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RESUMO

As espécies do género Giardia sdo 0s parasitos intestinais mais comuns
mundialmente, sendo o diagndstico microscopico considerado o “padrdo ouro”
para a sua deteccdo em amostras fecais caninas e humanas. Entretanto, a
microscopia € uma técnica demorada, laboriosa e de menor sensibilidade
qgquando apenas uma amostra fecal € examinada. No presente estudo, a
avaliacdo microscopica através da técnica de Faust e cols. (1939) realizada em
amostras obtidas durante trés dias consecutivos e 0 ensaio imunoenzimatico
ProSpecT Giardia foram utilizados para o diagnostico de infeccbes por Giardia
spp. em 94 cdes domiciliados na cidade de Niter6i, RJ. 61 pacientes caninos
apresentaram-se portadores de pelo menos um parasito intestinal, sendo
detectadas infec¢cdes por dois ou mais parasitos em 44,26% dos caes
avaliados através dos exames coproparasitologicos. Um total de 18 cdaes
(20,21%) foram considerados positivos para Giardia spp. utilizando-se como
“padrdo ouro” a técnica de Faust e cols. Destas infec¢bes, 61,11% foram
diagnosticadas no primeiro dia de coleta de amostras, 83,33% no segundo dia
e 100,00% no terceiro dia. 14 cdes apresentaram-se positivos através da
técnica ELISA, que apresentou concordancia de 83,30% com a técnica de
Faust e cols. O exame microscépico de concentrados fecais ainda € a base do
diagnéstico de grande numero de enfermidades parasitarias, pela simplicidade,
sensibilidade e baixo custo, e por possibilitar a deteccdo com alta
especificidade das formas evolutivas de nematelmintos, platelmintos e
protozoarios. Baseados em nossas observacdes, a utilizacdo de um ensaio
imunoenzimético para a deteccdo de Giardia spp. parece ser mais adequada
aos levantamentos epidemioldgicos e aos casos onde ndo se € possivel a
coleta seriada de amostras fecais dos pacientes suspeitos.

Palavras-chave: Giardia spp., caes, diagnostico, técnica de Faust e cols.
(1939), ELISA GSA 65.



ABSTRACT

Giardia spp. is one of the most common intestinal parasites worldwide, with
microscopy being the diagnostic reference standard for use with dog and
human stools. However, microscopy is time-consuming, labour-intensive and
lacks sensitivity when single stools are examined. In the present study,
microscopy evaluation of the stools using Faust et al. (1939) technique during
three consecutive days and a rapid immunoassay ProSpecT Giardia were
compared for the detection of Giardia spp. in 94 domiciliated dogs from Niteroi
city, RJ. 61 canine patients presented at least one intestinal parasite on their
stools and two or more parasites were diagnosed on 44,26% dogs evaluated by
O&P tests. A total of 18 dogs (20,21%) were determined to be positive for
Giardia spp., since the Faust et al. techniqgue was supposed to be the gold
standard test. 61,11% of this infections were diagnosed on the first day of
samples collection, 83,33% on the second day and 100,00 on the third day. 14
dogs presented positive results on ELISA tests, that showed 83,30%
agreement with Faust et al. technique. The microscopic examination of stools
concentrates still the basis of diagnosing parasitic infections, for its simplicity,
sensibility and low costs, and for the fact that it can also detects evolutive forms
of nemathelminthes, platyhelminthes and protozoa with high specificity. Based
on our findings, utilization of Giardia spp. EIA as the means of detection
appears to be a preferable approach in epidemiologic studies and in cases of
impossibility of serial sample collection.

Keywords: Giardia spp., dogs, diagnostic, Faust et al. (1939) method, ELISA
GSA 65.
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1. INTRODUCAO

O género Giardia € representado por protozoarios flagelados,
pertencentes a Classe Diplozoa e a Ordem Giardiida (ADAM, 2001 p. 451),
capazes de infectar uma ampla gama de hospedeiros, incluindo mamiferos,
aves e répteis (YANKE et al., 1998 p. 10).

A giardiase é um problema frequente na clinica humana e de pequenos
animais, além de provocar perdas econdmicas substanciais no que se refere a
animais de producdo, como ruminantes e cavalos (ECKMANN apud in
THOMPSON, 2000; YANKE et al., 1998 p. 10, 2003 p. 259). Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude, existem no mundo 250 milhGes de pessoas
portadoras deste parasito (VELAZQUEZ et al., 2005 p. 351). Aproximadamente
200 milhdes de pessoas na Africa, Asia e América Latina possuem infeccéo
assintomatica por Giardia spp., sendo relatados cerca de 500.000 novos casos
por ano (THOMPSON apud in WHO, 1996, 2004 p. 16).

Embora as espécies de Giardia sejam capazes de habitar o trato
intestinal de praticamente todas as Classes de vertebrados, Giardia duodenalis
(sinonimia Giardia lamblia; Giardia intestinalis) é a Unica que pode ser
encontrada parasitando seres humanos e em algumas outras espécies de
mamiferos.

O espectro de sintomas desta protozoose € extremamente variavel,
sendo observadas desde infeccOes assintomaticas até quadros de diarréia

severa e prolongada, associadas em sua fase crbnica, as sindromes de ma
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absorcao (REINER & GILLIM, 1992 p. 637). Cerca de 70% dos portadores nao
desenvolve sintomatologia clinica (BARR & BOWMAN, 1994 p. 603; FAUBERT,
2000 p. 36; THOMPSON 2000, p. 1259; JACOBS, 2001 p. 46; ECKMANN,
2003 p. 259; ANDERSON et al., 2004 p. 925), embora a sintomatologia possa
ser severa e até mesmo fatal, principalmente em pacientes
imunocomprometidos.

A agua tem sido reconhecida como um importante veiculo de
transmissdo do parasito, sendo a giardiase e a criptosporidiase as duas
doencas parasitarias de maior interesse para a saude publica em paises
desenvolvidos, no que se refere a utilizacdo hidrica (MONIS & THOMPSON,
2003 p. 233). A transmissdo de Giardia spp. tendo como veiculo a agua é
considerada sua forma mais frequente, embora a aquisicdo da infeccdo por
meio do contato direto entre individuos (ALLES et al. 1995 p.1632) e alimentos
vegetais contaminados e ingeridos crus, sem lavagem conveniente, também
seja possivel (THOMPSON, 2004 p. 16).

A significAncia dos hospedeiros ndo-humanos como reservatorios fonte
de contaminacdo hidrica permanece uma incégnita, assim como alguns dos
mecanismos que envolvem uma possivel transmisséo interespécies da doenca
(THOMPSON, 2004 p. 16; MEIRELES et al., 2008, p. 242).

O protozoario possui distribuicdo mundial e esta parasitose tem sido
considerada uma infeccdo re-emergente, devido aos recorrentes surtos de
diarréia em criancas em creches, cada vez mais comuns em paises
desenvolvidos (THOMPSON, 2000 p. 1260; MASCARINI & DOLINASIO, 2007
p. 577).

A importancia do diagndéstico e do tratamento de animais parasitados
reside no fato de que eles possam atuar como reservatorios da infec¢do para
humanos (CONBOY, 1997 p. 246; ANDERSON et al., 2004 p. 925). Relatos de
casos de giardiase vém crescendo mundialmente e a possibilidade de
transmissdo zoondtica tem ocupado lugar de destaque entre alguns
pesquisadores (BARR & BOWMAN, 1994 p. 603; LEIB & ZAJAC, 1999 P. 800;
DECOCK et al., 2003 p. 69; ANDERSON et al., 2004 p. 925; DA SILVA et al.,
2008 p. 192).
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Os animais de companhia, em particular cdes e gatos, possuem um
importante papel nas sociedades por todo o mundo. Eles contribuem para o
bem estar fisico, emocional e social de seus proprietarios, em particular os
idosos, assim como no desenvolvimento psiquico e social de criancas
(ROBERTSON et al.,, 2000 p. 1369). Isto torna de suma importancia a
identificacdo dos portadores de infeccbes assintomaticas, pois essas duas
faixas etarias apresentam maior predisposicdo as infeccbes e maior risco no
gue se refere ao desenvolvimento de sintomas e a manifestacéo das alteracbes
clinicas de maior gravidade (MACHADO et al., 2001 p. 91; DOS SANTOS et al.,
2007 p. 259).

Em associacdo ao crescimento constante da populagdo animal nos
centros urbanos, foi observada uma grande mudanca no perfil epidemioldgico
de algumas doencas parasitarias, com o conseqiiente aumento do convivio
entre os seres humanos e os animais. Estes compartilham o mesmo domicilio e
tem contato cada vez mais proximo com o homem e sua familia, favorecendo a
disseminacdo de zoonoses, antropozoonoses e zooantroponoses. (BURET et
al., 1990 p. 231; DOS SANTOS et al., 2007 p. 259; KATIGIRI & OLIVEIRA-
SEQUEIRA apud in ASANO et al., 2004, 2008 p. 175).

Nos ultimos anos ocorreram diversas mudancas na conduta clinica dos
médicos veterinarios, principalmente na éarea de animais de companhia.
Estamos vivenciando uma época na qual doencas parasitarias estdo emergindo
e re-emergindo. Parasitos como Giardia spp. e Cryptosporidium spp. estado
sendo detectados com uma freqiéncia crescente, em parte como resultado do
emprego de testes laboratoriais com maior sensibilidade e especificidade para o
seu diagnostico (IRWIN, 2002 p. 582).

Em muitos locais a re-emergéncia de doencas € consequéncia do
transporte de animais de uma regido para a outra, tornando particularmente
importantes seus portadores assintomaticos, que atuam como disseminadores
das mesmas (KATIGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008 p. 175 apud in
MACPHERSON et al. 2005).

Na pratica da clinica de pequenos animais, o médico veterinario tem o

importante papel de identificar, notificar e prover informacdes precisas em
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relacdo a transmissdo zoonética das doencas parasitarias, principalmente
gquando nos referimos a criancas, idosos e pacientes imunocomprometidos.
Portanto, € vital para este profissional, ter a sua disposicdo técnicas de
diagnoéstico que possibilitem a identificacdo dos pacientes portadores de tais
infeccbes (KATAGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007 p. 182).

A prevaléncia da infeccdo por Giardia spp. em cées pode variar entre 1 e
39% (ANDERSON et al. apud in LIEB & ZAJAC, 1995, 2004 p. 924). No Brasil
ainda ha uma grande negligéncia no que tange ao seu diagnostico, apesar das
altas prevaléncias da doenca. Estudos realizados em Séo Paulo (KATAGIRI &
OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008 p. 406), Parana (MEIRELES et al., 2008, p. 242),
Uberlandia (MUNDIM et al., 2007, p. 357) e no Rio de Janeiro (HUBER et al.,
2005, p. 70) detectaram sua presenca em até 31,33% dos caes participantes,
tendo como média 24,43% animais positivos. Em filhotes e cdes provenientes
de canis a prevaléncia da giardiase pode chegar a valores entre 73,00 e
100,00% (ANDERSON et al., 2004 p. 924; BARR & BOWMAN, 1994 p. 603).

Além das questdes epidemiologicas relacionadas a presenca de
infeccbes assintomaticas por Giardia spp., € relevante mencionar a potencial
toxicidade das drogas utilizadas no tratamento dos pacientes e seus efeitos
colaterais. Em vista das dificuldades bem reconhecidas na obtencdo de um
diagnéstico preciso, ao deparar-se com um cao portador de diarréia crénica ou
intermitente, € usual tratar o paciente, sem sequer solicitar um exame
coproparasitoldégico. Esse comportamento pode ser prejudicial a saude dos
pacientes acometidos, jA que algumas drogas podem atuar junto a microbiota
intestinal, e privilegia a utilizacdo indiscriminada de medicamentos, um
problema crescente no que se refere a contaminacdo ambiental e ao
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana (BARR & BOWMAN, 1994 p.
606; ROBERTSON et al., 2000 p. 1374).

E importante ressaltar que a abordagem diagndstica é fator crucial na
determinacdo da prevaléncia da giardiase canina no Brasil (VIDAL &
CATAPANI, 2005 p. 282). O emprego de técnicas de baixa sensibilidade pode
minorar a presenca dos animais portadores, principalmente pelo fato de que

esta infeccdo permanece assintomatica na maior parte de seus portadores e



19

também pela eliminac@o intermitente de cistos nas fezes, o que dificulta sua
identificacdo (BARR et al., 1992 p. 2028; WOLFE, 1992 p. 99; DECOCK et al.,
2003 p.71).

As manifestacbes clinicas das infec¢cbes por Giardia spp. néo
possibilitam seu diagnostico sintomético, sendo a observacdo de amostras
fecais ao microscopio 6ptico a técnica mais freqientemente empregada com
este propasito (VIDAL & CATAPANI, 2005 p. 282; ROSOFF & STIBBS, 1986 p.
905).

O teste de concentracdo em solucéo de sulfato de zinco com densidade
de 1,180 - técnica de Faust e cols. (1939), original ou modificada, tem sido
indicada como a mais sensivel na deteccdo de cistos de Giardia spp.,
principalmente quando realizada durante trés dias consecutivos (DECOCK et
al., 2003 p. 69), devido a limitagdo imposta pela eliminacéo intermitente de
cistos (ALLES et al. 1995 p.1632; SCHEFFLER & VAN ETTA, 1994 P. 1807).
Além das restricBes relacionadas as caracteristicas bioldgicas do parasito, esta
técnica tem como desvantagens o tempo necessario a sua execucdo e a
necessidade de profissionais experientes (WEITZEL et al, 2006 p. 656).

A sensibilidade da técnica de Faust e cols. quando realizada em apenas
uma amostra fecal € de 50,00 — 70,00% (SCHUURMAN et al., 2007 p. 1186;
ZIMMERMAN & NEEDHAM, 1995 p. 1942; SCHEFFLER & VAN ETTA, 1994 P.
1807; ROSOFF & STIBBS, 1986 P. 905). De acordo com DECOCK et al. (2003
p. 69), a realizacdo da técnica de Faust e cols. em amostras coletadas durante
trés dias consecutivos incrementa sua sensibilidade, que pode chegar a
100,00%.

A coleta de trés amostras, apesar de atuar como fator determinante ao
diagnoéstico da giardiase, também pode ser considerada como um impeditivo,
pela dificuldade em sua realizacdo e por majorar 0 tempo necessario a
obtencdo de um resultado definitivo (VIDAL & CATAPANI, 2005 p.283).

A necessidade de técnicas de detecgdo rapidas, menos laboriosas e
menos dependentes das habilidades técnicas de seus executores resultou no

desenvolvimento de diversas técnicas de imunodiagndstico, onde se destacam
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0S ensaios imunoenziméticos (WEITZEL et al, 2006 p. 656; ROSOFF &
STIBBS, 1986 P. 905).

Atualmente encontram-se disponiveis varias técnicas imunoenzimaticas
para o diagnéstico da giardiase. A glicoproteina GSA 65 esta presente em
cistos e trofozoitos de Giardia spp., € € um antigeno de alta especificidade,
podendo ser encontrada com grande frequéncia nas fezes de cées portadores
da parasitose, mesmo na auséncia de seus cistos e trofozoitos detectados. Os
principais testes disponiveis para o diagnéstico de Giardia spp. utilizam
anticorpos anti-GSA 65, e tem como propdésito identificar pequenas quantidades
de antigenos do parasito nas fezes, até mesmo em infec¢cdes assintoméaticas
(ROSOFF & STIBBS, 1986 p. 1079; SCHEFFLER & VAN ETTA, 1994 p. 1807).

Técnicas de diagnostico molecular foram desenvolvidas, com o intuito de
disponibilizar técnicas sensiveis, especificas, rapidas, que possibilitem a
utilizagdo de pequenos volumes e a caracterizagéo direta de cistos nas fezes
(THOMPSON apud in MC GLADE et al., 2003, 2004 p. 29). A utilizacdo da
reacdo da polimerase em cadeia (PCR) pode resolver questdes importantes,
como a presenca de diferentes isolados no mesmo hospedeiro, a influéncia da
variabilidade genética no curso da infeccdo e as correlacbes entre o gendtipo
do parasito e a sua patogenicidade (CACCIO et al., 2002 p. 151; THOMPSON
apud in AMAR et al.,, 2002; GROTH & WETHERALL, 2000, 2004 p. 29).
Contudo, estas técnicas ainda possuem custo elevado no que se refere a sua
aplicacao rotineira em paises em desenvolvimento, restringindo sua utilizacéo
como ferramenta diagnéstica (THOMPSON apud in MORGAN et al., 2000,
2004 p. 29).
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1.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a sensibilidade e a especificidade do Ensaio em microplaca
ProSpecT Giardia (Remel Inc.®) guando comparado a técnica de Faust e cols. E
a sensibilidade das duas técnicas diagnosticas realizadas em material fecal no

diagnostico da infeccdo por Giardia spp. em cées.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a sensibilidade da técnica de Faust e cols. (1939) quando
realizada em um, dois ou trés dias consecutivos no diagndstico da infeccdo por
Giardia spp. em caes;

Comparar a sensibilidade da técnica de Faust e cols. (1939), quando
realizada em amostras fecais eliminadas durante trés dias consecutivos, e do
ensaio imunoenzimatico GSA 65, quando realizado nas amostras obtidas
durante o primeiro dia de coleta e em “pool” das trés amostras, no diagnéstico
da infeccao por Giardia spp. em caes;

Comparar os casos positivos no diagnéstico da infeccdo por Giardia spp.
em cdes pela técnica de Faust e cols., com os diagnosticados através do
ensaio imunoenzimatico GSA 65 quando realizado nas amostras obtidas
durante o primeiro dia de coleta e em “pool” das trés amostras, para avaliar a

especificidade da ultima técnica.
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2. REVISAO

2.1. TAXIONOMIA E CARACTERIZACAO GENOTIPICA

2.1.1. Taxionomia

Até a primeira metade do século XX a taxionomia do género Giardia
ainda era confusa. Numerosas espécies com validade duvidosa foram
descritas, principalmente com base no hospedeiro onde eram primariamente
isoladas, apesar de evidentes diferencas morfoldgicas descritas (SULAIMAN et
al., 2003 p. 1444).

Em 1952, Filice publicou estudo sugerindo o reconhecimento de apenas
trés espécies distintas de Giardia, de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas: G. duodenalis (Davaine, 1875), em mamiferos, incluindo seres
humanos, animais de companhia e producédo, G. agilis (Kunstler, 1882) em
anfibios e G. muris (Grassi, 1879) em roedores (THOMPSON et al., 2000 apud
in FILICE, 1952 p. 210). Duas outras espécies foram adicionalmente
reconhecidas em passaros, G. psittaci (Erlandsen & Bemrick, 1987) e G.
ardeae (Noller, 1920) (THOMPSON et al., 2000 p. 210; SEDINOVA et al., 2003
p. 198). Uma sexta espécie, Giardia microti (Kofoid & Christiansen, 1915), foi

sugerida com base em sua especificidade por roedores silvestres, diferencas
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estruturais em seus cistos, observadas através de microscopia eletrénica, e
diferencas nas sequéncias da subunidade 18S de seu RNA ribossomal,
guando comparadas a G. duodenalis de origem humana (ADAM, 2001 p. 450;
SEDINOVA et al., 2003 p. 198) (Tabela 1).

Tabela 01: Espécies reconhecidas do género Giardia e seus respectivos
hospedeiros (adaptada de THOMPSON, 2000 p.211).

Espécies Hospedeiros

G. duodenalis Mamiferos domésticos e selvagens, incluindo o homem
G. agilis Anfibios

G. muris Roedores

G. psittaci Péssaros

G. ardeae Péssaros

G. microti Roedores silvestres

Segundo Sedinova et al. (2003, p. 198) a espécie de Giardia isolada em
mamiferos recebeu, ao longo dos anos, trés diferentes denominac¢des: Giardia
intestinalis (Lambl, 1859), G. duodenalis (Davaine, 1875) e G. lamblia (Stiles,
1915), sendo esta Ultima denominacdo a mais comumente utilizada para
denominacédo do parasito da espécie humana.

Utilizaremos como denominacdo padréo Giardia spp., em razdo de sua
utilizacdo na maioria das publicacdes cientificas recentes e mundialmente
reconhecidas sobre 0 assunto em questdo, apesar das regras de nomenclatura

zoologica apontarem para a priorizagao da primeira nomina G. intestinalis.

2.1.2. Diversidade genética

A década passada foi palco de grandes mudangas em nosSso0S
conhecimentos estruturais das populacdes de Giardia spp. A aplicacdo das

técnicas moleculares possibilitou a criacdo de um modelo que sugere divisbes
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genéticas dentro da espécie G. duodenalis originalmente descrita por Filice
(1952) (THOMPSON et al., 2000 p. 210; ADAM, 2001 p. 449; SULAIMAN et al.,
2003 p. 1449; THOMPSON, 2004 p. 19).

A recente aplicacdo de procedimentos baseados na técnica Reacao da
Polimerase em Cadeia (“Polimerase Chain Reaction”) tem sido extremamente
atil nestes casos, possibilitando a caracterizacdo diretamente de amostras
fecais e ambientais, com a diferenciacdo de genétipos (THOMPSON 2000, p.
1260; THOMPSON apud in HOPKINS et al., 1997; VAN KEULEN et al., 1998;
MONIS et al., 1998, 2004 p. 18; TRAUB et al., 2004 p. 254).

Utilizando-se de analises filogenéticas das sequiéncias de nucleotideos e
informacdes relacionadas a aloenzimas, Monis et al. (1999, p. 1135) dividiram
os isolados de Giardia duodenalis em sete diferentes linhagens (SULAIMAN et
al., 2003 p. 1449). Entretanto, estudos baseados em critérios fenotipicos e
genotipicos tém demonstrado que amostras isoladas de seres humanos e de
muitos outros mamiferos pertencem, na maioria das vezes, a duas grandes
categorias genéticas (SEDINOVA et al., 2003 p. 198).

Distribuidas mundialmente, essas duas categorias foram nomeadas na
Europa por Hornan et al. (1992) como Polonesa e Belga. Nash et al. (1985) as
denominaram, na América, como [1 + 2] e 3. Na Austrédlia foram referidas como
A e B por Mayrhofer et al. (1995), tendo equivaléncia genética, apesar da
variacao taxionébmica (MONIS et al., 1999 p. 1136; THOMPSON et al., 2000 p.
212). Andlises genéticas demonstraram que o distanciamento entre esses dois
grupos é grande, e pode exceder-se aguele existente entre este e outros
géneros de protozoarios (MAYRHOFER et al., 1995 p. 15; THOMPSON apud
in ANDREWS et al., 1989; MONIS et al., 1996; MONIS & THOMPSON, 2003,
2004 p. 19).

Os posteriores estudos moleculares revelaram a existéncia de grupos
geneticamente distintos dentro de cada categoria maior. A categoria A pode
ser dividida em A — I, composta pelos isolados humanos que parecem ter
sofrido recente disseminacdo global e por amostras de animais intimamente
relacionados ao homem, e A — Il, exclusivamente composta por isolados de
seres humanos (THOMPSON et al., 2000 p. 212; THOMPSON, 2000 p. 1260;
MONIS & THOMPSON, 2003 p. 233; THOMPSON, 2004 p. 19). O grupo A — |
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parece ser o de maior potencial zoonético e seus espécimes possuem menos
diferencas genéticas entre si do que aqueles pertencentes ao grupo A — i
(SEDINOVA et al. apud in THOMPSON, 2000, 2003 p. 198).

Os isolados pertencentes ao grupo A — Il possuem maior afinidade
genética do que os componentes da categoria B. Esta contém diversos grupos
genéticos formados predominantemente por isolados de seres humanos,
embora alguns genotipos obtidos de animais também tenham sido incluidos.
Seu nivel de diversidade genética é maior e a larga distancia que separa seus
individuos sugere que este abrigue as linhagens mais antigas (THOMPSON et
al.,, 2000 p. 211). Seus componentes parecem estar menos disseminados
mundialmente, estando mais restritos aos focos endémicos isolados (READ et
al. apud in THOMPSON & MELONI, 1993; MELONI et al., 1995, 2002 p. 229).

2.1.3. Caracterizacao molecular das espécies isoladas de outros animais

O uso da PCR e de outras estratégias de amplificacdo permitiu a
caracterizacdo de gendétipos antes inacessiveis. Estas descobertas, utilizadas
juntamente a analise de locus geneticamente conservados, revelaram
recentemente um numero adicional de categorias, propostas para isolados que
parecem estar relacionados a hospedeiros animais especificos (THOMPSON
et al., 2000 p. 211).

O sequenciamento de genes, assim como a andlise de aloenzimas,
permitiu a divisdo dos isolados de Giardia duodenalis em sete linhagens
distintas, as categorias de A — G, dando origem a uma nova arvore filogenética
(Tabela 3) (THOMPSON et al., 2000 p. 212; MONIS & THOMPSON, 2003 p.
238; SEDINOVA et al., 2003 p. 198).

A utilizacdo destas técnicas permitiu identificar espécies isoladas de
caes, geneticamente distintas da G. duodenalis encontrada no homem, que
foram distribuidas por Monis et al. (1998, p. 1137) em duas categorias

genéticas, denominadas C e D.
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Tabela 02: Genotipo e hospedeiros dos sete isolados pertencentes ao
grupo Giardia duodenalis (adaptada de THOMPSON et al., 2000 p. 212).

Gendtipo Hospedeiros

Categoria A— | Seres humanos, castores, gatos, macacos, ovelhas,
chinchilas, cavalos, porcos, vacas e alpacas.

Categoria Al Seres humanos e castores.

Categoria B Seres humanos, cées, macacos, castores e porcos da
Guiné.

Cées (categorias C e D) Caes.

Gatos (categoria F) Gatos.

Animais estabulados (categoria E) Bovinos, caprinos, suinos e ovinos.

Roedores (categoria G) Ratos domésticos e roedores silvestres.

Observando-se a classificacado descrita acima, 0s grupos que oferecem
0 maior risco como zoonose estdo na categoria A — | e em menor escala na
categoria B (THOMPSON 2000, p. 1262; SEDINOVA et al., 2003 p. 198).

A utilizacdo de ferramentas moleculares forneceu fortes evidéncias de
qgue o grupo morfologicamente caracterizado como Giardia duodenalis € um
complexo de espécies (MONIS & THOMPSON, 2003 p. 233; SEDINOVA et al.
apud in ANDREWS et al., 1989, 2003 p. 198). As categorias A e B poderiam
ser consideradas como representantes das espécies de G. duodenalis,
enquanto os demais gendtipos adaptados a outras espécies de hospedeiros

possivelmente, representam espécies separadas (ADAM, 2001 p. 450).

2.1.4. Posicao filogenética
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Giardia duodenalis é um tipico organismo eucarionte, possuindo nucleo
distinto e coberto por uma membrana nuclear, cistoesqueleto e sistema de
endomembranas, pertencente ao Reino Protista (SVARD et al., 2003 p. 3).

Analises baseadas nas subunidades 18S do RNA ribossomal, utilizadas
por serem sequéncias muito bem preservadas e pela funcdo central do RNAr
no ciclo biolégico do parasito, permitiram inserir 0 microrganismo na seguinte
arvore filogenética: Reino Protozoa (Protista), Sub-reino Archeozoa (incluindo
os Filos Metamonada e Microsporidia), Sub-Filo Eopharyngia, Classe
Trepomonadea, Sub-Classe Diplozoa e Ordem Giardiida, que inclui as Familias
Octomitidae e Giardiidae. No atual sistema de classificacdo, a antiga Ordem
Diplomonadida pertence a Sub-Classe Diplozoa e a familia Hexamitida esta
inserida na Ordem Distomatida (ADAM, 2001 p. 451).

2.2. MORFOLOGIA, FISIOLOGIA E PATOGENIA

2.2.1. Morfologia

O género Giardia pode ser encontrado sob a forma cistica ou vegetativa,
dependendo de seu estagio de vida (WOLFE, 1992 p. 93). Os trofozoitos
constituem sua forma vegetativa e possuem simetria bilateral e formato
variavel, normalmente piriforme, assim como suas dimensdes (figura 01). Esta
célula possui um cistoesqueleto Unico, sendo constituida por um corpo
mediano, quatro pares de flagelos distribuidos em anteriores, posteriores,
caudais e ventrais, e dois nucleos dipldides com tamanhos iguais em sua
porcado anterior. Sua face ventral € constituida por uma organela de fixacao
semelhante a uma ventosa, que ocupa cerca de dois tercos dessa superficie,
sendo uma estrutura Unica deste parasito, diferenciando-o de qualquer outro
flagelado. O disco ventral possui uma borda proeminente denominada

“‘chanfro”, circundado pela bainha ventrolateral, uma extensao citoplasmatica
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gue atua como uma margem ao seu redor (Figuras 02 e 03) (THOMPSON et
al., 1993 p. 74).

Figura 01: Exemplos das diferencas morfologicas entre os trofozoitos de
trés diferentes espécies de Giardia (original de MONIS & THOMPSON apud in
KULDA & NOHYNKOVA, 1996, 2003 p. 237).
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Figura 02: Representacdo esquematica dos trofozoitos de Giardia spp.
(adaptado de FAUBERT, 2000 p. 36).
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Figura 03: Imagem dos trofozoitos de Giardia spp. em microscopia
eletrbnica de varredura (original de Arturo Gonzalez, CINVESTAV, México.

Obtida do banco de imagens da Ohio State University).
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Os cistos apresentam formato redondo ou oval, e também podem variar
em tamanho conforme a espécie, tendo aproximadamente de 7 — 10 um de
diametro. Estes contém de dois a quatro nucleos, dependendo da fase
evolutiva em que se encontram, se antes ou depois da divisdo nuclear, corpos
basais, corpos medianos e elementos estruturais para a formacéo dos flagelos
e do disco ventral (Figura 03).

Todas as espécies de Giardia possuem cistos com a mesma morfologia,
sendo a Unica excecdo o0s cistos de Giardia microti, que podem ser
identificados por apresentarem em seu interior dois trofozoitos diferenciados
(MONIS & THOMPSON, 2003 p. 237).

Figura 04: Representacdo esquematica dos cistos de Giardia spp.
(adaptado da Home Page da Merck Sharp & Dohme de Espafa).
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2.2.2. Ciclo de vida

Giardia spp. tem um ciclo de vida simples e direto, composto por dois
estagios (LIEB & ZAJAC, 1999 p. 793; LAROCQUE et al., 2003 p. 5662;
MONIS & THOMPSON, 2003 p. 233). Os trofozoitos constituem sua forma
vegetativa e sdo encontrados principalmente no jejuno e no ileo, onde se
aderem as mucosas intestinais através de seus discos ventrais suctoriais
(MULLER & GOTTSTEIN, 1998 P. 1830; ECKMANN, 2003 p. 259) (Figura 05).
Estes também podem ser encontrados livres no Iimen intestinal por periodos
intermitentes de curta duracao, devido ao alto risco da perda de seu espaco na
superficie epitelial ou de serem eliminados por conta do peristaltismo, sendo
freqientemente encontrados junto as fezes diarréicas de pacientes portadores

de infec¢des agudas.

Figura 05: Trofozoitos de Giardia spp. aderidos a mucosa intestinal

visualizados por microscopia eletronica de varredura (original de Arturo
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Gonzalez, CINVESTAV, México. Obtida do banco de imagens da Ohio State

University).
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Esta forma é extremamente fragil, tendo sobrevida de aproximadamente
30 minutos apo6s sua eliminacdo no ambiente, constituindo fonte de infeccéo
apenas quando ha a possibilidade de transmissdo direta entre individuos
(FLANAGAN, 1992 p. 4).

Os cistos sao a forma de transmissdo, sendo bem mais resistentes do
que os trofozoitos, e podendo permanecer viaveis durante muitos meses,
principalmente em colecdes de agua. Sua producdo ocorre entre 4 e 15 dias
apos a infeccdo. Por serem a forma mais estavel no ciclo de vida do parasito,
possuem uma taxa metabodlica que equivale apenas a 10 — 20 % daquela
encontrada nas formas vegetativas (GARDNER & HILL, 2001 p. 114).

A encistamento € uma etapa extremamente importante no ciclo de vida
de Giardia spp., pois permite sua sobrevivéncia durante os periodos em que se
encontra fora do organismo hospedeiro, possibilitando a sua transmisséo
(LAROCQUE et al., 2003 p. 5662). Esta ocorre apds o contato dos trofozoitos
com as secrecdes biliares nas regibes posteriores do intestino delgado
(ORTEGA & ADAM apud in GILLIN et al., 1998; LUJAN et al., 1996, 1997 p.
545; ECKMANN, 2003 p. 260; HAWRELAK, 2003 p. 131). Acredita-se que o
periodo de maturacdo necessario para 0s cistos tornarem-se infectantes seja
de 7 dias (GARDNER & HILL, 2001 p. 114).
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A infeccdo acontece quando o cisto é ingerido. Apos a exposi¢cédo ao pH
acido do estbmago e as enzimas pancreaticas tripsina e quimotripsina, ocorre
a excistamento na por¢do proximal do duodeno, iniciando uma série de
eventos coordenados que permitem a liberacdo de dois trofozoitos (ADAM et
al., 1997 p. 545; GARDNER & HILL, 2001 p. 114; ECKMANN, 2003 p. 260;
MONIS & THOMPSON, 2003 p. 233).

A transmissdo entre caninos ocorre principalmente através do contato
direto entre os animais e por meio da contaminacdo ambiental, especialmente
em animais mantidos sob confinamento em canis (ROSA et al., 2007 p. 38).

Os pacientes portadores de infecgfes subclinicas, também conhecidos
como portadores sdos, podem permanecer durante muitos meses eliminando
cistos nas fezes, tendo como consequéncia a ocorréncia de reinfeccoes, e
atuando como 0s principais responsaveis pela contaminacdo ambiental
(CONBOQY, 1997 p. 246). A eliminacdo de cistos acontece por periodos ainda
nao determinados (WOLFE, 1992, p. 95).

2.2.3. Patogenia

A dose infectante de Giardia spp. é de aproximadamente 10 cistos, ja
que cada um € capaz de originar dois trofozoitos que se multiplicardo
rapidamente até alcangcarem niveis infecciosos mais significativos (FAUBERT,
2000 p. 36; LANE & LLOYD, 2002 p. 130; LAROCQUE et al. apud in PORTER,
1916; SMITH et al., 1982, 2003 p. 5662; HLAVSA et al., 2005 p. 10). Seu disco
suctorial € crucial para o estabelecimento da infeccéo, pois permite a adesao
dos trofozoitos a mucosa duodenal (ADAM et al., 1997 p. 545).

A fase de incubacdo da doenca normalmente ocorre entre a 12 e 22
semana pos-infeccdo, mas pode variar entre 1 e 45 dias (ORTEGA &
ADAM,1997 p. 546). Este estagio é seguido por uma fase aguda, que pode se
resolver espontaneamente em poucas semanas Se 0 paciente possuir um

sistema imune apto a eliminar tal carga infecciosa.
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Em hospedeiros imunodeficientes a fase aguda evolui para uma doencga
cronica, com a permanéncia ou 0 reaparecimento dos sintomas por periodos
muitas vezes curtos, mas recorrentes (WOLFE, 1992 p. 95; FAUBERT apud in
BELOSEVIC et al.,, 1985, 2000 p. 36). Ocasionalmente, por razdes ainda
indeterminadas, a evolucdo para uma sindrome crdnica pode ocorrer mesmo
em pacientes imunocompetentes, o que pode estar relacionado a uma
imunodeficiéncia relacionada aos mecanismos especificos de eliminagdo do
referido parasito (ECKMANN, 2003 p. 259). Pacientes portadores de
hipogamaglobulinemia tem risco aumentado para o desenvolvimento de
doenca crénica (THOMPSON et al.,, 1993 p. 108; FAUBERT, 1996 p. 140;
ORTEGA & ADAM,1997 p. 546).

Tem-se observado que isolados de Giardia spp. distintos diferem em
relagdo a patogenia, Vviruléncia e outras caracteristicas biologicas
(THOMPSON, 2000 p. 1259). Os sinais e sintomas da enfermidade séao
extremamente variaveis, podendo ocorrer laténcia total, diarréia aguda de curta
duracdo ou uma sindrome associada a desordens nutricionais, perda de peso
e déficits de crescimento. Cerca de 70% dos portadores ndo desenvolve
sintomatologia clinica aparente (FAUBERT, 2000 p. 36; THOMPSON 2000, p.
1259; JACOBS, 2001 p. 46; ECKMANN, 2003 p. 259), que pode ser severa e
até mesmo fatal em pacientes imunocomprometidos.

A pronunciada variagdo nos aspectos clinicos da doenca é o resultado
de interacdes entre patdgeno e hospedeiro, que incluem “status” imunolégico,
fatores nutricionais e infeccbes concorrentes, além da viruléncia e da
patogenicidade da cepa de Giardia spp. envolvida na infeccdo (THOMPSON et
al., 1993 p. 109; THOMPSON 2000, p. 1259; FAUBERT, 2000 p. 36;
THOMPSON, 2004 p. 20).

As alteracdes clinicas observadas incluem nauseas, dor de cabeca,
fadiga, febre, diarréia, presenca de gordura e muco nas fezes, fezes fétidas,
dor e distensdo abdominais, producdo de gases, letargia, anorexia, perda de
peso e reacdes alérgicas, incluindo dermatites, otites e pioderma (THOMPSON
et al., 1993 p. 109; HAWRELAK, 2003 p. 131). Ja foi observada a ocorréncia
de pancreatite, colecistite, artrite e afec¢des oculares em pacientes portadores
de giardiase (WOLFE, 1992 p. 95)
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Entre as consequéncias mais graves da infec¢do estao a desnutricao, 0s
retardos no crescimento e no desenvolvimento (THOMPSON et al., 1993 p.
109) e a deficiéencia de nutrientes essenciais como a D-xilose, os &acidos
graxos, a vitamina B12 (STEVENS, 1982 p. 853; WOLFE, 1992 p. 95), a
lactose e a vitamina A (WOLFE, 1992 p. 95; GARDNER & HILL, 2001 p. 115),
0 que prejudica, inclusive, a eficacia das drogas no tratamento antiparasitario
(HAWRELAK, 2003 p. 131).

Normalmente sua localizagdo € intracavitaria intestinal, mas em raras
situacdes trofozoitos foram encontrados em localizacbes exoéticas como
vesicula biliar e sistema urinario (FAUBERT apud in GOLDSTEIN et al., 1978;
MEYERS et al., 1977, 2000 p. 36). Por vezes um grande numero de trofozoitos
€ encontrado na superficie das criptas intestinais sem que haja a presenca de
qgualquer outro sinal da patologia.

A absorcao de metabdlitos do parasito pode provocar o aparecimento de
fendmenos de hipersensibilidade locais e em outros tecidos, freqientemente
na pele, mediados principalmente pela IgE (BASTOS apud in GOOBAR, 1977,
HARRIS & MITCHELL, 1949, 2005).

A resposta imunolégica do hospedeiro tem sido apontada como uma
das grandes responsaveis pela manutencdo de longas infeccdes e pela
severidade de seus sintomas (THOMPSON 2000, p. 1259). A inflamacdo da
mucosa intestinal determina a producéo de mediadores que poderiam provocar
alteracdes na estrutura e funcdo de suas células epiteliais (STEVENS, 1982 p.
854; GARDNER & HILL, 2001 p. 114).

2.2.4. Imunobiologia

A existéncia de uma resposta imune protetora contra Giardia spp. é

conhecida ha muitos anos. O sistema imunolégico hospedeiro participa
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efetivamente dos mecanismos de eliminacdo desta infeccdo, bem como na
protecdo contra reinfeccbes e na patogenia e producdo de doenca clinica,
especialmente em individuos que possuem a forma da doenga que apresenta
as lesdes intestinais mais cruentas.

A resposta imunoldgica a infeccdo por Giardia spp. € uma das
responsaveis por determinar o curso da doenca, ja que existem pacientes nos
quais ela se resolve espontaneamente, aqueles que desenvolvem
sintomatologia aguda de curta duragdo, e outros que manifestam uma
sindrome cronica de longa permanéncia.

Uma primeira exposi¢do ao protozoario pode conferir certa resisténcia a
infeccbes posteriores, como € observado em regides endémicas (WOLFE,
1992 p. 94; FAUBERT, 1996 p. 140; VELAZQUEZ et al. apud in ECKMANN,
2003; FAUBERT, 2000, 2005 p. 351). A infeccdo é mais proeminente em
animais portadores de sistemas imunolégicos imaturos (FAUBERT, 1996 p.
140).

A natureza ndo-invasiva, associada a intima aposicéo dos trofozoitos ao
epitélio intestinal, é atributo da infeccdo por Giardia spp., sendo de extrema
importancia na consideracdo das respostas imunolégicas hospedeiras durante
sua atuacao (LLOYD & BUZON-GATEL, 2001 p. 1; ECKMANN, 2003 p. 260).

Por conta da localizag&o intra-luminal deste protozoario, o tecido linféide
associado a mucosa intestinal participa ativamente no desenvolvimento de
qualquer tipo de resposta a sua presenca (HASAN et al., 2002 p. 2226). Os
antigenos de Giardia spp. estimulam constantemente este tecido, aumentando
localmente o numero de linfocitos intra-epiteliais (HILL, 1990 p. 2683;
FAUBERT, 1996 p. 140).

Em alguns pacientes a giardiase pode apresentar-se como uma doenca
cronica, cuja sintomatologia pode perdurar por anos, independente da
presenca ou nao de anticorpos circulantes, de anticorpos de mucosa e de uma
resposta celular efetiva. Isso nos leva a crer que outros fatores tenham uma
importante funcdo nos mecanismos de susceptibilidade a infeccdo, assim
como na sua duracdo e severidade de seus sintomas, sugerindo o
envolvimento de sistemas antimicrobianos inespecificos no controle e na

eliminacdo da infec¢éo por Giardia spp.



36

A localizac&o intra-luminal do parasito, sua capacidade de promover
variacbes em seus antigenos de superficie, e a presenca de reinfeccbes e
infecgdes persistentes em determinados hospedeiros, assim como o
desenvolvimento de imunidade protetora em individuos expostos a uma primo-
infeccdo, nos leva a crer que os mecanismos usuais de eliminacdo de
patdgenos intestinais ndo sdo totalmente aplicaveis a giardiase (ECKMAN,
2003 p. 260 - 261).

2.2.4.1. Variacdo antigénica

As variacdes antigénicas ocorrem tanto in vivo quanto in vitro e séo
utilizadas pelo parasito para evadir-se do sistema imunologico do hospedeiro
(MULLER & GOTTSTEIN, 1998 P. 1829), consistindo em uma variacdo nos
antigenos de superficie dos agentes infecciosos nos quais ela ocorre
(FAUBERT, 2000 p. 39).

Estas variacbes podem ser uma razdo em potencial para o
estabelecimento de infec¢cdes crbnicas e também tém a propriedade de
proteger os trofozoitos das proteases digestivas do hospedeiro, logo, a sua
modificacdo poderia atuar como uma maneira de adaptagdo a diferentes
ambientes intestinais (MULLER & GOTTSTEIN, 1998 P. 1831; FAUBERT,
2000 p. 39).

2.3. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

2.3.1. Diagndstico
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Devido ao crescente interesse no potencial epidémico de Giardia spp., e
com a confirmacdo de que esta pode provocar sintomatologia clinica severa
guando transmitida a animais e seres humanos, os laboratorios estao revendo
suas opc¢Oes diagnosticas para este flagelado. Para tanto, as técnicas
empregadas devem ser sensiveis, especificas, clinicamente relevantes,
rapidas e de baixo custo (GARCIA & SHIMIZU, 1997 p. 1526).

Os sinais e sintomas presentes em pacientes portadores de infeccbes
por G. duodenalis ndo possibilitam seu diagnostico clinico, ja& que estes séo
extremamente varidveis e comuns a outras patologias (FLANAGAN, 1992 p.4).
Por tal motivo torna-se necessaria a realizacdo de técnicas laboratoriais para
comprovar a hipotese diagnéstica (BARR et al. 1992, p. 2028). Devido as
limitacdes técnicas de alguns testes e ao alto custo dos demais, o diagnéstico
da giardiase canina tem se mostrado um desafio na maioria dos pacientes
suspeitos (CARLIN et al., 2006 p.2).

A presenca de Giardia spp. tém sido subestimada em todas as classes
de hospedeiros conhecidos. Isto se deve a presenca corriqueira de infeccbes
assintomaticas (LEIB & ZAJAC, 1999 p. 796), a ndo inclusdo desta parasitose
nas hipéteses diagndsticas durante as tentativas de elucidar a causa das
doencas diarréicas pelos servicos veterinarios, a negligéncia em solicitar
atendimentos em casos de diarréia esporadica e ao tratamento indiscriminado
de portadores de sindromes gastrintestinais na auséncia de exames
laboratoriais (HLAVSA et al., 2005 p. 14).

2.3.1.1. Microscopia

Os exames coproparasitologicos constituem uma técnica eficaz e barata
no diagnostico das infecgBes por Giardia spp., sendo considerados como sua
forma classica de execugdo (MACHADO et al. apud in ZIMMERMAN &
NEEDHAM, 1995, 2001 p. 91).
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A fase cistica do parasito € freqlientemente observada em fezes
animais, principalmente nos portadores assintomaticos (WOLFE, 1992 p. 96;
BARR & BOWMAN, 1994 p. 603; CONBOY, 1997 p. 245). As formas
trofozoiticas podem ser encontradas em fezes diarréicas, tornando os exames
diretos e as técnicas que utilizam esfregacos fecais corados as mais
adequadas nessas circunstancias (BARR & BOWMAN, 1994 p. 604).

Existem disponiveis algumas técnicas de coloracdo para a procura de
trofozoitos de Giardia spp. nas fezes de cées parasitados. As mais comumente
empregadas séo a coloracdo com lugol, hematoxilina férrica e tricromo (ALLES
et al.,, 1995 p.1632). Beck et al. (2005, p. 127) descreve em seu estudo a
técnica de coloracdo de esfregacos fecais através da Auramina para a
observacéo de trofozoitos nas amostras.

Estas técnicas tém como limitagBes as circunstancias especificas nas
quais as formas vegetativas sdo eliminadas através das fezes, além da sua
rapida deterioracdo ao entrar em contato com o ambiente externo (ALLES et
al., 1995 p.1632), sendo a sua deteccdo favorecida pela rapida observacédo do
material fecal (CONBQY, 1997 p. 245).

Os trofozoitos também podem ser identificados através da citologia
esfoliativa endoscoOpica, em esfregacos mucosos obtidos de amostras de
biopsia do intestino delgado proximal ou em cortes histopatolégicos. Estes
também podem ser obtidos no liquido duodenal através do enteroteste,
reconhecido como uma técnica util na deteccdo da giardiase em seres
humanos, mas apontado como de alto risco quando utilizado em caes (BARR
et al. 1992, p. 2030; BARR & BOWMAN, 1994 p. 606). Todavia, em pacientes
com diarréia cronica e sindrome de mé absorgéo estas podem ser as técnicas
diagnosticas mais indicadas (BARR et al. 1992, p. 2030; WOLFE, 1992 p. 97;
ORTEGA & ADAM, 1997 p. 548).

A aspiracdo duodenal foi descrita como uma opc¢éo ao diagndéstico da
giardiase em cées. Entretanto, esta foi considerada uma técnica de baixa
sensibilidade, devido a variagdo na distribuicdo do parasito através do trato
grastrointestinal (BARR et al., 1992 p. 2028). Segundo Goka et al. (1990, p.
66), a aspiracdo duodenal € uma técnica util na complementacdo de outros

métodos diagndsticos.
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Outra técnica microscopica de deteccdo do protozoario flagelado é a
Imunofluorescéncia Direta (IFD), que utiliza anticorpos monoclonais anti-
Giardia spp. conjugados a fluoresceina. Hlavsa et al. (2005, p. 11) aponta a
IFD como a técnica mais sensivel na deteccao de Giardia spp., e informa que
sua sensibilidade devera ser incrementada através da sua realizacdo durante
trés dias consecutivos. Barr & Bowman (1994, p. 606) comparam a efetividade
da IFD a do teste de concentracdo utilizando-se a solucao de sulfato de zinco
P.A. a 33,00% (TCSZ), na deteccdo de cistos de Giardia spp. em seres
humanos.

A imunofluorescéncia direta utiliza anticorpos marcados com
substancias fluorescentes. Os anticorpos sédo especificos para antigenos
presentes na superficie dos cistos de Giardia spp., proporcionando seu
diagnostico definitivo. O kit mais utilizado comercialmente, MERIFLUOR
(Meridian Bioscience, Inc.®), possui sensibilidade e especificidade de 96,00 e
100,00%, respectivamente (ZIMMERMAN & NEEDHAM, 1995 p. 1942).

A imunoseparacdo magnética, acoplada a imunofluorescéncia tem sido
descrita como uma técnica sensivel e especifica na deteccdo de cistos de
Giardia spp., quando comparada as técnicas de Faust. e cols. e Lutz. Uma de
suas vantagens € o fato de que a fluorescéncia facilita a visualizacdo dos
cistos marcados, evitando a ocorréncia de resultados falsamente positivos
(SOUZA et al., 2003 p.341).

O teste de concentracdo utilizando-se a solucdo de sulfato de zinco
P.A. a 33,00%, com densidade entre 1,180 e 1,200, € um dos testes mais
efetivos na deteccdo de cistos deste flagelado, quando realizado por dois ou
trés dias consecutivos. De acordo com Decock et al. (2003, p. 69), este é
capaz de detectar 94,00% dos portadores no segundo dia e 100,00% no
terceiro dia de sua execucéao.

Existe a disposicdo uma gama de solugcbes de flutuacdo utilizadas em
técnicas de concentracdo, cujo objetivo € selecionar estruturas de resisténcia
através das diferencas de densidade especifica entre os ovos de helmintos,
cistos de protozoarios e o material fecal, a fim de que esses organismos

flutuem na superficie dos reagentes com alta densidade (DRYDEN et al., 2006
p.3).
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A realizacdo de apenas um teste de flutuag&o utilizando-se o sulfato de
zinco nao é considerada efetiva no diagndstico das infecgbes por Giardia spp.,
devido a eliminacdo intermitente de cistos nas fezes dos cées infectados
(GARCIA & SHIMIZU, 1997 p. 1526; GARCIA et al., 2000 p. 3337; GARDNER
& HILL, 2001 p. 115). Na figura 06 encontram-se cistos de Giardia spp.
encontrados em fezes de cées portadores através da técnica de Faust e cols.
(1939).

Figura 06: Cistos de Giardia spp. em fezes de cées portadores (aumento
de 400X, estruturas internas realcadas através da solucdo parasitologica

iodada de lugol) (imagem original do autor)

2.3.1.2. Testes sorolbgicos

Ainda néo foi possivel comprovar que a utilizacdo de testes soroldgicos
para a deteccdo de anticorpos em pacientes suspeitos fosse um elemento
proeminente para o diagnéstico da giardiase. A IgG anti-Giardia spp. €
encontrada em individuos infectados ou ndo em &reas endémicas,

presumivelmente por causa da exposi¢cao continua ao parasito.
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Os titulos de IgM anti-Giardia spp. encontram-se aumentados em
individuos portadores de infeccbes persistentes, tendo suas concentragfes
rapidamente diminuidas ap0s a cura parasitolégica. Esta informacéo nos leva a
crer que a IgM anti-Giardia spp. pode ser util na determinagédo de infec¢des
agudas em areas endémicas (FLANAGAN, 1992 p. 6).

Aproximadamente um terco dos pacientes portadores da infeccao
desenvolve resposta IgA anti-Giardia spp. especifica, que a exemplo da IgM é
relativamente curta, podendo ser valiosa no diagnostico das infeccdes
persistentes. Resultados negativos ndo excluem a presenca da infeccéo.

Segundo Wolfe (1992, p. 97), a utilizacdo de testes imunolégicos para a
deteccdo de anticorpos no soro de pacientes suspeitos ndo obteve sucesso.
Este fato foi atribuido as diferencas na meia-vida dos anticorpos e a
impossibilidade da aquisicdo de kits para a deteccdo. Além disso, estas
técnicas apresentaram diversos problemas, sendo o principal deles a
ocorréncia de falso-positivos, como conseqiéncia da utilizacdo de testes com
baixa especificidade (THOMPSON et al. apud in MCNALLY et al.,, 1990;
JOKIPII et al., 1988; NASH et al., 1987a; GOKA et al., 1986, 1993 p. 121).

De acordo com Barr et al. (1992 p. 2028), os testes imunolégicos
obtiveram alguns resultados bem sucedidos em seres humanos, mas nao

foram observados resultados consistentes durante sua utilizacdo em cées.

2.3.1.3. Imunodiagndstico

A técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a deteccdo
antigenos especificos do microrganismo nas fezes foi desenvolvida para a
utilizacdo em pacientes humanos (DECOCK et al., 2003 p. 70). Em ensaios
realizados utilizando-se fezes humanas, o0s testes imunoenzimaticos
mostraram-se simples, sensiveis e especificos para o diagnostico da giardiase,
além de ndo apresentarem reatividade cruzada (EL-SHAN et al., 2000 p. 277).

O antigeno utilizado neste teste € o GSA 65, especifico para Giardia

spp., uma proteina glicosilada presente nos cistos e trofozoitos do protozoario
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e estavel sob uma variedade de condi¢gbes adversas (THOMPSON et al. apud
in ROSOFF & STIBBS, 1986, 1993 p. 122), o que se torna desejavel em
relagdo a sensibilidade e especificidade do teste.

Os testes ensaio em microplaca ProSpecT Giardia EZ, ensaio rapido
ProSpecT Giardia, novo ensaio em microplaca ProSpecT Giardia (Remel®,
BIOBRAS®) e TechLab Giardia Test (TechLab, Inc.®) utilizam anticorpos
monoclonais especificos para GSA 65. Os testes Giardia lamblia Antigen
Detection Microwell ELISA (Cambridge Biotech Corp. ®), the Premier (Meridian
Diagnostics, Inc. ®), Giardia lamblia Direct Detection System e Giardia Direct
Detection RS Test System (Trend Scientific, Inc®.) utilizam anticorpos
policlonais anti-GSA 65 (ALDEEN et al., 1998 p. 1338).

Uma das limitacdes a utilizacdo dos kits imunoenzimaticos € o seu alto
custo quando comparados as técnicas de microscopia (VIDAL & CATAPANI,
2005 p. 282).

Os kits de ELISA utilizados comercialmente tém sido aplicados com
mais frequéncia no diagnostico das infec¢des por Giardia spp. em cées. Estes
sdo capazes de detectar a presenca de Giardia spp., sem gque haja a
possibilidade de definir seu gendtipo (RIMHANEN-FINNE et al. apud in MONIS
& THOMPSON, 2003, 2007 p. 346).

Os ensaios imunocromatograficos tornaram-se populares no diagndstico
da giardiase. Através da utilizacdo de anticorpos especificos, os antigenos alvo
séo capturados e imobilizados em uma membrana (GARCIA et al., 2000 p.
3337). Estes testes podem ser realizados em um curto periodo de tempo,
cerca de vinte minutos, e eliminam a necessidade de microscopistas treinados
e de equipamentos para sua leitura. Sua sensibilidade pode ser superior a
97,00% e especificidade préxima aos 100,00% (JOHNSTON et al., 2003 p.
625). O teste CORIS Giardia-Strip (CORIS Bioconcept®) € um dos ensaios
imunocromatograficos disponiveis para a utilizacdo no diagnostico de Giardia
spp. (OSTER et al., 2006 p. 112), assim como o Triage Parasite Panel
(BIOSITE Diagnostics®), especifico para a alfa-1- giardina de Giardia spp.
(PILLAI & KAIN, 1999 p. 3017).

As vantagens da utilizacdo do imunodiagndéstico séo a possibilidade de

testar um grande numero de amostras simultaneamente, leitura objetiva e
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rapidez. Entretanto a ocorréncia de resultados falso-positivos e falso-negativos
tem sido observada (JOHNSTON et al., 2003 p. 623).

2.3.1.4. Diagnostico molecular

As técnicas moleculares, principalmente a PCR, possuem uma maior
sensibilidade e especificidade em relacdo aos demais métodos diagndsticos
(THOMPSON apud in MC GLADE et al.,, 2003, 2004 p. 29), além de
possibilitarem a utilizacdo de pequenos volumes de amostra (THOMPSON
apud in MORGAN et al., 2000, 2004 p. 29). Estas técnicas ainda possuem
custo elevado no que se refere a sua aplicacdo rotineira em paises em
desenvolvimento.

A PCR combinada a técnica de RFLP pode ser utilizada para determinar
a origem genética do microrganismo, o que se torna importante para o
estabelecimento de um perfil epidemiolégico da doenca (CACCIO et al., 2002
p. 153).

A técnica molecular PCR “fingerprinting” mostrou-se adequada para
caracterizar as espécies de Giardia (HOMAN et al. 1998, p. 707), podendo ser
empregada na genotipagem dos cistos encontrados nas fezes de pacientes
portadores da doenca. Um fator limitante desta técnica, e que prejudica a sua
utiizacdo no estabelecimento de perfis epidemioldgicos, constitui-se na
possibilidade do hospedeiro poder abrigar diferentes genétipos do parasito,
que poderéo se perder durante a sua execucao, ja que a sensibilidade do teste
ndo permite a caracterizagdo de apenas um cisto do protozoéario. Com isso,
uma pequena quantidade de cistos de gendtipos diferentes, pode ficar
desapercebida (HOMAN et al., 1998 p. 708).

Sua utilizagdo, com a caracterizagao direta de cistos nas fezes, poderia
resolver questdes importantes, como a presenca de diferentes isolados no
mesmo hospedeiro, a influéncia da variabilidade genética no curso da infeccéo
e as correlagcdes entre o genotipo do parasito e a sua patogenicidade. A

amplificacdo do genoma do protozoério, além de permitir seu diagnostico,
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viabiliza sua genotipagem, caracterizagcdo taxonomica e a monitoramento de
suas vias de transmissdo (CACCIO et al. 2004 p. 151; MILLER & STERLING,
2007 p. 5949).

2.3.2. Tratamento

A despeito do reconhecimento da giardiase como doenca clinica nos
altimos 40 anos, das aproximadamente cinco mil pessoas hospitalizadas
anualmente nos Estados Unidos em consequéncia desta parasitose
(GARDNER & HILL apud in KYRONSEPPA & PETTERSSON, 1981, 2001 p.
114), e das milhdes de pessoas infectadas mundialmente, existem poucas
revisbes em relacdo a terapia anti-Giardial e aos seus protocolos de realizacdo
(GARDNER & HILL apud in MEINGASSER & HEYWORTH, 1981; LERMAN &
WALKER, 1982; DAVIDSON, 1984; HILL, 1993; ZAAT et al., 1997, 2001 p.
114). Além disso, poucas drogas tém sido utilizadas na terapia, e muitos dos
agentes disponiveis possuem efeitos colaterais ou sédo contra indicados em
determinadas situacbes (GARDNER & HILL, 2001 p. 114). Existem poucas
drogas de baixa toxicidade eficazes contra o parasito, 0 que torna a utilizacao
de terapias alternativas e o entendimento dos padrdes de resisténcia topicos
importantes em seu estudo.

Os agentes utilizados no tratamento da giardiase pertencentes a classe
dos nitroimidazois incluem o metronidazol, tinidazol, ornidazol e secnidazol
(WOLFE, 1992 p. 97). Alguns isolados de Giardia spp. resistentes ao
metronidazol foram obtidos de seres humanos (ANDERSON et al. apud in
ZIMMER & BURRINGTON, 1986; UPCROFT & UPCROFT, 1998, 2004 p.
924), e a resisténcia a esta droga também tem sido relacionada a falhas
terapéuticas no tratamento de cdes (ANDERSON et al. apud in LIEB & ZAJAC,
1999; PAYNE et al., 2002, 2004 p. 924)

Trés membros da classe dos benzimidazoéis tém sido utilizados no
tratamento da giardiase: albendazol, mebendazol e febendazol. Estudos

clinicos e laboratoriais obtiveram diferentes resultados em relacdo a sua
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efichcia. Entretanto, existem vantagens na utilizacdo destes compostos, que
estdo relacionadas a sua baixa absorcao intestinal, o que resulta em poucos
efeitos colaterais, e na sua ag¢do contra nematoides intestinais (GARDNER &
HILL, 2001 p. 120).

Um dos grandes obstaculos em relacdo ao tratamento da giardiase é
justamente o alto indice de reinfeccbes, que ocorrem principalmente em
animais criados em canis. Isso nos leva a crer que medidas sanitarias e
higiene séo fatores fundamentais e tdo importantes quanto a escolha da droga.
A reinfeccdo pode ocorrer atraves da agua, dos alimentos e do solo
contaminado. A recontaminacdo também pode ser atribuida a coprofagia e a
autolambedura (BECK et al., 2005 p. 127).

Hawrelak (2003, p. 133) acredita que a giardiase possa ser efetivamente
tratada apenas através de nutricdo especifica e fitoterapia e que o emprego de
técnicas alternativas combinadas, que incluem os aspectos nutricionais e a
utiizacdo de agentes fitoterdpicos, pode resultar na minimizacdo da
sintomatologia, e até na resolucao da infeccdo, sem que haja efeitos colaterais
significativos. Portanto, esta estratégia terapéutica deve ser considerada de
grande valia, enquanto terapias antimicrobianas talvez devam ser

consideradas uma segunda opcao no tratamento desta parasitose.

2.3.3. Vacinacao

Existem indicagfes de que a vacinagdo € uma opcao efetiva para o
controle da doenca clinica e para a reducdo da eliminacdo de cistos de Giardia
spp. Isso se demonstra pelo fato de que pacientes imunocomprometidos tém
sintomatologia mais severa e maior tendéncia ao desenvolvimento de uma
sindrome cronica, enquanto nas regides endémicas encontramos individuos
com certa resisténcia inata (OLSON et al., 2000 p. 213).

A imunoprofilaxia também oferece um método de controle para
populacdes com alto risco de infeccdo, sejam elas portadoras de infeccdes

sintoméaticas ou ndo. Uma vacina efetiva auxiliaria na interrupcdo da
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transmissdo fecal-oral e através da &agua, por possibilitar a reducdo da
contaminacdo ambiental (OLSON et al., 2000 p. 213; OLSON et al., 2001 p.
865).

Anderson et al. (2004, p. 925) relata em seu estudo que a vacinacéo
nao é efetiva no tratamento de infec¢gBes assintomaticas por Giardia spp. e que
alguns pacientes assintomaticos tratados com o placebo apresentaram uma
suposta autocura da parasitose. Neste trabalho sdo questionadas informacdes
de trabalhos anteriores, cujos autores ndo utilizaram grupos controle e nos
quais os pacientes foram tratados com quimioterapicos associados a vacina.
Logo, a resolucdo dos sinais clinicos e da eliminacdo de cistos pode ndo estar
relacionada a vacinacao.

Estudos relatam que cées resistentes ao tratamento com
quimioterapicos, incluindo as drogas de eleicdo para o tratamento da giardiase,
febendazol e metronidazol, e submetidos a imunoterapia, obtiveram melhora
clinica em aproximadamente 30 dias depois da vacinacdo, cessando a
eliminacdo dos cistos em cerca de 50 dias apés a mesma (OLSON et al., 1997
p. 777). A vacina parece ser particularmente efetiva como coadjuvante no
tratamento de portadores da forma cronica da doenca (ANDERSON et al.,
2004 p. 925).

Os antigenos vacinais mais bem caracterizados incluem as proteinas
ricas em cistina, proteinas do citoesqueleto, proteinas envolvidas nos
mecanismos de choque, proteinas de superficie e proteinas sollveis de alto
peso molecular. As proteinas citossélicas, do citoesqueleto e de membrana
sdo as melhores candidatas a producdo de vacinas, por serem as mais
imunogénicas (LANE & LLOYD, 2002 p. 130).

2.4. EPIDEMIOLOGIA

Giardia duodenalis infecta milhes de pessoas e animais através do
mundo de forma epidémica ou esporadica (FLANAGAN, 1992 p. 1), sendo um

parasito comumente associado a doenca intestinal em caes e gatos, mesmo
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estando a sua prevaléncia subestimada, devido a baixa sensibilidade de
algumas técnicas empregadas em seu diagnostico e a eliminacdo intermitente
de seus cistos (THOMPSON apud in MCGLADE et al., 2003, 2004 p. 25).
Estudos moleculares tém demonstrado que estes hospedeiros estao infectados
com seus proprios genotipos, que sao espeécie-especificos e adaptados, assim
como por gendtipos com potencial zoon6tico (THOMPSON, 2004 p. 25).

A infeccdo ocorre mais comumente através de agua contaminada e
menos comumente através de alimentos contaminados (GARDNER & HILL,
2001 p. 115). A transmissdo direta também é possivel, ocorrendo
principalmente em &reas em gque 0s animais se encontram aglomerados, como
em “canis” e “gatis” (BECK et al., apud in LEIB & ZAJAC, 1999, 2005 p. 127).

Condicdes favoraveis de temperatura e umidade permitem a viabilidade
dos cistos no ambiente por muitos meses (ORTEGA & ADAM apud in WOLFE,
1992, 1997 p. 545). Estes sao relativamente resistentes a cloragdo, tendo em
virtude que a concentracdo de cloro utilizada na agua potavel ndo é suficiente
para destrui-los, bem como a desinfeccdo com luz ultravioleta. A fervura é
eficaz na destruicdo das formas de resisténcia, mas o congelamento pode
permitir sua sobrevivéncia por alguns dias. A exposicdo ao 0zOnio e aos
halogénios também é efetiva na eliminacdo de cistos, assim como a filtracéo,
que é capaz de remové-los mecanicamente (ORTEGA & ADAM, 1997 p. 545;
GARDNER & HILL, 2001 p. 115).

O protozoario tem distribuicio mundial, mas é encontrado mais
freqientemente em areas com condicfes sanitarias precarias e auséncia de
tratamento de agua. Certa sazonalidade foi descrita em sua ocorréncia, tendo
maior incidéncia durante o verdo. Devido as condi¢Bes de higiene precérias e
as condicdes climaticas, as infeccdes sdo mais comuns nos ambientes
tropicais e sub-tropicais (WOLFE, 1992 p. 93; THOMPSON et al. 1993, p. 112;
ORTEGA & ADAM, 1997 p. 545).

Em focos endémicos a reinfeccédo € muito comum. Nestes locais € dificil
diferencid-las das infec¢Bes sucessivas. Adicionalmente, existe a presenca de
grandes populacdes de cdes e uma relacado préoxima destes animais com 0s
seres humanos, particularmente as criangas, sendo estes caninos comumente
infectados com o microrganismo (THOMPSON 2000, p. 1260). Nessas
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circunstancias, além do tratamento efetivo da populagdo, deve ser
estabelecido um programa educacional e de melhorias sanitarias para um
controle a ser realizado em longo prazo.

Em cées a prevaléncia da infeccdo varia entre 1,00 e 39,00% (LEIB &
ZAJAC, 1999 p. 793). Essa variacdo se deve as diferencas de localizac&o
geografica, a origem da populacdo testada, as técnicas de determinacao
utilizadas, as técnicas coproparasitologicas empregadas no diagndstico, a
dificuldade pra identificar os cistos de Giardia spp. e a eliminacdo intermitente
de cistos do parasito (ANDERSON et al., 2004 p. 924). Em filhotes estes
indices aumentam para valores entre 30,00 e 50,00%, podendo chegar a
100,00% em canis e criatérios (BARR & BOWMAN, 1994 p. 2029; IRWIN,
2002 p. 587; BECK et al., 2005 p. 127).

As diferentes prevaléncias obtidas em populacfes caninas variam de
acordo com a localizacdo geografica, diferencas nas faixas populacionais
estudadas, técnicas diagnésticas empregadas, dificuldades de identificacdo de
cistos e eliminacdo intermitente dos mesmos (ROSA et al., 2007 p. 38;
JACOBS et al., 2001 p. 46).

Dados obtidos em laboratérios de andlises clinicas, através de exames
coproparasitolégicos utilizando-se a técnica de Faust e cols., revelaram a
ocorréncia da infeccdo em 70,00% dos cées examinados na cidade de Curitiba
- PR, 80,00% no Rio de Janeiro - RJ, 32,00% em Belo Horizonte - MG, e
34,00% em Florianépolis - SC (BECK et al. apud in GENNARI & SOUZA, 2002,
2005 p. 127). Oliveira-Sequeira et al. (2002, p. 23) relataram a prevaléncia da
parasitose em 17,80% dos caes errantes na cidade de S&o Paulo - SP e em
5,00% dos caes domiciliados nesta mesma localidade, entre os anos de 1999
e 2000.

Estudos realizados por Abe et al. (2003) no Japao, observaram, neste
pais, que todos os isolados obtidos de cédes eram pertencentes a categoria D,
considerada especifica destes animais (MONIS & THOMPSON, 2003 p. 241).

Os maiores fatores de risco para a giardiase em cées sao representados
pela densidade de animais e idade dos mesmos. Altas prevaléncias da doenca
tém sido encontradas em canis, criatérios e em animais jovens (CASTOR &
LINDQVIST, 1990 p. 249; THOMPSON 2000, p. 1261; JACOBS et al., 2001 p.
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46; CAPELLI et al., 2003 p. S155), o que destaca a facilidade com que este
flagelado pode se disseminar entre 0s animais contactantes e

presumivelmente aos seres humanos (THOMPSON 2000, p. 1261).

2.5. GIARDIASE COMO ZOONOSE

Estudos moleculares demonstraram que animais de producéo,
domésticos e selvagens podem abrigar genoétipos zoondticos de Giardia
duodenalis, assim como aqueles que parecem ser espécie-especificos.
Embora a OMS e muitas autoridades concordem que Giardia spp. tenha
potencial para se comportar como um agente zoondtico, e venham
considerando esta potencialidade por mais de vinte anos, evidéncias diretas
desta transmisséo ainda n&do estdo bem demonstradas.

Os resultados de diversos estudos com transmissdo cruzada, para
determinar a susceptibilidade de seres humanos a infeccdo com isolados
obtidos de animais, foram extremamente inconclusivos, até que Majewska
(1994) descreveu a ocorréncia de infeccdo sintomatica em um voluntario
inoculado com um isolado de Giardia spp. obtido de um rato (MELONI et al.,
1995 p. 378; HOPKINS et al. apud in THOMPSON et al., 1990, 1997 p. 44;
MONIS & THOMPSON, 2003 p. 238).

Muitos destes estudos demonstraram que alguns genétipos sdo capazes
de infectar uma ampla gama de espécies hospedeiras. Entretanto, estes tém
sido questionados, porque nao havia certeza em relacdo a sanidade dos
animais experimentalmente infectados, muitos dos isolados utilizados né&o
estavam ainda caracterizados geneticamente, e devido as altas doses de
cistos utilizadas para a infeccdo, bem superiores aquelas normalmente
responsaveis pelas infec¢bes naturais (MONIS & THOMPSON, 2003 p. 238).
Além disso, os hospedeiros infectados aparentemente ndo produziram cistos
detectaveis nas fezes através de microscopia optica (THOMPSON apud in
MONIS & THOMPSON, 2003; THOMPSON et al., 1990, 2004 p. 21).
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Interpretar os estudos com transmisséo cruzada € extremamente dificil,
porque foram relatadas experiéncias bem sucedidas e mal sucedidas (MONIS
& THOMPSON, 2003 p. 238). Este fato reflete a diversidade dos isolados de
Giardia duodenalis, diferencas na viabilidade dos cistos, no sistema
imunologico dos pacientes infectados e nas técnicas de deteccdo do
protozoario (THOMPSON, 2004 p. 21). Os resultados mais valiosos foram
agueles obtidos através da infeccdo de cdes com isolados de Giardia spp.
pertencentes a categoria A — | e de castores com isolados de origem humana
(THOMPSON apud in MONIS & THOMPSON, 2003, 2004 p. 22).

Existem evidéncias suficientes de que alguns isolados de Giardia
duodenalis ndo sdo espécie-especificos, sendo compartilhados por seres
humanos e por uma variedade de outros animais (HOPKINS et al. apud in
NASH et al.,, 1985; WENMAN et al., 1986; FORREST et al., 1989; DE
JONCKHEERE et al., 1990; STRANDEN et al., 1990; MELONI et al., 1992,
1997 p. 44), particularmente aqueles pertencentes a categoria A — |, revelando
a possibilidade de transmissao interespécies em areas urbanas (CAPELLI et
al. apud in VAN KEULEN et al., 2002; THOMPSON 2000, p. 1262; GRACZYK
et al., 1999, 2003 p. S154; MONIS & THOMPSON, 2003 p. 241; THOMPSON,
2004, p. 26).

Cées e gatos podem carrear espécies de Giardia potencialmente
infectivas para os seres humanos, (THOMPSON 2000, p. 1262), sendo o
potencial zoonédtico de extrema importancia principalmente em individuos
imunocomprometidos (MONIS et al., 1998, p. 117; BECK et al., 2005 p. 128).

Em ambientes domésticos urbanos na Australia, genétipos pertencentes
as categorias zoonaticas e gendtipos especificos sdo igualmente comuns em
caes. Acredita-se que existam dois ciclos de transmissdo da doenca nestes
locais, com a possibilidade de transmissdo entre caes e seres humanos de
isolados pertencentes as categorias A e B, e entre os proprios animais, tanto
dos gendtipos compartilhados por seres humanos quanto por agqueles
especificos para a sua espécie, pertencentes as categorias C e D
(THOMPSON, 2000 p. 1263; ELIGIO-GARCIA et al., 2005 p. 3).

Se a transmissdo zoonotica for considerada significante na

epidemiologia da giardiase em seres humanos, os animais de companhia
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deverdo ser apontados como uma fonte de contaminagdo em potencial,
destacada pela alta prevaléncia de cistos do parasito em suas fezes (MONIS et
al., 1998 p. 7; MONIS et al. apud in EPE et al., 1993; WINSLAND et al., 1989;
KIRKPATRICK,1988; SWAN & THOMPSON, 1986; BENRICK, 1981, 1998, p.
116; TRAUB et al., 2004 p. 253).

O papel do cdo como hospedeiro para uma série de parasitos
zoonoticos tem sido amplamente reconhecido como um problema de saude
publica, especialmente em paises em desenvolvimento e em comunidades
socialmente desprivilegiadas. Nestas comunidades, baixos niveis de higiene e
superpopulacéo, aliadas a deficiéncia de um suporte veterinario efetivo e de
medidas de controle das zoonoses, promovem um risco elevado nha
transmiss&o destas doencas. E possivel que nestes locais, onde a defecacéo
pelos seres humanos € promiscua, 0s cdes atuem como um vetor significante
através da coprofagia (TRAUB et al., 2002 p. 539; TRAUB et al., 2004 p. 260).

Um método de estudo mais acurado para a avaliacdo do risco zoonético
de animais infectados por Giardia spp. seria a obtencdo e a comparacdo de
isolados de seres humanos e animais do mesmo convivio simultaneamente
(TRAUB et al., 2004 p. 254). Hopkins et al. (1997, p. 44) realizaram estudo em
uma comunidade aborigine na Australia, no qual foram revelados 4 diferentes
grupos de isolados, sendo os grupos 1 e 2, recuperados de todos os seres
humanos, correspondentes as categorias A e B de Mayrhofer et al. (1995), e
os grupos 3 e 4 correspondentes as categorias C e D de Monis et al. (1998),
recuperados apenas de cées (TRAUB et al., 2004 p. 254).

Em um estudo realizado por Traub et al. (2003, p. 156), em uma
comunidade no nordeste da india, observou-se que os isolados obtidos de
cées infectados eram pertencentes as categorias A e B e que estes eram
recuperados tanto dos cdes quanto dos seres humanos que compartilhavam
da mesma moradia, 0 que poderia se tratar de uma evidéncia da ocorréncia da
transmissdo zooantroponotica nestes locais, indo de encontro aos resultados
de estudos anteriores, onde o0s caes encontravam-se predominantemente
infectados com genotipos pertencentes as categorias C e D. Outra observacgao

interessante foi a de que os moradores de residéncias nas quais havia pelo
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menos um cao contaminado estavam mais frequentemente infectados pelo
parasito.

Durante estas investigacbes observou-se que a maioria dos caes
infectados era portadora do gendtipo A, indicando que este realmente tem
maior potencial zoondtico. A recuperacao de isolados geneticamente similares
em caes e seres humanos compartilhantes do mesmo domicilio reforca a
hip6tese da existéncia de transmissdo zooantroponética na giardiase.

Dados epidemioldgicos demonstram uma grande associacdo entre a
prevaléncia da parasitose em seres humanos, a presenga de cdes nos
domicilios e a presenca de cdes Giardia spp. positivos has moradias. Todavia,
nao foi observada uma associacdo entre os caes infectados e aqueles que
realizavam a coprofagia (TRAUB et al., 2004 p. 260).

Os resultados exibidos por Traub et al. (2002) sao divergentes daqueles
obtidos por Hopkins et al. (1997, p. 48). Os autores acreditam que este fato
seja devido as diferencas no comportamento das populacdes estudadas, ja
gue nas comunidades australianas, onde a prevaléncia do microrganismo €
bem mais elevada, e os gendtipos encontrados em caes pertencem as
categorias C e D, o contato desses animais com 0s seres humanos € menos
comum, sendo mais freqliente a convivéncia interespécies (TRAUB et al., 2004
p. 260) .

Evidéncias epidemiolégicas sugerem que talvez os seres humanos
sejam 0 maior reservatorio da giardiase humana, e que a transmissao direta
entre pessoas seja mais importante do que a transmissdo zoondética
(ROBERTSON et al., 2000 p. 1372).

O potencial zoondtico de Giardia spp. € bem aceito, mas nao existem
ainda evidéncias irrefutaveis de que o parasito possa ser transmitido fora dos
laboratérios. Como o0s isolados do protozoario sdo morfologicamente
indistinguiveis, e alguns deles sdo mais espécie-especificos que outros, ainda
ndo foi possivel provar que epidemias da doenca em seres humanos tiveram
como fonte alguma espécie animal ou vice-versa.

A utilizac&o de técnicas moleculares para o seqienciamento genético de
populacdes do microrganismo sera de grande valor no estudo da transmissao

da doenca. Contudo, pecaucbes devem ser adotadas durante a interpretacao
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dos resultados. Se similaridades genéticas forem encontradas entre isolados
obtidos de animais e seres humanos havera um forte indicio de transmisséo
cruzada da parasitose. Contudo, ndo devemos esquecer que alguns
hospedeiros podem ser susceptiveis a mais de uma variedade genética de
Giardia spp., 0 que ndo nos permite eliminar a possibilidade de transmisséo
zoonGtica mesmo nos casos onde ndo haja identidade genética significativa
entre os isolados de material fecal humano e de outros animais.

Além disso, deve ser considerado o fato de que os padrbes de
transmissdo da doenca encontrados em uma localidade podem nao ser os
mesmo encontrados nas demais, ja que ha uma grande heterogeneidade nos
isolados de Giardia spp. obtidos de uma mesma espécie hospedeira
proveniente de diferentes areas geograficas (MELONI et al. apud in
THOMPSON & MELONI, 1993; MELONI et al., 1992; THOMPSON et al., 1990;
MELONI et al., 1989, 1995 p. 378).

2.6. PREVENCAO E CONTROLE

Os esforcos para a prevencao desta infeccdo devem ser voltados para
as vias de transmissdo. A presenca de portadores assintomaticos deve ser
considerada e medidas de controle devem ser estudadas para a contencao
desta via de disseminacédo. O tratamento de cées e gatos infectados com este
protozoario foi recomendado devido a sua proximidade com seres humanos,
principalmente criancas. J& foram relatados diversos casos de familias e de
seus animais de estimacao parasitados concomitantemente, o que demonstra
a importancia do estabelecimento de medidas efetivas para o controle da
doenca nestes animais (THOMPSON et al. apud in PANCORBO et al., 1985;
CRIBB & SPRACKLIN, 1986, 1993 p. 119).

Todavia, alguns autores reportaram casos nos quais comunidades
hiperendémicas foram tratadas com drogas altamente efetivas no controle da
infeccdo, como o tinidazol, sendo este tratamento seguido por casos de

reinfeccdo, o que colocou em duvida a validade do emprego de drogas em
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casos subclinicos da protozoose (THOMPSON et al. apud in GILMAN et al.,
1998, 1993 p. 119).

A falta de um controle efetivo da parasitose tem como consequéncias
deficiéncias nutricionais, de crescimento e desenvolvimento, perdas na
produtividade e altos custos com tratamento médico. As estratégias utilizadas
para controlar a giardiase devem ser baseadas em dados epidemioldgicos,
objetivando reduzir as taxas de incidéncia e controlar a transmissao da doenca,
através de programas de educacdo sanitaria e da reducdo de pacientes
infectados com a utilizacao de terapias e drogas adequadas.

N&o ha disponivel uma droga que possa ser utilizada na profilaxia das
infeccdes por Giardia spp. Considerando-se as mdltiplas fontes pelas quais a
giardiase pode ser contraida, a terapia profildtica ndo € considerada
necessaria excetuando-se o caso dos viajantes em areas endémicas da
parasitose (WOLFE, 1992 p. 98).

As infeccbes em seres humanos e animais de estimacdo sédo o
resultado da atividade humana e o cerne do controle das infec¢des é a quebra
de seu ciclo de transmissdo. Logo, deve-se ressaltar a importancia da
educacdo na prevencdo da giardiase, identificando veterinarios e outros
profissionais da area de saude como fontes importantes de informacfes
educacionais para a populacdo em geral (ROBERTSON et al. 2000, p. 1374).

A utilizacdo de dados epidemiol6gicos para o controle da disseminacdo
da doenca permitird a adaptacdo dos programas educacionais a cada tipo de
comunidade afetada, envolvendo todos os seus setores e os profissionais de
saude da regido. As atividades praticas devem estar centradas no controle
sanitario e na educacédo, para evitar a contaminacdo ambiental e melhorar os
hébitos de higiene pessoal da populacdo entre si e no trato com 0s animais

domésticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDO

Este se constitui em ensaio prospectivo e duplo cego. Todas as
amostras foram processadas pelo mesmo profissional, mas sem que este
tivesse conhecimento da numeracao de cada espécime clinico durante a fase

de processamento.

3.2. LOCAL DE EXECUCAO DO ESTUDO

Este estudo foi realizado através do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da Universidade Federal Fluminense, em Niter6i — RJ. As
amostras foram processadas no Laboratorio de Parasitologia do Instituto

Biomédico.
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3.3. AMOSTRAS

Entre os meses de janeiro e maio do ano de 2008 foram coletadas
amostras provenientes de 94 cdes da cidade de Niteroi, Rio de Janeiro. De
cada paciente foram coletadas trés amostras de fezes frescas, obtidas em trés
dias consecutivos e acondicionadas em coletores plasticos sem a adi¢do de
conservantes, sendo mantidas sob refrigeracdo até o momento do seu
processamento, totalizando 282 amostras.

Os espécimes foram submetidos a avaliacdo macroscopica, a técnica

de Faust e cols. (1939) e a técnica de ELISA para o diagnéstico de Giardia

Spp.

3.3.1. Critérios de inclusdo dos pacientes

Os pacientes participantes deste estudo eram cées domiciliados,
pertencentes a espécie Canis familiaris, sendo o Unico critério seletivo para a
sua inclusdo a defecacao da quantidade minima de 10 gramas de amostra em
cada coleta efetuada.

De acordo com as “Guidelines for dog population management” (OMS,
1992), caes domiciliados sao considerados aqueles que dependem de seu
dono para obter abrigo, alimentacéo, vacinas, higiene e lazer, saindo as ruas
sempre com coleira, guia e acompanhados por condutor.

Foram obtidas amostras de cdes com racas, idades, habitats e
condi¢bes clinicas variadas, o que pode ser observado na figura 07, atraves
dos dados obtidos na ficha de inscricdo fornecida aos proprietarios, que foi
entregue junto as amostras colhidas e devidamente identificadas no servigo de
parasitologia.

As amostras foram fornecidas pelos proprietarios de cada animal,
estando estes cientes de que estas seriam utilizadas em trabalho cientifico. As

autorizacdes foram concedidas antes do processamento dos espécimes, e 0s
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resultados dos exames realizados foram entregues tanto aos proprietarios
quanto aos clinicos veterinarios responsaveis por cada paciente, logo apos a

sua finalizagéo.

Figura 07: Ficha de inscricdo dos caes participantes do estudo para a
avaliagdo do ensaio imunoenzimatico e da técnica de Faust e cols. no

diagnéstico da infeccdo por Giardia spp.

Diagnostico da Giardiase canina — ficha de incricdo dos pacientes

Identificacdo

Nome: [ Idade: Raga:
Proprietério: Telefone:
Endereco:
Bairro: | cidade: CEP:
Alimentacéo
Racdo: [ Agua: OMireral OPoco O Encanada
Alimento feito em casa? O Sim (Especificar ) O MNéo
Petiscos? O Sim  (Especificar 3 O Nao
Habitos
Contato com criangas? O Sim O MNao
Contato com outros animais? O Sim
{Idade 3
(Espécie b
O Nao
Viagens? O Sim {Local 3 O Mo
Ambiente: O Grama OTerra O Piso O Cimentado
Fede de esgoto no domicilio? O 5im O MN&o
Contato com fezes humanas? O Sim O No
Ingestdo de fezes? O%im O Proprias O De outros animais
O No
Histor a Clinica
Diarrégia? |OSim O Esporadica O Frequente O Rara
O Néo
Sangue nas fezes? O Sim O MNao
Muco nas fezes? O sim O Néo
Vacinas
Folivalente Raiva Tosse dos Giardlia sp. Leptospirose
canis

O Atrasada | OaAtrasada OAtrasada | O Atrasada | O Atrasada
O Em dia O Em dia OEm dia O Em dia O Em dia

Laboratério
Yermifugagdo: 0O Atrasada O Em dia
Ultima droga utilizada na vermifigacéo:
Fegime de doses:

Doencas previas:

J& fez Bxames fezes? OSim O MNgo
Positivo O Sim (Resultado: 3 O MNé&o
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3.3.2. Coleta das amostras

As amostras foram obtidas logo apds a defecacdo espontanea, sem a
utilizacdo de laxantes ou quaisquer outros farmacos com o objetivo de obté-las
ou acelerar sua eliminacéo.

Foram respeitados os habitos dos animais, sendo a maioria das
amostras colhidas do chao, tendo sido acondicionadas em coletores plasticos
proprios para a coleta de fezes frescas, com capacidade para 80 mL, pa e
tampa de rosca (Cralplast®). Ao realizar a coleta, os proprietarios foram
orientados a evitar a porcdo do material fecal que entrasse diretamente em
contato com o solo.

Os coletores foram identificados com caneta para escrita em acetato,
PVC e poliéster, com tinta permanente. A identificacdo obedeceu a numeracéo
presente na ficha de adeséo de cada paciente a ordem de coleta das amostras
durante os trés dias consecutivos, seguindo o padrédo: numero do paciente +
1,2 ou 3.

Apoés a chegada das amostras ao laboratorio estas foram submetidas a
um processo de triagem, no qual foram verificadas a identificagdo de cada
frasco, o correto preenchimento da ficha de adesédo e a presenca de material
fecal suficiente, com peso igual ou superior a 10 gramas.

Nesta etapa, as amostras receberam nova numeracao, para evitar que
fossem reconhecidas durante seu processamento. A correlagdo entre o
namero do paciente e a nova identificacdo recebida foi devidamente registrada

em tabela, para sua posterior utilizacao.

3.3.3. Conservacdo das amostras

As amostras foram preservadas sob refrigeracdo (5° - 8° C) desde a
coleta até a primeira etapa de seu processamento. Este periodo ndo excedeu

0 prazo de 12 horas.
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As aliquotas destinadas a realizacdo do teste de ELISA foram
congeladas a -18 ° C imediatamente apds a sua obtencdo. De acordo com as
instrucdes fornecidas pelo fabricante do teste, estas podem permanecer

congeladas por tempo nédo determinado.

3.3.4. Avaliacdo macroscopica

A primeira etapa do processamento das amostras consistiu em sua
avaliagdo macroscoépica. As caracteristicas observadas foram consisténcia,
coloracdo, presenca de sangue, muco e estruturas estranhas a amostra, assim
como a presenca de proglotes e vermes adultos.

Os resultados foram anotados e ordenados em tabela, de acordo com a
numeracgao que cada amostra recebeu apds o processo de triagem.

Na etapa seguinte, estas foram pesadas em aliquotas de 10 gramas,
para sua posterior utilizacdo durante a execucédo das técnicas diagndsticas.

A pesagem do material fecal foi realizada dentro do proprio frasco de
coleta, sendo empregado um frasco idéntico aos utilizados no
acondicionamento das amostras para a calibracdo da balanca. Foi utilizada
balanca digital com capacidade para 500 gramas e sensibilidade de 0,1 grama,

sendo portanto denominada balanca de precisédo, da marca Scale®.

3.3.5. Avaliacao microscopica

3.3.5.1. Lavagem das amostras

As aliquotas de 10 gramas obtidas apos a triagem foram submetidas a
um processo de lavagem antes de serem fracionadas e utilizadas para a

realizacdo das técnicas preconizadas.
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As fezes foram misturadas a 50 mL de agua destilada dentro do préprio
coletor, homogeneizadas com abaixadores de lingua descartaveis e filtradas
diretamente em calices de Hoffman com 125 mL de capacidade.

A filtracdo ocorreu através de peneiras plasticas cobertas por uma
compressa de gaze, com cinco dobras, nove fios por cm?® e oito camadas
(Gaze hidréfila iris, Cremer ©).

Apos a filtragem, a solugcdo fecal foi novamente homogeneizada e
dividida em trés aliquotas. Duas aliquotas de 10 mL foram acondicionadas em
tubos de ensaio de vidro com capacidade para 10 mL, devidamente
identificados.

Os 30 mL restantes foram utilizados para a realizacdo da técnica de
sedimentacéo, tendo permanecido dentro do préprio calice de Hoffman.

Os dois tubos contendo cada fracdo do material foram submetidos a
centrifugacdo a 2000 rpm durante cinco minutos. Em seguida o sobrenadante
foi descartado de acordo com as normas de biosseguranca em laboratérios de
parasitologia.

Foi utilizada durante o estudo a centrifuga Excelsa Baby 208N (Fanen®),
gue possui capacidade para 6 tubos e velocidade de até 4000 rpm.

O sedimento de um dos tubos foi homogeneizado e transferido para um
microtubo do tipo eppendorf com capacidade para 2 mL, identificado e
congelado a -18°C.

O tubo restante foi submetido a uma nova lavagem como descrito
anteriormente, para a sua posterior utilizacdo na realizacdo da técnica de Faust
e cols. (1939).

3.3.5.2. Testes de concentracdo utilizando-se a solucdo de Sulfato de
Zinco 33% com densidade de 1,180 (Técnica de Faust e cols., 1939)

Foram realizadas analises das amostras fecais obtidas através da

técnica de Faust e cols. (1939). O sedimento recuperado apés a lavagem da
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amostra foi homogeneizado e ressuspendido em 7 mL de solugéo de sulfato
de zinco com densidade de 1,180.

A densidade da solucéo de flutuacao foi aferida diariamente, antes de
sua utilizacdo, através de densimetro para massa especifica com escala
1,000/1,500 (Incoterm®).

ApoOs a ressuspensao, o material fecal foi centrifugado a 2000 rpm por 5
minutos, cautelosamente removido da centrifuga e acondicionado em estante
de polipropileno. O menisco da solucdo foi removido utilizando-se alca
microbiologia de platina, e depositado sobre duas laminas identificadas com o
namero da amostra e o numero referente a coleta.

A coloracdo foi realizada com a adicdo de uma gota de solucao
parasitologica iodada de lugol. O material foi homogeneizado com a
extremidade da laminula e coberto pela mesma, evitando-se a formacédo de
bolhas e uma ma distribuicdo da amostra através da lamina. Foram utilizadas
laminas lisas n&do lapidadas (Laborslides®) e laminulas retangulares com
tamanho 24 X 50 mm (Roni AIzi®).

De acordo com o preconizado por Barr & Bowman (1994, p. 605), a
avaliacdo das laminas ao microscopio 6ptico ndo excedeu o tempo de 10
minutos apds a sua confeccdo, com o intuito de minimizar a acao da solucao
de flutuacdo sobre as estruturas cisticas parasitarias, evitando-se a
observacéo de deformidades nas mesmas.

O material foi analisado utilizando-se microscopio E-200 (Nikon®) em
aumento de 100X, sendo empregado o aumento de 400X para confirmar a
presenca de formas parasitarias. Todas as amostras foram processadas e
observadas pelo mesmo profissional, com a intencdo de padronizar a
execucao do estudo. Foi utilizado o padrao demonstrado na figura 08 durante a
realizacdo da microscopia, para majorar a quantidade de campos observados
em cada lamina utilizada.

Os resultados foram anotados e ordenados em tabela, de acordo com a
numeracgao que cada amostra recebeu ao iniciar-se seu processamento.

O material utilizado foi submetido a tratamento com solugdo de
hipoclorito a 50,00% e higienizado de acordo com as normas de biosseguranca

para laboratorios de parasitologia.
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Figura 08: Padrdo de observacdo utilizado para a avaliagao

microscopica das laminas durante a execucdo da técnica de Faust e cols.

(1939)
Lamina Laminula

3.3.6. Ensaio imunoenzimético

Para a realizagdo do ensaio imunoenzimatico foram utilizados dois “kits”
ProSpecT Giardia Microplate Assay (Remel®) com capacidade para 94 testes.
De acordo com o fabricante, este ensaio foi desenvolvido para a deteccéo
qualitativa do antigeno GSA 65, especifico para Giardia spp., em extratos
aguosos de amostras fecais.

Os “kits” utilizados devem ser estocados sob refrigeragdo, em
temperaturas na faixa dos 5° C. Estes foram fabricados em fevereiro do ano de
2008, sendo validos até janeiro do ano de 2009. Ambos pertenciam ao lote
J266310.

Os “kits” foram adquiridos no més de marco de 2008, tendo sido
mantidos em refrigerador com temperatura controlada até a data de sua
utilizagéo, que ocorreu no més de setembro de 2008.

ProSpecT Giardia Microplate Assay (Remel®) € composto por:

- 1 microplaca de 96 orificios sensibilizada com anticorpos monoclonais
de coelho anti-GSA 65;

- 1 frasco contendo 25 mL do cojungado enzimatico, produzido a partir
de anticorpos anti-GSA 65 de camundongos, marcados com peroxidase,
adicionados de soro bovino e thimerosal 0,01%;

- 1 frasco contendo 4 mL do controle positivo, produzido a partir de

fezes humanas em thimerosal 0,02%;
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- 1 frasco contendo 4 mL do controle negativo, produzido a partir de
fezes humanas em thimerosal 0,02%;

- 1 frasco contendo 110 mL do tampéao de diluicho de amostras,
produzido a partir de soro de coelho tamponado em thimerosal 0,02%;

- 1 frasco contendo 110 mL do tampao de lavagem concentrado,
contendo thimerosal 0,1%;

- 1 frasco contendo 25 mL do substrato de cor tamponado TMB;

- 1 frasco contendo 6 mL da solugcdo de interrupcdo da reacao
enzimatica, contendo &cido sulfurico 1.0N;

- Pipetas plasticas para a transferéncia das amostras para a microplaca,;

- Cartéo de leitura;

- Bula.

Itens n&o fornecidos junto aos “kits”, necessarios a execugao da técnica:

- Leitora de ELISA com filtro de 450 nm;

- Micropipetador com capacidade para 200 pL;

- Ponteiras universais com capacidade para 10 — 200 pL;

- Timer;

- Agua destilada;

- Frasco para acondicionar o tampéao de lavagem diluido.

O ensaio em microplaca € um imunoensaio em fase soélida. De acordo
com o fabricante, amostras fecais diluidas, preservadas através de solucdes
conservantes ou lavadas e preservadas através do congelamento podem ser
utilizadas para sua execucao.

As amostras obtidas dos 94 pacientes durante trés dias consecutivos, e
previamente lavadas, foram descongeladas antes da execucao do teste, até
gue estivessem em temperatura ambiente.

As amostras obtidas durante o primeiro dia de coleta foram testadas na
microplaca identificada como placa A.

Foram preparados “pools” das amostras obtidas de cada paciente
durante os trés dias de coleta, sendo seu produto testado em microplaca
identificada como placa B.

O teste foi realizado pelo mesmo profissional responsavel pela

execucdo da técnica de Faust e cols. (1939), mas sem que este tivesse
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conhecimento na numeracao das amostras das duas etapas simultaneamente,
para evitar a ocorréncia de resultados tendenciosos.

Os reagentes foram retirados do refrigerador trinta minutos antes de sua
utilizacdo, para que assim como as amostras, estivessem em temperatura
ambiente no momento da realizacdo dos testes.

A primeira etapa de realizacdo da técnica foi a preparacao da diluicéo
do tampédo de lavagem. Este foi diluido na propor¢éo 1:10, sendo adicionadas
nove partes de solucdo a dez partes de agua destilada. Esta solucdo é estavel
por 30 dias quando armazenada sob refrigeragéo.

A microplaca foi entdo removida de seu involucro e colocada sobre a
bancada de trabalho, junto aos demais reagentes, amostras e itens
necessarios a realizacado dos testes, como micropipetador multicanal (Kacil®) e
ponteiras universais (Cralplast®).

Ao iniciar a execucdo do teste, somos informados pelo fabricante de que
deveremos optar por uma das técnicas descritas para sua execucdo, de
acordo com a amostra empregada, sendo possivel utilizar material fecal
preservado em solucdo conservante, amostras brutas diluidas em tampao
fornecido junto ao “kit” e amostras lavadas e sem adicdo de conservantes. Este
foi o protocolo selecionado durante a execucdo dos ensaios deste estudo, e
consiste na técnica de diluicdo nos proprios orificios da microplaca.

Foram adicionadas entdo 100 pL do tampéao de diluicdo a cada um dos
96 orificios da microplaca, quatro gotas do controle negativo no orificio Al e
quatro gotas do controle positivo no orificio B1.

Apds a homogeneizag¢do, foi adicionada, utilizando-se as pipetas
plasticas fornecidas junto aos demais itens do “kit”, uma gota de material fecal
a cada orificio, exceto aqueles utilizados como controle.

ApOs esta etapa, procedeu-se a incubacdo em temperatura ambiente
por 60 minutos, contados a partir da adi¢cdo da ultima amostra.

Foi entdo efetuada a lavagem manual da placa por trés vezes,
utilizando-se o tampéao de lavagem diluido, com o cuidado de ndo permitir que
as ponteiras tocassem as paredes dos orificios, evitando-se assim a remocao

da camada que os recobre.
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Apés a ultima lavagem, as placas foram colocadas rapidamente com os
orificios virados para baixo sobre uma folha de papel absorvente, para eliminar
residuos do tampao.

Foram adicionadas quatro gotas do conjugado enzimatico em cada
orificio e a placa foi incubada por mais 30 minutos em temperatura ambiente.

A segunda lavagem foi realizada por cinco vezes, e apé6s a total
remog&o do tampdao, foram adicionadas quatro gotas do conjugado de cor a
cada orificio.

Apbés os dez minutos de incubacdo necessérios a esta etapa, foi
adicionada a solucdo para a interrupcdo da reacdo e realizada uma leve
homogeneizagé&o, para uniformizar a cor.

A leitura visual foi realizada através da comparacdo com os padrbes
fornecidos pelo fabricante do teste, informados em um cartdo proprio para
essa finalidade. O controle negativo ndo deveria apresentar nenhuma
coloracdo e o controle positivo deveria apresentar-se com coloragdo amarela
semelhante a indicada no cartéo de leitura como 2++ ou mais intensa.

A leitura espectrofotométrica foi realizada em leitora de ELISA Test Line
ELX 800 (Bio-Tek Instruments®), utilizando-se filtro com 450 nm. As
densidades Opticas foram programadas de acordo com as instrucdes
fornecidas na bula, sendo a do controle negativo igual ou inferior a 0,100 e a
do controle positivo igual ou superior a 0,300.

O “cut off” foi estabelecido de acordo com as instrugdes do fabricante,
somando-se 0,050 ao valor obtido através da leitura do controle negativo. O
valor de “cut off” estabelecido para a placa A foi de 0,109 e para a placa B de
0,105. Portanto, foram determinados negativos espécimes com absorbancias
inferiores a 0,109 para a placa A e 0,105 para a placa B.

E importante ressaltar que as leituras visual e espectrofotométrica néo
excederam o tempo de dez minutos ap0s a ultima incubacado, de acordo com o
preconizado pelo fabricante.

Cada etapa do processo de execucgdo dos ensaios imunoenzimaticos foi
determinada através da utlizagdo de um crondmetro digital portatil

(Instrutherm®).
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3.3.7. Andlise estatistica

Estimativas de prevaléncia e intervalos de confianca (IC) a 95,00%
exatos obtidos através de teste de probabilidade binomial foram calculados
para cada desfecho (resposta) obtido através de questionario especifico nos
animais utilizados neste estudo. Comparacdes entre as variaveis categoricas
aferidas nos 94 animais foram realizadas através dos testes ndo-paramétricos
de qui-quadrado (XZ) ou exato de Fisher (quando aplicavel). Comparacdes
entre as variaveis categoricas aferidas nos 94 animais e a presenca/auséncia
de infeccdo por G. duodenalis através da técnica de Faust e cols. (1939) foram
realizadas através dos testes ndo-paramétricos de qui-quadrado (xz) ou exato
de Fisher (quando aplicavel).

A comparacdo dos resultados entre as técnicas de diagndstico
empregados (Faust e cols. “versus” ELISA GSA 65), bem como a comparagéo
da observacdo visual “versus” espectrofotometria dos resultados de ELISA
foram realizadas através do teste Exato de Fisher. Para cada andlise, o valor
de concordancia entre as técnicas (Kappa) foi reportado.

A andlise estatistica foi realizada por meio dos programas, SPSS 15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA ) e STATA 10.0 (StataCorp LP., College Station,
TX, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA AMOSTRA
POPULACIONAL AVALIADA

As caracteristicas da populacdo estudada, assim como dados
relacionados aos cuidados basicos de saude oferecidos por seus proprietarios

foram plotadas nas tabelas 03 e 04.
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Tabela 03: Algumas caracteristicas da amostra populacional constituida
por 94 cées domiciliados no municipio de Niteréi, RJ, de diversas racas e

idades, compiladas das respostas as questdes fornecidas na ficha de inscricdo

do animal no Laboratorio de Parasitologia — MIP/UFF.

Caracteristica: Frequéncia: IC 95,00%:
Cées adultos 86 (91,49%) 83,92 — 96,25
Filhotes (até 12 meses) 08 (8,51%) 3,74 -16,08
Machos 41 (43,62%) 33,40 -54,24
Fémeas 53 (56,38%) 45,76 — 65,59
Ingestéo de 4gua encanada 94 (100,00%) 96,15 — 100,00
Presenca de rede de esgoto no domicilio 94 (100,00%) 96,15 - 100,00
Alimentagdo com ragéo 94 (100,00%) 96,15 — 100,00
Convivio com outros animais 81 (86,17%) 35,42 - 56,34
Convivio com criangas 43 (45,74%) 35,42 - 56,34
Realizacdo de coprofagia 08 (8,51%) 3,75-16,08
Caes vacinados 94 (100,00%) 96,15 — 100,00
Caes vacinados contra Giardia spp. 19 (20,21%) 12,63 — 29,75
Caes “vermifugados” 94 (100,00%) 96,15 - 100,00
Presenca de alteracdes nas fezes 37 (39,36%) 29,44 — 49,10
Realizacao periddica de exame coproparasitolégico 17 (18,09%) 10,90 — 23,37
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Tabela 04: Distribuicdo por ragas da amostra populacional de 94 cées
domiciliados no municipio de Niter6i, RJ, de diversas idades, compilada das
respostas as questdes fornecidas na ficha de inscricdo do animal no Laboratoério
de Parasitologia — MIP/UFF.

Raca: Exemplares  IC 95,00% Raca Exemplares  IC 95,00%
Basset Hound 9 (9,57%) 4,47 — 17,40 Lulu da 1 (1,06%) 0,03 -5,80
Boxer 8 (8,51%) 3,75-16,08 pomerania

Bulldog inglés 5 (5,32%) 1,75-11,10 Pastor Alemédo 3 (3,19%) 0,66 — 9,04
Bull terrier 3 (3,19%) 0,66 — 9,04 Pinscher 1 (1,06%) 0,03 -5,80
Chihuaua 1 (1,06%) 0,03 -5,80 Pit Bull 1 (1,06%) 0,03-5,80
Dalmata 1 (1,06%) 0,03 -5,80 Poodle 5 (5,32%) 1,75-11,10
Dogue Alemédo 1 (1,06%) 0,03 -5,80 Pug 1 (1,06%) 0,03 -5,80
Fila brasileiro 4 (4,26%) 1,17 — 10,54 Rottweiler 4 (4,26%) 1,17-10,54
Golden 2 (2,13%) 0,26 — 7,50 Schnauzer 2 (2,13%) 0,26 — 7,50
retriever SRD 26 (27,6%) 18,93 - 37,85
Husky 1 (1,06%) 0,03 -5,80 Setter irlandés 6 (5,30%) 2,38 -13,38
siberiano Shih-tzu 1 (1,06%) 0,03-5,80
Labrador 3 (3,19%) 0,66 — 9,04 Yorkshire 4 (4,26%) 1,17 -10,54
Lhasa apso 1 (1,06%) 0,03 -5,80 terrier

Caracteristicas relativas ao habitat dos animais, que possam ser
associadas a um maior risco de contaminacdo ambiental através da eliminacéo
de cistos de Giardia spp. e de estruturas de resisténcia responsaveis pela
manutencao dos demais parasitos observados encontram-se expostas na tabela
05.
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Tabela 05: Correlagédo entre o tipo de piso habitado pelos cdes e a

presenca das parasitoses intestinais.

Giardia spp. Demais enteroparasitos

Tipo de piso Frequéncia  IC 95,00% Frequéncia  IC 95,00% p-valor
Grama e terra 08 (44,44%) 21,23-69,24 17 (39,53%) 24,98 —55,59
Cimentado 05 (27,78%) 9,70—-53,48 13 (30,23%) 17,18 — 46,12
Cimentado / terra / grama 03 (16,67%) 35,78 -41,42 06 (33,33%) 5,30-27,93 0.358
Piso liso 01 (5,56%) 0,14-27,29 03 (16,67) 1,46 — 19,06

Piso liso / cimentado 01 (5,56%) 0,14-27,29 02(11,11%) 0,57 -15,81

Piso liso / grama e terra 02 (11,11%) 0,57-15,81

Caracteristicas fecais passiveis de serem associadas a presenca da
infeccdo por Giardia spp. foram avaliadas nas amostras analisadas, sendo para
isso observadas alteracbes macroscopicas neste material clinico. Estas
alteracbes foram correlacionadas aos resultados obtidos por técnicas
diagndsticas e estdo apresentadas na tabela 06.

Foram considerados portadores de Giardia spp. aqueles que
apresentaram resultado positivo na técnica de Faust e cols. realizada em
material fecal obtido por trés dias consecutivos. Este teste foi considerado o
“‘padrdo ouro” no diagnédstico da giardiase canina, em associacdo ou ndo com

positividade pela técnica de ELISA.
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Tabela 06: Associacdo entre o diagndstico de enteroparasitoses em

amostra populacional de 94 cées domiciliados no municipio de Niteroi, RJ, de

racas e idades variaveis, e a ocorréncia de alteracdes intestinais como causa da

indicacdo de pesquisa coproparasitologica

Caracteristica avaliada: Nimero de IC 95,00%
ocorréncias:
Diarréia esporadica 29 /94 (30,85%) 21,73 -41,22
Diarréia na auséncia de enteroparasitose 05/ 33 (15,15%) 5,11 -31,90
Diarréia em associacao a giardiase 09/ 18 (50,00%) 26,02 - 73,98
Diarréia na presenca de G. duodenalis em associacao a 06 /9 (66,66%) 29,23 -92,51
outra enteroparasitose
Giardiase assintomatica 01/ 18 (5,55%) 0,14 - 27,29
Demais parasitoses assintomaticas 19/ 43 (44,19%) 29,08 - 60,12
Presenca de muco na auséncia de enteroparasitose 06 /33 (18,18%) 69,79 — 35,46
Presenca de muco em associagdo a Giardia spp. 7118 (38,88%) 17,30 — 64,25
Presenca de muco em associacéo a outras 9/ 43 (20,90%) 10,04 — 36,04
enteroparasitoses
Presenca de sangue na auséncia de enteroparasitose 2/ 33 (6,06%) 0,74 - 20,23
Presenca de sangue em associacéo a Giardia spp. 1/18 (5,55%) 0,14 - 27,29
Presenca de sangue em associacao a outras 3/43(6,97%) 1,46 — 19,06

enteroparasitoses

4.2. RESULTADOS OBTIDOS APOS A REALIZACAO DA TECNICA DE

FAUST E COLS.

A técnica de Faust e cols. foi realizada em material fecal obtido por trés

dias consecutivos, detectou além de Giardia spp., sete outros enteroparasitos

cujos caes podem ser encontrados como hospedeiros (tabela 07).
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Tabela 07: Enteroparasitos identificados, em amostra populacional de 94
caes domiciliados no municipio de Niteroi, RJ, de racas e idades variaveis, pela
técnica de Faust e cols. e numero de animais nos quais foram diagnosticadas

formas parasitarias caracteristicas.

Parasito Nimero de animais Freqgléncia relativa na IC. 95.00%
parasitados populagéo

Ancylostoma caninum 29 30,85% 21,73 -41,22
Dipylidium caninum 14 14,89% 8,39 — 23,72
Giardia spp. 18 19,15% 11,76 — 28,56
Isospora spp. 23 24,47% 16,19 — 34,42
Toxascaris spp. 03 3,19% 0,66 — 9,04
Toxocara spp. 04 4,26% 1,17 -10,54
Trichuris vulpis 02 2,13% 0,26 — 7,48
Sarcocystis spp. 02 2,13% 0,26 — 7,48

Observou-se, durante a realizacdo das analises, que os cdes domiciliados
sdo freqientemente acometidos por mais de um parasito intestinal e que o0s
animais positivos para pelo menos uma espécie sdo mais abundantes do que

agueles negativos, o que pode ser verificado na tabela 08 e na figura 09.

Tabela 08: Perfil parasitologico da amostra populacional de 94 caes

domiciliados no municipio de Niter6i, RJ, de racas e idades variaveis.

Forma(s) parasitaria(s) especifica(s) Fregiéncia na populagao (%) IC 95,00%

N&o foram detectadas 33 (35,11) 25,54 — 45,64
01 espécie parasitaria 34 (36,7) 26,51 — 46,73
02 espécies parasitarias 23 (24,47) 16,19 — 34,42

03 ou mais espécies parasitarias 04 (4,26) 1,71-10,54
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Figura 09: Distribuicdo percentual do perfil parasitolégico populacional de

94 caes domiciliados no municipio de Niteroi, RJ, de racas e idades variaveis.

4,20%

Distribuicao percentual

W Auséncia de parasitismo
M 1 parasita
2 parasitas

M 3 ou mais parasitas

A presenca ou auséncia de condi¢bes sanitarias ideais ndo pode ser

avaliada, pois todos os animais participantes eram provenientes de domicilios

portadores de rede de 4gua e esgoto.

Os resultados pertinentes a realizagdo da técnica de Faust e cols. em um,

dois ou trés dias consecutivos apresentam-se na tabela 09. Foram considerados

positivos os cdes que apresentaram cistos do parasito em suas fezes em pelo

menos um dia de execucédo da técnica.

Tabela 09: Comparacdo da sensibilidade da técnica de Faust e cols.

guando realizada durante, um, dois ou trés dias

consecutivos na deteccdo de

Giardia spp..

1 MF 2 MF 3 MF
NuUmero de cées positivos 11 15 18
Percentagem de cées positivos 61,11% 83,33% 100%
IC 95,00% 35,74 - 82,70 58,58 — 96,42 81,47 - 100,0
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A correlagcdo entre as racas dos caes participantes do estudo e a
presenca de infec¢cdes por Giardia spp. pode ser apreciada na figura 10. Foi
constatado que 17 (94,44%), dos 18 animais parasitados pelo referido

protozoario, possuiam racgas definidas (p = 0,020).

Figura 10: Correlacdo entre as racas dos caes participantes do estudo
para a avaliacdo do ensaio imunoenzimético e da técnica de Faust e cols. e a

presenca de infec¢des por Giardia spp..
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Os aspectos clinicos e epidemiolégicos da populacdo estudada foram

relacionados a infeccao por Giardia spp. na tabela 10.
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Tabela 10: Associacao entre a presenca e a auséncia de infeccédo por

Giardia spp. e as caracteristicas da populacdo de 94 cdes domiciliados no

municipio de Niteroi, RJ.

Na auséncia de Giardia spp.

Na presenca de Giardia spp.

Caracteristica: Freqgiéncia 1C 95,00% Freqiéncia IC 95,00% p-valor
Cées adultos 72(94,74%) 87.07-9855 14 (77,78%) 5236-9359 .
Filhotes (até 12 meses) 04 (5,26%)  1,45-12,93 04 (22,22%) 6,40 — 47,64 ’
Machos 33(4342%) 3208-5529 08 (4444%) 2153-6924
Fémeas 43 (56,58%) 44,71-67,91 10 (55,56%) 30,76 — 78,47
Ingestdo de agua 76 (100,00%) 95,26 — 100,00 18 (100%) 81,47 — 100,00 -
encanada

Presenga de rede de 76 (100,00%) 9526-100,00 18(100%) 81,47 —100,00 -
esgoto no domicilio

Alimentagdo com ragdo 76 (100,00%) 95,26 — 100,00 18 (100%) 81,47 — 100,00 -
gr‘;m’;‘go com outros 66 (86,84%) 77,13-9351 15(83,33%) 58,58 —96,42  0,709*
Convivio com criancas 36 (47,37%) 35,79-59,16 07 (38,89%) 17,30—-64,25 0,514
Realizacdo de coprofagia 07 (9,21%) 3,78 —18,06 01 (5,56%) 0,14 — 27,29 1,000*
Ces vacinados 76 (100,00%) 95,26 — 100,00 18 (100%) 81,47 — 100,00 -
Caes vacinados conira 01(1,32%)  0,03-7,11 18 (100%) 81,47 — 100,00 0,000*
Giardia spp.

Cées “vermifugados” 76 (100,00%) 95,26 — 100,00 18 (100%) 81,47 — 100,00 -
Presenca de alteragGes 57 (75000)  63,74—8423 17 (94.44%) 72,70-99.86 0,000
nas fezes

Realizagdo periodicade 15 15 0906) 13603338 08 (44,44%) 21,53—69.24 0,076

exame coproparasitolégico

*Teste exato de Fisher;

4.3. RESULTADOS OBTIDOS APOS A REALIZACAO DA TECNICA DE

ELISA GSA 65

A técnica de ELISA foi empregado em amostras provenientes do primeiro

dia de coleta e a partir de um “pool” das amostras colhidas nos trés dias de

estudo.

superiores a 0,109 no primeiro ensaio e 0,105 no segundo.

Foram consideradas positivas as amostras com absorbancias

Foi realizada leitura visual e determinada a absorbancia das amostras. A

concordancia nas duas leituras ndo foi absoluta (kappa = 0,937). Observou-se

que as amostras com absorbancias muito préximas ao “cut off” propiciaram
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davidas ao realizar-se sua leitura visual. Isso ocorreu em duas amostras
colhidas no primeiro dia do estudo, com absorbéancias de 0,113 e 0,117.

Na tabela 11 encontram-se os resultados dos testes de ELISA realizados
e sua correlacdo aos resultados obtidos através da técnica de Faust e cols. Os
testes foram ordenados de acordo com o dia em que foram realizados e 0s
animais identificados através do numero que receberam em sua ficha de

inscricdo, na fase inicial do projeto.

Tabela 11: Resultados das pesquisas de Giardia spp. realizados em
amostra populacional de 94 cées domiciliados no municipio de Niterdi, RJ, de
racas e idades variaveis durante trés dias consecutivos, pelas técnicas de Faust

e cols. e ELISA GSA 65 no primeiro dia e “pool” dos trés dias.

Técnica de Faust e cols. ELISA
Cées D1 D2 D3 D1 D1+D2+D3
1-3,5,7-10,15-20, 22, 24, 25, 28, 33-40, - - - - -
42-54, 56-85, 94
4,13, 21,55, 91 - - - + -
23 - - - + +
41 - - - - +
21, 26, 86 - + - - -
31 + - + - -
32, 88 - - + + -
89, 93 + - - + _
90 - + - + -
12 + + - + -
14 - - + + +
6, 27, 87 + + - + +
11 + - + + +
29, 30, 92 + + + + +

A concordancia entre as técnicas de Faust e cols. realizada em material

fecal obtido em trés dias consecutivos e do ensaio imunoenzimatico GSA 65 foi
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de 88,30% (kappa = 0,709), sendo 69 resultados negativos e 14 positivos, como

pode ser observado na tabela 12.

Tabela 12: Comparacéo das técnicas de Faust e cols. (1939) e ELISA no
diagnoéstico da giardiase canina em uma amostra populacional de 94 caes

domiciliados no municipio de Niter6i, RJ, de racas e idades variaveis.

ELISA negativo ELISA positivo Total e IC 95,00%
Grupo Faust negativo 69 07 76 (71,44 — 88,24)
Grupo Faust positivo 04 14 18 (11,76 — 28,56)
Total e IC 95,00% 73 (67,90 — 85,61) 21 (14,39 - 32,10) 94

Na analise de qualidade do teste diagnostico ELISA GSA 65, assumindo
com “padrao ouro” os resultados obtidos através da técnica de Faust e cols.,

foram observadas sensibilidade de 77,78% e especificidade de 90,79%.
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5. DISCUSSAO

Em virtude do crescente interesse em métodos e técnicas diagnosticas
rapidos, dos riscos iminentes de contaminagdo hidrica por estruturas
parasitarias observados cada vez mais freqientemente, da escassez de
microscopistas experientes, e da confirmacdo de que Giardia spp. € um
microrganismo capaz de provocar sintomas severos em seres humanos e outros
animais, os laboratérios estdo reavaliando sua conduta no que tange ao
diagnéstico desta protozoose (GARCIA & SHIMIZU, 1997, p. 1526;
THOMPSON, 2004 p. 29).

Em razdo de tais premissas, os “kits” imunolégicos estdo sendo
incorporados a rotina diagnostica das infec¢des intestinais com mais frequéncia,
por serem significativamente sensiveis e especificos, além de propiciarem
resultados répidos e clinicamente relevantes, principalmente em situacdes
epidémicas, que exigem brevidade e técnicas praticas em sua execucao
(GARCIA et al., 2000 p. 3337).

E importante ressaltar que a escolha por uma técnica diagnostica diante
de uma suspeita clinica € um fator de suma importancia sendo de
responsabilidade de cada laboratério optar pela que se apresente mais
vantajosa nas condi¢des locais. Para tanto, devem ser consideradas ndo so
caracteristicas como a sensibilidade e a especificidade do teste em questédo
(KATIGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008 p. 179). No presente estudo foram

comparadas as técnicas Faust e cols. (1939) e ELISA GSA 65, esta escolhida



79

devido a possibilidade de minorar a necessidade de coletas seriadas de
amostras, por permitir o processamento simultaneo de multiplas amostras e pela
flexibilidade da utilizacdo de diversos métodos de preservacdo para a
conservacao das mesmas.

A selecao de um “kit” e sua incorporagao ao fluxo de trabalho em um
laboratério deve ser baseada em fatores como relevancia clinica, custo, nimero
de pessoas treinadas necessarias a sua realizacdo, facilidade de execucéo,
utilizacdo no processamento de mdultiplas amostras “versus” necessidade de
executar o teste em uma Unica amostra, disponibilidade de equipamentos,
tamanho do laboratorio, fluxo de exames realizados na rotina laboratorial,
limitacbes a execucdo da técnica, procedimentos para coleta de amostras,
necessidade de treinamento e distribuicdo de material técnico aos usuarios dos
servicos do laboratorio de diagndstico (GARCIA & SHIMIZU, 1997, P. 1528).

Situacbes em que ocorre 0 contato proOximo entre cées e criancas sao
extremamente corriqueiras. Nestes pacientes o risco de infeccdo e do
desenvolvimento de sintomatologia clinica severa € maior, devido a imaturidade
de seu sistema imunolégico (THOMPSON et al., 1993 p. 115; THOMPSON,
2000 p. 1260; ROBERTSON et al., 2000 p. 1371, VAN KEULEN et al., 2002 p.
97). Mesmo aqueles animais que permanecem assintomaticos, eliminam
estruturas de resisténcia no meio ambiente, e estas podem ser responsaveis
pela infeccdo do homem e de outros animais, além da contaminag&o hidrica e
do solo (SLIFIKO et al., 2000 p. 1379; IRWIN, 2002 p. 582, THOMPSON, 2004
p. 22; VASCONCELLOS et al., 2006 p. 322).

Em decorréncia dos fatores acima expostos, torna-se explicita a
necessidade de identificarmos com clareza as vantagens e desvantagens
oferecidas por cada técnica disponivel ao diagnéstico da giardiase. E necessério
adequar a escolhada técnica a situacao na qual ela ira ser empregada, para que
seja possivel maximizar seus beneficios, minimizando suas possiveis falhas
(TAPARO et al., 2006 p. 2).

No presente estudo foram analisadas parasitologicamente fezes de 94
cées provenientes de domicilios com padrdes e condicdes de manejo distintos,
coletadas durante trés dias consecutivos e submetidas a avaliacédo

macroscopica, microscopica através da TCSZ , e ao ensaio de imunoabsorcdo
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por ligagdo imunoenzimatica (“enzyme-linked immunosorbent assay’— ELISA)
GSA 65.

Este foi um estudo transversal experimental cego, no qual seu executor
desconhece a verdadeira numeracédo e ordenacdo das amostras antes de sua
concluséo, evitando-se o reconhecimento das mesmas e a possivel ocorréncia
de resultados tendenciosos. De acordo com Campana, (1999, p. 85), as
metodologias cegas sdo empregadas ndo apenas na area meédica, mas sempre
gque o resultado de um experimento pode depender da vontade do
experimentador.

Os animais estudados tém como caracteristica comum o fato de serem
alimentados com racdo e possuirem em seu domicilio rede de esgoto e agua
encanada. Estes sdo considerados fatores que podem diminuir o risco para a
aquisicao de enteroparasitoses, pela minimizagcédo do contato com material fecal
e ingestdo de alimento industrializado (ORTEGA & ADAM, 1997 p. 545;
SLIFIKO et al., 2000 p. 1381).

A associacao entre 0 consumo de agua contaminada e a transmissao de
enteroparasitos, a exemplo de Giardia spp., é, ha muito tempo, bem esclarecida
(TAUS et al., 1998 p. 88; BOREHAM et al., 2000 p. 482; DIAS et al., 2008 p.
1292). A contaminacdo de efluentes com fezes de animais infectados pode
favorecer a disseminacdo em humanos e animais. Os cistos de Giardia spp.
podem sobreviver em agua durante varios meses (WATSON, 1980 p. 444;
STEVENS, 1982 p. 851; OVERTURF, 1994 p. 764; ORTEGA & ADAM, 1997 p.
545; MACHADO et al., 2004 p. 91).

As condicbes ambientais e a presenca de animais infectados e a
aglomeracdo ou superlotagdo de espacos fisicos podem favorecer a
disseminagao de G. duodenalis numa dada populagdo (WATSON, 1980 p. 444;
ROBERTSON et al. apud in BUGGS et al., 1999, 2000 p. 1371, CAPELLI et al.,
2003 p. 155; TRAUB et al., 2004 p.253).

Neste trabalho observamos que todos os animais parasitados, e 83,30%
dos infectados por Giardia spp., eram provenientes de familias com pelo menos
mais um cdo em sua residéncia, em acordo com pesquisas realizadas
anteriormente (BARR et al., 1994 p. 603; LEIB & ZAJAC, 1999 p. 793; BECK et

al., 2005 p.127), nas quais o contato dos cades com suas proprias fezes e as de
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seus contactantes perpetua o ciclo de transmissdo dos parasitos e a
aglomeracdo e o confinamento atuam como fatores de predisposicéo
(THOMPSON et al., 1993 p. 113; JACOBS et al.,, 2001 p. 46; TRAUB et al.,
2004 p. 253).

Apesar de inUmeros autores considerarem a possibilidade de Giardia spp.
atuar como um agente zoonético (MONIS et al., 1997 p. 7; LEIB & ZAJAC, 1999
p. 800; ROBERTSON et al., 2000 p. 1372; BECK et al., 2005 p. 128; CAPUANO
et al., 2006 p. 84), a infeccao pelo referido protozoario ndo pbde ser atribuida ao
convivio entre cées e criancas neste experimento, ndo tendo sido observadas
diferencas estatisticamente relevantes entre os dois grupos avaliados. Esta
observacéo foi igualmente descrita por Mascarini & Donalisio (2006, p. 579), por
dos Santos (2008, p. 22) e por Tashima et al. (2009, p. 19).

Diversos autores tém relatado altas taxas de prevaléncia da giardiase em
animais jovens da maioria das espécies, assim como sintomatologia clinica mais
severa (MUNDIM et al.,, 2007 p. 359; MEIRELES et al., 2008. P. 243). Os
mecanismos envolvidos com a maior susceptibilidade dos cées jovens sao
atribuidos a imaturidade de seu sistema imune. Considera-se ainda que o
comportamento dos filhotes facilita sua infec¢éo, pois estes tém maior contato
com material fecal e possuem o habito de ingerir objetos, plantas e detritos em
geral, que podem estar contaminados por cistos, oocistos e ovos de parasitos
(MELONI et al., 1993 p. 157; THOMPSON, 2000 p. 1260).

Na presente investigacao foi observada correlacdo entre prevaléncia de
Giardia spp. e a idade dos animais (p< 0,05), em desacordo com estudos
realizados por Hamnes et al. (2007, p. 5) e da Silva et al. (2008 p. 195). Este
ultimo relatou uma prevaléncia de 89,10% deste protozoario em filhotes
provenientes de canis na cidade de Santa Catarina, RS, embora tenha
observado uma maior prevaléncia de Giardia spp. em animais adultos, que
constituiam 61,40% dos animais parasitados.

Em estudos previamente realizados, a giardiase canina apresentou forte
correlacdo a idade dos animais, sendo mais prevalente em animais com idades
inferiores a 12 meses, como observado no presente trabalho (KIRKPATRICK,
1987 p. 1380; CONBOY, 1997 p. 245; CASTOR & LINDQVIST, 1990 p. 249;
LEIB & ZAJAC, 1999 p. 793; JACOBS et al., 2001 p. 46; OLSON, 2001 p. 866;
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DECOCK et al., 2003 p.69; ALVES et al., 2005 p. 131; BECK et al., 2005 p.127,
MUNDIM et al., 2007 p. 359; PINTO et al., 2007 p. 10; MEIRELES et al., 2008 p.
243).

E importante ressaltar a prevaléncia da protozoose em filhotes pode ter
sido superestimada, uma vez que a amostragem foi feita por conveniéncia e o
numero de animais jovens com idade igual ou inferior a doze meses foi
pequeno, apenas 8 cées, sendo 50,00% destes animais positivos para o
protozoario.

Fontanarrosa et al. (2005, p. 287) e Katigiri & Oliveira-Sequeira (2008, p.
177) destacam o fato de que o0s animais muito jovens sdo uma categoria
freqlentemente  minoritaria nos levantamentos epidemiolégicos néo
direcionados a filhotes, de acordo com o observado através deste estudo.

Com relacdo ao sexo, ndo houve diferenca estatisticamente significante
guanto ao numero de casos positivos entre machos e fémeas, concordando com
os achados de Kirkpatrick (1987, p. 1380), Beck et al. (2005, p. 127),
Vasconcellos et al. (2006, p. 322), Hamnes et al. (2007, p. 5), Mundim et al.
(2007, p. 360) e da Silva et al. (2008, p. 196). Meireles et al. (2008, p. 243),
relataram em seu experimento, uma maior prevaléncia de G. duodenalis nos
animais machos em se tratando de cées provenientes de criatdrios, € uma maior
prevaléncia em fémeas no restante da populacdo avaliada. Esta tendéncia
relacionada ao género nao pode ser explicada pelos referidos autores, que
atribuiram as heterogeneidades observadas nas prevaléncias da infeccdo as
condicbes ambientais aos quais 0s animais estavam submetidos.

N&o houve relacdo entre as racas especificas dos caes incluidos na
pesquisa e a presenca de Giardia spp., assim como ndo foi observada
predisposicdo racial aos demais parasitos diagnosticados. Este achado
corrobora resultados observados por outros autores (KIRKPATRICK, 1987 p.
1381; MUNDIM et al., 2003 p. 772; TAPARO et al., 2006 p. 2; MUNDIM et al.,
2007 p. 361; KATIGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008 p. 409), mas pode ter
sido subestimado devido ao pequeno N de exemplares presentes em cada raca
avaliada. Este € um fato comum em estudos de prevaléncia, pois devido a

grande diversidade de ragas caninas existentes, torna-se necessaria a inclusao
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de um grande numero de animais para que cada raca esteja representada
adequadamente.

Foi observada correlacdo entre a presenca de ragas definidas e a
positividade no diagnostico da giardiase canina, de acordo com o observado por
da Silva et al. (2008 p. 196). Em seu trabalho, estes autores observaram que os
animais de raca definida foram mais susceptiveis as protozooses quando
comparados aos animais SRD, resultado semelhante ao reportado por
Fontanarrosa et al. (2006 p. 287). Tais dados também podem ser frutos de
observacfes tendenciosas, ja& que 72,34% dos cdes participantes do estudo
possuiam racas definidas.

Neste trabalho a coprofagia ndo pode ser avaliada como fator facilitador a
infeccdo por Giardia spp., assim como descrito por Traub et al. (2004 p. 260),
pois somente um cdo apresentou esta alteracdo comportamental. Embora este
resultado ndo possa ser considerado estatisticamente relevante, a coprofagia
deve ser considerada fator predisponente a infeccéo pelo referido protozoario,
assim como a sua manutencao, pois a ingestao de fezes € uma via comprovada
e significativa de auto-infeccdo e amplifica na manutencdo e temporalmente
aumenta a chance de disseminagao da enfermidade nas populagdes (OLSON,
2001 p. 777;).

Os outros sete animais nos quais esta alteracdo comportamental foi
observada, possuiam infeccBes por outros parasitos intestinais, revelando uma
associagcdo absoluta entre a ingestdo de fezes e a presenca de parasitose(s)
intestinal(ais). Logo, a coprofagia deve ser atribuida a aquisicdo de infeccbes
intestinais, sem que se possa apontar um parasito em especial, principalmente
0S que imediatamente ou rapidamente eliminam estruturas infectantes nas
fezes.

N&o foram avaliadas altera¢des clinicas como dor abdominal, nduseas e
alteracdes comportamentais relacionadas a giardiase. Estes aspectos, apesar
de sua relevancia, podem ser considerados subjetivos em se tratando de
pacientes caninos, nos quais é dificil perceber modificagbes sutis relacionadas
aos seus habitos de vida. Além disso, caracteristicas clinicas ndo sé&o

significativas ao diagnostico da giardiase, por sua amplitude e por serem
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comuns a uma gama de outras enfermidades (FLANAGAN, 1992 p. 1; LEIB &
ZAJAC, 1999 p.796; MULLER & VON ALLMEN, 2005 p. 1341).

Segundo Olson et al.,, (2000, p. 213), existem indicacbes de que a
vacinacdo € uma opc¢do efetiva para o controle da doenca clinica e para a
reducdo da eliminacdo de cistos de Giardia spp. em cées. Isso se demonstra
pelo fato de que pacientes imunocomprometidos tém sintomatologia mais
severa e maior tendéncia ao desenvolvimento de uma sindrome crénica,
enquanto nas regides endémicas encontramos individuos com certa resisténcia
inata.

Estudos relatam que cées resistentes ao tratamento com quimioterapicos,
incluindo as drogas de eleicdo para o tratamento da giardiase, febendazol e
metronidazol, e submetidos a imunoterapia, obtiveram melhora clinica em
aproximadamente 30 dias depois da vacinacdo, cessando a eliminacdo dos
cistos em cerca de 50 dias apos a mesma (OLSON et al., 1997 p. 777).

No presente trabalho ndo foi observado efeito protetor da vacina, como
descrito por Olson et al. (2000, p. 214), tendo sido observada a presenca de G.
duodenalis em todos os animais vacinados. Esta informagdo esta em acordo
com Faubert (2000, p. 50), em cuja pesquisa a eficacia das tentativas de
imunizacdo em cédes ante as infeccdes por Giardia spp. foi considerada
particularmente infeliz, jA que foram mal sucedidas em proteger os pacientes
contra a infeccao.

Anderson et al. (2004, p. 925) relata em seu estudo que a vacinacao nao
€ efetiva no tratamento de infeccbes assintomaticas por Giardia spp. e que
alguns pacientes assintomaticos tratados com o placebo apresentaram uma
suposta auto-cura da parasitose. Neste trabalho sdo questionadas informacoes
de trabalhos anteriores, cujos autores n&o utilizaram grupos controle e nos quais
os pacientes foram tratados com quimioterapicos associados a vacina. Logo, a
resolucdo dos sinais clinicos e da eliminacdo de cistos pode nado estar
relacionada a vacinagao.

A pronunciada variacdo nos aspectos clinicos das infec¢des por Giardia
spp. é resultado de interacbes entre patdogeno e hospedeiro, que incluem
“status” imunoldgico, fatores nutricionais e infec¢cdes concorrentes, além da

viruléncia e da patogenicidade da cepa envolvida na infeccdo (THOMPSON,
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2004 p. 20; FAUBERT, 2000 p. 36; THOMPSON 2000, p. 1259; THOMPSON et
al., 1993 p. 109).

De acordo com a literatura, cerca de 70,00% dos portadores de infeccbes
por Giardia spp. ndo desenvolvem sintomatologia clinica aparente (FAUBERT,
2000 p. 36; THOMPSON 2000, p. 1259; JACOBS, 2001 p. 46; ANDERSON et
al.,, 2004 p. 925; CAPUANO & ROCHA, 2006 p. 85; KATIGIRI & OLIVEIRA-
SEQUEIRA, 2008 p. 410). Esta observacdo pdde ser apreciada em estudos
realizados por Mundim et al. (2003, p. 357), onde 28,00% dos caes parasitados
por Giardia spp. apresentaram diarréia, e da Silva et al. (2008, p. 197), em cujo
trabalho somente 18,20% dos cdes portadores desta infeccdo apresentaram
sinais clinicos da mesma. No presente estudo constatamos a presenca de
alteracdes fecais em 94,44% dos caes positivos, em desacordo com a literatura
previamente consultada.

Nao foi observada a associacdo de Giardia spp. as demais parasitoses
como fator de predisposicdo a ocorréncia de diarréia. A presenca desta
alteracdo foi constatada em 54,55% dos cdes nos quais foram observadas
infecgbes concomitantes por outros parasitos.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram um ndmero expressivo de
animais portadores de parasitoses intestinais, tendo sido observados parasitos
nas fezes de 61 cédes, 64,89% da populacdo estudada. Alguns autores,
analisando as prevaléncias de enteroparasitos em populacbes caninas
domiciliadas e errantes em diferentes regiées do Brasil, obtiveram resultados
semelhantes (SCAINI et al., 2003 p. 617; BLAZIUS et al.,, 2005 p. 73; DE
CASTRO et al., 2005 p. 200; CAPUANO et al., 2006 p. 84; PINTO et al., 2007 p.
10; KATIGIRI & OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008 p. 409). Brener et al. (p. 104)
realizaram, no ano de 2005, levantamento epidemiologico em cdes e gatos no
municipio de Niterdi, RJ, e obtiveram 33,02% resultados positivos para parasitos
intestinais, indice consideravelmente inferior ao observado durante a execucao
deste experimento, embora também tenham sido avaliados animais
domiciliados, possivelmente submetidos a condi¢cdes de manejo semelhantes as
observadas no presente trabalho.

A giardiase ndo pode ser diagnosticada apenas através dos sintomas

clinicos, ja que estes sdo extremamente variaveis e comuns a outras patologias,
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0 que implica na necessidade da realizacdo de técnicas laboratoriais para
comprovar a hipétese diagnostica (BARR et al. 1992, p. 2028).

O diagndstico laboratorial pode ser efetuado tradicionalmente através da
deteccdo e identificacdo de cistos e trofozoitos nas fezes do hospedeiro, ou
através da utilizacdo de técnicas imunologicos e moleculares. Os exames
coproparasitolégicos constituem uma técnica eficaz e barata para o diagnéstico
das infeccbes por Giardia spp. A fase cistica do parasito € freqientemente
observada em fezes de animais infectados, principalmente naqueles que néo
apresentam diarréia (CONBOY, 1997 p. 245; WOLFE, 1992 p. 96).

Discordando de trabalhos anteriormente publicados, foram observadas
predominantemente formas cisticas do protozoario em fezes diarréicas, sendo
diagnosticada a protozoose em mais animais sintomaticos do que naqueles nos
quais ndo foram observadas alteracdes clinicas (BARR & BOWMAN, 1994 p.
604; CONBOY, 1997 p. 245; THOMPSON 2004, p. 2; GARCIA & GARCIA, 2006
p. 4587). Esta observacao também foi descrita por Hanson & Cartwright (2001,
p. 474), em cujo trabalho 75,00% dos pacientes diagnosticados através dos
exames microscépicos possuiam sintomatologia clinica.

Giardia spp. tem um ciclo de vida simples e direto, composto por dois
estagios (WOLFE, 1992 p. 93; MONIS & THOMPSON, 2003 p. 233). Os
trofozoitos constituem sua forma vegetativa e sdo encontrados principalmente
no jejuno e no ileo, onde se aderem as mucosas intestinais, sendo
freqientemente encontrados junto as fezes diarréicas de pacientes portadores
de infec¢des agudas, nos quais o aumento do peristaltismo intestinal inviabiliza
a formacéo das formas cisticas do protozoario, devido a velocidade com a qual
o material fecal € eliminado. Os cistos s@o a forma infectante, sendo eliminados
principalmente em amostras fecais moldadas, observadas comumente em
pacientes portadores assintomaticos da infeccdo (FLANAGAN, 1992 p. 4). Estes
fatos nos levam a crer que os pacientes portadores de alteracdes fecais nos
guais foram observadas formas cisticas do protozoario eram portadores de
formas cronicas da parasitose, com a presenca de lesdes na mucosa intestinal e
transito do material fecal em tempo suficiente para a formagéo das estruturas de

resisténcia observadas em suas amostras.
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A prevaléncia de Giardia spp. pode variar de acordo com a regiao
geografica, a técnica de deteccdo empregada em seu diagnostico e a populacao
estudada (DUQUE-BELTRAN et al., 2002 p. 1165; BARR et al., 1992 p. 2029;
FLANAGAN, 1992 p.4; ITOH et al.,, 2005 p. 717). Em medicina veterinaria, o
exame das fezes tem demonstrado ser o meio mais pratico e eficiente de
diagnostico da giardiase. Na literatura, a técnica do sulfato de zinco é
considerada a mais viavel, pela sensibilidade e baixo custo (BARTMANN &
ARAUJO, 2004 p. 1094).

No Brasil a prevaléncia da giardiase em cdes é extremante variavel,
tendo sido observados os maiores valores em levantamentos realizados por
laboratorios particulares, porém, obtidos através de técnicas ndo padronizadas e
diversificadas durante a execucédo da rotina de exames.

Em levantamentos realizados em laboratorios clinicos veterinarios
privados, publicados em boletim informativo distribuido pela Empresa Fort
Dogde®, no ano de 2004, foram observadas, através da utilizacdo da TCSZ,
prevaléncias de até 80,00% em caes avaliados no Estado do Rio de Janeiro,
70,00% no Parand, 32,00% em Minas Gerais, 38,00% em Sao Paulo, 34,00%
em Santa Catarina e 38,00% no Rio Grande do Sul. Estes valores se encontram
em discordancia com o0s obtidos através deste e de outros experimentos
consultados, e nos levam a crer que houve equivocos durante a realizacdo dos
exames, devidos a falta de padronizacao, utilizacdo de técnicas inadequadas e
falta de treinamento dos profissionais responsaveis pela analise das amostras,
nao sendo possivelmente representativo do que realmente ocorre quanto a este
parametro epidemioldgico.

No presente estudo observamos uma prevaléncia de 19,15% da infecgéo
por Giardia spp. em caes domiciliados na cidade de Niteroi, RJ, em proximidade
com o observado por Capuano et al. (2006, p. 82), Funada et al. (2007, p.
1339), Katigiri & Oliveira-Sequeira (2008, p. 410) e Meireles et al. (2008, p. 247).
Gennari et al. (1999, p. 88) e Lopes et al. (2001, p. 224), observaram a presenca
da protozoose em 7,65% e 6,60% dos caes participantes de seu levantamento
epidemioldgico, resultado semelhante ao obtido por Bomfim & Gomes (2005, p.
71), Brener et al. (2005, p. 104) e dos Santos et al. (2007, p. 260), em estudos

realizados nas cidades do Rio de Janeiro, Niter6i e Londrina.
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A freqUiéncia encontrada pode ser considerada diminuta, quando
comparada aos trabalhos de Mundim et al. (2003, p. 772), que obtiveram
prevaléncia de 41,00%, Bartman & Araujo (2004, p.1094) e Beck et al. (2005, p.
126), que observaram positividade em 37,54% e 34,04% de suas amostras
respectivamente.

Pinto et al. (2007, p. 13) relata a presenca de 32,25% de caes portadores
da giardiase. Da Silva et al. (2008, p. 194) observaram que 80,70% das
amostras fecais que examinaram, no municipio de Santa Maria — RS,
apresentaram cistos ou oocistos de pelo menos um protozodario. O género
Giardia foi encontrado em 40,30% dos caes avaliados.

Blazius et al. (2005, p. 73) nado relataram casos positivos de giardiase em
fezes de cées errantes na cidade de Itapema —SC, assim como de Castro et al.
(2005, p. 200), em Praia Grande — SP. As frequéncias de Giardia duodenalis em
cées avaliadas por Alves et al. (2005, p. 130) e Vasconcellos et al. (2006, p.
322), nas cidades de Goiania e do Rio de Janeiro, foram apenas de 1,60% e
1,50%, respectivamente. Entretanto, estes estudos nédo utilizaram a TCSZ, o
gue pode ter subestimado a prevaléncia do referido protozoario devido a grande
possibilidade da ocorréncia de resultados falsamente negativos.

TOTKOVA et al. (2006, p. 17) relata que a incidéncia de infeccdes
gastrintestinais por protozoarios € maior pelo género Giardia spp. quando
comparada aos parasitos Isospora spp., Sarcocystis spp. e Cryptosporidium
spp., em discordancia com este estudo que observou maiores prevaléncias das
infeccOes por Isospora spp. e com o trabalho realizado por da Silva et al. (2008,
p. 196), no qual Cryptosporidium spp. foi o protozoario de maior ocorréncia.

As infeccbes multiplas desempenham um importante papel na
epidemiologia das doencas parasitérias, revelando a presenca de pacientes com
necessidades especiais, no que se refere ao tratamento antiparasitario, com o
requerimento de tratamentos combinados (FONTANARROSA et al.,, 2006 p.
290). Estas infeccdes foram observadas em 27 caes, compondo 44,26% dos
animais parasitados participantes desta pesquisa. De acordo com dos Santos et
al. (2007, p. 260), a infeccdo por um parasito predispde a instalacdo de um
segundo agente infeccioso, e pode ser reflexo da infeccdo maternal e da

contaminacao ambiental por multiplas espécies parasitarias.
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Embora tenha sido observada uma elevada frequéncia de infeccdes
poliparasitarias, o monoparasitismo foi mais frequente no presente relato, assim
como em trabalhos anteriormente publicados por Blazius et al. (2005, p. 73)
Brener et al. (2005, p. 103), Taparo et al. (2006, p. 2), Vasconcellos et al. (2006,
p. 322), Funada et al. (2007, p. 1338), Lorenzini et al. (2007, p.137), Pinto et al.
(2007, p.13), da Silva et al. (2008, p. 195) e Katigiri & Oliveira-Sequeira (2008, p.
407).

Segundo Adam (1991, p.728), a pesquisa microscopica para a busca de
cistos e trofozoitos de Giardia spp. deve ser priorizada quando existe suspeita
da infecgéo, sendo o seu diagndstico maximizado através da coleta de multiplas
amostras e de sua analise microscopica por profissional capacitado (BARR &
BOWMAN, 1992, p. 2028; VIDAL & CATAPANI, 2005 p. 283). a TCSZ é
considerado o mais efetivo na recuperacdo de cistos deste protozoario, em
comparagdo as demais técnicas utilizando-se solucdes de flutuagdo, com o
objetivo de concentrar estruturas de resisténcia parasitarias de baixo peso
molecular (BECK et al., 2005 p. 128).

Simmons (1981, p. 55) considera a solu¢cdo de sulfato de zinco com
densidade 1,180 inadequada ao diagndstico de portadores desta protozoose,
pois esta pode tornar os cistos distorcidos e dificeis de serem reconhecidos ao
microscopio optico. Ao analisarmos esta informacdo, devemos considerar a
possibilidade do tempo entre o processamento das amostras e sua observacao
ao microscopio optico ter excedido os 15 minutos preconizados a fim de impedir
a acdo da solucdo de concentracdo sobre as estruturas cisticas, provocando
sua deterioracdo. No presente trabalho, objetivando evitar este interferente, nédo
se excedeu o tempo de 10 minutos entre a centrifugacdo das amostras e a
leitura das laminas, sendo para isso padronizada a execu¢do de apenas cinco
testes simultaneamente.

Mundim et al. (p. 771), realizaram no ano de 2003, comparagao entre
duas técnicas coproparasitologicas no diagnéstico da giardiase canina. Foram
utilizadas as técnicas, TCSZ e de centrifugo-sedimentacdo com mertiolato-iodo-
formaldeido. A técnica de Ritchie e cols. foi a que detectou maior nimero de
amostras positivas, provavelmente por fornecer maior quantidade de sedimento

para andlise, aumentando a probabilidade de deteccdo do protozodrio.
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Entretanto, a excessiva presenca de detritos fecais, pode dificultar a
visualizacdo dos cistos do protozoario e levar a obtencdo de resultados falso-
positivos pelo excesso de estruturas presentes na lamina.

No presente estudo consideramos a TCSZ , quando realizada em trés
dias consecutivos, o “padrdo ouro” na deteccdo de caninos portadores da
giardiase. Todavia, nenhuma outra técnica foi utilizada como contra prova em
amostras cujos resultados nos duas técnicas empregadas foram discordantes.
Barr et al. (1992, p. 2029), considera a obtencdo de um teste positivo através da
técnica de concentracdo utilizando-se a solucdo de sulfato de zinco 100,00%
confiavel, assim como Thompson (2000, p. 1263); Leib e Zajac (1999, p. 797),
Maraha & Buiting (2000, p. 486), Jacobs et al. (2001, p. 45), Dryden et al. (2006,
p.9) e Strand et al. (2008, p. 1070)

De acordo com a informacao obtida no boletim informativo fornecido pela
Empresa Fort Dogde® (2004), esta ndo pode ser considerada uma afirmacao
verdadeira, pois a falta de treinamento do profissional responsavel pela
execucao do teste é fator determinante no que tange a sua fidedignidade,
podendo ser observados resultados falso-positivos.

Weitzel et al. (2006, p. 658) questiona os estudos de comparagao entre
técnicas diagnosticas utilizando-se como referéncia a detecgdo de patégenos
através de microscopia 6ptica, uma técnica incapaz de ser padronizada e
significantemente influenciada por habilidades individuais do microscopista
responsavel por sua execucdo. Além disso, densidades parasitarias diminutas
podem levar a resultados falso-negativos, observacédo vélida também para as
técnicas de deteccdo de coproantigenos, igualmente prejudicadas quando na
presenca reduzida de formas parasitarias (MORGAN & THOMPSON, 1998 p.
73).

Kolakowska et al. (1996, p. 210) demonstraram a presenca de
diversidade nos resultados das analises microscopicas de amostras fecais
realizadas por trés examinadores. A avaliacdo destes espécimes pelos
diferentes profissionais resultou em prevaléncias de 0,10%, 28,60% e 45,20%
no que se refere as infec¢cdes por G. duodenalis. Mank et al. (1997, p. 615)

relataram 100,00% de concordancia entre os dois microscopistas responsaveis
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pela analise de suas amostras, obtidas de 366 pacientes na Irlanda, entre os
anos de 1994 e 1995.

Dryden et al. (2006, p.12) observaram uma grande dificuldade dos
técnicos e dos médicos veterinarios quando solicitados a identificar estruturas
cisticas deste protozoario em laminas, mesmo com o conhecimento da presenca
de suas formas de resisténcia no material examinado.

Smith & Wolfe (1980, p. 377) recomendam se faca 0 exame em trés
amostras consecutivas para o diagnostico microscopico de Giardia spp.,
evitando assim resultados falsos negativos decorrentes da eliminacéo
intermitente de suas estruturas cisticas (FLANAGAN, 1992 p. 4; HIATT et al.,
1995 p. 36; ROCHA et al. 1999, p. 152; JACOBS et al., 2001 p. 45; MUNDIM et
al., 2003 p. 771; HANSON & CARTWRIGHT, 2001 p. 476; DUQUE-BELTRAN et
al.,, 2002 p. 1165; BARTMANN & ARAUJO, 2004 p. 1094; DOGRUMAN et al.,
2006 p. 276).

Em relacdo a quantidade de coletas, observou-se que quanto maior o seu
namero maior a chance de se obter amostras positivas até aproximadamente
cinco amostras. Foram diagnosticadas infecgbes por Giardia spp. em 11
pacientes no primeiro dia de obtencdo de amostras fecais, 15 no segundo dia e
18 no terceiro, incrementado a presenca de resultados positivos em cerca de
40,00%, resultado semelhante ao obtido por Mundim et al. (2003, p. 773).

Conforme descrito por Barr & Bowman (1992, p. 2029), apesar da
eliminacdo intermitente das estruturas de resisténcia, ocasionando a ocorréncia
de falso-negativos, a realizacdo da TCSZ de forma correta ainda € o teste
diagndstico mais pratico, possuindo uma boa sensibilidade, cerca de 70,00%,
mesmo quando realizado apenas em uma amostra fecal. Flanagan (1992, p. 4)
apud in Thacker et al. (1979), afirma que a sensibilidade do TCSZ realizado em
apenas um dia é de apenas 41,00%.

Mank et al. (1997) determinaram a sensibilidade de um TCSZ em
80,00%, observando um aumento para 96,40% quando duas amostras eram
examinadas. Todavia, o fato deste trabalho ter relatado uma maior
sensibilidade da técnica de Faust e cols. no primeiro dia foi atribuida a prévia

selecdo dos individuos participantes do estudo, que deveriam apresentar
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sintomatologia clinica caracteristica de enteroparasitose, aumentando assim, a
prevaléncia de Giardia spp. na populacéo avaliada.

Rocha et al. (1999, p. 152) descreve em seu estudo uma sensibilidade de
50,00 a 70,00% quando a TCSZ é realizado em apenas uma amostra fecal. A
realizacdo do mesmo em multiplas amostras incrementa sua sensibilidade, que
pode se tornar superior a 90,00%. Hanson & Cartwright (2001, p. 476) obtiveram
sensibilidade de 66,70% ao examinar apenas uma amostra e de 93,30% no
segundo dia de execucao dos testes. De acordo com Jacobs et al. (2001, p. 45),
esta técnica de concentracdo possui 96,00% de sensibilidade em seu terceiro
dia de execucéo.

No estudo realizado por Hanson & Cartwright (2001, p. 476) em amostras
fecais humanas, foi observado um aumento de 14,00% na sensibilidade de um
unico TCSZ em pacientes portadores de sintomatologia clinica, quando
comparados aos assintomaticos.

Duque-Beltran et al. (2002, p. 1165) reporta que, quando realizado em
trés dias consecutivos, o TCSZ possui sensibilidade superior a 85,00%.
Segundo Decock et al. (2003 p. 70), um TCSZ possuiu 72,00% de sensibilidade,
valor que atingiu as taxas de 93,00% no segundo dia consecutivo e 100,00% no
terceiro. Dogruman et al. apud in Hiatt et al. (2006, p. 276) relatou um aumento
de 11,30% na sensibilidade da TCSZ quando realizado em multiplas amostras
no diagndstico da giardiase.

Este trabalho corrobora a informacédo obtida durante este e diversos
outros estudos, de que a técnica de concentracdo utilizando-se a solucao
concentrada de sulfato de zinco em apenas um dia ndo € uma técnica eficaz
para o diagnostico da giardiase canina, em raz&o da eliminacdo intermitente de
cistos do parasito. Entretanto, Garcia et al. (2000, p. 3337) afirmam em seu
estudo que mesmo com a realizagdo de coletas seriadas de espécimes fecais,
as infeccbes por Giardia spp., Entamoeba spp. e Cryptosporidium spp. podem
passar desapercebidas.

Na rotina da clinica veterinaria, alguns fatores, como disponibilidade de
tempo do proprietario e até o custo, podem inviabilizar a realizagéo de duas ou
trés amostras como é o indicado (BARTMANN & ARAUJO, 2004 p. 1094). No

presente estudo pudemos observar a resisténcia dos proprietarios em ter a
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obrigatoriedade de coletar e remeter as amostras ao laboratério em trés dias
consecutivos, o que pode ser considerado uma desvantagem da técnica de
deteccdo, como ressaltado por Jacobs et al. (2001, p. 45) e Papini e Cardini
(2006, p. 157).

Mank et al. (1997, p. 615) sugerem que a sensibilidade do diagnéstico
laboratorial de Giardia spp. pode ser incrementada através da repeticdo do
exame coproparasitologico, pela utilizacdo de mdultiplas técnicas microscopicas e
pela inclusdo de técnicas diagndsticas alternativas, representadas em seu
estudo pelas técnicas de deteccao de coproantigenos.

E necessario ressaltar que ensaios imunoenzimaticos ndo substituem a
realizacdo dos exames coproparasitologicos, pois estes sdo capazes de
promover o diagnostico de multiplas infeccbes parasitarias concomitantes, que
podem estar associadas a giardiase ou ndao, como foi observado no presente
trabalho (ROCHA et al. 1999, p. 153; GARCIA & SHIMIZU, 2000 p. 1268;
MACHADO et al., 2001 p. 92; VIDAL & CATAPANI, 2005 p. 283; OSTER et al.,
2006 p. 114), mas podem ser ferramentas Uteis em pacientes com
sintomatologia mais provavelmente de origem parasitaria nos quais se deseja
verificar a possibilidade de ser este protozoario o agente etioldgico da agressao
(ROCHA et al. 1999, p. 153; GARCIA et al., 2000 p. 3339).

Garcia et al. (2000, p. 3339) salienta a necessidade da identificacdo dos
prés e dos contras no que se refere a execucdo e a utilizacdo das duas técnicas
diagnésticas, para que se possa adequar a sua solicitacdo as diferentes
situacBes que possam ser vivenciadas. Devido a necessidade de profissionais
experientes para a execu¢do da TCSZ e demais técnicas coproparasitolégicas e
aos requerimentos para a coleta e a preservacdo dos espécimes fecais, 0s
ELISA se oferecem como um excelente coadjuvante no diagnostico de
parasitoses como a Giardia spp., a Entamoeba histolytica e o Cryptosporidium
parvum (PAPINI & CARDINI, 2006 p. 490; SCHUURMAN et al., 2007 p. 1187).

O ELISA, para a deteccdo antigenos especificos do microrganismo nas
fezes, foi desenvolvido para a utilizacdo em pacientes humanos, mas
demonstrou-se efetiva no diagndéstico da giardiase canina mesmo quando
utilizada apenas uma vez (DECOCK et al. 2003 p. 70; RIMHANEM-FINNE et al.,
2007 p. 346). Ungar et al. (1984, p. 90) relataram em seu estudo que esta



94

técnica é capaz de detectar Giardia spp. em material fecal na presenca de 12 ou
mais cistos do protozoério.

Véarios ensaios imunoenzimaticos disponiveis no mercado utilizam
anticorpos policlonais para a deteccdo de Giardia spp. O teste utilizado neste
experimento apresenta a vantagem de utilizar anticorpos monoclonais anti-GSA
65, 0 que reduz a possibilidade de reacdes cruzadas com outros antigenos
presentes no material fecal (ROSOFF et al., 1989 p. 1997; ALDEEN et al., 1998
p. 1338, PAPINI & CARDINI, 2006 P. 411).

A proteina glicosilada GSA 65, detectada através do ensaio em
microplaca ProSpecT Giardia, é produzida em grandes quantidades pelo
protozodrio durante sua replicacdo no trato gastrointestinal, sendo eliminada nas
fezes mesmo na auséncia de cistos e trofozoitos do parasito. Esta proteina é
estavel tanto a passagem através dos segmentos intestinais quanto as técnicas
usuais de coleta e processamento de amostras fecais em parasitologia
(ROSOFF & STIBBS, 1986 p. 909; ALDEEN et al., 1998 p. 1338; BOONE et al.,
1999 p. 611).

Em desacordo com as informacdes fornecidas pelo fabricante do “kit”
ProSpecT Giardia, Boone et al. (1999, p. 614) relatam em seu estudo, que o
antigeno detectado através deste ensaio é o CWP1, uma proteina nao
glicosilada igualmente presente nas paredes dos cistos de Giardia spp. (HUANG
& WHITE, 2006 p. 305). Esta, assim como GSA 65, é produzida e liberada em
grandes quantidades durante a formacédo dos cistos do parasito em sua fase
mais precoce. Segundo o autor, a presenca de CWP1l possui uma boa
correlacdo com as técnicas de TCSZ, imunofluorescéncia e com os demais
ELISA.

O ELISA utilizado neste trabalho nos pareceu de facil execugéo, rapido e
passivel de ser aplicado a multiplas amostras simultaneamente, em acordo com
0 descrito por outros autores que o utilizaram (ROSOFF et al., 1989 p. 1997,
SCHEFFLER & VAN ETTA, 1994 p. 1807; VIDAL & CATAPANI, 2005 p. 283;
WEITZEL et al.,, 2006 p. 658). No presente estudo, pudemos observar que a
realizagdo do ensaio imunoenzimatico consumiu tempo significantemente
inferior ao necessario a execucado da TCSZ, como ja havia sido descrito por
Rosoff et al. (1989, p. 1997), Aldeen et al. (1998 p.1340), Papini & Cardini
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(2006, p. 490) e Oster et al. (2006, p. 112). Em relacéo a praticidade, a técnica
imunoenzimética foi considerada mais complexa, devido a necessidade do
cumprimento de varias etapas, com a adicdo e remocao de reagentes, assim
como observado por Barr & Bowman (1994, p. 605), Leib & Zajac (1999, p. 798)
e Decock et al. (2003, p. 71) e em desacordo ao observado por Ungar et al
(1984, p. 90) e Maraha & Buiting (2000, p. 485).

E interessante frisar que a praticidade e o tempo de execucdo de duas
técnicas diagndsticas podem ter carater subjetivo, quando sdo considerados a
capacidade técnica e o nivel de treinamento do profissional responséavel por sua
execucao (DRYDEN et al., 2006 p. 9).

Em relacdo a flexibilidade na utilizacdo de amostras, o ensaio
imunoenzimético apresentou-se mais vantajoso do que a TCSZ. Para a
realizacdo da técnica imunoldgica, podem ser utilizadas amostras frescas,
preservadas através de solugdes conservantes, refrigeracdo e congelamento
(BARR & BOWMAN, 1994 p. 605; ZIMMERMAN & NEEDHAM, 1995 p. 1942;
ROCHA et al. 1999, p. 151; FEDORKO et al., 2000 p. 2782; KATANIK et al.,
2001 p. 4523; VIDAL & CATAPANI, 2005 p. 283).

De acordo com Scheffler & Van Etta (1994, p. 1808), Zimmerman &
Needham (1995, p. 1943), El-Shan et al. (2000 p. 277), Maraha & Buiting (2000,
p. 486) e Srijan et al. (2005, p. 26), 0 ensaio imunoenzimético € um teste Gtil no
gue se refere a utilizacdo em um grande nimero de amostras, como em estudos
epidemiologicos e na suspeita de surtos de infeccbes por Giardia spp. A
flexibilidade em relacdo a conservacdo das amostras e a possibilidade de testa-
las sem que seja necessario processamento prévio é desejavel em situacdes
como estas, onde é necessario coletar multiplas amostras e processa-las com
rapidez.

Segundo Vidal & Catapani (2005, p. 283), ndo héa diferenca significativa
entre a antigenicidade do sobrenadante obtido de amostras centrifugadas e
pequenas aliquotas de amostras fecais refrigeradas por mais de duas semanas.
O congelamento e descongelamento de amostras por mais de 25 vezes também
nao foi suficiente para interferir com a antigenicidade das amostras, em

experimento realizado por Ungar et al. (1984, p. 96).
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De acordo com Garcia & Garcia (2006, p. 4588), ao calcular-se o custo de
uma técnica diagnostica, devem ser considerados aspectos como custo dos
reagentes, estocagem dos mesmos, tempo necessério a execuc¢ao da técnica,
necessidade de repeticio de testes, controle de qualidade, instrumental,
‘expertisse” do “staff” e necessidade de treinamento de profissionais, entre
outros aspectos.

Em relagc&o ao custo, foi observado que o ELISA apresentou-se cerca de
50 vezes mais dispendioso do que a TCSZ, de acordo com o observado por
Vidal & Catapani (p. 284) no ano de 2005, em estudo igualmente realizado no
Brasil. E fundamental ressaltar que estes valores referem-se a apenas as
despesas efetuadas para a compra dos reagentes, sem considerar-se 0S
demais fatores necessarios ao estabelecimento do preco de custo de um teste
diagndstico, o que poderia modificar consideravelmente esta correlacao.

Aldeen et al. (1995, p. 77) consideraram 0s custos para a realizacdo do
teste ProSpecT Giardia inferiores aqueles necessarios a realizacdo da técnica
convencional de deteccao, representado pela TCSZ na cidade de Salt Lake,
Estados Unidos.

Rosoff et.al (1989, p. 2000) ndo observaram ambiglidades em relacao as
analises colorimétricas e espectrofotométricas de suas amostras, mas nao
observaram correlacdo entre a intensidade da coloracao obtida e a quantidade
de cistos do parasito presentes na amostra, como era esperado. De acordo com
El-Shan et al. (2000, p. 277), existe uma correlacdo significativa entre a
densidade Optica das amostras, obtida através da leitura espectrofotométrica
durante a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos, e o numero de cistos
presentes nas mesmas. Este fato ndo pdde ser avaliado no presente estudo,
pois as quantidades de cistos de G. duodenalis ndo foram avaliadas nas
amostras fecais analisadas.

Rocha et al. (1999, p. 153) obtiveram em seu estudo uma concordancia
de 97,8% entre as leituras realizadas visualmente e através da
espectrofotometria. Estes autores sugerem a eliminagdo da necessidade de
realizar a leitura da absorbé&ncia das amostras, considerando os resultados
obtidos visualmente suficientes para o diagndéstico da giardiase, assim como
Aldeen et al. (1998 p.1340).
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De acordo com Decock et al. (2003, p. 71) e Rimhanen-Finne et al. (2007,
p. 345) a interpretacéo visual dos resultados de ELISA demonstrou-se adequada
a interpretacdo de seus resultados, tendo boa correlacgdo com a leitura
espectrofotométrica das amostras. Este fato se torna desejavel, ja que os
espectrofotbmetros ndo se encontram facilmente disponiveis na pratica da
clinica veterinéria.

No presente estudo observamos que a técnica visual de avaliacdo de
resultados ndo se mostrou totalmente efetiva, jA& que em duas amostras
consideradas visualmente negativas pudemos observar absorbancias com
valores acima do “cut off” do teste, tendo sido portanto, consideradas positivas.
Vidal & Catapani (2005, p. 282) realizaram estudo semelhante em amostras de
fezes humanas, mas realizaram apenas a leitura visual, tendo sido considerados
0s resultados positivos em quatro escalas +, ++, +++ e ++++, de acordo com
palheta de cores fornecida pelo fabricante.

Pesquisas relatam que a utilizacdo de ELISA GSA 65 pode detectar
infeccdes por Giardia spp. em até 30,00% mais pacientes, quando comparada a
avaliacdo microscopica das fezes, utilizando-se apenas uma amostra fecal
(ALLES et al., 1995 p. 1633; FAUBERT apud in ROSOFF et al., 1989, 2000 p.
50).

Decock et al. (2003, p. 71) descreve que a realizagcdo de ELISA em
amostras coletadas em apenas um dia foi capaz de detectar Giardia spp. em 28
pacientes parasitados, enquanto a TCSZ diagnosticou apenas 22 portadores do
protozoario. Portanto, de acordo com estes autores, o ELISA GSA 65 foi capaz
de diagnosticar 21,42% mais pacientes do que o TCSZ no primeiro dia de sua
execugao.

No presente trabalho, observamos que o0 ensaio imunoenzimatico
detectou dez pacientes positivos no primeiro dia de coleta de amostras, sendo
gue através do TCSZ foram diagnosticados 11 pacientes. Estes resultados
estdo em desacordo aos relatados por Cirak & Bauer (p. 410), no ano de 2004,
em cujo trabalho foi utilizado o “kit” ProSpecT Giardia em comparacdo a TCSZ
efetuado em amostras coletadas em apenas um dia, tendo sido testados 270

espécimes fecais. Estes autores informaram que o ensaio em microplaca foi
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capaz de detectar 29,50% caes positivos, enquanto a técnica
coproparasitologica diagnosticou apenas 9,50% dos portadores da infeccéo.

Gundtach et al. (p. 137) utilizaram os “kits” FASTest Giardia e ProSpecT
Giardia em comparacao ao TCSZ em seu experimento realizado na Pol6nia, no
ano de 2005. Estes autores imputaram a técnica de TCSZ uma baixa
sensibilidade, identificando apenas 6,50% animais portadores da infec¢cdo por
Giardia spp. através desta técnica, sendo identificados 53,50% e 52,20% dos
cées parasitados através dos ensaios imunoenzimaticos.

Com o objetivo de avaliarmos se a utilizacdo de ELISA realizado em uma
Unica amostra seria suficiente para substituir a avaliacdo microscopica das
amostras em trés dias consecutivos, comparamos 0s resultados obtidos apés a
realizacdo da TCSZ em todos os dias de coletas ao resultado obtido através do
ensaio imunoenziméatico utilizando-se apenas a amostra coletada no primeiro
dia.

Foram diagnosticados, através do ensaio em microplaca, 14 caninos
portadores da giardiase, num total de 18 animais diagnosticados através TCSZ,
em semelhanca com resultados obtidos por Mank et al. (1997, p. 617).
Entretanto, apenas quatro pacientes apresentaram-se com resultados negativos
apos a realizacdo da TCSZ no primeiro dia de coleta, e positivos através de
ELISA nestas mesmas amostras.

No estudo realizado por Hanson & Cartwright (2001, p. 476) em amostras
fecais humanas, a sensibilidade de duas TCSZ consecutivas foi superior a
obtida através de ELISA em uma amostra, em acordo com o observado durante
este experimento.

Hanson & Cartwright (2001, p. 476) também relataram em seu estudo,
gue a sensibilidade da técnica imunoenzimatica, quando comparado a TCSZ
realizada em apenas um dia, determinou resultados pouco sensiveis,
detectando apenas 24 dos 30 casos conhecidamente positivos. Estes indices
indicaram um incremento de apenas 14,00% na sensibilidade do TCSZ
realizado na primeira amostra coletada, mas nao foram equivalentes ao mesmo
quando realizado na segunda amostra fecal, onde o “padrdo ouro” apresentou-
se com melhores resultados, principalmente em se tratando de individuos

sintomaticos. Estes autores consideram importante ressalvar que a maioria dos
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estudos comparativos realizados anteriormente nao realizou a TCSZ durante os
trés dias consecutivos recomendados como “padrdao ouro”’, o que pode ter
contribuido para a obtencé@o de resultados superiores através da utilizacdo de
ELISA.

Em estudos realizados em seres humanos, a especificidade e a
sensibilidade do teste ProSpecT Giardia® atingiram valores proximos a 95,00%
(FAUBERT apud in BEHR et al, 1997, 2000 p. 50; HANSON AND
CARTWRIGHT, 2001 p. 476; MACHADO et al.,, 2001 p. 92). De acordo com
Dogruman et al. (2006, p. 276) a sensibilidade dos ensaios imunoenzimaticos
pode variar entre 88,00 e 99,00%, na deteccdo de portadores de infeccbes por
Giardia spp. Hanson & Cartwright obtiveram em seu estudo comparativo entre
as técnicas de TCSZ e ELISA, sensibilidade de 96,30% e especificidade de
98,70% para a técnica imunoldgica.

Strand et al. (2008, p. 1070) utilizaram a microscopia 6ptica como “padréo
ouro” em seu experimento, e obtiveram através da comparacéo entre este e 0
ELISA GSA 65 sensibilidade de 60,70% e especificidade de 96,70% no que se
refere a técnica imunoldgica, resultado semelhante ao obtido no presente
estudo.

Garcia & Shimizu (1997, P.1526) compararam a eficacia de nove “kits”
imunoenzimaticos no diagndstico de Giardia spp. em fezes humanas, incluindo o
teste utilizado neste experimento, ProSpecT Giardia. Estes autores conferiram
especificidade de 100,00% para todos os testes e sensibilidades variando entre
94,00 e 99,00%.

Em experimento realizado por Barr et al. (1992 p. 2030), a especificidade
da técnica de ELISA foi de 77,00% quando utilizado em amostras obtidas de
caes. Este fato foi atribuido a uma possivel reacdo cruzada com antigenos
presentes em outros parasitos intestinais. Decock et al. (2003, p. 70) reportaram
93,00% de sensibilidade na comparacdo do ELISA ao TCSZ. Rimhanem-Finne
et al. (2007, p. 348) relataram sensibilidade de 100,00% e especificidade de
96,00% ao compararem o “kit” ProSpecT Giardia a imunofluorescéncia em
amostras fecais caninas. No presente estudo, foram atribuidas ao ELISA,
quando comparada ao “padrao ouro”, sensibilidade de 77,78% e especificidade
de 90,79%.
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Barr & Bowman (1994, p. 605) descrevem o ELISA como ligeiramente
mais efetivo do que TCSZ quando esta é realizada em apenas um dia para o
diagndstico da giardiase canina. Esta observacdo também foi verificada durante
0 presente trabalho, no qual a técnica de ELISA foi capaz de diagnosticar
77,77% dos pacientes e a técnica de Faust e cols. 61,11% dos pacientes
portadores de infeccbes por Giardia spp. em espécimes colhidos no primeiro
dia. Segundo estes autores, embora a técnica imunoenzimatica se proponha a
solucionar a dificuldade diagndstica relacionada a eliminagéo intermitente de
cistos, esta ndo parece mais eficiente do que o TCSZ segundo as
recomendacdes de Wolfe (1979) (DRYDEN et al., 2006 p. 9), como também
pode ser observado neste estudo.

Os trabalhos realizados por Barr et al. (1992 p. 2030) e Decock et al.
(2003, p. 70) obtiveram resultados que aproximam a sensibilidade do ELISA
GSA 65 a TCSZ realizada em dois ou trés dias consecutivos, mas consideram a
técnica imunoenzimatica demorada e de dificil execu¢cdo quando comparada a
técnica de flutuacdo. Segundo sua pesquisa, o ELISA deve substituir a TCSZ na
impossibilidade de coletar duas ou trés amostras ou quando deseja-se realizar
uma grande amostragem.

A utilizacdo de ferramentas moleculares forneceu fortes evidéncias de
gue o grupo morfologicamente caracterizado como Giardia duodenalis. € um
complexo de espécies (MONIS & THOMPSON, 2003 p. 233; SEDINOVA et al.
apud in ANDREWS et al.,, 1989, 2003 p. 198). As categorias A e B estao
relacionadas as infeccdes em seres humanos e alguns outros mamiferos,
incluindo os cées. Estes gendtipos poderiam ser considerados representantes
de G. duodenalis, enquanto os demais, adaptados a outros hospedeiros,
possivelmente representam espécies separadas (ADAM, 2001 p. 450). A
utilizagcdo destas técnicas permitiu identificar espécies isoladas de caes,
geneticamente distintas da G. duodenalis encontrada no homem, que foram
distribuidas por Monis et al. (1998) em duas categorias genéticas, denominadas
CeD.

Barr et al. (1992 p. 2029) observaram em seu trabalho, que o ELISA é
menos sensivel na identificacdo de pacientes portadores assintomaticos do que

0 TCSZ, levando-se em consideracdo as amostras positivas na TCSZ e
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negativas no ELISA este fato foi atribuido a uma produgdo menor da proteina
glicosilada GSA 65 utilizada como antigeno na execucao do teste, no que se
refere a amostras obtidas de caes, que supostamente seriam pertencentes as
categorias C e D.

Entretanto, esta afirmag&o torna-se duvidosa em um contexto diferente
do proposto e mais provavel do que ele, em face de resultados recentes de
levantamentos epidemioldgicos, que demonstram a presencga dos gendtipos A e
B, atribuidos a infec¢cdes em seres humanos, em cées domiciliados e errantes.

Existem evidéncias suficientes de que alguns isolados de Giardia spp.
ndo sao espécie-especificos, sendo compartilhados por seres humanos e por
uma variedade de outros animais (HOPKINS et al. apud in NASH et al., 1985;
WENMAN et al., 1986; FORREST et al., 1989; DE JONCKHEERE et al., 1990;
STRANDEN et al., 1990; MELONI et al., 1992; 1995, 1997 p. 44),
particularmente aqueles pertencentes a categoria A — |, revelando a
possibilidade de transmissao interespécie em éareas urbanas (THOMPSON,
2004, p. 26; MONIS & THOMPSON, 2003 p. 241; CAPELLI et al. apud in VAN
KEULEN et al., 2002; THOMPSON 2000, p. 1262; GRACZYK et al., 1999, 2003
p. S154).

Em ambientes domésticos urbanos na Austrélia, gendtipos pertencentes
as categorias zoonoticas e genotipos especificos sdo igualmente comuns em
caes. Acredita-se que existam dois ciclos de transmissdo da doenca nestes
locais, com a possibilidade de transmissdo entre caes e seres humanos de
isolados pertencentes as categorias A e B, e entre os proprios animais, tanto
com o0s genotipos compartilhados por seres humanos, quanto por aqueles
pertencentes as categorias C e D (THOMPSON, 2000 p. 1263).

Rimhanem-Finne et al. (2007, p. 348) realizaram estudo na Dinamarca,
no qual fezes caninas foram submetidas a imunofluorescéncia e ao ensaio
imunoenziméatico para a deteccdo de G. duodenalis. Estes autores relataram
gue todos os animais pesquisados pertenciam a genotipos de origem canina e
ndo observaram diminuicdo na sensibilidade da técnica imunoenzimética que
pudesse ser atribuida a esta questao.

No presente trabalho néo foi realizada a genotipagem dos isolados de

Giardia spp. diagnosticados através das técnicas coproparasitologica e
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imunoenzimética. Logo, a menor sensibilidade atribuida ao ELISA GSA 65, ndo
pode ser relacionada a presenca de genotipos espécie-especificos ou a
presenca de exemplares pertencentes as categorias A e B nas amostras
examinadas.

Os pacientes representados pelos numeros 21, 26, 86 e 31 obtiveram
resultados positivos nos TCSZ e resultados negativos em ensaios
imunoenziméticos, sendo, portanto, considerados como falso-negativos. Ungar
et al (1984, p. 96) atribuiram a presenca de resultados falso-negativos as
amostras com baixas densidades de cistos de Giardia spp. Rosenblatt et al.
(1993, p. 337) e Regnath et al. (2006, p. 808) observaram fato semelhante. Em
seu estudo detectaram duas amostras que se apresentaram com resultados
falso-negativos relacionados a uma quantidade diminuta de estruturas cisticas
nas mesmas. Este fato foi igualmente descrito por Johnston et al. (2003, p. 623),
Weitzel et al. (2006, p. 658) e Strand et al. (2008, p. 1070). Estes autores
indicaram uma baixa sensibilidade do “kit” ProSpecT Giardia na deteccdo de
GSA 65 em amostras com baixa densidade de cistos (GARCIA & GARCIA, 2006
p. 4588), correlacionadas a presenca de diarréia nos pacientes avaliados em
seu estudo, em concordancia com o presente trabalho.

Vidal & Catapani (2005, p. 283) relataram em seu experimento que
mesmo na presenca de quantidades diminutas de antigeno GSA 65 nas
amostras fecais, a técnica de ELISA apresentou resultados positivos, atribuindo
a este ensaio uma alta sensibilidade, mesmo quando utilizadas amostras com
baixa densidade de cistos do parasito.

Os cées identificados como 13, 21, 41, 55 e 91 eram portadores de
multiparasitismo, tendo sido observados em suas amostras ovos de
Ancylostoma caninum e Dipylidium caninum, além de oocistos de Isospora spp.
Estes animais apresentaram-se portadores de resultados positivos no ELISA e
negativos na TCSZ, tendo sido caracterizados como falso-positivos. Estes
resultados ndo foram relacionados a uma possivel reacdo cruzada entre
antigenos de outros enteroparasitos e GSA 65, pois outros caes portadores de
tais parasitos ndo apresentaram resultados falso-positivos durante a execucgao

do ELISA em suas amostras fecais.
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De acordo com El-Shan et al. (2000, p. 277), Schunk et al. (2001, p. 390),
Vidal & Catapani (2005, p. 283) nao foram observadas reacdes cruzadas entre
Giardia spp. e outros enteroparasitos durante a utilizacdo do ensaio
imunoenzimatico ProSpecT Giardia em fezes humanas. Hopkins et al. (1993, p.
39) e Rosenblatt et al. (1993, p. 337) também néo observaram a ocorréncia de
reacdes cruzadas em amostras fecais caninas, quando na presenca de
Ancylostoma spp., Sarcocystis spp. e Isospora spp.

Contudo, Ungar et al. (1984, p. 96), Rosenblatt et al. (1993, p. 337) e
Zimmerman & Needham (1995, p. 1493) relataram a ocorréncia de resultados
falsamente positivos em seu experimento utilizando-se o0 ensaio
imunoenzimético, mas nao foram capazes de relaciona-los a uma condi¢éo ou
caracteristica em especial, assim como Mank et al. (1997, p. 617), que
observaram a presenca de sete resultados falsamente positivos ao analisarem
366 amostras fecais humanas utilizando-se o “kit” ProSpecT Giardia.

Assim como no presente estudo, Rocha et al. (1999, p. 153) descreveram
a presenca de resultados falsamente positivos em associacdo a outras
parasitoses intestinais em seu experimento. Estes autores ndo puderam atribui-
los a este fato, pois assim como relatamos, também foram observados
resultados negativos em sua presenca, impedindo a caracterizacdo de reacfes
cruzadas durante a realizagdo dos ensaios. Segundo Katanik et al. (2001, p.
4524) os resultados falso-positivos observados em seu experimento poderiam
ser atribuidos a acentuada presenca de sangue nas amostras nas quais estes
foram observados. A correlacdo entre a presenca de sangue nas amostras e a
ocorréncia de resultados falso-positivos ndo foi observada no presente trabalho.

Jacobs et al. (p. 46), realizaram estudo semelhante em céaes domiciliados
no Canada, no ano de 2001. Estes autores obtiveram cinco amostras positivas
no ensaio imunoenzimatico GSA 65 e negativas através da TCSZ Estes
resultados foram atribuidos a presenca de infeccOes em estagios iniciais,
prévios a eliminacdo de estruturas cisticas nas amostras fecais ou a resultados
realmente falso-positivos, sem que uma concluséo pudesse ser apontada a esse
respeito.

Johnston et al. (2003, p. 623) apresentaram alternativamente a

possibilidade de resultados positivos nos ensaios imunoenzimaticos associados
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a resultados negativos através da TCSZ pertencerem a animais cujas infeccdes
foram recentemente eliminadas. Segundo estes autores, 0S pacientes recém
curados poderiam permanecer eliminando antigeno GSA 65 por alguns dias,
sem gue houvesse a eliminacdo de cistos nas fezes. Strand et al. (2008, p.
1070) contra-indicam a utilizacdo dos ELISA de pacientes recém tratados ou
portadores de infec¢des cronicas por Giardia spp., pois nestes casos pode haver
diminuicdo na excrecao de antigeno através das fezes.

Strand et al. (2008, p. 1070) relataram em seu estudo a presenca de 21
amostras positivas através de ELISA e negativas durante sua avaliacdo
microscopica. Assim como Johnston et al. (2003, p. 623), estes autores
relacionam estes resultados falsamente positivos a infec¢des recém eliminadas,
ou a resultados falsamente negativos durante a realizacdo da TCSZ

O animal identificado pelo nimero 4 apresentou resultados negativos nos
trés dias consecutivos e resultado positivo no ELISA realizado durante o
primeiro dia de coleta. A amostra enviada ao laboratdrio nesta data estava
repleta de pélos e grama. O habito de ingerir plantas e pélos foi relatado pelo
proprietario do paciente em questdo, durante o preenchimento da ficha de
inscricdo. Apesar da filtracdo e da lavagem das amostras, o resultado falso-
positivo foi atribuido a umas possivel contaminacdo da amostra por formas ou
fragmentos parasitarios contidas no solo.

As amostras pertencentes ao paciente 23 apresentavam-se repletas de
leveduras, utilizadas pelo proprietario para o controle da microbiota intestinal, o
gue pode ter dificultado a visualizagdo dos cistos de Giardia spp., levando a
obtencao de um resultado falsamente negativo durante a execucao da TCSZ

Vidal & Catapani (2005, p. 283) atribuiram os dois resultados negativos
obtidos na TCSZ e positivos no ELISA a erros cometidos pelo microscopista
durante a avaliagdo das amostras. De acordo com o0s autores, mesmo
profissionais experientes podem enganar-se durante a identificacdo do
protozoario, principalmente quando este se encontra sob sua forma cistica.

No presente trabalho, foram observadas discordancias entre o0s
resultados obtidos através da realizacdo de ELISA em amostras coletadas no
primeiro dia de coletas e a partir de um “pool” elaborado com as amostras

coletadas durante os trés dias do experimento. Observamos a ocorréncia de
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resultados positivos em oitos cées portadores da infecgéo por Giardia spp. no
primeiro ELISA e apenas quatro no segundo teste realizado.

N&do foram observadas descricbes de experimentos semelhantes na
literatura consultada, mas devido a observagcdo de que amostras com diminutas
guantidades de cistos do parasito poderem gerar resultados falsamente
negativos (UNGAR et al ,1984 p. 96; JOHNSTON et al., 2003 p. 623; REGNATH
et al., 2006 p. 808; WEITZEL et al., 2006 p. 658; STRAND et al., 2008 p. 1070),
atribuiu-se a esses resultados uma diluicAo dos antigenos presentes em
guantidade subdetectavel contidos em nas amostras durante a preparacao dos
“pools”.

Atualmente, apesar da disponibilidade de técnicas imunoldgicas e
moleculares para o diagndstico de algumas parasitoses intestinais, dois
aspectos restritivos a utilizacdo dessas técnicas devem ser observados. Em
primeiro lugar, que a disponibilidade de muitas dessas técnicas ainda € limitada
aos laboratorios de pesquisa, e em segundo, que em muitos casos ndo se
justifica a substituicdo das técnicas coproparasitolégicas convencionais, que em
muitas situacdes continuam sendo as de eleicao pela simplicidade, sensibilidade
e baixo custo (THOMPSON, 1999).

Baseado nos fatos expostos no presente trabalho considerou-se a
utilizacdo do ELISA GSA 65 indicada em estudos epidemiol6gicos cujo objetivo
€ a deteccdo der Giardia spp., pela possibilidade de serem testadas multiplas
amostras simultaneamente, sem a obrigatoriedade de serem coletadas pelo
menos trés amostras fecais de cada paciente avaliado. Esta técnica também
tem grande utilidade em casos suspeitos da protozoose, na impossibilidade de
serem coletadas amostras seriadas.

O exame microscopico de fezes ainda apés o uso de técnicas de
concentracdo € a base do diagnéstico de grande numero de enfermidades
parasitarias, pois possibilita a deteccdo das formas evolutivas de helmintos e
protozoarios com alta especificidade, principalmente no contexto observado em
nosso pais, onde as infecgbes por multiplos parasitos podem ser observadas em

uma grande parte dos animais diagnosticados.
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6. CONCLUSAO

A técnica de Faust cols., apresentou-se, de forma progressiva,
significativamente mais sensivel para o diagndstico da infeccdo por Giardia spp.
em cées quando realizada em amostras fecais eliminadas durante dois ou trés
dias consecutivos, quando comparada com somente um dia de coleta.

A técnica de Faust cols., quando realizada em amostras fecais eliminadas
durante trés dias consecutivos, apresentou-se significativamente mais sensivel
do que ensaio imunoenzimatico GSA 65 quando realizado nas amostras obtidas
durante o primeiro dia de coleta ou em “pool” das trés amostras, para o
diagndstico da infeccéo por Giardia spp. em cées.

O ensaio imunoenzimatico GSA 65 demonstrou grande sensibilidade para
o diagnéstico da infeccdo por Giardia spp. em cédes quando realizado nas
amostras obtidas durante o primeiro dia de coleta, em comparacao a técnica de
Faust e cols., tendo sua sensibilidade reduzida quando realizado a partir de

“pool” de trés amostras.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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