma faculdade de medicina
veterinaria na Virginia, Estados Unidos, onde 34 caes foram tratados com fenbendazol na
dose de 50 mg/kg, BID, por via oral durante 10 dias, associado ao banho no quinto dia
tratamento e desinfecgio dos alojamentos com amoénia quartenaria. Ao final do estudo, todos
0s animais positivos apresentaram resultado negativo.

Outra opcao de tratamento recomendado pela ESCCAP (2011) é a associagao de
15 mg/Kg de febantel, 14,4 mg/Kg de pamoato de pirantel e 5 mg/Kg de praziquantel, SID
durante trés dias.

O albendazol apresenta eficacia semelhante ao fenbendazol (Chon & Kim, 2005) mas
nao é recomendado devido aos efeitos secundarios: leucopenia e letargia (Tams, 2005).

Em um relato de caso de um cado de 8 meses, apresentando quistos de Giardia nas
fezes e tratado com azitromicina na dose de 10 mg/kg/dia durante 5 dias, apresentou resultado
satisfatério. Para a avaliagao da eficacia do tratamento foram realizados esfregacos direto das
fezes nos dias 2,4 e 6 com resultados negativos e confirmados pela PCR. Este principio ativo,
pode ser considerado como um antibiético promissor para o tratamento da Giardia em céaes
(Zygner et al, 2008).
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Recente pesquisa onde se utilizou nitazoxanide mostrou a eficacia na dose de 75
mg/kg a cada 14 dias em céaes infectados com Giardia. Este estudo ajuda no desenvolvimento

de novos tratamentos para a doenca, principalmente em abrigos (Moron-Soto et al., 2017).

3.12 MEDIDAS PROFILATICAS

O controlo da infecgao por Giardia envolve nao somente o tratamento terapéutico,
mas também a prevencao da contaminagado dos alimentos e da agua por fezes infectadas
através do saneamento e a desinfecgdo do ambiente (Bowman et al, 2006).

A maneira mais eficaz de prevenir a infeccao é evitar a ingestdo dos quistos que
contaminam o meio ambiente e levam a uma possivel reinfec¢ao (Tangtrongsup, 2010).

A prevencao envolve ferver ou filtrar a agua usada no consumo humano e animal. As
fezes dos animais infectados devem ser removidas prontamente do meio ambiente, seguido
de limpeza minuciosa a vapor (> 65°C) ou desinfeccado com compostos de aménia quaternaria
por 1 minuto de tempo de contato (Bowman et al, 2006; Washabau & Day, 2013; ESCCAP,
2015).

Em um estudo realizado em Portugal, por Correia (2017), através de questionarios,
constatou-se que 8,1% dos inquiridos, assumiram nao recolher as fezes dos gatos das liteiras
periodicamente.

Também como medidadas profilaticas, os comedouros, bebedouros e brinquedos
devem ser lavados todos os dias com agua fervendo ou colocadas na lava louga a uma
temperatura superior a 65°C. Recomenda-se ainda a limpeza a uma temperatura minima de
65°C de todos os cobertores, travesseiros e camas que o animal utilize. As liteiras dos gatos
devem ser desinfetadas diariamente com agua fervendo e em seguida secas, assim como os
arranhadores dos gatos limpos com aspirador de p6 (ESCCAP, 2015).

Os animais devem ser tratados, sendo recomendado banhos nos animais doentes e
em todos que estdo no mesmo ambiente e que poderiam ser possivelmente infectados
(Bowman et al.,, 2006; ESCCAP, 2015) e também corte dos pelos da regido anal
(ESCCAP,2015).

Outros estudos mostram a importancia dos banhos nos animais doentes e a
desinfeccdo do ambiente com o objetivo de evitar a reinfecgao pelos quistos da Giardia.
(Fiechter et al., 2012; Coron et al., 2013; Ural et al., 2017).

Sao recomendacodes suplementares dadas pela ESCCAP (20015) a serem seguidas
em canis e gatis tais como informacao aos funcionarios que lidam diretamente com animais

infectados do risco de zoonose, realizar testes para identificagdo de portadores em todos
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animais que chegam, examinar o0s animais que apresentam diarreia, se necessario

estabelecer quarentena e manter secos todos os locais humidos.

3.12.1 Vacinagao

Nos Estados Unidos, esta disponivel desde 1999 uma vacina para caes e gatos,
contra a G. duodenalis, produzida a partir de trofozoitos isolados de ovelhas (Tams, 2005;
Thompson et al., 2008; Gruffydd-Jones et al., 2013).

Esta vacina € também indicada para estimular a imunidade em pacientes com
infecgdes crbnicas (Tams, 2005), bem como tratar e prevenir a doenga (Gruffydd-Jones et al,
2013).

Estudos clinicos desenvolvidos para demonstrar a efetividade desta vacina,
demonstraram que a administragao subcutanea em animais jovens diminui os quistos nas
fezes, elimina ou reduz os trofozoitos no intestino, previne a doenca clinica e leva ao ganho
de peso. Contudo, outras pesquisas falharam ao demonstrar o efeito da vacina em animais
infectados (Thompson et al., 2008).

Em um estudo recente realizado por Serradell et al. (2016), uma vacina oral foi
testada como forma de prevencdo de Giardia em cées e gatos. A mesma apresentou
resultados positivos, tanto em infecgdes experimentais quanto em infeccdes naturais. Como
resultado foi observado a reducao de casos de animais com giardiose crbnica e evitou novas
infeccdes em caes e gatos jovens . Notavelmente, a imunizagdo dos animais em uma area
altamente endémica diminuiu a percentagem de criangas infectadas, sugerindo que esta
vacina bloquearia a transmissao zoonética da doenca (Serradell et al., 2016).

A vacinagdo para animais contra Giardia spp. nao esta disponivel na Europa
(Gruffydd-Jones et al., 2013).
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CAPITULO 4

4. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal a realizacdo de uma analise
retrospectiva, com base na casuistica de duas clinicas veterinarias localizadas em Cessy,
Franca e Genebra, Suica e determinar a prevaléncia de Giardia spp. em caes e gatos
atendidos com sinais clinicos gastrointestinais, no periodo de 2015 a 2017.

Os objetivos especificos foram relacionar os fatores como raga, género e idade com

a prevaléncia do parasita e determinou-se possiveis causas de recidiva da parasitose.
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CAPITULO 5

5. MATERIAL E METODOS

5.1 AMOSTRAS

Foi utilizada a base de dados das clinicas Le Colomby, Franca e Moillebeau, Suica
no periodo de 2015 a 2017. Dentro deste periodo, selecionou-se as fichas clinicas dos animais
presentes as consultas onde a principal queixa apresentada pelos proprietarios era a diarreia
€ que havia suspeita de infec¢ao por Giardia spp..

As fichas clinicas de 52 animais passaram por uma avaliagdo, sendo 29 caes, 22
gatos e 1 furao.

Na clinica Le Colomby, Franga das 22 amostras, 11 eram caes, sendo 5 machos e 6
fémeas, 10 eram gatos, sendo 7 machos e 3 fémeas e 1 furdo do sexo feminino , foram
realizados 16 testes de imunocromatografia, KitVia (Anexo 1), com objetivo de detetar
antigénios soluveis de Giardia duodenalis em amostras fecais. O niumero de 3 amostras foram
enviadas para laboratério com o objetivo de realizar o teste PCR (Reacgédo da Cadeia da
Polimerase), que consiste na analise biomolecular para detecéo e replicagdo de fragmentos
do material genético do agente, permitindo um diagndstico definitivo. Realizou-se o tratamento
clinico sem nenhum exame diagndstico prévio em 3 amostras (Grafico 5).

Na clinica Moillebeau, Suica das 30 amostras, 18 eram caes, sendo 8 machos e 10
fémeas, 12 eram gatos, sendo 6 machos e 6 fémeas. O teste de imunocromatografia, Speed
Giardia, (Anexos 2,3 e 4) foi realizado em 29 amostras e 1 amostra foi encaminhada para

laboratério com o objetivo de realizar o teste PCR (Gréfico 5).

Grafico 5 - Amostras das cliinicas Le Colomby e Moillebeau 2015 a 2017.
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5.2 ANALISE ESTATISTICA

Os dados analisados foram registados em Microsoft Office Excel versao 16.9, 2017

e utilizou-se uma analise estatistica descritiva.
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CAPITULO 6

6. RESULTADOS

Das 52 amostras analisadas nas clinicas Le Colomby, Cessy, Franca e Moillebeau,
Genebra, Suica 29 eram caes, 22 gatos e 1 era furao.

Os testes diagndsticos utilizados nas duas clinicas foram imunocromatografia e PCR.

A prevaléncia total encontrada nas duas clinicas foi de 59,6% (31/52), na qual 52%
(16/31) eram caes, 45% eram gatos (14/31) e 4% furéo (1/31).

Na clinica Le Colomby (FR) o percentual de animais positivos foi de 50% (11/22);
destes, 45% eram caes (5/11), 45% eram gatos (5/11) e 10% foi representado por 1 furéo
(1/11) (Gréfico 6).

35

M Total

m Caes

Gatos

Furao

Moillebeau Positivos Le Colomby Positivos

Grafico 6 - Dados dos animais com suspeita de infecgado por Giardia spp. em duas clinicas veterinarias

O valor de 73% (16/22) representa as amostras que foram submetidas ao exame de
imunocromatografia, sendo 63% (10/16) positivos para o parasita Giardia (Grafico 7). Os
testes realizados pelo método diagndstico PCR, representaram 13,5% (3/22), sendo 33% (1/3)
positivos para o parasita Giardia. O numero de 3 amostras, foram os animais tratados apenas

pela sintomatologia clinica representando 13,5% (3/22).
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Grafico 7 - Exames realizados para detegdo de Giardia spp. em amimais em duas clinicas veterinarias

Das 11 amostras positivas, 5 eram caes, sendo 3 fémeas (60%) e 2 machos (40%).
Dos 5 gatos, 3 eram fémeas (60%) e 2 eram machos (40%). O furdo era do sexo feminino.
As fémeas apresentaram um maior numero de resultados positivos, 64% (7/11) tanto

para os caes quanto para os gatos (Grafico 8).

m Caes

m Gatos

™ Furao

Fémea Positivos | Macho Positivos | FEmea Positivos | Macho Positivos

Clinica Le Colomby (FR) Clinica Moillebeau (CH)

Grafico 8 - Distribuicdo de género e espécie dos animais infectados por Giardia spp. em duas clinicas
veterinarias
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As racas de caes e gatos que possuiram resultado positivo foram: Pastor Aleméao
18% (2/11), Bouldoque Francés 18% (2/11), Husky Siberiano 14% (1/11); Gato Europeu 18%
(2/11), Gato da Birmania 18% (2/11) e British Shorthair 14% (1/11).

A prevaléncia da infecgao foi significativamente superior nos animais com idade entre
0-9 meses 91% (10/11), em relagdo aos animais com idade superior a 12 meses 9% (1/11)
(Gréfico 9).

H 0-9 meses

> 12 meses

Grafico 9 - Distribuicdo da idade dos animais infectados por Giardia spp. na Clinica Le Colomby (FR)

Todos animais positivos foram tratados. O percentual de 82% (9/11) receberam o
medicamento metronidazol e 18% (2/11) o medicamento fenbendazol.

Nao houve relato de recidiva nos animais positivos para Giardia spp. e tratados na
clinica Le Colomby (FR).

Das amostras negativas 50% (11/22), 9% (1/11) foram tratados com metronidazol,
37% (4/11) com o fenbendazol e 54% (6/11) com outras drogas.

Na clinica Moillebeau (CH), a prevaléncia foi maior do que o valor encontrado na
clinica Le Colomby (FR). O percentual de amostras positivas foi 67% (20/30) (Grafico 6),
sendo 55% cées (11/20) e 45% gatos (9/20).

As amostras que foram submetidas ao exame de imunocromatografia representaram
97% (29/30) , com o valor de 66% (19/29) positivos para o parasita Giardia. (Grafico 7). As
amostras testadas pelo método diagnéstico PCR, representaram 3% (1/30) , sendo 100%
(1/1) positivos para o parasita Giardia.

Das amostras positivas, 11 eram cées, sendo 6 fémeas (55%) e 5 machos (45%).

Dos 9 gatos, 5 eram fémeas (56%) e 4 eram machos (44%).
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As fémeas, também apresentaram maior positividade 55% (11/20) (Gréfico 8).

As racas de caes que apresentaram resultado positivo foram Pastor Australiano 5%
(1/ 20), Bouldogue Francés 5% (1/20), Husky Siberiano 5% (1/20), Shiba Indu 5% (1/ 20),
Yorkshire 5% (1/ 20), West Highland 5% (1/20), Pastor Sui¢o 5% (1/20), Labrador 5% (1/ 20),
Dalmata 5% (1/ 20) e Spitz Alemao 5% (1/ 20). Enquanto as racas de gatos foram Gato
Europeu 15 % (3/20), Ragdol 15% (3/20), Balinés 5% (1/20), Schottish Fold 5% (1/20) e
Oriental 5% (1/20).

A prevaléncia da infeccdo dos animais com idade entre 0-9 meses foi 60% (12/20),
enquanto o valor de 10% (2/20) encontrou-se para os animais com idade entre 10 e 12 meses

e 30 % (6/20) para animais com idade superior a 12 meses (Grafico 10).

W 0-9 meses
m 10-12 meses

M > 12 meses

Grafico 10 - Distribuicdo da idade dos animais infectados por Giardia spp. na Clinica Moillebeau (CH)

Todos animais positivos foram tratados. O tratamento efetuado com o medicamento
metronidazol representou 20% (4/20) e 80% (16/20) foram tratados com o fenbendazol.

O valor de 40% (8/20) dos animais positivos para Giardia spp. tratados na clinica
Moillebeau (CH), apresentaram recidivas.

Todas as amostras negativas 33% (10/30) foram tratadas com outras drogas.
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CAPITULO 7

7. DISCUSSAO

A prevaléncia observada na regiao em que se encontram as duas clinicas
veterinarias foi de 59,6%. Este resultado vai ao encontro do valor relatado por Lebre, (2011)
onde obteve a prevaléncia de 61,1% em cées na regido de Lisboa. Correia (2017) observou
através de questionarios feitos a médicos veterinarios de varias regides de Portugal, a
prevaléncia de 62,5%. Os valores encontrados por Lebre, (2011) e Correia (2017) estao
préximos ao valor obtido no presente estudo. No entanto, os resultados apresentados por Epe
et al. (2010), em um estudo realizado em 377 clinicas de 7 paises da Unido Europeia, sdo
inferiores aos apresentados anteriormente.

O parasita Giardia tem sido detetado nas fezes de caes e gatos em todo o mundo
(Thompson et al., 2000; Bouzid et al., 2015). Entretanto, sua prevaléncia apresenta indices
variaveis, dependendo da localizagdo geografica, do método utilizado para o diagnéstico e da
populacao estudada (Bouzid et al., 2015).

Os valores de prevaléncia encontrados nas duas clinicas Le Colomby, (FR) e
Moillebeau, (CH) foram respectivamente 50% (11/22) e 67% (20/30) obtidos por meios das
técnicas de imunocromatografia e PCR.

As caracteristicas do parasita: 1) Ciclo monéxeno em que o hospedeiro elimina
grande quantidade da forma infectante nas fezes; |l) Necessidade de um numero reduzido de
quistos para que haja infecgdo; Ill) Os quistos serem imediatamente infecciosos apdés
excrecao nas fezes; IV) Capacidade de infectar um grande namero de hospedeiros (Caccio &
Ryan,2008), podem ser fatores que facilitam a infec¢gao do hospedeiro.

O resultado de prevaléncia na clinica Moillebeau (CH), apresentou-se ligeiramente
maior do que o encontrado na clinica Le Colomby, (FR).

As prevaléncias de Giardia spp. obtidas no presente estudo em duas clinicas
localizadas em diferentes paises, foram maiores que aquelas determinadas por Bouzid et al.
(2015), 15,2% para caes e 12% para gatos em uma analise da prevaléncia da Giardia no
mundo e superiores aos resultados obtidos em estudos feitos em Portugal em caes, onde as
prevaléncias foram de 15,5%, 16,7% e 17,5% (Neves et al., 2014; Ferreira et al., 2011; Maia
etal., 2013).

Estudos recentes efetuados em Portugal, apresentaram valores inferiores aqueles
encontrados no presente estudo: 9%, 33% e 3,9% (Morais, 2016; Braga, 2017 e Carvalho,
2017).
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Dentre as andlises efetuadas destaca-se uma maior utilizagdo do teste de
imunocromatografia (Grafico 7). Na clinica Moillebeau, (CH) das 30 amostras, 29 foram
testadas pelo referido exame, enquanto na clinica Le Colomby (FR) das 22 amostras, 16
utilizaram a imunocromatografia. O mesmo demonstrou ser um método simples de aplicar, de
facil, rapida e clara interpretagao dos resultados (Pitaes et al., 2015), o que permite reduzir a
possibilidade de erros por parte do operador e consequentemente uma menor possibilidade
de equivocos dos resultados. Apresenta também, um menor custo se comparado ao PCR e
outra vantagem, & a possibilidade de o diagndstico ser realizado mesmo se a excregao dos
quistos estiverem interrompidas (ESCCAP, 2013; ESCCAP, 2015).

Muitos autores, recomendam a necessidade da coleta de fezes durante 3-5 dias
consecutivos, a fim de evitar falsos negativos, originarios da excregao intermitente dos quistos
(Thompson et al., 2008; Epe et al., 2010; ESCCAP, 2015). Contudo, no presente estudo foi
feita uma unica recolha.

Thompson et al. (2008), relataram a infeccao da Giardia em caes, gatos e em outros
mamiferos. Na clinica Le Colomby, (FR) 10% (1/11) dos animais positivos , 1 era furdo, o que
confirma a possibilidade de outros mamiferos serem infectados pelo protozoario.

Lasek-Nesselquist e colaboradores (2010), identificaram um novo assemblage H,
que acredita-se ser de origem marinha. Plutzer et al. (2010), relataram a possibilidade de os
moluscos bivalves acumularem quistos, podendo assim causar infecgdo em animais e
humanos. E de suma importancia que novos estudos sejam feitos no ambito marinho e
terrestre, para melhor compreender a presencga do parasita e encontrar novas possibilidades
de tratamentos e prevencéao.

Na clinica Le Colomby, (FR) 13,5% (3/22) dos animais foram tratados apenas pela
sintomatologia clinica 0 mesmo nao aconteceu na clinica Moillebeau, (CH). Acredita-se que
todos os animais apresentando sintomatologia compativel a giardiose sejam efetuados
exames complementares para se chegar a um diagndstico laboratorial antes da prescrigao de
um tratamento. Esta medida podera diminuir as recidivas e possiveis resisténcia a antibioticos.

Considerando os resultados apresentados, foi observado uma maior percentagem de
fémeas susceptiveis a infecgédo: Le Colomby, (FR)64% (7/11) e Moillebeau, (CH) 55% (11/20).
Devido ao pequeno numero de amostras, ndao ha como comparar a prevaléncia de animais
positivos em relagcdo ao sexo.

Foram representadas neste estudo as ragas de caes e gatos infectadas pelo parasita
nas duas clinicas veterinarias (Graficos 11, 12, 13, 14).

Os cées que apresentaram resultado positivo para o parasita Giardia, 100% eram de

ragas puras. O trabalho de Fontanarrosa et al. (2006), salienta que nas prevaléncias globais,
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trés espécies de protozoarios (onde se inclui a Giardia duodenalis), foram mais frequentes em

ragas puras.

M Pastor alemao
m Bouldogue Frangés

 Husky Siberiano

Grafico 11 - Ragas dos caes clinica Le Colomby (FR)

H Europeu
® Birmania

I British

Grafico 12 - Racgas dos gatos na Clinica Le Colomby (FR)
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Grafico 13 - Racgas dos caes clinica Moillebeau (CH)

A associagao entre a idade dos animais e a prevaléncia da Giardia tem sido descrita
por diferentes autores, sendo que animais jovens, com idade inferior a 12 meses tem maior
representatividade (Kirkpatrick, 1987; Mundin et al, 2003., Mircean et al., 2012; Pallant et al.,
2015), o que confirma os valores encontrados no presente estudo (Graficos 3 e 4).

A prevaléncia da infec¢do para os animais com idade entre 0-9 meses nas clinicas
Le Colomby (FR) e Moillebeau (CH) foram de 91% (10/11) e 60% (12/20) respectivamente.
Somente na clinica Moillebeau (CH) encontrou-se resultados positivos para animais entre 10-

12 meses, representando 10% (2/20).

W Europeu

m Ragdol

1 Balinés

11 Schottish Fold

m Oriental

Grafico 14 - Ragas dos Gatos na clinica Moillebeau (CH)
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Bouzid et al. (2015), em uma analise da prevaléncia da Giardia no mundo, obteve
como resultado uma maior infeccao em gatos jovens.

As criangas e 0s animais jovens sao particularmente susceptiveis as infecgbes pelo
protozoario devido ao sistema imunolégico nao completamente desenvolvido (Guerden et al ,
2010). Estes animais muitas vezes vieram de criagdes, com um aglomerado de populacao, o
que propicia um maior risco de infecgao pelo protozoario.

Os animais maiores de 12 meses apresentaram menor prevaléncia: Le Colomby (FR)
9% (1/11) e Moillebeau (CH) 30% (6/20). Com o aumento da idade ha o desenvolvimento de
certo grau de resisténcia (Kirkpatrick, 1987).

Todos os animais infectados receberam tratamento para combater o parasita
gastrointestinal Giardia (Grafico 15).

Na Franca ESCCAP (2013), recomenda a utilizagdo do fenbendazol 50 mg/kg SID,
durante 3 a 5 dias, podendo o0 mesmo ser renovado ou a duragao do tratamento prolongada,
em caso de sinais clinicos e ou excre¢ao persistente dos quistos. O Metronidazol é eficaz
contra o parasita em questdo na dose 25 mg/kg BID, durante 5 a 10 dias, entretanto nao
possui autorizagao veterinaria para o uso do mesmo.

Na clinica Le Colomby (FR) 82% (9/11) receberam o medicamento metronidazol,
mesmo nao sendo o tratamento recomendado pela ESCCAP (2013). E 18% (2/11) foram
tratados com o medicamento fenbendazol.

Na Suica ESCCAP (2015), uma unica substancia é disponivel para o tratamento da
giardiose em caes e gatos: fenbendazol 50 mg/kg SID, durante 3 dias. Esta dose é
infelizmente insuficiente devido a recidiva, recomenda-se repetir o tratamento apds duas
semanas.

Na Clinica Moillebeau (CH), 80% (16/20) foram tratados com o fenbendazol,
seguindo assim as recomendacdes da ESCCAP (2015), e 20% (4/20) receberam o
medicamento metronidazol.

Muitas drogas ja foram testadas contra a infeccao de Giardia duodenalis em caes e
gatos (Barr et al.,1998; Chon & Kim, 2005; Zygner et al., 2008; Fiechter et al., 2012; Ural et
al., 2017; Moron-Soto et al., 2017). Mas o metronidazol ainda é bastante usado na rotina
clinica para o tratamento desta doenga (Fiechter et al., 2012) mesmo podendo causar
resisténcia (Coron et al., 2013). Contudo, estudos tem sido realizado para avaliar o efeito
téxico desta droga (Hajek et al., 2017). Portanto é prudente sugerir a necessidade de novos
tratamentos tanto em seres humanos quanto para os animais.

Recidivas foram relatadas na clinica Moillebeau (CH) com valor de 40% (8/20), sendo
100% (8/8) na idade entre 0-9 meses (Grafico 16).
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Apesar do tratamento com o auxilio dos medicamentos indicadas para esta doenca,
falhas terapéuticas sao frequentes. Estas falhas podem ocorrer por uma reinfeccao causada
pelo ambiente contaminado e pela persisténcia da doenga em razdo da resisténcia ao
medicamento. A resisténcia contra os Nitroimidazoéis foi descrita em medicina humana
(ESCCAP, 2015). As frequentes falhas terapéuticas provavelmente se relacionam a
dificuldade da administragao correta dos medicamentos.

Varios autores, recomendam a realizacdao de banhos com champé a base de
clorexidina, corte dos pelos da regido anal, desinfec¢cao do ambiente e utensilios e a retirada
das fezes do ambiente com o objetivo de evitar a reinfeccao pelos quistos de Giardia (Bowman
et al., 2006; Washabau & Day , 2013; ESCCAP,2015; Saleh et al., 2016; Ural et al., 2017).
Neste estudo, ndao foi observado por parte dos veterinarios estas recomendacbes aos
proprietarios em nenhum dos tratamentos para os animais positivos. A auséncia destes
procedimentos podem ser as possiveis causas de reinfecgao do hospedeiro pelos quistos,
dificultando o sucesso no tratamento.

No presente trabalho nido foi executada analise que permitisse identificar os

gendtipos de Giardia duodenalis presentes nas amostras positivas.

10
B Metronizadol
m Febendazol
| Outros
0 0
Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
animais animais animais animais
Positivos negativos Positivos negativos
Clinica Le Colomby (FR) Clinica Moillebeau (CH)

Grafico 15 - Tratamentos utilizados em animais infectados por Giardia spp. em duas clinicas veterinarias
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Grafico 16 - Recidiva dos animais positivos para Giardia spp.na Clinica Moillebeau (CH) por faixa etaria
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CAPITULO 8

8. CONCLUSAO

No presente estudo, a prevaléncia da infec¢ao pelo parasita Giardia encontrado nas
duas clinicas veterinarias Le Colomby, (FR) e Moillebeau, (CH) foram respectivamente 50%
(11/22) e 67% (20/30), sendo assim superior a media europeia encontrada na literatura
pesquisada. Estes valores mostram a presenca do protozoario na rotina clinica e o risco de
infeccao de animais e pessoas.

Na clinica Le Moillebeau (CH), 73% (16/22) das amostras foram submetidas ao teste
de imunocromatografia enquanto na clinica Le Colomby (FR) as amostras submetidas ao
mesmo exame alcangou o valor de 97% (29/30). Este teste foi o mais utilizado por ser eficaz
e de facil execucdo, o que facilitava a triagem clinica e o diagndstico imediato dos animais
infectados.

A relacéo entre raca, sexo e prevaléncia ndo foi determinada, devido ao pequeno
numero de amostras. Para efetuar esta analise, seria necessario ampliar o nimero de animais
estudados, entretanto, o nimero de animais do sexo feminino e caes de ragas puras
apresentaram maior incidéncia de infeccao.

Animais de 0-9 meses apresentaram maior prevaléncia e recidiva da doenca.
Podendo assim, ser a idade um fator de risco para infecgao.

Foi observado também, que as orientagcdes feitas por diversos autores e pela
ESCCAP 2013 e 2015 (banhos com champd a base de clorexidina, corte dos pelos da regido
anal, desinfec¢do do ambiente e dos utensilios e a retirada das fezes do ambiente), ndo sao
incluidas pelos médicos veterinarios nos protocolos de tratamento de Giardia, aumentando a
probabilidade de reinfec¢ao e falha no tratamento.

Mesmo ndo sendo realizadas analises que permitam identificar os gendtipos de
Giardia, o risco zoonotico nao esta descartado. Por esta razao, é de suma importancia que o
diagndstico, as orientagbes dadas aos proprietarios pelo médico veterinario quanto as
medidas profilaticas, a efetiva administragcdo dos medicamentos e um acompanhamento
clinico do animal durante o processo sejam feitos de maneira adequada para alcancar
sucesso no tratamento.

Este estudo vem ressaltar a importancia mundial desta parasitose nos humanos e
animais e a relevancia de novas pesquisas que visem avangos como o objetivo de sanar as

lacunas existentes na prevengéo e tratamento da doenca.
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ANEXOS

Anexo 1 - Teste de imunocromatografia para detegéo de antigénios soluveis de Giardia duodenalis em amostras

fecais, KITVIA, usado na clinica Le Colomby, Franca.
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Anexo 2 - Indicacao de utilizagdo do teste Speed Giardia de imunocromatografia para detecdo de antigénios
soluveis de Giardia duodenalis em amostras fecais, Speed Giardia, usado na clinica Moillebeau. Suica.

PARA UTILIZACAO EXCLUSIVA IN VITRO
PORTUGUES
M APLICACAO CLINICA

A Giardia é um protozodrio que contamina vdrias espécies diferentes,
incluindo caes, gatos e gado. A Giardia duodenalis (também
conhecida como Giardia lamblia) é um parasita flagelado com duas
fases morfolégicas distintas: uma forma intestinal reprodutivamente

activa, ou trofozoito, e uma forma cistica inactiva, excretada pelo
hospedeiro.

A contaminagdo ocorre através da ingestio de cistos existentes
em dgua ou alimentos contaminados, por via oro-fecal ou por
contacto com outros animais. Os sintomas dependem do grau de
infestacdo, da espécie e da idade do animal. Os sintomas incluem
diarreia aguda ou crénica, mad absor¢do intestinal com atraso no
crescimento e distirbios alimentares com perda de apetite.

Os testes para deteccdo de Giardiose devem apenas ser realizados
nos casos com forte suspeita clinica, uma vez que sdo frequentes
portadores assintomdticos. Os cistos sdo excretados, em média, até
7 dias ap6s a contaminagdo. A excrecdo de oocistos é intermitente,
razdo pela qual é importante realizar o teste durante vdrios dias
consecutivos, com vista a obter o diagnéstico no pico da excregao.
O ndmero de cistos excretados durante a infestagdo varia entre
individuos, em fungdo da intermiténcia da excrecdo e da técnica
de contagem utilizada.

Os resultados clinicos e de autépsias sao inespecificos e a Unica
técnica de diagnéstico fidvel é a contagem fecal. Recomenda-se o
rastreio parasitolégico em animais jovens - caes e gatos com idades
compreendidas entre 6 semanas e 3 meses e vitelos entre 1 semana
e 6 meses. Em animais mais velhos, é igualmente Gtil diagnosticar a
causa de diarreia crénica ou detectar portadores que actuem como
fonte de contaminagao.
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W PRINCIPIO

O Speed Giardia é um imunoensaio qualitativo rdpido, que recorre
a imunocromatografia, para a detecgao de antigénios soldveis de
Giardia duodenalis em amostras fecais de caes, gatos e vitelos.

Para cada teste, no pogo da amostra, as particulas coradas do
conjugado ligam-se a quaisquer antigénios de Giardia presentes na
amostra. Os complexos de conjugado/antigénio resultantes migram
ao longo da tira por capilaridade. Sdo capturados por anticorpos
especificos de Giardia duodenalis que se ligam a membrana,
formando uma banda de teste vermelha por acumulagio de
particulas coloridas. A mistura continua a migrar até ao final da
tira onde as particulas coloridas restantes formam uma banda de
controlo azul, o que confirma a validade do teste.

B PROCEDIMENTO

» PARA CADA TESTE, SERA NECESSARIO:

1 bolsa com tira de teste, 1 tubo de amostra com diluente tampao e
“colher de amostragem” e 1 suporte de teste.

Os reagentes devem ser utilizados a temperatura ambiente.

Nao misture reagentes e tiras de lotes diferentes.

1/ADICIONAR A AMOSTRA:

- Rotule o tubo de amostra com o nome do animal. Retire uma
colher de amostragem rasa de fezes e adicione ao diluente tampao.
Feche o frasco e agite para homogenizar.

- Deixe a solugdo sedimentar durante 3 minutos.

2/ REALIZAR O TESTE:

- Remova a tira da respectiva bolsa e mergulhe cuidadosamente na
solugdo, na direcgdo indicada pela seta, sem submergir a banda
reactiva central.

- Deixe a tira permanecer na solugao durante 1 minuto.

- Remova a tira e coloque-a numa superficie horizontal plana.

- Aguarde pela migragao.
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3/ LER E INTERPRETAR:
LEITURA:

Aguarde 5 minutos pela migragdo do liquido antes de proceder a
leitura:

- TESTE NEGATIVO: aparece uma unica banda azul (banda de

controlo).
il — 1 .

- TESTE POSITIVO: aparecem uma banda vermelha e uma banda
azul (banda de teste + banda de controlo).

=

Qualquer coloragao vermelha da banda de teste (ainda que ténue),
deve ser considerada um resultado positivo.

- Caso nao apare¢a nenhuma banda de controlo azul, o teste é

invalido.
=1 |
=1 | R
INTERPRETACAO:

O Speed Giardia é um teste qualitativo para detectar a presenca de
antigénios de Giardia nas fezes.

Se um animal ndo apresentar quaisquer sintomas na altura da recolha
de amostras, deve considerar-se um animal positivo como um
portador saudével e, por conseguinte, uma fonte de contaminacao
para 0s outros animais do grupo. Devido a excre¢do intermitente,
se for obtido um resultado negativo, apesar de suspeita clinica, é
aconselhével repetir o teste Speed Giardia 3 vezes em intervalos de
48 horas ou testar varios animais da mesma unidade de criagao.
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B RECOMENDACOES

* PERIODO DE VALIDADE:

- 16 meses a temperatura ambiente (desde a data de fabrico). A
data de validade estd impressa em cada caixa e em cada bolsa
de teste.

- Conserve a temperatura ambiente, entre +2°C e +30°C.
Mantenha o teste afastado de calor excessivo; ndo congele.

- Ap6s abrir a bolsa da tira, ndo exponha a tira 3 humidade antes
de ser utilizada e ndo toque na zona reactiva central.

* CONSERVACAO DE AMOSTRAS:

- O Speed Giardia tem de ser realizado logo que possivel apés a
recolha da amostra.

- Retire uma colher rasa de fezes.

* PRECAUCOES:

- Ndo toque na zona reactiva central da tira.

- Para garantir a correcta migracao da amostra, coloque a tira de
teste numa superficie horizontal plana.

* OUTRAS RECOMENDACOES:

- Nao misture reagentes e tiras de teste de lotes diferentes.

- Deixe os reagentes e as tiras atingirem a temperatura ambiente
antes de utilizar.

- Utilize uma nova colher de amostragem para cada teste.

As recomendagdes acima sdo apenas directrizes; nenhum teste
€ 100% rigoroso em todas as circunstancias e sob todas as
condigdes. O objectivo deste teste é detectar os antigénios solGveis
de CGiardia duodenalis para diagnosticar Giardiose. Todos os
resultados de teste devem ser interpretados com base no historial
do doente, no exame fisico e nos resultados de quaisquer testes
de diagnéstico posteriores. O diagnéstico definitivo continua a
ser da competéncia e da responsabilidade do veterindrio.

A Bio Veto Test e os seus distribuidores nio podem ser
responsabilizados pelas consequéncias de uma utilizacdo
indevida ou md interpretagao dos resultados do teste.
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Anexo 3

Speed Gi

RAPICS s 1oy

DIAGNOSTICS
VECTOR-BORNE AND PARASITIC DISEAsES
ANIMAL HEALTH

£S d Giardia”
RAPID IN viTRO DIAGNOSTIC TEST

TESY De DIAGNOSTIC RAPIDE IN VITRO

TEST DE DIAGNGOSTICO RAPIDO IN VITRO
TESTE RAPIDO DE DIAGNOSTICO IN VITRO

TESYT DIAGNOSTICO RAPIDO IN VITRO

TAXEI\AL AVATNQIHE IN VITRO
SCHNELLTEST ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
SNELLE IN-VITRO DIAGNOSTISCHE TEST

Foto Teste Speed Giardia, clinica Moilebeau, Suica.
Fonte: Original do autor
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Anexo 4

Foto Teste Speed Giardia positivo clinica Moillebeau, Suica.
Fonte: Original do autor
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