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Giardia duodenalisé parasito do intestino delgade varias espécies de mamiferos,
incluindo o homem, tendo distribuicAo mundiaEntre os animais, domeésticos e
silvestres € prevalente, independente da raca, s#ade e aptiddo, com importancia
clinica e econdmica. Durante muito tempo, foi aersdo especifico para a espécie de
hospedeiro onde era encontrado, porém recententEsteobriu-se a existéncia de
relacdo de especificidade entre o grupo genotipicbassemblage” do parasito e seu
hospedeiro. Baseado nisso, atualmenteGiardia duodenalisé consideradaum
complexo, sendo a caracterizacdo molecular, dadesl do parasito, de fundamental
importancia para o entendimento da transmissadaddigse. Resultados inconsistentes
tém sido identificados quando diferentes loci sgguenciados. Por isso a genotipagem
multilocus torna-se a principal aliada na atribaicBdedigna das assemblages e
subassemblages aos isolados. O objetivo desséhwdbacaracterizar molecularmente
0s cistos deGiardia duodenalis procedentes de cées, bovinos, ovinos e suinos
provenientes de propriedades rurais, canis, “pepshe granjas da microrregido de
Uberlandia, utilizando-se quatro marcadores. Pataterminacdo de positividade para
cistos deG. duodenalidoi utilizada a técnica de Centrifugo-Flutuacao $uoifato de
Zinco a 33%. Para a genotipagem dos isolados auHse o0s genes glutamato
dehidrogenaseg(@h) triose fosfato isomeras#i), p-giardin (bg) e SSU-rRNA. Foram
observados cistos d8. duodenalisem cées, bovinos, suinos e ovinos e as taxas de
infeccdo foram 21,66%, 18,75%, 5.5% e 24, 8%, s@enente. Na associacao entre
positividade e sexo, faixa etaria, raca e aptiddaixa etaria foi a unica variavel que
apresentou significancia estatistica em relacaofeécg¢do. Fragmentos do gegdh
foram amplificados em 33,3% das amostras,tpi@m 36,8% e dbgem 7,2%. A
PCR falhou em amplificar e sequenciar amostras @t cgalvo SSU-rRNA. Foram
obtidas ao todo 70 sequencias, sendo 34 (48,6%gdto 25 (35,7%) dotpi e 11
(15,7%) dobg. Observou-se predominancia de assemblages espgeaeifcas no
sequenciamento dos trés genes, senfp @ Unico gene que classificou isolados como
assemblage zoonética; Foram observadas amostrasod@teas, de suinos, no
sequenciamento do gemglh, e de bovinos e ovinos, no sequenciamentdpidoNa
analise da genotipagem multilocus (MLG), somenteés tisolados apresentaram
concordancia utilizando-se os trés genes, ndo seoskivel estabelecer relacdo entre a
assemblage e as variaveis sexo, faixa etaria, rapiddo e escore fecal.






Giardia duodenalisis parasite of small intestine of several mammalgpecies,
including humans, and it is found worldwide. Amashgmestics and wild animals this
specie is prevalent regardless of race, sex, agditaess, with significant clinical and
economic importance. For a long time the paras#ée gonsidered specific for the host
where it was found, but recently it was observerlghistence of a relationship between
assemblage of isolate and its host. CurrerBy duodenalishave been considered a
complex, and molecular characterization of parasdkates is critical for the knowledge
about the transmission of giardiasis. Differenulesshave been identified when various
loci are sequenced, therefore, multilocus genotygiecomes the main ally in the
trusted attribution of assemblages/subassemblagie tisolates. The aim of this study
was to genetically characterif&.duodenaliscysts from dogs, cattle, pigs and lambs
from kennels, pet shops, and farms from microregidn Uberlandia, using four
markers. To determine the positivity f duodenaliscysts a flotation technique was
employed. For genotyping, the genes glutamate delygtiaseddh), triose phosphate
iIsomerasetpi), p-giardin pg) and SSU-rRNA was used. Cysts @fduodenalisvere
found in dogs, cattle, pigs and lambs and the tidfecrates were 21,66%, 18,75%,
5.5% e 24,8%, respectively. In association betwgeasitivity and sex, age, race and
fitness, only age was significant regarding theatbn. Fragments ajdh, tpi andbg
was amplified in 33,3%, 36,8 and 7,2% of samplespectively. PCR detection of
SSU- rRNA failed to amplify and to sequence DNelnples. A total of 70 sequences
were obtained, 34 (48,6%) froguh, 25 (35,7%) frontpi and 11 (15,7%) frorbg. The
predominace of host-adapted assemblages was obddsena genes, and tpi was the
only gene that classified isolates as zoonoticrabkee. Heterogeneous samples were
found ingdh (pigs) andtpi (cattle and lambs). On multilocus genotyping (ML@G)y
three samples demonstrated concordance usingréne genes, thus it was not possible
to establish any relationship between assemblagé¢henvariables sex, age, race fitness

and fecal score.
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Giardia duodenalisé protozoario do intestino delgado de varias espéde
animais, inclusive o homem. A localizacao do p&oaso longo do trato gastrintestinal,
aparentemente, varia de acordo com o hospedeiroakmantacdo, ndo ocorrendo
invasdo de tecidos (THOMPSON e MONIS, 2004). Apedara prevaléncia ser
subestimada, devido ao padrdo intermitente de mdigdio e da dificuldade de
reconhecimento dos estagios do parasito no montenexame de fezes, sabe-se que o
indice desse parasito no meio ambiente vem auntm{&ERONESI et al., 2010). A
giardiase tem sido reconhecida como uma das maialpntes enfermidades veiculadas
pela agua. O parasitismo, por esse, agente vemaciumma atencdo cientifica pelo
potencial zoondtico, com graves implicacfes naesaidlica (FENG e XIAO, 2011).

Taxonomicamente, o parasito esta inserido no Ré®notista, Sub-reino
Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigmph Classe Zoomastigophorea,
Ordem Diplomonadida, Subordem Diplomonadina FamHMaxamitidae, Género
Giardia (LEVAINE et al., 1980)

O microorganismo, unicelular, flagelado e binucteagossui distribuicdo
mundial, sendo de grande importancia epidemiologicdinica pela alta prevaléncia
(ADAM, 2001). Estima-se que 250 milh6es de pesgembam giardiase e 500 mil
Novos casos sintomaticos ocorram por ano. Por fesoncluida no programa de
doencas negligenciadas da Organizacdo Mundial dgéeSANKARKLEV et al, 2010).

Entre os animais, domésticos e silvestres € o0 iparasais prevalente,
independente da raca, sexo, idade e aptiddo corort@mgia clinica e econdmica
(OLSON et al, 2004). Porém com diferencas sigaifies entre as taxas de prevaléncia
(VERONESI et al., 2010).

A prevaléncia dé&iardia duodenalisem humanos, alcanca taxas entre 2% a 5%
em paises industrializados e acima de 20% em pametesenvolvimento (ELEGIO-
GARCIA et al.,, 2005). Em nacdes industrializadasgiardiase € referida como
enfermidade parasitaria re-emergente devido aemés@ reconhecida importancia em
surtos de doencas diarreicas em creches e em eaglransmitidas pelo consumo de
agua contaminada (READ et al., 2002; MONIS et2flQ3; SULAIMAN et al., 2003)

A transmissédo, desse parasito, ocorre pela ingdst&wstos viaveis, pelo
contato fecal oral direto ou indireto e pela ag@wimento contaminados (MONIS e
THOMPSON, 2003).

Reconhecida como complexo de espécies, devido arsitiade genética

observada nos isolados do parasi®ardia duodenalisabrange oito assemblages
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(gendtipos) distintas, sendo duas zoonéticas e esigcie-especifica (CACCIO e
RYAN, 2008).

Embora os isolados dgiardia duodenalisle diferentes espécies de hospedeiros
sejam morfologicamente indistinguiveis entre sidgpo ser diferenciadas por técnicas
moleculares como a Reacdo em Cadeia da PolimdP&3dRe) (associada a analise de
sequéncias génicas (CACCIO e RYAN, 2008).

A baixa resolucdo das atuais ferramentas de geweip tem limitado o
potencial para a exploracéo da transmissdo daigsardCACCIO e RYAN, 2008). Até
recentemente, a maioria dos estudos confiava rectesizacdo de um a dois loci
derivados de cistos de humanos e animais (CACCIl@l.eR005), levando a alguns
problemas de interpretacdbes de dados. Em adicdsquisas demonstraram
inconsisténcias nos resultados genotipicos, qudifdentes loci sdo utilizados. Com
isso a Genotipagem Multilocus (MLG) é crescentemeeduerida para a caracterizacao
de isolados deé5. duodenalisprovenientes de humanos e animais (CACCIO et al.,
2008).

Embora, trabalhos pelo mundo sobre a caracteonzagiecular de isolados
que infectam animais de producédo e de companhamsepmuns, no Brasil séo
escassos e, 0S poucos existentes, sdo restritateanthadas localidades e néo
representam a situacao na totalidade. As implicagissa escassez faz com que o
entendimento sobre viruléncia, patogenia e epidegim da doenca fiquem
prejudicados. Baseado nisso, trabalhos que enfogesses aspectos, tornam-se
fundamentais para o conhecimento do padrdo de bksgpes estabelecido e seus
desdobramentos, contribuindo para implantacédo ddida® eficazes de controle,

diagndstico e tratamento.

1.1 — Histérico

Ha consenso entre os estudiosos do assunto de guameiro relato do encontro
deste parasito foi feito por Antony van Leeuwenhagk 1681, em suas préprias fezes,
na forma, hoje, conhecida como trofozoito e queépaca foi denominado de
“Animalculo” (HORAK, 1990). Durante alguns anos esdobrimento deste protozoario
foi atribuido a Vilem Lambl (1859) que o descrevem detalhes, e relatou a presenca
no intestino de humanos. Por isto, Blanchard, e&8,18eu o nomeambliaao género.
Em 1920, Clifford Dobell, traduzindo cartas de Lw&ewohoek, concluiu que
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efetivamente este era o responsavel pela proeza. &wuisualizacdo do parasito foi
possivel observar que o organismo, possuia véaaiasteristicas ndo usuais, incluindo,
a auséncia de mitocondrias e peroxissomos e angeese dois nucleos diploides ativos
e do disco ventral de succédo (THOMPSON e MONIS42B00RRISON et al., 2007).
(Figura 1)

Embora Leeuwenhoek e Lambl tenham visto e desaritmrganismo que,
atualmente, conhecemos cor@ardia, ndo ha evidéncias de que o fizeram com a
forma cistica deste parasito. Em 1879 Grassi obaerpela primeira vez, os cistos
deste protozoario, supondo serem, coccidios,cxiasslo-os, mais tarde, (1881,1888)
a forma flagelada do organismo (HORAK, 1990).

Em 1952, Filice baseando-se nas diferencas mgitaé dos espécimes, dividiu-o0s
em trés espécies, sen@aardia agilis, parasito de anfibio§iardia muris de roedores
e Giardia duodenalig(sin. G. lamblia e G. intestinal)sparasito de varios mamiferos,
inclusive o homem. A classificacdo, em partes, gtida até hoje, porém com o avango
tecnoldgico novas diferencas puderam ser obseneadass trés espécies identificadas:
Giardia microti (BENSON, 1908) em roedores@ardia ardea(NOLLER, 1920) e
Giardia psittaci(ERLANDSEN e BEMRICK, 1987) em aves.

Ao longo dos anos, a taxonomia e classificacadsiadia duodenalisforam se
modificando, sendo baseadas na origem do hospeamleimos aspectos morfolégicos do
parasito (ADAM, 2001).
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Figura 1 — Trofozoito deGiardia duodenalis Monis et al., 2003

1.2— Taxonomia molecular

Mesmo sendo a Unica espécie encontrada em humamasos mamiferosG.
duodenalisé considerada, atualmente, um complexo de espéeesio a divergéncias
genéticas existentes entre os isolados que infedttarentes hospedeiros (MONIS e
THOMPSON, 2003). A esse complexo sdo atribuid@sasisemblages distintas, porém
com morfologias semelhantes, duas, preferenciabpdnimanas e seis animais. Os
isolados recuperados de fezes humanas e de owsfpasies de mamiferos, foram
identificados pela andlise de aloenzimas e classifis em dois grupos genéticos
denominados, na Europa, de “Polish” e “Belgian’na Australia, de assemblages ou
genotipos A e B (HOMAN et al.,, 1992; EY et al., I99Devido a diversidade
genotipica atribuida as assemblages A e B elamfeuddivididas em seis (Al a AVI) e
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dois subgrupos (Blll e BIV), respectivamente. Adhhgens animais sdo consideradas
espécies-especificas (C a H ) (LASEK-NESSELQUISTalet 2010), sendo que as

assemblages C e D ocorrem predominantemente em E&&® ungulados, F em gatos,

G em ratos e a assemblage H em vertebrados mafREOES e XIAO, 2011) (Tabela

1)

Tabela 1.Espécies d&iardia e assemblages @&ardia duodenalis

Espécies/Assemblages

Principais hospedeiros

G. agilisKunstler, 1882

G. ardeaeNoller, 1920

G. microtiBenson, 1908

G. murisBenson, 1908

G. psittaciErlandsen e Bemrick, 1987
G. duodenalidavaine, 1875

Assemblage A

Assemblage B

Assemblage C
Assemblage D
Assemblage E
Assemblage F
Assemblage G

Assemblage H

Anfibios
Aves
Ratos almiscarados e ratazanas
Roedores
Aves
Mamiferos

Humanos, primatas, ruminantes
domeésticos e selvagens, alpacas,
suinos, cavalos, cdes domésticos
e selvagens, gatos, furéo,
roedores, marsupiais, outros

mamiferos

Humanos, primatas, gados, caes,
cavalos, coelhos, castores,

roedores silvestes
Céaes domésticos e selvagens
Cées domeésticos e selvagens
Ungulados
Gatos
Camundongos, ratos

Focas

Feng e Xiao (2011)
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Tendo em vista a especificidade do hospedeirocarasteristicas genéticas das
assemblages do parasito, nova nomenclatura foiridagpor Monis et al. (2009).
Inicialmente, detectou-se distancia filogenéticasideravel entre as assemblages A e
B, semelhante aquela existente entre duas espddisseriormente, percebeu-se a
existéncia de distancias, também, entre as oussssdblages do complexo, sugerindo
de forma contundente que a nomenclatura atualrideser revista e as asssemblages
consideradas espécies separadas, e, portanto,adasneomo tal. Segundo os autores,
essa mudanca conseguiria dirimir as davidas e s6afuexistentes na taxonomia atual

daG. duodenalisA tabela 2 apresenta a nova proposta nomenclatural.

Tabela 2.Nova nomenclatura proposta para as assemblagemaba duodenalis

Espécies (Assemblages)

Principais hospedeiros

G. agilis Anfibios

G. ardeae Aves

G. microti Ratos almiscarados e ratazanas

G. muris Roedores

G. psittaci Aves

G. duodenaligAssemblage A) Humanos, primatas, ruminantes

. entérica(Assemblage B)

domésticos e selvagens, alpacas,
suinos, cavalos, cdes domésticos e
selvagens, gatos, furdo, roedores,

marsupiais, outros mamiferos

Humanos, primatas, gados, caes,
cavalos, coelhos, castores,
roedores silvestes

G. canis(Assemblages C/D) Cées domésticos e selvagens
G. bovis(Assemblage E) Ungulados
G. catis(Assemblage F) Gatos

. simiondi(Assemblage G)

Camundongos, ratos

Monis et al. (2009)
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1.3 - Biologia daGiardia duodenalis

Giardia duodenalispossui dois estagios em seu ciclo de vida, senddstss as
formas infectantes, medindo 8,0 a 12,0 um de domepto por 7,0 a 10,0 um de
largura. Esses sao circundados por parede de dg3egpessura e podem conter dois a
quatro nucleos, corpos basais e elementos esisitizalisco ventral (THOMPSON et
al., 1993). Sado frequentemente encontrados em fEwesadas e apresentam alta
resisténcia ao meio ambiente, permanecendo viavelgrios meses (LANE e LLOYD,
2002).

Os trofozoitos, formas vegetativas do parasitospe® forma de péra, medindo
aproximadamente 12 a 18n x 5 a 9um. O citoesqueleto inclui um corpo mediano,
guatro pares de flagelos (anterior, posterior, ahadentral), e um disco ventral.

Apoés ingerido, pelo hospedeiro, o cisto sofre apag@da do pH estomacal e das
enzimas pancreaticas, o que faz com que as pasml@®mpam promovendo o
excistamento e a consequente liberacdo de domztivds. Os trofozoitos aderem-se,
desenvolvem-se e colonizam a superficie da mudosmtestino delgado, onde se
multiplicam assexuadamente por divisdo binaridizatido-se dos nutrientes presentes
na mucosa e no lumen intestinais. (ADAM, 2001). Adida que os trofozoitos passam
pelo intestino, se encistam e sdo excretadosezas. O ciclo é direto, ndo havendo

estagio intracelular.

1.4- Formas de transmissao

A transmissao do parasito ocorre pela ingestaastiesoviaveis pelo contato
oral fecal direto ou indireto pela agua, alimeneo®mites contaminados (MONIS e
THOMPSON, 2003).

A 4gua é importante veiculo de transmissd®@dduodenalisgonstituindo sério
problema em saude publica (THOMPSON, 2000). O parasa forma cistica, é
altamente resistente a cloracéo e ozonizacgéao, sefilacio o processo efetivo para a
remocao dos cistos. (LANE e LLOYD 2002). Surtosoagslos ao consumo de agua
nao filtrada ou proveniente de sistemas subtergargamtaminados por fontes da
superficie foram relatados por Hoque et al. (2002%kubowski e Graun. (2002) e
Thompson (2004).

A transmisséo pelo contato homem-animal tambémséiypel, porém acredita-

se que os surtos de giardiase no homem podem oow@i® pela transmissdo por outros
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humanos do que por animais. O contato direto énaipal via de transmissdo. Mesmo
com as comuns infecgcbes de bovinos, suinos e ttesoanimais que vivem em
fazendas, nédo existem evidéncias que caractegssas animais, como reservatorio da
infeccéo para 0 homem (CACCIO e RYAN, 2008).

1.5- Patogenia da Giardiase

A patogenese daiardia ndo € claramente compreendida, embora pareca
envolver a atrofia das vilosidades e danos aosowilos. Essas alteragcfes sao, em
parte, correlacionadas com deficiéncias enzimatimssuperficie da mucosa o que
decresce a absorcdo nutricional, levando a desacate do crescimento, do
desenvolvimento e até a morte dos animais (PRAR@J.€2005). Na maioria das
vezes, quando a infec¢cdo consegue ser combatidadioss retornam ao nivel normal
de atividade.

A diarreia persistente € sinal clinico comum, meducdo do ganho de peso,
reducao do peso da carcacga, diminuicdo da prodigdaite, e desidratagcdo podem ser
percebidos. Acredita-se que em 60% dos casos, rdiaga seja assintomatica, e
naqueles, nos quais os sintomas sao visiveis, astmintervalo de um a 45 dias para
as primeiras manifestacoes (FENG e XIAO, 2011).

Os fatores de risco atribuidos a giardiase, aiddasao totalmente compreendidos.
Entretanto, sabe-se que aqueles relacionados ped®s, como situagao nutricional e
resposta imune, além dos relacionados ao paragitdéncia e genotipo, interferem
diretamente no curso da doenca (SAHAGUN et al.820&RAUB et al., 2009).

A idade é fator contribuinte para a ocorréncia denga, e o protozoario tende a ser

mais prevalente, em organismos jovens do que eitoad BECHER et al., 2004).

1.6—Prevaléncia

Giardia duodenalistem distribuicdo global, no entanto, as taxas wwgbkencia
podem variar entre paises, provavelmente, poexefldas diferencas de habitos,
manejo, clima e tipo de estudo empregado para rdetacdo do diagnostico das
infecgcbes (OLSON et al., 1997a; APPELBEE et al.03)0 O desenvolvimento
econdmico do pais também tém grande influénciaesobrindices (ELEGIO-GARCIA
et al., 2005).
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Em cées, estudo na Europa, observou prevaléncz4,8éo (EPE et al., 2010); no
Canada, nos Estados Unidos e na Argentina as tex@ram de 0,1 a 12,9%, 3,3 a
15,6% e 1,3 a 8,9%, respectivamente (LIU et aD082 OLSON et al.,, 2010;
SORIANO et al., 2010).

Em bovinos as taxas da infec¢cdo variam signifieatiente nos diferentes estudos,
sendo 43,6% na Dinamarca (LANGKJAER et al., 2004gima de 38% na Alemanha
(JERLSTROM-HULTQVIST et al., 2010)30% na Italia (BERRILLI et al., 2004), 9%
em Portugal (MENDONCA et al., 2007) e 10,2% no Née(GEURDEN et al., 2008).

Infecgdes pelo parasito em suinos foram descritgad\ustralia, Asia, Europa, e
América do Norte, com taxas variando de 0,1 a 28%naioria dos estudos (HAMNES
et al., 2007).

A prevaléncia deG. duodenalisem ovinos foi registrada em estudos na Bélgica,
Italia, Espanha, México e Estados Unidos, entreosucom taxas de 25,5%, 1,5%,
19% a 42%, 55,6% e 25,4%, respectivamente (GEURDE&N al., 2008;
GIANGASPERO et al., 2005; TROUT et al., 2007; GOMEUNOZ et al., 2009).

No Brasil, trabalhos em caes sao, relativamentejuos. Huber et al. (2005);
Volotéo et al. (2007); Campos Filho et al. (200&atagiri e Oliveira-Cerqueira (2008)
relataram indice de giardiase variando de 0,8 &2@6:-m contrapartida, dados sobre a
prevaléncia dé5. duodenalissem bovinos e ovinos ainda sdo escassos. Tatiah
(2008) em estudo em Botucatu, Sdo Paulo detectpranaléncia de 8% em bovinos.
No mesmo estado, Verissimo et al. (2012) encomrataxa de infeccdo de 1,9% em
ovinos (dados nado publicados) e no Rio Grande dteNa o indice em ovinos, foi de
18,75% ( SILVA et al.,, 2011). Nao foram encontradosbalhos que relatem a
prevaléncia d&. duodenali®em suinos no Brasil.

Na microrregido de Uberlandia, area abrangida gese estudo s existem
trabalhos sobreG. duodenalisem cédes. Mundim et al. (2007) observaram 29% de

parasitismo.
1.7— Epidemiologia molecular daGiardia duodenalis
Em cdaes, as assemblages predominantes sdo a Qoeebtanto, as zoondticas, A e

B, também podem ser encontradas (BERRILLI et &Q42 ITAGAKI et al., 2005;
LALLE et al., 2005; VOLOTAO et al., 2007).
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Bovinos, suinos e ovinos sdo susceptiveis a infeqgia assemblage espécie-
especifica E, mas também pelas zoonédticas A e B Gigrdia duodenalis
(O'HANDLEY et al., 2000; VAN KEULEN et al., 2002; PPELBEE et al., 2003;
GIANGASPERO et al., 2005; ALOISIO et al., 2006).

Estudos na Europa, Australia e América do Nortéenem a prevaléncia da
assemblage E nas infec¢cbes de bovinos (BECHER,e2(84; TROUT et al., 2004;
TROUT et al., 2005; LANGKJAER et al., 2007; SANTIt al., 2009 ). A Unica
excecao, foi um estudo na Nova Zelandia, no quahuma infeccao por assemblage E
foi identificada, e as assemblages zoonoéticas Aad@n predominantes. (HUNT et al.,
2000). Os poucos estudos envolvendo subassembéagebovinos, relatam ser a
subassemblage Al a mais prevalente (SPRONG €049). Infecgbes mistas entre as
assemblages A e E sdo muito comuns em bovinos. gssade variedade
intragenotipica, revela a alta intensidade da tnéssio do protozoario entre esses
animais (FENG et al., 2008).

Estudos em ovinos mostram a predominancia da atsgenk e relatam a baixa
frequéncia de infec¢cdes por isolados pertencestessemblages zoonoticas (RYAN et
al., 2005; GOMEZ-MUNOZ et al., 2009). Nos poucosasarelatados de infec¢ées pela
assemblage A, percebe-se a predominancia da suoiidage Al (ALONSO et al.,
2010).

Em suinos a assemblage E a mais comum nas infeagiteetanto a assemblage A
também ¢é relatada para esses animais (ARMSON, &08l9). Em estudos realizados
na Europa, Austrdlia e Dinamarca quando h& a pgaseta assemblage A a
subassemblage Al é a prevalente (LANGKJAER e8D9; SPRONG et al., 2009).

1.8— Métodos diagndosticos

O meétodo convencional de diagndstico inclui a e concentracao-flutuacao
fecal para a observacao de cistossdeluodenalissendo a de Centrifugo-flutuacéo em
Sulfato de Zinco 33% (FAUST et al., 1938) a maisiefte (ZAJAC et al., 2002).
Entretanto, a subjetividade da técnica, associadaadrao intermitente de eliminacéo
do parasito, favorecem o aparecimento de resultad@os$idedignos.

Ensaios imunoenzimaticos, foram desenvolvidos paliaacdo em amostras fecais.
Embora sejam testes rapidos, praticos e, de féeilpgretacdo (FEDORKO et al., 2000;
VIDAL e CATAPANI, 2005), a variabilidade antigénigaontida em isolados desse
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protozoario, faz com que os niveis de sensibiedaéspecificidade sejam menores que
os desejados, fazendo com que esses testes ssjam@zes, Menos sensiveis que as
técnicas microscopicas (HANSON e CARTWRIGHT, 2001)

As técnicas moleculares baseadas na deteccéo do [@MaAipalmente a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) foram introduzidas eds8critas como sensiveis para
deteccdo desses patdogenos em amostras fecais (MORGH., 1998

O ensaio simples de PCR é comumente utilizado geteccdo de patdogenos nas
amostras fecais. A utilidade dessa ferramentde¥rdaada pela escolha do gene alvo,
o0 numero de loci utilizados e a especificidade adga® (WELINGA e THOMPSON,
2007).

1.9— Genotipagem multilocus (MLG)

Comparados a outros protozoarios, técnicas de igagem deGiardia duodenalis
nao sao, particularmente, avancadas. A baixa rg@oldas ferramentas de genotipagem
atuais, limita o potencial, dessas técnicas, pacaracterizacdo da transmissao da
giardiase. Com isso a analise da genotipagem opwilslé cada vez mais requerida para
a caracterizagdo dos isolados @e duodenalisde humanos e animais (CASTRO-
HERMIDA et al., 2006; CACCIO et al., 2008)

Estudos recentes, tém sido baseados na analisédaidade ribossomal RNA
(ssu-RNA, dos genef-giardin (g), glutamato dehidrogenasgdf), triose fosfato
iIsomerase tpi), fator de enlongacdo 1l-alph&f{) e GLORF-C4 C4), e mais
recentemente da regidao espacadora rRNA intergend(i&S) (BATCHELOR et al.,
2008; WIELINGA e THOMPSON, 2007; CACCIO e RYAN, )0

Com o0 sequenciamento completo do genoma de umddsote Giardia
duodenalis (isolado WB, assemblage A, subassemblage Al),otese possivel a
localizagdo desses genes ao longo do cromossoreo. n®stra que 0S genes
mencionados acima, sdo desvinculados ao genomardsitp, 0 que é uma propriedade
importante para estudos genéticos (BECK et al.2R01

O sequenciamento revelou que os genes sdo complamiferentes entre si,
sendogdh e tpi 0s mais variaveis, e bg, C4, ef-1 e ssu-RNAos mais conservados
(MONIS et al., 2009). Isso é refletido pelas difey@s no padrdo de substituicdo. Os
genesBg e ef-lapresentam pouca ou nenhuma substituicdo, ao passpi e gdh
parecem tolerar substituicGes de aminoacidos (WNEHA e THOMPSON, 2007).



29

A especificidade e a natureza de multiplas copmlas,genes mais conservados,
faz com que, tradicionalmente, eles sejam usados ghéerenciacdo de espécies e
assemblages, enquanto os mais variaveis sao indigada subgenotipagem, visto que
fornecem informacgdes detalhadas sobre subasserml{MGELINGA e THOMPSON,
2007; CACCIO e RYAN, 2008).

Resultados inconsistentes tém sido identificadoanda diferentes loci séo
sequenciados. Isso pode ser atribuido ao altcdpadi substituicio de nucleotideos
que alguns isolados possuem, o que altera o pdismur do gene levando a
divergéncia de resultados (CACCIO et al., 2008; CXT e RYAN, 2008; GOMEZ-
MUNOZ et al., 2012). Por isso a genotipagem mudtibtorna-se a principal aliada na
atribuicao fidedigna das assemblages e subassessldag isolados.

As subassemblages BIll e BIV, originalmente deasritpor estudos
eletroforéticos de aloenzimas, ndo sao suportadaanalises da sequéncia do DNA,
fazendo com que n&o haja dados suficientes pasteandnacao de subgrupos dentro
dessas subassemblages (WIELINGA e THOMPSON, 2007).

Muitos subtipos também sao vistos na assemblagéR¥EAN et al., 2005;
WIELINGA e THOMPSON, 2007; RUIZ et al., 2008) Emhdsolados pertencentes a
essa assemblage infectem varios ungulados, nd®rserso entre qual assemblage
infecta determinado hospedeiro. N&o existem evid8nsuficientes para avaliar
subestruturas das outras assemblages (C, D, FHG(&IELINGA e THOMPSON,
2007).

Para caracterizar sistematicamente a diversidadétiga intra-assemblage e
promover tipagem mais fiel d&. duodenalis Caccio et al. (2008) propuseram um
sistema de nomenclatura de subtipos para a asgmmBlabaseado na analise da
genotipagem multilocus com os geneg gdh e tpi. Esse sistema procura reduzir
confusbes na terminologia dos subtipos e melharaatendimento da segregagdo dos
hospedeiros (CACCIO et al., 2008).

1.10- Relacao entre assemblage, faixa etaria, afm raca e escore fecal

Estudos que compararam, em diversas regides geagrah prevaléncia dos
genotipos dé&siardia duodenaliem bovinos com aptidao para corte e leite e indioar
que 90% desses animais possuiam infec¢cfes comealdage ndo-zoondtica de

G.duodenalis(gendtipo E). A prevaléncia do genotipo A em bexewaria entre 0s
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animais (O'HANDLEY et al., 2000; HUETINK et al.0Q1; ALPPELBE et al., 2003),
podendo chegar até a 50% das propriedades rutagdadas (TROUT et al., 2004).

Em estudo feito com bovinos leiteiros na Australiarante varios meses,
demonstrou-se que 100% dos bezerros infectaradsante as primeiras doze
semanas de vida e que todos os animais analispdeseataramGiardia duodenalis
genotipo E, considerada especifica de bovinos (TIRSEIN, 2004).

Em suinos pesquisas relacionaram a assemblagédedm e escore fecal dos
animais. Armson et al. (2009) associaram a preselac assemblage E com fezes
diarreicas e assemblage A com fezes formadas. mBEsmo estudo, observou-se
predominancia da assemblage espécie-especificinddviduos jovens e adultos, ndo
havendo relacdo entre assemblage e idade nessessani

Em relacdo a ovinos, de acordo com Sweeny et(2011) animais adultos
tendem a ter maior proporcao de assemblage A damjo®is jovens.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos gqdegeem essas relacoes em

caes.
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Objetivo geral:

¢ Caracterizar molecularmente os cistos Glardia duodenalis procedentes de

2.2 -

¢
¢
¢

cées, bovinos, ovinos e suinos provenientes deripdagles rurais, canis, “pet
shops” e granjas da microrregido de Uberlandifizamido-se os genes glutamato

dehidrogenasgdh), triose fosfato isomerasgi), f-giardin e SSU-rRNA

Objetivos especificos:

Detectar e purificar cistos d&ardia nas fezes destes animais;

Determinar molecularmente as assemblages e suimMalsges dos isolados;
Verificar a existéncia de variabilidade genotipa#re os isolados d&iardia
duodenaligprocedentes das diferentes espécies de animaisc

Observar as concordancias e discordancias dosta@ssil fornecidos pelos
marcadores em relacdo as assemblages identificadas;

Relacionar a assemblage encontrada com o sexagaa a idade, a aptidao e o
escore fecal do animal.



Wéi 22 ,
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3.1 - Comité de ética:

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de EticdJtiizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU) saivotocolo 003/12.

3.2 — Area de estudo:

A microrregido de Uberlandia localiza-se do ladsteedo estado de Minas
Gerais. Pertencente a mesorregiao do Triangulo iMine Alto Paranaiba, possui
populacdo estimada, pelolBGE em 2012, de 838.094 habitantes, divididos em
dez municipios, com area total de 18.790 km2. Aprestemperatura média de 23,1° e
indice pluviométrico de 1500 a 1600 mm.

A populacdo total dos rebanhos é estimada em 5886 cabecas,
compreendidas entre criacbes de bovinos, suingsnasy ovinos, aves dentre outras
espécies (IBGE, 2002).

O estudo foi realizado em 43 propriedades pasies| divididas em canis, “pet
shops”, granjas, e fazendas, situadas em perimdtano e rural da microrregido de
Uberlandia.

3.3 — Populacéo de estudo:

Foram incluidos no projeto cdes com até um andatie| bovinos e ovinos com
até 10 meses e suinos com até 70 dias (pré-cremkeele), independente de raca, sexo
ou aptidao.

As fezes de cées foram coletadas em oito canigroiers e em sete “pet shops”
do municipio de Uberlandia.

As fezes de bovinos foram provenientes de 12 pedpdes rurais, todas da
microrregido de Uberlandia. Dessas, duas criadtaasca Holandesa (PO), de aptidao
leiteira e 10 da raca Girolando, de aptidao dupla.

O material fecal de suinos foi oriundo de 10 gmn@a microrregidao de
Uberlandia, criadoras da raca Landrace. As feeesuvihos foram oriundas de uma
Unica fazenda criadora da raca Corriedale, da meégi@o de Uberlandia, de dupla
aptidao.
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3.4 — Coleta do material:

Foram coletadas trés amostras de fezes de cadalaeikoeto para suinos, em
dias alternados devido ao padrao intermitente deireglcdo do parasito, visando
aumentar a confiabilidade dos resultados.

3.4.1 — Caes:

As amostras foram recolhidas, de forma individudh ch&o ou assoalho do
recinto utilizados pelo animal e colocadas em fraswletores identificados. Apds o
acondicionamento, em caixa térmica, as fezes foransportadas, imediatamente, até

o Laboratorio de Parasitologia para o processamento
3.4.2 — Bovinos:

Amostras de fezes foram coletadas, individualmedi®tamente da ampola
retal de cada animal e colocadas em sacos plastieaificados com o numero da
fazenda, do animal, aptidao, idade e a data. Amideda, as fezes foram transportadas
em caixa de isopor com gelo, até a Universidaderaéde Uberlandia - Laboratoério de

Parasitologia, onde foram processadas.
3.4.3 — Suinos:

Nas granjas tecnificadas foram realizadas coleta@mpartimento, somente
nos animais locados nas pré-creches e creche3(al@as). As baias abrigavam em
média 30 animais de ambos 0s sexos.

As fezes foram obtidas, em forma de “pool”, de guabntos do assoalho das
baias, tomando-se o cuidado de coletar do bold feas fresco e da parte superior do
mesmo. ApOs a coleta, estas foram colocadas em pkstico, identificados,
acondicionados em caixa térmica e transportadotahoratorio de Parasitologia.
Deve-se ressaltar que na coleta de “pool” de fezsig, foi identificada de acordo com
categoria da idade.

3.4.4 — Ovinos:

As amostras de ovinos foram coletadas diretamemsigpola retal do animal e
colocadas em sacos plasticos previamente idemtifsg;aacondicionadas, em caixa de
isopor com gelo, e entdo encaminhadas ao LabavatérParasitologia.
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3.5 — Escore fecal:

Para andlise das fezes foram atribuidos escorasatdo com o Fecal Scoring
(Purina Fecal Scoring System for Animals — Nestl&irfa). Para bovinos o escore
compreende o intervalo de um a trés, para ca@spoe suinos de um a quatro, a

relacdo entre o escore a as consisténcias dasefgtzedemonstrado abaixo.
Escore 1 — Diarréia liquida

Escore 2 — Diarréia consistente

Escore 3 — Fezes pastosas

Escore 4 — Fezes formadas

3.6 — Processamento das amostras:

No Laboratério de Parasitologia, para determingoositividade, as amostras
foram processadas pela técnica de centrifugo-ff@imeem sulfato de zinco a 33%
(FAUST etal., 1938).

Dois gramas de fezes foram homogeneizados com 1B8erdgua destilada e o
produto obtido foi centrifugado por aproximadameuate minuto a 5.000 x g para
fixacdo do sedimento. Novas centrifugacfes foraalizadas, até que o sobrenadante
saisse limpo, Posteriormente, o sedimento foi hemeigado com 10 mL da solu¢éo de
sulfato de zinco a 33% e centrifugado novamenteuppminuto a 5.000 x g . O tubo
foi completado até a borda com a mesma solucédo @& laminula colocada sobre o
liguido para posterior analise. Apos dez minuttasr@nula foi corada com uma gota de
lugol e colocada sobre a lamina para analise emostigpio Optico nas objetivas de
10X e 40X.

A leitura de todas as laminas foi feita por duasspas, primeiramente pela
pesquisadora principal e posteriormente por umboo&dor, para maior confiabilidade
do resultado.

3.7 - Obtencao e Purificacdo dos cistos
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ApoOs andlise do material, em caso de positividiaheinas e laminulas positivas
foram lavadas com solucdo salina tamponada cofatésspH 7,2 (PBS) e o0s cistos
recolhidos e transferidos para microtubos de poke®. Esses foram submetidos a
trés centrifugacdes a 10.000 x g por dez minutosada centrifugacédo o sobrenadante
foi descartado e novo PBS acrescentado. Os “petletsistos foram armazenados a -

20°C para posterior utilizacao.

3.8 - Caracterizacao Genotipica
3.8.1- Extracdo do DNA

Apos ressuspensao em 500 pL de tampéo de lisaNLOris—HCI, pH 8.0; 25 mM
EDTA, pH 8.0; 100 mM NaCl; 1% SDS) os “pellets” cistos foram submetidos a trés
ciclos de congelamento/descongelamento. Ao protigtndo foram adicionados 10
mg/mL de proteinase K, com posterior incubacéo “«3por 12 horas. O DNA foi
extraido conforme protocolo Fenol-Cloroformio dé@scpor Sambrook et al. (1989).

Controles negativos foram usados em cada grupatoegao.

3.8.2. — Amplificacdo dos genes glutamato dehidroggse @dh), triose phosphate
iIsomerase {pi), p-giardin (bg) e SSU rRNA

Para amplificacdo dos fragmentos dos genes glutamhahidrogenaseg@h)
triose fosfato isomerasetp(), p-giardin SSU-rRNA (18S) foram utilizados os
“primers” desenvolvidos por Caccio et al. (2008)/a8nan et al. (2003), Lalle et al.
(2005) e Hopkins et al. (1997), respectivamenabéla 3).

A reacao de PCR para amplificacacao dos ggmegdhe bgfoi realizada em
volume final de 2pL contendo 12,%L de Pré-mix PHT 2X (Phoneutria Biotecnologia
e Servicos Ltda, MG, Brasil), Jnol de cadarimer, 2,5uL do DNA da amostra. Para
a nested PCR foi utilizado o mesmo protocolo, tndceo DNA da amostra pelo do
produto de PCR da primeira reagao.

As condi¢bes de amplificacao tm seguiram o seguinte protocolo: incubacao
inicial de 94°C por 5 minutos para desnaturacaditdesde DNA, seguidos de 35 ciclos
de 94°C por 45 segundos, 50°C por 45 segundos, & p@ 60 segundos e uma
extensao final de 72°C por 10 minutos. As condigi@@a a PCR secundaria foram

idénticas as da PCR priméria.
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Condicdes similares foram utilizadas para a amplfio primaria e secundaria
do fragmento do gergrlh com incubagdao inicial de 94°C por 2 minutos, iBbs de
94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 7@°C minuto e, extensao final a
72°C por 7 minutos.

A PCR do genégfoi realizada com o seguinte protocolo: incubacéaal de
95°C por 15 minutos, seguida de 35 ciclos de 9%1(3f segundos, 65°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto e extenséo final 8€ par 7 minutos. A temperatura de
anelamento para a nested PCR foi de 55°C.

Para a PCR do gene SSU rRNA, a redgépreparada em volume final de25
contendo 12,nL de Pré-mix PHT 2X, 1@mol de cadgrimer, 2,5uL de DMSO e 2,5
uL do DNA da amostra. As condi¢des de amplificacdoadhcao foram: incubagao
inicial a 96°C por 2 minutos, seguida por 35 cide¥6°C por 20 segundos, 59°C por
20 segundos, and 72°C por 30 segundos e extensdiddi 72°C por 7 minutos.

Todas as reacOes foram realizadas em termocididastercycle®pro
(Eppendorf, Brasil) e as bandas de interesse foraualizadas pela técnica de
eletroforese em gel de agarose a 2 % (P/V), caradobrometo de etidio a 0,5 pg/mL
com posterior observagdo em transiluminador ulbtata. Foram analisadas aliquotas

de 8 uL da amostra.
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Tabela 3. “Primers” utilizados nas reacdes de PCR e nested-p&R a amplificacdo dos fragmentos dos gegdés
tpi, f-giardin e SSU rRNAleG. duodenalis

Gene
Reacéo | “Primer” Desenho do primer Tamanho Refréncia
alvo
Nested  gdh _ GDHLI TTCCGTRTYCAGTACAACTC 754 pb
PCR
GDH2 ACCTCGTTCTGRGTGGCGCA CACCIO, ot al.
GDH3 ATGACYGAGCTYCAGAGGCACGT 530 pb (2008)
GDH4 GTGGCGCARGGCATGATGCA
Nested by  G7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC  753pb
PCR
G759 AGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC LALLE. et al
GiarF GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 511pb (2005)
GiarR CTCGACGAGCTTCGTGTT
Nested tpi AL3543 AAATIATGCCTGCTCGTCG 605 pb
PCR
AL3546 CAAACCTTITCCGCAAACC SULAIMAN. et
AL3544 CCCTTCATCGGIGGTAACTT 532 pb al. (2003)
AL3545 GTGGCCACCACICCCGTGCC
PCR SsuU
n O CATCCGGTCGATCCTGCC 292D LOPKINS ef al
(1997)
G759 AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG

pb: Pares de bases
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3.8.3 — Sequenciamento e alinhamento do DNA

Os produtos positivos da nested- PCR foram pudfsaom a resina Sephacryl
400 (llustra - MicroSpin S400 HR Columns) e seqisgms em Unico sentido. As
reacO0es foram realizadas em termociclador Mastlen®pro (Eppendorf, Brasil)
utiizando o reagente Big Dye terminator V.3.1 @ycbequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). @elptos foram submetidos a leitura
no sequienciador automatico ABI 3130 Genetic Analy2gplied Biosystems, Foster
City, CA, Estados Unidos).

A qualidade das sequencias parciais e a unidordgméntos sequenciados em
suas respectivas zonas de interseccdo foram obtiolais o auxilio do programa
Sequence Scanner versado 1.0 (Copyright AppliedyBtems, Foster City, CA, EUA).
O alinhamento dos nucleotideos foi realizado denformanual com o auxilio do
programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Ha®9%), tomando-se como base
sequéncias homologas disponiveisGenBank M84604 (Assemblage A), AY826193
(Assemblage B), U60982 (Assemblage C), U60986 (Abtmge D), AY178741
(Assemblage E), AF069057 (Assemblage F), para e géh AY655704 (Assemblage
A, sub-assemblage Al), U57897 (Assemblage A, ssbrablage All), AF069561
(Assemblage B, sub-assemblage BIll), AF069560 (Akdage B, subassemblage
BIV), AY228641 (Assemblage C), DQ246216 Assembal@, AY228645
(Assemblage E), AF069558 (Assemblage F), para @ tgn X85958 (Assemblage
Al), AY072723 (Assemblage All), AY072727 (AssembiagBIll), AY072728
(Assemblage BIV), AY545646 (Assemblage C), AY37053Assemblage D),
AY072729 (Assemblage E) e AY647264 (Assemblagedra o gen@-giardin.

Para visualizacdo das relacfes filogenéticas extrassemblages, filogramas
foram construidos com o auxilio do programa MedalvBeta, pelo método de
Neighbor-Joining. Os valores de “bootstrap” uéiibs foram calculados em 1000

réplicas.

Todas as etapas do processo estdo demonstradéisxograma abaixo (Figura
2).
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Figura 2 — Fluxograma das etapas do experimento.

3.9 — Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa BioStaiNa$ comparacdes para

duas proporcées foram utilizados o Teste ExatdsteFe o Teste Qui-quadradkf

a=5%), e para comparacao de mais de duas propavcbeste G. Valores de$0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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4.1 — Perfil dos animais e Positividade par&iardia duodenalis

Os dados de positividade paea duodenalisnos animais, estdo descritos na tabela 4

abaixo.

Tabela 4— Positividade de cistos dgiardia duodenalisencontrados em bovinos, suinos, caes e ovinos

da microrregido de Uberlandia, detectados pelomexde microscopia convencional utilizando a técnica
de Sulfato de Zinco a 33%

Espécie N° de amostrasPositivos %
fecais
Cées 180 39 21,66
Bovinos 256 48 18,75
Suinos(“pools”) 90 “pools” 05 “pools” 5,5
Ovinos 105 26 24,8
Total 631 114 18,6
4.1.1 — Cées

Nos 10 canis foram coletadas amostras de 180 amimain idade entre trinta
dias e um ano. As ragas criadas eram Shitzugblaioodle, Pincher, Yorkshire, Fox
Paulistinha, Beaglle, Cocker Spaniel (5 canis gét shops” ) e Rotwaliller, Boxer,
Border Colie, Dalmata e Pointer (3 canis). Aocotémram 109 fémeas e 71 machos.

A taxa de positividade geral para cistos @ duodenalis foi de 39
cdes(21,66%), sendo 26 fémas (66,7%) e 13 maBdB@2%). Em relacdo a faixa etaria
dos positivos, 21 (53,9%) estavam entre 40 e 79, did (25,7%) entre 80 e 120 dias,
quatro (10,2%) entre 130 e 180 dias e quatro (1pe2fibe 150 e 356 dias. Dos animais
positivos, 22 eram das ragas Shitzu, Poodle, Pineiorkshire, quatro eram Coker
Spaniel, trés Beaglle e dez perteciam as racaseil@myBoxer e Pointer (Tabela 5).

A faixa etaria e a raca dos animais foram estedigtente significantes em

relacéo a infeccao £0,05).
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Tabela 5 - Perfil dos cdes positivos e negativos p&iardia duodenalise associacdo entre a

positividade e as variaveis sexo, faixa etarieca ra

Amostras
Variaveis Positis Negativas p-valor*
N % N %
SEXO
Macho 13 18 59 82 0,362
Fémea 26 24 82 76
FAIXA ETARIA
40-70 dias 21 30 49 70 0,045*
80-120 dias 10 19,2 42 80,8
130-180 dias 4 16,7 20 83,3
200-240 dias 0 0 14 100
250-365 dias 4 20 16 80
RACA
Shitzu 8 28,5 20 71,5 0,014*
Maltés 0 0 20 100
Poodle 4 13,4 21 86,6
Pincher 6 33,3 12 66,7
Yorkshire 4 21 14 79
Fox Paulistinha 0 0 12 100
Cocker Spaniel 3 25 12 75
Beagle 6 25 9 75
Rotwailler 2 60 4 40
Boxer 2 33,3 4 66,7
Border Colie 0 0 5 100
Dalmata 0 0 6 100
Pointer 2 33,3 4 66,7

*p<0,05
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4.1.2 — Bovinos

Nas 12 fazendas procedentes da microrregido delddbde, foram colhidas
fezes de 256 bezerros. Do total, 153 (59,8%) efémeas e 103 (40,2%) machos, 66
(25,8%) pertenciam a raca Holandesa e 190 (74a2fa¢a Girolando. Quanto a faixa
etaria, 100 (39%) animais tinham entre um e trésese92 (35,9%) quatro e sete meses
e 64 (25,1%) entre 10 e12 meses.

Pela técnica microscopica, observou-se positividame48 animais (18,75%),
dos quais, 32 (66,7%) eram fémeas e 16 (33,3%) @sacBm relacdo a faixa etéaria, 29
(60,4%) bezerros tinham de um a trés meses; 14%)9%le quatro a sete meses e
cinco (10,5%) bezerros tinham de 10 a 12 meses.

Das oito fazendas positivas duas (25%) eram cradda raca Holandesa (PO) e
seis (75%) eram criadoras de bovinos cruzados.

A faixa etéria foi estatisticamente significanta eelacdo a positividade dos
animais (g£0,05). (Tabela 6).
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Tabela 6 - Perfil dos bovinos positivos e negativos p&@iardia duodenalise associacdo entre a

positividade e as variaveis sexo, faixa etaregare aptidao

Amostras
Variaveis Positis Negativas p-valor*
N % N %
SEXO
Macho 16 15.5 87 85.5 0,279
Fémea 32 21,9 121 79,1
FAIXA ETARIA
1 a3 meses 29 29 71 71
4a7meses 14 152 78 gag 0.002*
8 a 10 mesesb 7,8 59 92,2
RACA
Holandesa 13 19,7 53 80,3 0,819
Girholando 35 18,4 155 81,6
APTIDAO
Leiteira 13 19,7 53 80,3 0,819
Dupla 35 18,4 155 81,6
*p<0,05
4.1.3 — Suinos

Nas 10 granjas avaliadas, o numero de galpdeavearsendo em média trés .
Cada galpéo era constituido de aproximadamenteaia®,nas quais permaneciam 40
leitdes, agrupados em lotes de acordo com a idadependente do sexo. Foram
coletados 90 “pools”, dos quais 46 (51,1%) eranvegm@ntes de animais entre 0 a 30
dias e 44 (49,9%) de animais entre 31 a 70 didse(a&).
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Do material coletado, cinco (5,5%) “pools” foramsfivos para cistos de
G.duodenalissendo dois (40%) de animais da pré-creche g6®%) de animais da
creche.

Entre as variaveis analisadas, a faixa etaria sapteu-se estatisticamente
significante (g£0,05) (Tabela 7).

Tabela 7 — Perfil dos suinos positivos e negativos pa€iardia duodenalise associacdo entre a

positividade e a faixa etaria dos animais

Amostras
Variavel Positiga Negativas p-valor*
N % N %
FAIXA ETARIA
0 — 30 dias 2 4,3 44 95,7 0,000*
31-70dias 3 6,8 41 93,2
*p<0,05
4.1.4 — Ovinos

Foram coletadas fezes de 105 ovinos, dos quai$&,8%) eram fémeas e 33
(31,4%) machos.
Foram encontrados 26 (24,8%) animais infectados @@rotozoario, sendo 16

fémeas e 10 machos, todos com faixa etaria entseedquatro meses. (Tabela 8)

A faixa etaria apresentou significancia em relag@ufeccdo (p<0,05)
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Tabela 8 - Perfil dos ovinos positivos e negativos p&&rdia duodenalise associacdo entre a

positividade e as variaveis sexo e faixa etaria

Amostras
Variaveis Positis Negativas p-valor*
N % N %
SEXO
Macho 10 28,6 25 71,4 0,522
Fémea 16 22,9 54 77,1
FAIXA ETARIA
2 — 4 meses?26 42,6 35 57,3
6 — 8 meses 0 0 31 100 0,000*
9 — 10 mesed 0 13 100
*p<0,005

4.2 - Escore fecal

No momento do exame coprologico foram atribuidesres as amostras fecais,
de acordo com a consisténcia em que se encontrdNarabela 9 esta representado o
escore fecal dos animais pesquisados.

Em relacdo aos cées, dos 39 positivos 28 (71,8ar fezes formadas (escore
fecal 4), seis (15,4%) fezes diarreicas liquidasdee fecal 1) e cinco (12,8%) pastosas
(escore fecal 3).

Dos 48 bovinos positivos paf@iardia duodenalis32 (66,6%) apresentavam
fezes pastosas (escore fecal 3), 13(27%) feze®idias liquidas ( escore fecal 1) e trés
(6,4%) diarreica consistente (escore fecal 2).

Os cinco (100%) “pools” de suinos apresentaramsfezan escore 3 (fezes
pastosas).

Do total de ovinos positivos (n= 26), 21 (80,8%j)esentavam fezes formadas
(escore fecal 4), um (3,4%) pastosas (escore f@ca quatro(15,8%) diarréicas
liquidas (escore fecal 1).
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Tabela 9— Escore fecal de cées, bovinos, suinos, e ovinasvyoasparaGiardia duodenaligprocedentes
da microrregido de Uberlandia segundo o Fecaligg@Purina Fecal Scoring System for Animals —
Nestlé Purina)

Animais
Escore fecal Caes Bovinos Suinos Ovinos
1 6 13 - 4
2 - 3 - -
3 5 32 5 1
4 28 - - 21

4.3 — Amplificacdo dos fragmentos de gene glutamattehidrogenase gdh), triose
fosfato isomerasetfi) , p-giardin (bg) e SSU-rRNA

O total de amostras positivas para todas as espéeianimais, pela técnica de
sulfato de zinco foi de 114, entretanto, cada ador apresentou diferente taxa de
amplificacdo. O fragmento do gegéh foi amplificado em 38 (33,3%) amostrastpd
em 42 (36,8%) e bgem 31 (27,2%).

Nesse estudo, inicialmente, foi proposta a anélésem quarto locus génico, o
SSU-rRNA (18S). Porém, mesmo apos sucessivasitagatievido a ma qualidade dos
amplicons, nao foi possivel realizar 0 sequenciameéesse gene.

Houve falha concomitante nas reacbes envolvenddréss genes para 20
amostras, sendo cinco de bovino e 15 de cées.

Das 38 amostras que tiveram o fragmento de géhamplificado, 13 (34,2%)
eram de cées, nove (23,7%) de bovinos, duas (5J8%Winos e 14 (36,8%) de ovinos.
O tpi foi amplificado em 42 amostras, sendo seis (14,8%)cées, 18 (42,9%) de
bovinos, trés (7,1%) de suinos e 15 (35,7%)de aviBatre as 31 amostras, nas quais o
fragmento do genleg, foi amplificado 11 (35,5%) eram de cées, 11 (35,8&bovinos
e nove (29%) de ovinos.

A figura 3 ilustra a amplificagdo dos fragmentiesgenebg, tpi e gdh em gel
de agarose a 2% corado com brometo de etideotanet®d das reacdes de nested-PCR..
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Figura 3 — Analise da amplificacdo dos fragmentos de dger@), tpi (B) egdh(C), em gel de agarose a
2% corado com brometo de etideo, resultantes dgé&s de nested-PCR. Marcador molecular de 100
pb para os trés géis. A) Fragmentos do dmnee G. duodenalisisolados de amostras fecais de bovinos.
Peso molecular: 511pb. B) Fragmentos do gphede G. duodenalisisolados de amostras fecais de
ovinos e suinos. Peso molecular: 530 pb. C) Fratpeeio genegdh de G. duodenalisjsolados de

amostras fecais de cées. Peso molecular : 530 pb.

4.4 — Sequenciamento

Foram obtidas e analisadas nesse estudo 70 seagiésendo 34 (48,6%) do
gdh, 25 (35,7%) ddpi e 11 (15,7%) dbg.

4.4.1 — glutamato dehidrogenasey(h)

Dos 34 isolados cujos fragmentos do ggdle foram sequenciados, 10 (29,4%)
eram de caes, oito (23,5%) de bovinos, dois (588®uinos e 14 (41,2%) de ovinos
(Tabela 10).

Os 10 (100%) isolados provenientes de cées, foramcierizados como
assemblage D, apresentando homologia com a sequiMis8.7376.1 armazenada no
Genbank.

Todos os isolados de ovinos e de bovinos forantiftEmos como assemblage

E. Os isolados de bovinos apresentaram a mesmeg&arde nucleotideo (T, posi¢ao
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654), quando comparados a sequéncia de referéyd@8¥41. Porém, essa variacao
tornou-os idénticos a sequéncia EF07645.1 armaaeraGenbank.

Na analise individual de cada sequéncia e comparand sequéncia base
respectiva, observou-se variacdo intra-assemblageés (21,4%) isolados de ovinos
identificados como E. Esses divergiram da sequdnase (AY178741), porém eram
idénticos entre si. As posi¢Bes da substituicdo wlosleotideos, assim como, 0s
nucleotideos substituidos nessas posi¢fes, fosamesmos para as trés (Tabela 11).
Os 11 (78,6%) isolados restantes de ovinos naesaptaram 100% de similaridade
com a sequéncia base (AY178741) mas, foram idén@ntre si, variando em um
nucleotideo (T, posicao 757).

Em relacdo aos isolados de suino, um (50%) foctaiaado como assemblage
E e outro (50%) como D. Aquele identificado comaesentou heterogeneidade com
duplos picos ao longo da extensao do gene (F@r® isolado caracterizado como E
foi idéntico a sequéncia de referéncia AY178741.

Foram observadas trés sequéncias distintas, sesde submetidas ao banco de
dados Genbank, aguardando a liberacdo dos numeBisedso.

Na arvore filogenética estdo dispostos os isolagusrelacdo aos ramos da
arvore, na qual observam-se trés isolados de qvgew®tipados como E, localizados
separadamente dos demais. Observa-se, tambémadoiste suino genotipado como
D, que apesar de heterogéneo nao foi retirado déeagho da arvore, ja que nao
influenciava na disposicdo dos outros isolados.o$ods outros isolados estavam

agrupados de acordo com o resultado da genotipéggora 5).
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Tabela 10- Genotipagem das amostras de cdes, bovinos,sseinuinos a partir do seqiienciamento do
genegdh

Isolados assemblage

DoNUdi003
DoNUdi011
DoNUdi018
DoNUdi019
DoNUdi021
DoNUdi022
DoNUdi026
DoNUdi029
DoNUdi031
DoNUdi033
CaNudiool
CaNudioo2
CaNUdio06
CaNudio10
CaNudio12
CaNuUdio13
CaNudio14
CaNudio16
PiNUdIi001

PiNUdI003

LaNUdi001
LaNUdi002
LaNUdi003
LaNUdio04
LaNUdiO05
LaNUdi006
LaNUdio07
LaNUdiO08
LaNUdi009
LaNUdi010
LaNUdi011
LaNUdi012
LaNUdi013
LaNUdi014

MMMMMMMMMMMMMMMOmmmMMmMmMmMMmMMmMUoOoooogoooU

Tabela 11 -Variagéo intra assemblage E @G@ardia duodenalis procedentes de trés isolados ovinos da
microrregido de Uberlandia identificadas pelo segisamento do gengdh

Isolados Posicoes

585 630 654

AY178741* G C A
LaNUdiol0 A T G
LaNUdi012 A T G
LaNUdiO13 A T G
* assemblage E referéncia
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50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
pil. __DeenlBman. a .. - s sewuB00m Ban oo BRDRONBERauacnn. cu BOOR . o Bulas
CGCCTCAG GAACGAGTTCACA GGAGTTCTCACTG GCAAGAACATCAAGTGGGGCGGATCCC TCATCAGGCC GGAGGCCACG

80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155

AWV W) i Oeaf vy

1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950

CLLLLE N TR L L | | ewen RN DRRRON onRRRRRR.  _ __ _HEDNRONDRRRDRNnORR.an. _ . omw.
GGCTATGGT GCCGTCTACTTCCTTGAGGAGAT GT GCAAGGACAACAACACCATAAT CAGGGGCAAGAACGTCCTGCT TTCTGGT
160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235

2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750 2800 2850 2900 2950

en-muw-sunlllcnanncenccacanl alannannnlBRONN.. LR " esesnutn_en--n-00nan u_n00HND
TCTGGAAACGTCGCTCAATTCGCGTGCGAGAAACTCCTTCAGCTAGGCGCAAAAGTGCTTACATTCTCTGACTCTAACGGAACCA
245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320

Figura 4 - Sobreposicdo de nucleotideos em cromatograma datranae suino dentificada

como assemblage D pelo seqlienciamento dogime
* Setas indicam os duplos picos
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LaNUdio11
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Figura 5 — Relagbes filogenéticas dos isolados @dardia duodenalis caracterizados pelo
sequenciamento do gegdhinferidas pela analise Neighbour-Joining. Valoreddotstrap estabelecidos
em 1000 réplicas.
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4.4.2 — triose fosfato isomerasepf)

O fragmento do genipi foi sequenciado em 25 isolados. Desses, cinc)20
eram de caes, nove (36%) de bovinos, um (4%) aw fudez (40%) de ovinos (Tabela
12).

Entre os isolados de caes, dois (40%) foram ideatibs como assemblage B,
sendo um subassemblage Blll e o outro BIV; u@P4Ridentificado como E, um
(20%) como C e um (20%) como A, subassemblage Alci@co isolados de cées,
(DoNUdi002, DoNUdi006, DoNUdiO07, DoNUdiO011 e DoMWi014) apresentaram
100% de homologia com sequencias armazenadas nba@encujos numeros de
acesso sdo JQ794877.1, JQ863259.1, JF792417.1,328B6 e JQ688292.1,
respectivamente. Para bovinos, oito (88,9%) isalddam assemblage E e um (11,1%)
assemblage B, subassemblage Blll. Entre as se@sé&iheibovinos, apenas um isolado
mostrou-se homologo a outro armazenado no Genb3@B37925.1). Os demais
isolados de bovinos foram divergentes entre si.

O isolado de suino foi identificado como assemblagpécie-especifica E,
entretanto nao foi idéntico a nenhum outro descsgéndo considerado novo.

A genotipagem dapi revelou variagdes nas assemblages em todos osdasol
procedentes de ovinos. Desses, seis (60%) foramifidados como assemblage E; um
(10%) como B, subassemblage Blll, um (10%) Bassbmblage BIV e, dois (20%)
como assemblage A, dos quais um foi subassemblag@utro All.

Na comparacao entre as 10 sequéncias de ovinamasptiesse estudo, e as de
referéncia, utilizadas para determinacdo de honmadogbservou-se que cinco (50%)
isolados apresentaram homologia com sequenciasfel&€mcia, sendo um homadlogo a
sequéncia JQ837919.1, e os demais a sequéncia 8@@B/7ambas armazenada no
Genbank . Nenhum dos cinco isolados restanteseapoa homologia com qualquer
sequencia descrita, sendo considerados novos.

As sequencias inéditas foram depositadas no Genbaguardam numero de
acesso.

Os isolados LaNUdiO01 e LaNUdiOO7 de ovinos e Cdif03, CaNUdiO06 e
CaNudio08 de bovinos apresentaram ao longo daésegugénica sitios polimorficos
entre as assemblages B-Ill e E, ocorrendo a sofiggumde nucleotideos (Tabela 13).

Na analise da figura 6, observa-se agrupamentasttedos nos respectivos
ramos, principalmente aqueles referentes as subbksges de A e B. Ressalta-se
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presenca do isolado DoNUdiOO7, de cdo, no bracoamare que representa a
assemblage E e a localizacdo dos isolados heterogéiraNUdiO01, CaNUdIiO03,

CaNUudio06 e CaNUdIO03 entre os ramos das assensbiageBlll. Apesar da presenca
de isolados heterogéneos, os mesmos nao foranidolda confeccao da arvore, visto

gue néo interferiram no arranjo final.

Tabela 12- Genotipagem e subgenotipagem das amostras delménos, suinos e ovinos a partir do
sequenciamento do getme

Isolados assemblage Sudsemblage

DoNUdi002
DoNUdi006
DoNUdio07
DoNUdi011
DoNUdi014
CaNudioo1
CaNuUdioo2
CaNudio03
CaNUdio06
CaNudioo7
CaNUdio08
CaNudio10
CaNUdio18
CaNudio22
PiNUdiO01

LaNUdio01
LaNUdio03
LaNUdi005
LaNUdi006
LaNUdio07
LaNUdi009
LaNUdi0O11
LaNUdiO13
LaNUdi014
LaNUdi016

v
I
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Tabela 13- Sobreposicao de nucleotideos em isolados de bogimeos caracterizados como E e BllI
pela genotipagem dpi

Isolados Posigdo dos nucleotideos e substituicdes

347 350 374 396 397 398 405 408 411 426 429 432 439 440 442 462 468 471 473 483 495 501 504 507 518 528 529 532 533 534 535 537 540 548 549 552 561 583 585 597 606 618 624 625 627 633 642 645 647 693

¥AFOB9S61 ¢ ¢ 6 C T T CT T 6T T TGCCTGATTCACCT®GHC 6GC CTAGACAATTGGAGTTTCCTCA
228645 T T A T C C T A AACGTATTCAGATGTTACT AGT CGGGTGGCCTAGSGSGGTTTA
*laNudioor T A AT C C . AAACGCATTCAGA AT T T A T G T cT1. G G .
#¥1aNUdi007 . T. . 1T . . AC . . s . A O O O O R R e A . O R T . G
*CaNUdioo3 . . . . . . . . . . L . L L L. L. . AT AT AA AAAT . . G . T C
*CaNudiooe . . . . . . . . . L L . L L L. .. AT AGC CTAA C A G A T (e
*CaNUdigo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A T G AT

*Assemblages referéncias
**|solados identificados como assemblage E

***|solado identificado como assemblage BllI
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- LaNUdi005
CaNudioo2
CaNudio18
DoNUdioo7
# LaNUdi0o13
LaNUdio11
1l CaNUdio01
— t CaNUdi010
LaNUdioo6

83 Assemblage E
5

. PiNUdi001
CaNudioo7
LaNUdio09

22

— LaNUdio01
17 — CaNUdio08
— CaNudio03
CaNudio06

DoNUdi011
LaNUdio07
%9 CaNudioz22

L Assemblage BIlI
65 [ Assemblage BIV

DoNUdi006
LaNUdio14

27

93 [ Assemblage C
DoNUdi014

Assemblage All
LaNUdi016
19 Assemblage Al
14— DoONUdi002
22! LaNUdiO03
Assemblage F
Assemblage D

36

99

i
0.005

Figura 6 — RelacbBes filogenéticas dos isolados @dardia duodenalis caracterizados pelo
sequenciamento do gety@ inferidas pela andlise Neighbour-Joining. Valoresbdotstrap estabelecidos
em 1000 réplicas.
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4.4.3 —f-giardin (bg)

Das sequencias (n=11) obtidas ao final do procgssequenciamento do gene
S-giardin, nove (81,8%) foram de bovinos e duas (18,2%) deasvindo havendo
amplificacdo ddog em isolados de cées e suinos (Tabela 14).

Os isolados de bovinos e ovinos foram caracteszadomo E, e todos
apresentaram 100% de concordancia com a sequeli€i@2&29. Entre os ovinos, o
isolado LaNUdIO03 apresentou homologia com JN8028 o isolado LaNUdi016
com EU769217, ambos armazenados no Genbank.

Todos os isolados utilizados para a confeccéo ldgréima ndo apresentam
heterogeneidade ao longo da sequéncia. Obsenasgamento de todos os isolados

no ramo da assemblage E da &rvore (Figura 7).

Tabela 14- Genotipagem das amostras de bovinos e ovinpertr do seqlienciamento do gdrge

Isolados assemblages

CaNudioo1l
CaNUdio06
CaNudioo7
CaNudio10
CaNudio12
CaNudio13
CaNudio14
CaNUdi016
CaNUdio18
LaNUdi003
LaNUdi016

m M m m mmmMTmTmMmm
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LaNUdio03

LaNUdi016
CaNuUdio14
CaNUdi013
CaNUdi010
CaNUdio06
CaNUdi016

Assemblage E
CaNudioo7
CaNudioo1
CaNudio18

— CaNUdi012

Assemblage Bl

Assemblage BIV
Assemblage Al
Assemblage All

Assemblage F

Assemblage C

Assemblage D

Figura 7 — RelagcbBes filogenéticas dos isolados @dardia duodenalis caracterizados pelo
sequenciamento do gehg inferidas pela analise Neighbour-Joining. Valoresbdotstrap estabelecidos

em 1000 réplicas

4.5 — Genotipagem multilocus (MLG)

Como demonstrado na tabela 15, 46 isolados tiv@elo menos um dos genes
sequenciadogyflh, tpie bg). Entretanto, somente quatro (8,7 %) obtiveraness@ no
sequenciamento simultaneo nos trés genes (em a)eddiesses, trés isolados (75%)
foram concordantes na identificacdo das assemblagasgenotipagem dos trés genes
analisados, todas as assemblages foram identiicadeno E (destacados em

alaranjado).
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Tabela 15 -Genotipagem e subgenotipagem das amostras debcd#ss, suinos e ovinos a partir do
sequenciamento dos gerggth, tpi e bg

gdh tpi bg

Isolados Assemblage Assemblage  Sub-assemblage Addage
DoNudio0o2 - A I -

DoNUdio03 D -

DoNUdio06 - v -

DoNudio07
DoNUdio11
DoNUdi014
DoNUdio18
DoNUdi019
DoNUdio021
DoNUdi022
DoNUdi026
DoNUdi029
DoNUdi031
DoNUdi033

UI
Omm®

vAvAvEvAvEwA v

CaNuUdio02 E E -
CaNuUdio03 - E -
CaNudioo5 - E -

CaNudioo7 - -
CaNudio08 - E -

m

CaNudio12
CaNUdio13
CaNudio14
CaNudio16
CaNudio18
CaNudio22
PiNUdIi001

PiNUdIO03

LaNUdio01
LaNUdio02
LaNUdi003
LaNUdio04
LaNUdi005
LaNUdi006
LaNUdio07
LaNUdi008
LaNUdi009
LaNUdi010
LaNUdi011
LaNUdi012
LaNUdiO13
LaNUdi014
LaNUdi015
LaNUdi016

mmmm
mmmimm

mMmmm '

rwmm:' > ' m:

Cmom !

mmmmmmmmmmmMmmmao
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4.6 — Relacédo entre assemblage, sexo, faixa etaraga e aptidao

Para essa analise foram utilizados os isoladospesentaram congruéncia de
assemblage para os trés genes. Os trés isoladogerbovinos, da raga Girolando, de
aptiddao dupla e escore fecal 3 (pastoso), entmetamtfaixa etaria foi diferente.
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A genética do complex&iardia duodenalisainda ndo esta completamente
esclarecida. Entender a epidemiologia da giard&peer caracterizagdo das fontes de
contaminacdo e o entendimento do papel da tran&miastropondtica, zoondtica e
ambiental.

Trabalhos que relatam a presenca e os indices fdec@m por Giardia
duodenalisem bovinos, ovinos e suinos na regido abrangidaepse estudo séo
inexistentes. Entretanto, Mundim et al. (2007) eabdlho realizado, com caes, no
municipio de Uberlandia, observaram positividage 29%, indice superior ao de
21,6% encontrado nessa pesquisa. No Brasil osesdie prevaléncia de giardiase em
cdes foram estimados entre 0,8 e 36% (HUBER eR@D5; VOLOTAO et al., 2007;
CAMPOS FILHO et al.,, 2008; KATAGIRI e OLIVEIRA-CERQEIRA, 2008),
superiores aos reportados em varios paises, quenvantre 0Ole 24,8% (LIU et al.,
2008; EPE et al., 2010). Para bovinos, os 18,78%asitividade, encontrados nesse
estudo, € intermediario entre as taxas brasileramundiais. No Brasil estudos
reportaram prevaléncia de aproximadamente 9% (PAILKFA et al., 2006) enquanto
no mundo chega a 43,6% (BERRILLI et al., 2004; LANBER et al., 2007,
JELSTROM-HULTQVIST et al.,, 2010). A infeccdo p@. duodenalisem suinos
somente foi reportada mundialmente, com indiceiswvdo entre 0,1 e 20% (HAMMER
et al., 2007) os quais englobam os 5,5% identifisanesse estudo. Os numeros da
infeccdo em ovinos nesse trabalho (24,8%) sao isupgraos observados no Brasil por
Silva et al. (2011) e Chiebao et al. (2012) queoraram taxas entre 1,9 e 18,75%. No
mundo a prevaléncia do protozoario em ovinos atigdice de até 55,6%
(GIANGASPERO et al., 2005; GEURDEN et al., 2008; MEY-MUNOZ ET AL.,
2009). A diferenca entre as prevaléncias encoasrad Brasil e no mundo, pode estar
associada a metodologia empregada, as condic@sdamento basico e sanitarias dos
animais e diferencas climaticas e ambientais.

Entre os animais, assim como nos humanos, a idddmr@éfacilitador para a
instalacéo da doenca. Animais jovens sdo mais gtiges a doenca, do que os adultos
(BECHER et al., 2004). Para cées, a faixa etaas rsusceptivel ndo € definida, no
entanto, varios trabalhos enfatizam a tendéncianiteais jovens a infec¢do (LITTLE
et al.,, 2009; TANGTRONGSUP e SCORZA, 2010; BECKaét 2012), vindo de
encontro aos achados dessa pesquisa.

A faixa etaria dos bovinos, suinos e ovinos, apmtesesignificancia estatistica

em relacdo a infeccao, corroborando com Liu ef28l12) que comentaram que a taxa
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de infeccdo em animais de producédo é inversamenfoneional a idade, e com
Olson et al. (1997) que reportaram maior prevadédeGiardia duodenalim ovinos
com até sete meses de vida.

Para cées, somente a raca apresentou relacdo positigidade dos animais, no
entanto ndo foram encontrados na literatura tralsaljue discutam esse resultado.
Entretanto, GOMEZ-MUNOZ et al. (2009) e BECK &t(@012) relataram que para
animais de producéo a positividade de Giardia dualdeindepende da raga.

As variaveis sexo e aptiddo analisadas nessa ipasqumao foram
estatisticamente significantes, corroborando conmesisidos provenientes da China,
Australia, Estados Unidos, Espanha, Polénia e Giqg@OMEZ-MUNOZ et al, 2009;
YANG et al.,, 2009; SOLARCKYZ et al., 2010BECK et,a2012; LIU et al., 2012;
SANTIN et al., 2012;). Segundo esses autores, asinmdependente dessas variaveis
sao igualmente susceptiveis a infeccaoGiardia duodenalis

Nesse estudo, a PCR para os trés geydis, pie bg) falhou em amplificar
fragmentos do DNA d6&iardia duodenaliem algumas amostras positivas pela técnica
microscopica. A falha pode ser atribuida a pequerantidade de cistos, a pequena
quantidade de DNA alvo presente nas amostras,senqga de inibidores da PCR nas
fezes e pela associacdo desses fatores com a df@i&cia do processo de extracdo do
DNA (CASTRO-HERMIDA et al., 2007; GELANEW et al. 20; GOMEZ-MUNOZ et
al., 2012). Além disso, o pequeno volume de amagtlizado e/ou perda de parasitos
durante a lavagem, podem prejudicar a amplifica@ASTRO-HERMIDA et al.,
2007; PALMER et al., 2008). A escolha do gene akambém, é de importancia
fundamental para o sucesso da amplificacdo (THOMESQ@008). Por serem
considerados genes menos conservagais, tpi e bg apresentam variabilidade maior
que outros genes, 0 que pode levar a excessives|ukbrios na regido de ligagao,
resultando em baixa sensibilidade da PCR (CACCRYAN, 2008)

Nesse trabalho, nenhuma das reacdes para ampéfeaguenciar o gene SSU-
rRNA obtiveram sucesso. Esse fato é contradit@®estudos feitos por Hopkins et al.
(1997); Berrilli et al. (2004); Leonhard et al. ) e Caccio e Ryan (2008) nos quais a
subunidade ribossomal 18S (SSU-rRNA) foi amplamartilizada, com resultados
satisfatorios. Esses pesquisadores enfatizam waemat de multicOpias desse gene,
como vantagem em relagdo aos que possuem copieasuei o elevado grau de
conservacao da sequencia. Entretanto, o protosslucedo a amplificacdo desse gene

€ de dificil execucdo e normalmente, ingredientesaco dimetilsulfoxido (DMSO) e
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tampdes especiais sdo necessarios para melhavatidagle da reacéo (FENG e XIAO,
2011). Nesse estudo varios protocolos foram testaohwlusive aqueles contendo
DMSO, no entanto, ndo foram observados resultados.

Autores como Abe et al. (2003), Leonhard et al0O{3C Lebbad et al. (2010)
atribuem aaydh, maior sucesso na amplificacéo, entretanto, naohéenso entre 0s
pesquisadores sobre qual dos trés genes, utilizaekse trabalho, é o mais eficiente
para ser alvo dessa reacdo. Traub et al. (2004¢mamam que os gengsh, tpie bg
sdo comumente usados, porque a maioria dos “prirnensegue amplificar entre 40 e
60% desses genes. Os dados encontrados, no prestardo, revelamtpi como gene
alvo mais eficaz para reacgOes de amplificacaoatgrfentos do DNA.

Dentre os varios genes utilizados em trabalhos deotgpagem, alguns
apresentam maior sensibilidade para identificaerabtages deGiardia duodenalis
(CACCIO e RYAN, 2008). Nesse estudo o gene de msémsibilidade foi aydh,
sequenciado em 89,5% dos isolados. Read et &4)2W/ielinga e Thompson (2007)
e Caccio e Ryan (2008) comentaram que genes gdimetpi e em menor propor¢ao
o bg, sdo capazes depromover informacbes detalhadas das assemblag€s. de
duodenalispor possuirem sequéncias polimorficas capazesfdeedciar os genaotipos
de forma precisa.

Todos os isolados, cujos fragmentos do ggdie foram sequenciados, foram
identificados como assemblage espécie-especifiescOntro de cées infectados com a
assemblage D, corrobora com Scorza et al. (2018)identificaram a maioria dos
isolados caninos como D, utilizando 0 mesmo gen&ii8ain et al. (2003) relataram
que, embora, a assemblage C também seja espeldficanideos, a D € a prevalente
nesse grupo animal. Os animais de producédo (bgviowgos e suinos) estavam
infectados conG. duodenalisassemblage E. Em animais de producédo O’Handlal et
(2000); Huetink et al. (2001); Trout et al. (200@gstro-Hermida et al. (2007); Souza et
al. (2007); Feng et al. (2007); Santin et al. (900Bomez-Mufioz, et al. (2012)
comentaram que a assemblage E é comum nessessanimado de encontro com 0s
resultados dessa pesquisa.

Pelo cromatograma do isolado PiNUdIO01 (fragmeltayene gdh) observou-
se nucleotideos sobrepostos localizados nas mgamsa®es nas assemblages D e E.
Essa intercessdo sugere a presenca concomitantdudasassemblages no isolado.
Apesar de ndo serem comuns, esses achados tamta@mdbservados por Langkjaer
et al. (2007) e Sprong et al. (2009).
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A divergéncia identificada no sequenciamento doeggth entre os isolados
LaNUdi010, LaNUdiO12 e LaNUdiO13 e a sequénciaederéncia E revelou padrao de
substituicdo dos nucleotideos ao qual, associadmélise da arvore filogenética,
sugerem que esses isolados podem ser classficenimo subassemblages da
assemblage E. A posicdo dos isolados na arvoréeéndeante para a conjectura dessa
hipétese, ja que esses aparecem agrupados em undif@nente daquele que redne os
outros isolados da mesma assemblage. Alguns t@badihatam sobre a existéncia de
subassemblages E (SULAIMAN et al., 2003; TROUTIgt2004; RYAN et al., 2005;
RUIZ et al., 2008; ), porém nao ha dados concrgtessuportem essa condi¢cao. Yang
et al. (2009), informaram que quando o resultadorgecido por somente um locus
génico, os dados néo sao conclusivos. Como esséagpfal observado somente pela
genotipagem do gdh ~mais estudos sdo necessarios para confirmacao.

Corroborando com Wielinga e Thompson (2007); ©@aec Ryan, (2008) e
Gomez-Muiioz et al. (2012), nesse estudapp apresentou maior variabilidade
interassemblage, quando comparado aos outros @oissgAlém das assemblages
espécie-especificas , 0 sequenciamento dessetgeri®m, identificou assemblages B
e A. Entre os isolados de caes, a maioria foi iflemtia como zoonatico, contrariando
Hopkins et al. (1997); Bugg et al. (1999); Traulalet(2002); Ballweber et al. (2010) e
Covacin et al. (2011) que sugeriram que animaisviggan agrupados em canis, como
os desse estudo, tendem a ser acometidos por asolagpécie-especificos. A
genotipagem do isolado de cdo como assemblageeSampe incomum foi relatada
por Dado et al. (2012) em seis cédes avaliados dodesa Espanha. Entretanto,
nenhuma explicacdo para esse ocorrido foi encantnadliteratura, ndo descartando,
possivel contaminagcdo da amostra em ambientealiiad.

A caracterizacao dipi revelou sequéncias heterogénicas, com maioopzap
de duplos picos, guando comparado aos outros @oissg corroborando com Lebbad
et al. (2010). A sobreposicao de nucleotideosliseovada nos isolados caracterizados
como BIlll e E, sugerindo possiveis infeccoes miSHKEE e E/BIIl. Entretanto, nem
sempre a presenca de duplos picos no cromatogradeager explicada comofeccao
mista, devendo-se considerar, também, hipétese® @orecombinacdo meidtica e a
heterozigose alélica (CACCIO e RYAN, 2008). Pasultados seguros Levecke et al,
(2009), Lebbad et al., (2010) e Almeida et al.1(®?0 sugeriram o uso de “primers”
assemblage especificos, capazes de diferenciarncaior precisdo infeccdes intra-

assemblages. Duplos picos sao relatados, frequente, em isolados das assemblages
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B, C, D e E, mas nunca em isolados da assemblageeAG. Caccio e Ryan, (2008) e
Lalle et al., (2009), relataram que duplos picas s@is comuns em subassemblages
B, devido ao alto grau de divergéncia alélica dguéecia. Morrison et al. (2007) e
Franzén et al. (2009) demonstraram nivel de hagoese alélica de 0,5% para a
assemblage B , superior ao 0,001% atribuido a Apisente trabalho, observou-se
maior propor¢gdo de assemblage E com duplos picrssoedando com os relatos de
Geurden et al. (2008) e Lebbad et al. (2010). Néstean na literatura relatos da
presenca simultanea das assemblages B e E em nssdatm, mas Yang et al. (2009),
Feng et al. (2008) e Santin et al. (2009) relataem animais de producéo, a existéncia
de infecgbes mistas entre as assemblages A el#hedeet al. (2007) comentaram que
existem mecanismos como a introgressdo, que pogemnavelmente, ocasionar
mudancas de assemblages, quando diferentes genasligados. Smith et al. (2006)
sugerem que a ocorréncia de infeccdes mistas nagsds assemblages e sub-
assemblages d&. duodenalis,reflete 0 comportamento complexo do parasito no
ambiente e a exposicdo de humanos e animais gfhasifontes de infecgéo.

Quando comparado agdh e aobg o tpi foi 0 gene que apresentou maior
polimorfismos, vindo de encontro aos relatos dea@ain et al. (2003). Essa
caracteristica fica evidente ao longo de todo aedanto interespécies{ardia spp),
guanto intraespéciesGiardia duodenaliy visto que otpi identificou 15 novas
sequenciasp gdhduase o bg nenhumaEsses achados reforcam os comentéarios de
Wielinga e Thompson, (2007); Caccio e Ryan, (20@)mes-Mufioz et al. (2012) os
quais destacaram ser esse gene excelente alvwvedtigacdo para identificacdo de
isolados e para estudo de surtos investigativos.

O resultado de assemblages espécie-especificasquerciamento dobg é
concordante com os relatos de Read et al. (200#)jnya e Thompson (2007); Caccio
e Ryan (2008) que apresentaram-no como o0 menos@fitos dos trés genes
utilizados para esse estudo, por consequéncia cemoprmcapacidade de produzir
informacfes detalhadas sobre as assemblages. Qdtades dessa pesquisa
demonstraram que todos o0s isolados caracterizadoacomitantemente, pela
genotipagem dos gengsh e bg apresentaram resultados idéntjooencordando com
Abbe et al. (2003); Leonhard et al. (2007) e Lebétaal. (2010).

E importante ressaltar que o tamanho da amostregragicbes em que vivem 0s
animais e as praticas de manejo parecem ser resmimspela distribuicdo das

assemblages dgiardia duodenalisios animais (SANTIN et al., 2009).
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A baixa resolucdo das ferramentas de genotipaffeguentemente utilizadas,
tém limitado o entendimento da transmiss&o da @ised(CACCIO et al., 2005). Além
disso, estudos reportam que 15% dos isolados gados por apenas dois marcadores
apresentam incoeréncias genotipicas (SPRONG &04l9). Dessa forma, a analise de
genotipagem multilocus tem sido utilizada paracar&zacdo d&. duodenalisiumana
e animal (CACCIO et al., 2008). Nesse estudo, dmdrg amostras nas quais os trés
genes foram sequenciados, trés apresentaram cangoletordancia de assemblages.
Caccio et al. (2008) reforcam a importancia da ML&ugerem que essa deve ser usada
empre que a nomenclatura apropriada p@ra duodenalis (assemblage e sub-
assemblage) for necessaria. No entanto, os isolddsse estudo n&do puderam ser
incluidos no modelo proposto por Caccio et al. 8008or ser somente valido para
isolados caracterizados como zoondéticos. Diverstisdes usando o MLG revelaram
que isolados originarios de humanos e de anin@issao atribuidos erroneamente a
uma assemblage (TRAUB et al., 2004; CACCIO et2808)

Entre os isolados que sé tiveram dois genes acgdifis percebeu-se a
predominancia da assemblage E. Entre os casogyeites, observou-se a presenca
das subassemblages Al e All e Blll e BIV. De acomn Read et al. (2004) e
Leonhard et al. (2007) esse padréo tem sido eramimem isolados humanos e de
animais, e parece ser frequente na combinacaofelertdie genes marcadores, quando
um isolado pode ser genotipado como zoonoético pofarimer” e espécie-especifica
por outro. Para estudos de epidemiologia molecakistem grandes implicacdes nas
inferéncias das conclusdes dependendo das integpest dos dados gerados.

Devido a pequena quantidade de isolados caraadeszpela MLG nao foi
possivel estabelecer qualquer relacdo entre adve#sianalisadas nesse estudo e as
assemblages, visto que os dados eram insuficigates analise estatistica. Entre as
varidveis analisadas, a raca a aptiddo e o esecet foram idénticos para os trés
bovinos caracterizados como E. O'Handley et alO@ROHuetink et al. (2001) e
Alppelbe et al. (2003) em estudos realizados cominbs leiteiros e de corte
observaram que, a aptiddo nao interfere na assgenkda isolado, sendo 90%
caracterizados como assemblage nao-zoondtica. dtamfencontrados na literatura

relatos que relacionem a assemblage especificavdeds com raca ou escore fecal.
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A prevaléncia deGiardia duodenalisobservada para cées, bovinos, suinos e
ovinos foi de 21,66%, 18,75%, 5,5% e 24,8%, respmuiente;

A faixa etaria foi a Unica varidvel que apresergssociacdo com a positividade
para 0s quatro animais, concomitantemente.

Para os cées, a raca foi significante em relagafeécao.
A PCR falhou em amplificar amostras positivas pelleroscopia éptica;
N&o se obteve sucesso nas reagdes envolvendo &§eReRNA (18S);

O genetpi foi 0 que apresentou maior sucesso na amplificagéguanto gdh
foi 0 mais sequenciado;

As assemblages espécie-especificas foram as @nées)| para todas as espécies
de animais, utilizando-se os trés genes;

Foram observadas amostras heterogéneas, de som@gquenciamento do
genegdh, e de bovinos e ovinos, no sequenciamentipido

O tpi foi 0 Unico gene que classificou isolados conseadlage zoonotica,

Somente trés isolados apresentaram concordantmando-se os trés genes,
sendo todos identificados como assemblage E.

Nao foi possivel estabelecer relacbes entre asagamhb sexo, faixa etéria, raca
aptidao e escore fecal.
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