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RESUMO

Os protozoarios Cryptosporidium spp. € G. duodenalis frequentemente infectam
animais domésticos e selvagens, além do ser humano, sendo reconhecidos como
potenciais agentes zoondticos. O objetivo do presente estudo foi investigar a infecgao
de Cryptosporidium spp. e G. duodenalis em caes e gatos assistidos/castrados no
Centro de Controle de Zoonoses de Lages, Santa Catarina (SC), Brasil. No periodo
compreendido entre 17/11/2021 e 17/02/2023, foram colhidas 227 e 150 amostras
fecais de caes e gatos, respectivamente. As amostras de fezes foram devidamente
identificadas e refrigeradas até o processamento pelas técnicas de centrifugo-
flutuacdo em sulfato de zinco e sedimentagdo espontédnea para a pesquisa de G.
duodenalis e de centrifugo-flutuagdo em sacarose e coloragéo de Ziehl-Neelsen, para
a pesquisa de Cryptosporidium spp. Utilizando o kit comercial QlAamp Fast DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) as amostras foram submetidas a extracao de
DNA. Apds a extragdo de DNA fecal, a nested PCR da  — giardina e a semi-nested
PCR de glutamato desidrogenase (GDH) foram empregadas para a pesquisa
molecular de G. duodenalis com a RFLP para determinacdo das assemblages, e a
nested PCR do gene 18S-rRNA para a pesquisa de Cryptosporidium spp. Um
questionario epidemiolégico foi respondido pelos tutores para verificar possiveis
fatores de risco associados com as infegdes. O teste de qui quadrado (X?) foi utilizado
para a avaliar a associagao dos resultados obtidos com as variaveis analisadas
(p<0,05). Considerando a centrifugo-flutuagao em sulfato de zinco como padrao ouro,
foram avaliados a sensibilidade, especificidade, e coeficiente Kappa (k) de precisao.
dos testes de diagndsticos na detecgédo de G. duodenalis. A prevaléncia geral de G.
duodenalis e Cryptosporidium spp. em gatos foi de 18,7% (28/150) e 23,3% (35/150),
e em caes foi de 17,2% (39/227) e 35,2% (80/227), respectivamente. Foram
identificadas as assemblages C e D em cées e a assemblage B em gatos. Foi
verificada associagao (p<0,05) entre a presenca de G. duodenalis e a vermifugacao
em gatos domiciliados. Nao foi observada associagcdo entre a infecgdo por
Cryptosporidum spp. e G. duodenalis e as demais variaveis (p=0,05) analisadas.
Esses resultados demonstram a ocorréncia da infecgao por Cryptosporidium spp. e G.
duodenalis em caes e gatos no municipio de Lages, SC, Brasil, com a ocorréncia da
assemblage de potencial zoondtico B em gatos. Considerando o contato préximo dos

animais de companhia e seus tutores, a infeccdo por Cryptosporidium spp. e G.



duodenalis em caes e gatos deve ser considerada no controle parasitoldgico de rotina

desses animais.

Palavras-chave: Protozoarios; Assemblage; Brasil; Giardiase; Criptosporidiose.



ABSTRACT

The protozoa Cryptosporidium spp. and Giardia duodenalis frequently infect domestic
and wild animals, as well as humans, and are recognized as potential zoonotic agents.
The aim of the present study was to investigate the infection of Cryptosporidium spp.
and G. duodenalis in dogs and cats attended/sterilized at the Zoonosis Control Center
in Lages, Santa Catarina (SC), Brazil. Between 11/17/2021 and 02/17/2023, 227 and
150 fecal samples were collected from dogs and cats, respectively. The fecal samples
were properly identified and refrigerated until processing using the zinc sulfate
centrifugal flotation and spontaneous sedimentation techniques for the detection of G.
duodenalis, and centrifugal flotation in sucrose and Ziehl-Neelsen staining for the
detection of Cryptosporidium spp. Using the commercial QlAamp Fast DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany), the samples were subjected to DNA extraction. After
fecal DNA extraction, nested PCR for B-giardin and semi-nested PCR for glutamate
dehydrogenase (GDH) were employed for the molecular detection of G. duodenalis,
along with RFLP to determine assemblages, and nested PCR for the 18S-rRNA gene
for the detection of Cryptosporidium spp. An epidemiological questionnaire was
completed by the pet owners to identify potential risk factors associated with infections.
The chi-square test (X?) was used to assess the association of the results obtained
with the variables analyzed (p<0.05). Considering zinc sulfate centrifugal flotation as
the gold standard, the sensitivity, specificity, and Kappa (k) coefficient of accuracy of
the diagnostic tests for G. duodenalis detection were evaluated. The overall prevalence
of G. duodenalis and Cryptosporidium spp. in cats was 18.7% (28/150) and 23.3%
(35/150), and in dogs, it was 17.2% (39/227) and 35.2% (80/227), respectively.
Assemblages C and D were identified in dogs, and assemblage B in cats. An
association (p<0.05) was found between the presence of G. duodenalis and
deworming in household cats. No association was observed between infection by
Cryptosporidium spp. and G. duodenalis and the other analyzed variables (p=0.05).
These results demonstrate the occurrence of infection by Cryptosporidium spp. and G.
duodenalis in dogs and cats in the municipality of Lages, SC, Brazil, with the
occurrence of the potentially zoonotic assemblage B in cats. Considering the close

contact between companion animals and their owners, infection by Cryptosporidium



spp. and G. duodenalis in dogs and cats should be considered in the routine

parasitological control of these animals.

Keywords: Protozoa; Assembly; Brazil; Giardiasis; Cryptosporidiosis.
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1 INTRODUGAO

Os géneros Cryptosporidium spp. e Giardia spp. frequentemente infectam
humanos, bem como animais domeésticos e selvagens, sendo assim reconhecidos
como potenciais agentes zoonéticos (Yoshiuchi et al.,, 2010). Sdo parasitos de
consideravel relevancia, pois levam a desordens gastrointestinais, causando redugéo
do ganho de peso e debilidade fisica, com a infec¢do podendo persistir por longos
periodos com inflamagao intestinal minima ou com sintomas gastrointestinais
persistentes por varios meses, tornando seus hospedeiros susceptiveis a outras
enfermidades o que pode leva-los a ébito (Dann et al., 2018; Rehn et al., 2015).

Os oocistos de Cryptosporidium spp., assim como os cistos de Giardia spp.,
podem ser veiculados pela agua e/ou alimento e a principal forma de infecgao ¢é a
fecal-oral direta ou indireta, ou seja, o individuo adquire a infecgdo por meio da
ingestdo de agua ou alimento contaminado, pois oocistos/cistos excretados do
intestino de hospedeiros infectados s&o dificeis de inativar com desinfetantes a base
de cloro. Esses organismos permanecem infectantes no meio ambiente por um longo
periodo e, portanto, sdo de suma importancia para a saude publica (Monteiro, 2010;
Yoshiuchi et al., 2010). A transmissdo é favorecida pela auséncia/deficiéncia dos
sistemas de esgoto e de tratamento de agua. Além disso, o contato proximo com
animais errantes facilita a ocorréncia de ciclos de transmissdo antropozoondtica
(Fantinatti, et al., 2016).

O papel de caes e gatos como fonte adequada de infecgbes humanas por G.
duodenalis e Cryptosporidium spp. tem sido um topico de intenso debate por muito
tempo e ainda permanece um problema sem solucado (Lucio et al., 2017). Muitos
estudos foram realizados sobre a prevaléncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
em varios animais € humanos em todo o mundo, com a prevaléncia em cada
hospedeiro variando e dependendo de uma série de fatores, incluindo sua idade,
histérico de vida, metodologia de diagndstico e area estudada.

Entre varios animais, caes e gatos tém uma relagcio estreita com os humanos
como animais de companhia (Yoshiuchi et al., 2010), sendo assim é de suma
importancia a identificagdo e caracterizacdo destes protozoarios com potencial
zoonotico nos caes e gatos no municipio de Lages, desta forma o objetivo do presente

trabalho foi o de investigar a infecgcao de Cryptosporidium spp. € G. duodenalis em
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cées e gatos castrados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Lages/SC, para
determinar a prevaléncia, os fatores de risco associados com a infecgdo, as
espécies/gendtipos de Cryptosporidium spp. as assemblages de G. duodenalis

circulantes, e o potencial zoonético de ambos os parasitos.



16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTO MORFOLOGICO E CICLO BIOLOGICO

2.1.1 Giardia spp.

Giardia duodenalis, também chamada de Giardia lamblia ou Giardia intestinalis
€ um protozoario parasito do intestino delgado responsavel por extensa morbidade
em todo o mundo (Gardner; Hill, 2001), sendo o protozoario patégeno intestinal
humano mais prevalente, causando infec¢des que variam de assintomaticas a diarreia
cronica e ma absorgédo (Adam, 2021). Foi descrita pela primeira vez no final do século
XVIl pelo microscopista holandés Antonie van Leeuwenhoek, que relatou apds a
observacao de suas fezes em microscopia Optica, a presenga de pequenos animais
de corpos achatados contendo estruturas semelhantes a pés utilizados para executar
um leve movimento (Dobell, 1920).

As caracteristicas morfologicas da Giardia sdo bem conhecidas e foram
descritas inicialmente no final do século XIX. O trofozoito moével, ndo encistado, é
bilateralmente simétrico, de formato piriforme a elipsoidal, 12 - 15um % 6 - 8um, com
uma superficie dorsal convexa e a superficie ventral apresentando anteriormente um
disco redondo, com um recorte na parte inferior, que exerce funcéo de ventosa, o qual
permite a fixacdo na mucosa do intestino delgado proximal do hospedeiro. E
binucleado, com quatro pares de flagelos e um par de corpos medianos distintos
(Figura 1) (Thompson, 2004). Juntamente com outros multiflagelados estéo
agrupados na Classe Fornicata e Ordem Diplomonadida (Rojas — Lépez; Marques;
Svard, 2022).
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Figura 1 - Superficie ventral de um trofozoito de Giardia duodenalis fotografado por

microscopia eletronica de varredura.

DD48B53 18.08kV x7.080K 4.29prm

Microscopia eletronica de varredura demonstrando o disco e os flagelos. Um segundo trofozoito é
visto atras dele. Ampliagdo, x8.100. Foto cortesia de David Dorward, Rocky Mountain Laboratory,
National Institutes of Health, Hamilton, Mont. Fonte: Gardner; Hill (2001).

As espécies de Giardia spp. apresentam dois estagios principais no ciclo
bioldgico. A infecgao do hospedeiro € iniciada quando o cisto € ingerido com agua
contaminada ou, menos comumente, com alimentos ou por contato fecal-oral direto.
O cisto é relativamente inerte, permitindo sobrevivéncia prolongada em uma variedade
de condi¢bes ambientais (Adam, 2001). Os cistos de G. duodenalis sao ovais a
elipsdides e medem 8-19 pm (média 10-14 pm). Os cistos maduros possuem 4
nucleos, enquanto os cistos imaturos possuem dois. Nucleos e fibrilas sdo visiveis
tanto em amostras umidas coradas com iodo quanto em esfregagos corados com
tricromico (CDC, 2017) (Figura 2 e 3).

Figura 2 - Cisto de G. duodenalis em Figura 3- Cisto de G. duodenalis
montagem umida corada com iodo. corado com tricrémico.
K s &
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Fonte: CDC (2017). Fonte: CDC (2017).



18

O excistamento ocorre nas criptas do duodeno apds a exposi¢cdo ao ambiente
acido do estbmago, sendo que cada cisto origina dois trofozoitos, por um processo de
cissiparidade simples longitudinal (Adam, 2001). Estes ultimos sofrem repetidas
divisbes mitéticas e formam cistos ambientalmente resistentes em resposta a
estimulacéo de sais biliares e outras condigbes (Feng; Xiao, 2011). O trofozoito é a
forma vegetativa e se replica no intestino delgado, onde causa sintomas de diarreia e
ma absorc¢ao. Apos a exposicéo ao fluido biliar, alguns dos trofozoitos formam cistos
no jejuno e sao eliminados nas fezes, permitindo a conclus&o do ciclo de transmissé&o
ao infectar um novo hospedeiro (Adam, 2001). Na figura 4 tem-se uma exemplificagéao

do ciclo biolégico da G. duodenalis.

Figura 4 - Ciclo biologico da G. duodenalis

No infcio do intestino delgado,
por agdo do suco gistrico ¢ das
enzimas intestinais o parasito

O humano ingere cistos tetranucleados
de Giardia duodenalis por meio de dgua,
alimentos ou mios contaminados
(dose minima de 10 a 100) mecanismo
passivo oral.

:iluencisn. O trofozoito habita o
uodeno ¢ as porgdes iniciais do
jejuno, fixando-sc pelo disco

suctorial.

Outros mamiferos, como cles ¢ gatos, podem oca-
sionalmente se infectar a partir da ingestio de cistos,
sendo Giardia duodenalis considerada um parasito
z00n6tico.

Em paralelo a sucessivas divisoes, alguns
trofozoftos iniciam o processo de
encistamento, dando origem aos cistos.

Os cistos sacm passivamente junto com as fezes para

o ambiente. Em casos de diarreia, ocorre liberagio de
trofozoftos, que resistem pouco as condigbes externas
¢ ndo tém capacidade dc infectar hospedeiros suscetiveis.

Fonte: Coelho (2020).

2.1.2 Cryptosporidium spp.

O Cryptosporidium spp. € um dos protozoarios intestinais mais comuns
parasitando humanos e animais. Teve sua primeira descrigao, realizada por Tyzzer em
1907, apds andlise de amostras teciduais do trato digestivo de camundongos. E um
agente causador de diarreia e um contaminante importante da agua, veiculo este que
€ uma excelente via de transmissdo (ASAE, 2023). Esta classificado
taxonomicamente no filo Apicomplexa, classe Sporozoasida (Gregarinomorphea),
ordem Eucoccidiorida (Cryptogregarida), familia Cryptosporidiidae, género
Cryptosporidium (Chalmers; Davies; Tyler, 2019).



19

Os oocistos sao subesféricos a elipsoidais com uma parede espessa, clara e
lisa, medindo de 4,2 a 6,4pum x 3,9 x 5,9 ym, ndo apresentam esporocistos e em seu
interior podem ser observados quatro esporozoitos vermiformes geralmente
posicionados paralelamente entre si no perimetro do oocisto (Robinson et al.,2010)
(Figuras 5 e 6).

Figura 5 - Oocistos (cabecgas de setas rosas) de Cryptosporidium spp. em montagem
umida.
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Uma levedura em crescimento (seta ’rﬁarrom) esta no mesmo campo. Fonte: CDC (2019).

Figura 6 - Oocistos de Cryptosporidium spp. corados com alcool-acido resistente

modificado.

Contra um fundo azul esverdeado, os oocistos destacam-se em uma mancha vermelha brilhante.
Fonte: CDC (2019).
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O ciclo biologico do género Cryptosporidium spp. (Figura 7) comega com a
ingestao de oocistos esporulados e ambientalmente resistentes. Apos a excistagcao na
parte superior do intestino delgado, os esporozoitos liberados penetram na camada
de muco e se fixam aos enterdcitos proximos, fazendo com que formem um vacuolo
parasitéforo ao redor do parasito, que entdo se diferencia em trofozoito. A divisdo
mitética do parasito neste ponto resulta em um meronte do tipo | e na produgao de
seis ou oito merozoitos. Os merozoitos se assemelham aos esporozoitos. Eles
escapam do vacuolo parasitoforo e se fixam aos enterdcitos proximos, estabelecendo
ciclos infecciosos assexuados amplificados. Alternativamente, a infecgdo por
merozoitos pode resultar em um meronte do tipo Il e na produgdo de quatro
merozoitos. Tal como acontece com os merozoitos originarios do meronte tipo I, os
merozoitos do tipo Il escapam para infectar os enterdcitos préximos, produzindo um
macrogamonte (feminino) ou um microgamonte (masculino). Dezesseis ou mais
microgametas do microgamonte sao liberados e cada um pode fertilizar um
macrogamonte para formar um zigoto diploide, que se diferencia em oocisto. A meiose
resulta entdo na formagédo de quatro esporozoitos, este constitui a gametogonia. O
produto final pode ser um oocisto de parede fina totalmente esporulado (20%) que
excista ainda dentro do hospedeiro e resulta em autoinfecgdo, ou um oocisto de

parede espessa (80%) que é excretado no ambiente (Leitch; He, 2011).

Figura 7 - Ciclo biolégico Cryptosporidium spp.
Intestino Delgado
Liberacao de Penetracao no

_esporozoitos no enterocito e [ocalizagao
intestino delgado extracitoplasmatica
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inalacao '— “\ @ '
. Esporozoito
% /- : %

Trofozoito ‘ .
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, .

OOdCi$t° de Oocisto de Meronte

parede espessa  parede fina Mictoaarmetécho Tipo |

(esporulado)  (esporulado) . _

\ ‘/ Fecunﬁ\qéo Merozoitos Merozoitos P
® -\ 0 r— 3 §
Zigoto Macrogametécito Meronte Tipo Il

Fonte: Uchbda et al. (2024).
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2. 2 ASPECTOS ZOONOTICOS DOS GENEROS Cryptosporidium spp. E Giardia
spp.

A criptosporidiose € considerada uma infecgdo parasitaria oportunista,
acometendo individuos jovens e imunocomprometidos (sendo de suma importancia
em pacientes com HIV e outras enfermidades ou aqueles que realizam tratamentos
com imunossupressores). Também pode ser responsavel por causar doengca em
pessoas com sistema imunoldgico totalmente funcional, conforme demonstrado em
um surto massivo no ano de 1993, em Milwaukee, Wisconsin, EUA, onde mais de
400.000 casos de doenca diarreica causada por criptosporidiose foram identificados
(Gibson; Striepen, 2018).

De acordo com Squire; Ryan (2017) as principais espécies que infectam
humanos sdo C. hominis e C. parvum. Porém outras espécies ja foram relatadas,
sendo estas: C. meleagridis, C. ubiquitum, C. viatorum, C. andersoni, C. bovis, C.
canis, C. cuniculus, C. felis, C. muris, C. suis e C. xiaoi (Squire; Ryan, 2017; Hijjawi;
Zahedi; Al-Falah et al., 2022).

Ao contrario, Giardia spp. € uma das principais parasitoses intestinais de
animais incluindo o ser humano, € encontrada em todo o mundo, mas a sua
prevaléncia € maior em paises de baixa renda (Rojas — Lépez; Marques; Svard, 2022).
Os humanos sao infectados principalmente por duas assemblages de alto potencial
zoonotico, assemblages A e B (Sun et al., 2023), as quais além dos humanos séo
encontradas em diversos outros mamiferos (Heyworth, 2016). No entanto, os
humanos ainda podem ser infectados por um gendtipo adicional de G.
duodenalis pertencente a assemblage E que também pode vir a apresentar um perfil
zoonotico e antropozoonotico (Fantinatti et al., 2016; Abdel-Moein; Saeed, 2016) e por
assemblages especificas de caninos C, D e de felinos F (Sun et al., 2023).

Segundo Ryan; Caccio (2013) a assemblage B (~58%) tem uma prevaléncia
maior que a assemblage A (~37%) em todo o mundo, esta propor¢do ndo muda
quando sao analisados dados de paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento. Contudo, a prevaléncia de infec¢gdes mistas € maior (5,2%) nos
paises em desenvolvimento do que nos desenvolvidos (3,2%). Estes dados sdo muito
proximos aos apresentados por Sun et al. (2023), que através da analise de
publicagdes relacionadas a identificagdo molecular de G. duodenalis em humanos,
caes e gatos, revelaram que as assemblages humanas especificas A e B foram
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responsaveis por 42,18% (2981/7067) e 52,51% (3711/7067) das amostras
genotipadas respectivamente, e isto € algo extremamente preocupante, visto que a
assemblage A foi responsavel por 16,85% (639/3792) e a assemblage B por 6,22%
(236/3792) das amostras analisadas em cées e a assemblage A por 34,07% (139/408)
e a assemblage B por 7,35% (30/408) das amostras analisadas em gatos, o que
evidencia assim a importancia de cades e gatos na transmissdo zoondtica da G.
duodenalis.

Porém, sdo as criangas em ambientes com poucos recursos que carregam o
verdadeiro fardo da criptosporidiose e da giardiase, com a criptosporidiose sendo a
segunda principal causa de mortes em criangas devido a doencas diarreicas em todo
o mundo (a diarreia é responsavel por aproximadamente 10% da mortalidade infantil
global) (Gibson; Striepen, 2018). A gravidade das manifestagcdes clinicas e
sintomaticas em criangas, dependendo das espécies de Cryptosporidium spp. e das
assemblages de G. duodenalis envolvidas e das interagdes resultantes entre
hospedeiro e o parasito, pode variar de casos assintomaticos até a risco de morte. Os
danos estruturais infligidos por ambos os parasitos podem prejudicar gravemente a
saude intestinal das criangas, incluindo a capacidade de absorver nutrientes,
resultando num crescimento atrofiado e na diminuicdo do desenvolvimento
neurocognitivo (Prabakaran et al. 2023). Segundo Han et al. (2020), as criangas (0—4
anos) sao 17,9 vezes mais sensiveis a infeccdo por Giardia spp. € 10,6 vezes por
Cryptosporidium spp. se comparadas a adultos (15-64 anos).

Em estudo conduzido entre os anos de 2014 e 2015 em uma creche publica
localizada na cidade do Rio de Janeiro, Brasil, por Fantinatti et al. (2023), por meio da
genotipagem usando marcadores gdh e 3-giardina em DNA extraidos de 194 amostras
fecais de criancas, foi observada uma prevaléncia de 44,3% de individuos parasitados
por Giardia spp., com uma elevada diversidade genotipica do parasito, em que as
assemblages A (42 criangas), B (21 criangas) e E (19 criangas) foram detectadas,
sendo observado que os individuos positivos apresentaram déficits no
desenvolvimento fisico, independentemente da assemblage infectante, em
comparagao com os nao infectados

Ahmad; El-Kady; Hassan (2020), objetivando detectar G. duodenalis em
criangas no Alto Egito, testaram amostras de fezes de 165 criangas. As amostras de
fezes positivas para Giardia spp. (40/165) foram submetidas a amplificacdo por PCR

revelando predominantemente G. duodenalis assemblage A (45,7%). Infec¢des por
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assemblage B e mistas (A e B) foram detectadas em 31,4% e 22,8% das criancas,
respectivamente, enquanto a assemblage E nao foi detectado.

Quadros et al. (2016), em amostras fecais de 91 criancas e 108 caes na cidade
de Lages, Santa Catarina, detectaram cistos de G. duodenalis em 11 (12,08%)
criancas e 10 (9,25%) caes. O DNA extraido das 21 amostras positivas foi analisado
por PCR-RFLP, utilizando o gene gdh, com os resultados mostrando a presenca de
subconjuntos BIV entre as criancas (3/11) e caes (3/10) que conviviam na mesma
casa, indicando assim que os caes de estimacdo sdo um risco potencial de
transmissao de G. duodenalis para humanos.

Han et al. (2020) na China, consideraram os efeitos sinérgicos do HIV e de
susceptibilidade a idade, calculando assim o risco cumulativo da exposicao a Giardia
spp. ou Cryptosporidium spp.em cerca de 38,781x10 ®DALYs (anos de vida
ajustados por incapacidade) por pessoa por ano, 0 que € muito mais alto do que o
nivel de risco de referéncia recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (1x10 -
6DALYs) (WHO, 2011).

Helmy et al. (2015) através da analise molecular de amostras de fezes de 165
criancas com diarreia da provincia de Ismailia no Egito, identificaram que 49,1%
destas criancas estavam infectadas por Cryptosporidium spp., sendo que do total de
amostras positivas C. hominis foi a mais prevalente (60,5%), seguido por C. parvum
(38,3%). Segundo esse estudo morar em aldeias, beber dgua subterrédnea e ter
contato com animais foram fatores de risco para que as criangas contraissem a
infeccéo.

Segundo Coelho et al. (2023), em estudo conduzido na cidade de Andradina
no estado de Sao Paulo, Brasil, criangas que convivem com cées ou gatos tem 129,7
vezes mais chances de ter infeccao por Cryptosporidium spp., principalmente quando
animais infectados se deitam ou dormem na mesma cama das criancas.

Visando exemplificar a importancia zoonética e demonstrar a distribuicdo dos
parasitos, na sequéncia sdo apresentadas as tabelas 1, 2 e 3 contendo prevaléncias
de G. duodenalis em humanos no mundo, no Brasil e de Cryptosporidium spp. no

mundo e no Brasil, respectivamente.
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2. 3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE Giardia spp. E Cryptosporidium spp. EM
CAES, GATOS E DEMAIS HOSPEDEIROS.

Segundo dados extraidos do GenBank (Schoch et al., 2024) até o0 momento,
séo descritos 47 espécies e Varios genotipos de Cryptosporidium spp., que acometem
aves, répteis, anfibios, peixes e mamiferos, incluindo o ser humano. Alguns genoétipos
podem apresentar caracteristicas muito semelhantes as de espécies ja descritas,
porém, diferem em sua composi¢cao genética e molecular, mas pelo fato de nédo haver
informacdes sobre suas caracteristicas biologicas, ainda ndo foram classificados
COMO especies.

Os cées podem ser infectados pelas espécies C. canis (Osman et al., 2015), C.
parvum (Sotiriadou et al., 2013) e C. ubiquitum (Li et al., 2015). Em grande parte dos
casos a infeccdo por Cryptosporidium spp. se apresenta de forma assintomatica
(Giangaspero et al., 2006) no entanto, sinais clinicos como diarreia severa, com
sindrome de ma absorc¢éo e perda de peso podem ocorrer (Irwin, 2002).

Em gatos pode ocorrer a infecgéo por C. felis (Alves et al., 2018; Fayer et al.,
2006), C. muris (Pavlasek; Ryan, 2007) e C. parvum (Alves et al., 2018). A presenca
e a gravidade dos sinais clinicos da criptosporidiose em gatos domésticos pode variar
muito, com quadros de infec¢ao assintomatica até a presenca de diarreia grave (Fayer
et al., 2006).

Ja4 o0 género Giardia possui nove espécies segundo dados extraidos do
GenBank (Schoch et al., 2024), das quais s6 uma delas € parasita de mdultiplas
espécies, denominada G. lamblia, G. intestinalis ou G. duodenalis. Essa espécie é
constituida por pelo menos oito grupos de assemblages (A a H), que diferem
significantemente entre si e parecem representar diferentes espécies. Os
assemblages A e B apresentam alto potencial zoonético e sdo encontrados em
humanos e em varios mamiferos (Heyworth, 2016), sendo subdivididos em Al-IV e BI-
IV, respectivamente (Barasa et al., 2024). Por sua vez, os assemblages C e D estédo
presentes em caes, o E em animais de producdo, o F em gatos, o0 G em ratos
(Heyworth, 2016), e o H em vertebrados marinhos (Heyworth, 2016; Ryan; Caccio,
2013).

G. duodenalis € um dos parasitos mais comuns de cées e gatos em todo o
mundo. As infec¢cbes por Giardia spp. em cédes e gatos sd4o comuns em animais

aparentemente normais, no entanto podem deixar cées e gatos doentes, com estes
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apresentando sinais atipicos e infeccao persistente (Bowman; Lucio-Forster, 2010),
podendo causar vomito, diarreia aquosa e com sangue.

Nas tabelas 4 e 5 sdo apresentados dados de ocorréncia de Cryptosporidium
spp. em gatos e em cées no Brasil e no mundo.

Nas tabelas 6, 7 e 8 sdo apresentados dados de ocorréncia de G. duodenalis

em gatos e caes no Brasil e no mundo.
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Além de caes, gatos e o ser humano, Giardia spp. e Cryptosporidium spp.
podem infectar uma ampla gama de animais. Certad et al. (2015), utilizando nested
PCR, avaliaram a prevaléncia de Cryptosporidium spp. em 41 peixes inteiros e 100
filés de peixe do Lago Genebra, na Franga, que foram coletados de fornecedores ao
redor do lago. Cinco espécies de peixes foram identificadas como hospedeiros
potenciais de Cryptosporidium spp.: Salvelinus alpinus (Truta do artico), Esox lucius
(Lucio), Coregonus lavaretus (Lavaret), Perca fluviatilis (Perca europeia) e Rutilus
rutilus (Rutilus). A presenca de Cryptosporidium spp. foi constatada em 15 de 41
peixes (37%), assim distribuidos: 13 (87%) C. parvum, 1 (7%) C. molnari e 1 (7%)
infeccdo mista (C. parvum e C. molnari). Visto que C. parvum é uma espécie
zoonotica, os peixes sao uma fonte adicional de infecgao para humanos e animais,
podendo também contribuir para a contaminacdo do meio ambiente com esse
parasito.

Zahedi, et al. (2016), ap0s o processamento de um total de 952 amostras fecais
de animais de quatro espécies dominantes (cangurus, coelhos, bovinos e ovinos) que
habitam Sydney, Austrélia, identificaram espécies de Cryptosporidium spp. em 3,6%
(21/576) dos cangurus, 7,0% (10/142) dos bovinos, 2,3% (3/128) das ovelhas e 13,2%
(14/106) das amostras de coelhos triadas. A analise molecular destas amostras
identificou a presenca de C. macropodum e C. hominis em cangurus, C. hominis e C.
parvum em bovinos, C. ubiquitum em ovelhas e C. cuniculus em coelhos. Todos as
espécies de Cryptosporidium spp. identificadas sdo zoonéticas com excecao de C.
macropodum.

Zhong et al. (2018), na provincia de Sichuan, China, em andlise de 342
amostras fecais de cabras adultas em 12 fazendas, obtiveram uma ocorréncia de G.
duodenalis e Cryptosporidium spp. de 14,9% (51/342) e 4,7% (16/342),
respectivamente. Todas as amostras de DNA de G. duodenalis genotipadas foram
identificados como pertencentes a assemblage E, e as espécies de Cryptosporidium
spp. classificadas como C. xiaoi (11/16) e C. suis (5/16), sendo este o primeiro estudo
a relatar a infeccdo por C. suis em cabras adultas na China. Ainda na China, em 12
zooldgicos distribuidos em oito provincias e dois municipios (Chongging e Pequim),
Zhang et al. (2020), com o uso de PCR, identificaram em amostras de fezes de
primatas ndo humanos a presenca de G. duodenalis, assemblage B em 8,3% (25/302)

das amostras.
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Li et al. (2020), usando kits comerciais de ELISA e métodos de deteccdo de
PCR, analisaram 950 amostras de soro de Yaks (Bos grunniens) in Naqu, China, a
prevaléncia foi de 10,8% para anticorpos contra C. parvum.

Smith et al. (2020), em analise molecular de 193 amostras de fezes de coiotes
de Alberta, Canada, identificaram a infeccdo destes animais por trés diferentes
assemblages (A, C, D) de G. duodenalis e por C. canis, evidenciando que podem ser
uma possivel fonte de contaminacdo para caes e seres humanos.

Silva; Lopes; Araujo Junior (2012), caracterizaram geneticamente a presenca
de G. duodenalis em 15 de um total de 200 bovinos leiteiros provenientes de 10
propriedades do estado de S&o Paulo, Brasil, sendo que destas, oito propriedades
continham animais positivos com assemblages Al e E.

Aquino et al. (2019), em caracterizagdo molecular de G. duodenalis de 183
amostras fecais de bufalos da raca Murrah na regido Sudoeste do Estado de Sao
Paulo, Brasil confirmaram a presenca do parasito em 6,56% dos animais, sendo
identificada a assemblage E de G. duodenalis nas amostras positivas.

Desta forma, fica evidente que muitos animais podem servir de reservatérios
tanto de Giardia spp. quando de Cryptosporidium spp. sendo importantes fontes de

infeccdo para cées, gatos e humanos.

2. 4 DIAGNOSTICO

O diagnéstico tradicional de Giardia spp. € realizado através da identificagcao
de cistos e trofozoitos por meio de microscopia Optica de amostras fecais. Além da
microscopia, diferentes métodos foram validados para o diagndstico da giardiase,
como por exemplo as analises imunoldgicas e moleculares (Soares; Tasca, 2016). A
exemplo da Giardia spp., o Cryptosporidium pode ser diagnosticado por meio de uma
série de técnicas, incluindo o exame de microscopia Optica, com preparacao de
montagem uUmida ou coloracdo dos esfregagcos com corante acido-resistente
modificado ou por corantes fluorescentes, além obviamente dos métodos
imunoldégicos que detectam antigenos e anticorpos, exames histolégicos e varios
métodos moleculares para detecgdo de DNA também estdo disponiveis (Khurana;
Chaudhary, 2018).

Uma mesma metodologia pode apresentar variagbes em relacdo aos

resultados de especificidade e sensibilidade entre diferentes estudos, e isso pode
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estar associado a diferengas no desempenho das técnicas ou a fatores externos
(Soares; Tasca, 2016). Segundo Goudal et al. (2019), a microscopia € o padrdo ouro
para o diagndstico de parasitos gastrointestinais, sendo utilizada na maioria dos
laboratorios de microbiologia em todo o mundo para o diagnostico de giardiase e
criptosporidiose, no entanto esta abordagem apresenta algumas limitagbes, como: a
necessidade de métodos complementares, incluindo coloragbes, etapas de
concentracdo e métodos mais especificos, além da necessidade de microscopistas
habilidosos e educag&o microscopica continua. Desta forma, métodos de diagndsticos
moleculares foram desenvolvidos e tém sido utilizados em uma extensa revisdo da
taxonomia através da identificacdo de espécies e subtipos, levando a um melhor
entendimento da transmissdo de doengas e melhoria no diagnostico laboratorial
(Cunha; Peralta; Peralta, 2019). As vantagens desses métodos s&o velocidade,
sensibilidade, adequagao para automacao e investigacdo de diversos patégenos na
mesma configuragcao de PCR (multiplex-PCR) (Campbell, et al. 2022).

Além da microscopia e de diagndsticos moleculares, varios testes diagnosticos
diferentes podem ser utilizados, como o0s imunoensaios (ELISA - ensaio
imunoenzimatico) e testes rapidos (testes imunocromatograficos) (Soares; Tasca,
2016). Os testes imunocromatograficos representam métodos alternativos,
oferecendo um tempo pratico mais curto de processo (Goudal, et al. 2019). Os ensaios
imunocromatograficos para deteccao de antigenos de Giardia spp.
e Cryptosporidium spp. sdo faceis de realizar, rapidos e ndo requerem experiéncia
pessoal ou equipamentos especiais (Gutiérrez-Cisneros, et al. 2011).

Goudal et al. (2019), apdés analise de 482 amostras de fezes por
imunocromatografia, argumentam que além da deteccédo de G. duodenalis os testes
rapidos poderiam representar uma alternativa rapida e confiavel a coloracéo de Ziehl-
Neelsen modificada para o diagndstico de criptosporidiose, permitindo reduzir atrasos
no diagndstico. Essa estratégia também economizaria tempo, evitando a microscopia
de montagem umida e as etapas de concentragao, sendo particularmente apropriada
para laboratorios com pouca experiéncia em microscopia ou que nao sio capazes de
implementar métodos de diagndstico molecular.

Ja os testes imunoldgicos (ELISA) para detecgao de antigenos apresentam
como caracteristicas o fato de serem simples, rapidos e especificos (Cunha; Peralta;
Peralta, 2019) e a possibilidade de analisar amostras fecais frescas, bem como

amostras congeladas (Soares; Tasca, 2016). Apesar de terem um custo mais elevado,
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nos testes imunolégicos sao utilizados anticorpos monoclonais criados para alvos
especificos para diferenciagdo de espécies, apresentando assim uma excelente
sensibilidade em comparacao as técnicas tradicionais de coloragao. A detecgido de
antigenos nas fezes (coproantigenos) tornou-se uma ferramenta util no diagnostico
de casos de suspeita de infecgao resultante de G. duodenalis e Cryptosporidium spp.
(Cunha; Peralta; Peralta, 2019).

No entanto, a triagem de Giardia spp. com detecgdo de antigeno fecal por
ELISA pode ser mal orientada por falsos negativos devido a eliminagéo irregular do
parasito. Desta forma, no caso de melenas recorrentes e persistentes, alternativas
tém sido utilizadas para a identificacao de cistos ou trofozoitos de Giardia spp., uma
delas é a biopsia do intestino delgado apos a colonoscopia através da visualizagao de
placas ou exsudatos brancos semelhantes na mucosa e submucosa associadas a
disturbios hipereosinofilicos, como esofagite eosinofilica (Hershman; Wah;
Swaminath, 2018).

De acordo com Uchoa et al. (2018), apds a analise de amostras fecais em
triplicata de 54 humanos, 24 caes e 18 gatos residentes na cidade de Niterdi, RJ,
sudeste do Brasil, por microscopia Optica, ELISA, imunocromatografia e nested PCR,
a técnica de flutuacdo com sulfato de zinco é o melhor ensaio diagndéstico em termos
de sensibilidade e especificidade para detectar G. duodenalis em amostras coletadas
em série de caes, gatos e humanos, pois a PCR nao é capaz de detectar infecgdes
leves em fezes de portadores assintomaticos e com baixa carga parasitaria,
especialmente animais e as técnicas imunoldgicas podem ser utilizadas como
meétodos diagnosticos alternativos, mas sao testes caros que nao detectam outros
parasitos entéricos.

De modo geral, o que se pode perceber é que o uso de PCR, juntamente com
técnicas de microscopia e imunocromatografia, resultariam em um diagnéstico mais

preciso da criptosporidiose (Cunha; Peralta; Peralta, 2019) e giardiase.


https://www-sciencedirect-com.ez74.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/nested-polymerase-chain-reaction
https://www-sciencedirect-com.ez74.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/zinc-sulfate
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2. 5 TRATAMENTO

O desenvolvimento de drogas e vacinas para criptosporidiose € limitado pela
dificuldade de manuseio do parasito, que inclui a falta de sistemas para cultura
continua, modelos animais vidveis e ferramentas de genética molecular (Vinayak et
al., 2015). Atualmente, existe apenas um medicamento disponivel para tratar a
criptosporidiose em humanos, a nitazoxanida (Gibson; Striepen, 2018), sendo este ja
testado no tratamento em animais (Moron-Soto et al., 2017; Ollivett et al.2009; Viel et
al. 2007).

No entanto as pesquisas continuam, e moléculas de pirazolopiridinas tém sido
estudadas como inibidores de C. parvume C. hominis (Manjunatha et al.,
2017). Segundo Manjunatha et al. (2017), o tratamento oral com a pirazolopiridina
KDU731 resultou em uma reducgéo potente da infec¢cédo intestinal de camundongos
imunocomprometidos. O tratamento também levou a rapida resolucao da diarreia e da
desidratacdo em bezerros neonatais, sugerindo a pirazolopiridinas KDU731 como um
candidato a medicamento para o tratamento de criptosporidiose.

Mukerjee et al. (2015), utilizando uma molécula de NP-906 marcado com CP2
(anticorpo) (CP2-NP-906) reduziram o nivel de parasitos em 200 vezes em cultura de
células, enquanto NP-906 resultou em uma reducdo de 4,4 vezes. Além disso, a
poténcia anticryptosporidial de NP-906 melhorou 15 a 78 vezes, confirmando a
utiidade das nanoparticulas conjugadas com anticorpo como uma estratégia de
entrega de droga eficaz.

Apesar da nitazoxanida ser utilizada para tratamento de criptosporidiose, ha
estudos que comprovam seu uso também para controle da giardiase. Moron-Soto et
al. (2017) testaram a eficacia da nitazoxanida no tratamento de infec¢gbes naturais por
Giardia spp. em caes naturalmente infectados. Trinta e cinco cdes foram divididos em
cinco grupos, trés grupos foram tratados com dose oral unica de 37,5 mg/kg, 75 mg/kg
e 150 mg/kg nos dias 0 e 14, o quarto grupo foi tratado uma combinagao comercial de
pirantel, praziquantel e febantel administrado por via oral durante trés dias
consecutivos, € o0 quinto grupo serviu como controle. Segundo os autores, a
eliminacao de cistos foi reduzida em todos os grupos tratados quando comparados ao
grupo controle ndo tratado, porém os grupos tratados com nitazoxanida apresentaram
risco menor durante o estudo, pois os parametros bioquimicos dos animais tratados,

em especial as enzimas hepaticas aspartato transaminase e alanina transaminase,
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permaneceram dentro dos limites fisioldgicos. Ainda foi observado que a nitazoxanida
em contraste com a combinagdo comercial de febantel, pirantel e praziquantel foi
eficaz contra outro protozoario, Cryptosporidium spp. nas doses de 75 mg/kg e 150
mg/kg, e por ser administrada em dose unica pode ser vantajosa na diminui¢gdo da
carga de trabalho em especial em abrigos ou canis, onde a limitagdo de pessoal &
frequente e estao presentes muitos animais.

O efeito da administragdo de dose unica da nitazoxanida, para o tratamento de
giardiase canina, também foi comprovado em estudo conduzido por Romano; Lallo
(2023) onde estes compararam o efeito terapéutico e a seguranga farmacoldgica da
nitazoxanida e do fenbendazol. O estudo consistiu na administragao de dose unica de
50 mg/kg de nitazoxanida e de trés doses consecutivas de 50 mg/kg de fenbendazol
em dois grupos de 25 caes diagnosticados com G. duodenalis, respectivamente. Foi
observado que uma semana apoés o tratamento, 84% e 76% dos animais tratados com
nitazoxanida e fenbendazol foram negativos, respectivamente. Apesar de nao ter sido
observada diferencga significativa, os efeitos colaterais como vémitos e hiporexia foram
controlaveis no tratamento com nitazoxanida e nao foram observadas alteracbes em
que evidenciassem insuficiéncia hepatica ou renal nos animais.

Outro medicamento que tem sido relatado no controle de Giardia spp. em caes
€ o secnidazol. De acordo com Cheung et al. (2019) o secnidazol € um medicamento
eficaz e de baixo custo quem tem sido utilizado no tratamento da giardiase em
humanos e tem a vantagem de necessitar de apenas uma dose oral. Os autores
realizaram um estudo com o objetivo de determinar a eficacia do secnidazol em caes
durante um surto de giardiase em um abrigo. Para isso os animais foram divididos em
dois grupos, caes com mais de 10 semanas de idade (grupo A) e cdes com menos de
10 semanas de idade (grupo B), ambos receberam uma dose inicial de 30 mg/kg
sendo repetida apds duas semanas a mesma dosagem nos animais do grupo B. A
giardiase clinica foi resolvida em todos os 14 pacientes do grupo A dentro de 13 dias
apds uma unica dose de secnidazol, e erradicada em 100% dos casos no 34° dia no
grupo B.

Silva et al. (2011), avaliaram a eficacia do secnidazol no controle da Giardia
spp. em gatos. Foram utilizados 16 animais, divididos em trés grupos: o grupo A foi
composto por cinco animais nao infectados (controle negativo), grupo B consistiu de
cinco animais infectados mas nao tratados com secnidazol, e o grupo C foi composto

por seis gatos infectados e tratados por via oral com dose unica de secnidazol (30 mg
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kg—1). Ao final do estudo foi observado que nos gatos tratados com secnidazol, ndo
foram observados cistos de Giardia spp. nas fezes em exames coproparasitolégicos
realizados nos dias 6, 7 e 8 pds-tratamento, obtendo assim 100% de eficacia no
protocolo terapéutico.

Ural et al. (2017), avaliaram a eficacia da cloroquina na diminuigcdo ou na
interrupcdo da eliminacdo de cistos em caes naturalmente infectados por G.
duodenalis. Um total de 26 animais foram distribuidos em dois grupos aleatoriamente,
um grupo que recebeu o tratamento e um grupo controle. Os animais tratados,
receberam por via oral uma dose de 2,5 mg/kg de cloroquina duas vezes ao dia
durante 5 dias consecutivos, a excre¢cao do cisto foi avaliada nos dias 0, 3, 7 e 10,
antes e apds o tratamento. Os autores observaram uma redugao percentual na
excrecao de cistos com 99,8% de eficacia no dia 3 e 99,9% nos dias 7 e 10 no grupo
de tratamento, ou seja, a cloroquina na dosagem proposta pode ser uma opgao de
tratamento pratica, de baixo custo e altamente eficaz em caes com giardiase.

Terapias alternativas também vém sendo testadas, como por exemplo a
utilizacéo de probioticos no combate a trofozoitos de Giardia spp. Yuan et al. (2021)
testaram in vitro a eficacia e os efeito dos sobrenadantes de Bifidobacterium animalis
lactis BB-12 no crescimento de trofozoitos. Foi constatado que a presenca de B.
animalis lactis ocasionou uma interferéncia no crescimento e na adeséao de trofozoitos.
Em observacdo ao microscopio foi possivel notar que a superficie dos trofozoitos

estava irregular, atrofiada e por vezes rompida.
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3 OBJETIVOS

Investigar a infecgao de Cryptosporidium spp. e G. duodenalis em caes e gatos
assistidos/castrados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Lages, Santa Catarina,
Brasil, para determinar a prevaléncia, os fatores de risco associados com a infecgéo
(existéncia ou nao de proprietarios; sexo; idade; quadro de diarreia; quadro de vomito;
acesso a rua; convivio com outros animais; convivio com outras espécies animais;
histérico de ratos), as espécies/gendtipos de Cryptosporidium spp., as assemblages

de G. duodenalis circulantes e o potencial zoondtico dos parasitos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

Lages é um municipio que integra a Mesorregido Serrana de Santa Catarina,
sendo 0 maior municipio em extensdo territorial do estado, ocupando uma é&rea
aproximada de 2.637,660 Kmz2, correspondente a 2,76% do territorio catarinense. A
populacdo estimada é de 157.349 habitantes, 2,17% do total de Santa Catarina
(IBGE, 2020).

Figura 8 - Territério do municipio de Lages, SC.

2,.

Fonte: Campos (2006).

4.2 AMOSTRAGEM

De acordo com a Associagéo Brasileira da Industria de Produtos para Animais
de Estimagédo — ABINPET (2019), a populagédo de animais de companhia no pais é
de 54,2 milhGes de caes e 23,9 milhdes de gatos o que corresponde, considerando a
estimativa da populacédo brasileira de 212 milhdes de pessoas (IBGE, 2021), a
aproximadamente 1 cdo para cada 4 pessoas e 1 gato para cada 9 pessoas,
proporcao semelhante ao encontrado por Stalliviere et al. (2013) em Lages, 1 céao para
cada 3,5 pessoas, e por Stalliviere et al. (2009), 1 gato para cada 10,7 pessoas. Desta

forma se levarmos em conta a estimativa da populacdo do municipio de Lages,
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157.349 habitantes (IBGE, 2020), podemos estimar a populagcéo de cdes no municipio
em 39.337 e a de gatos em 17.310 animais.

Com margem de erro de 5%, nivel de confian¢a de 95%, significancia p < 0,05
e prevaléncia esperada de 18% para Giardia duodenalis e de 14% para
Cryptosporidium spp. em cées; e 11% para Giardia duodenalis e 9% para
Cryptosporidium spp. em gatos (a partir de uma prevaléncia média observada no pais
- tabelas 4, 5, 6 e 7), foram necessarias 227 amostras de caes e 150 de gatos de
acordo com a formula prevista abaixo (OPAS, 1979).

Z 2
No = (% p(1-p)

Onde:

n0 = numero de individuos da amostra.
Zy/2 = grau de confianga desejado.

e = margem de erro.

p = prevaléncia esperada.

4.3 COLETA DE AMOSTRAS

No periodo compreendido entre 17/11/2021 e 17/02/2023, foram realizadas
coletas de amostras de fezes diretamente do reto de animais encaminhados ao Centro
de Controle de Zoonoses de Lages, SC, Brasil, para a realizagdo de
ovariosalpingohisterectomia ou orquiectomia, cada animal foi responsavel pelo
fornecimento de uma uUnica amostra.

Todo o procedimento de coleta, foi realizado com os animais em plano
anestésico, e pela inser¢cao do dedo indicador ou minimo devidamente calgados com
luvas de latex e lubrificados com gel lubrificante a base de agua.

Nos dias de coletas, as amostras eram coletadas de forma sequencial,
independente das caracteristicas dos animais (sexo, idade, raga etc.). Apos a coleta
estas eram acondicionadas em recipiente plastico, identificadas e armazenadas sob
refrigeracao (4°C a 7°C) até o processamento.

Em animais com tutor, apds a leitura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE A) e assinatura do Termo de Consentimento (APENDICE B)
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foi aplicado um questionario como o proposto por Ederli et al. (2008) com algumas
modificacdes (APENDICE C). O questionario continha perguntas referentes as
variaveis: sexo, idade, raca, ocorréncia de diarreia e/ou vémito, acesso a rua, convivio
com outros animais, convivio com criangas e historico de ratos na propriedade. Com
relacdo a idade, foram considerados animais jovens aqueles com idade igual ou
inferior a um ano, e animais adultos aqueles com idade superior a um ano. Os dados
obtidos foram anotados e tabulados para posterior analise da associacdo destas
variaveis com as prevaléncias de G. dudenalis e Cryptosporidium spp. observadas.
Nao foi possivel o preenchimento total do questionario referentes aos animais de rua
recolhidos para a castragao, portanto algumas variaveis descritas no questionario néo
foram possiveis de serem avaliadas dentro desta populacgéo.

Este projeto foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
CAV/UDESC e aprovado conforme protocolo n°® 1773210621 em 25/06/2021.

4.4 PREPARO DE SOLUGOES

4.4.1 Solugao de sacarose

Com o auxilio de um agitador magnético com placa de aquecimento (Modelo
78HW-1 da Biomixer), em um béquer foram diluidos 500g de acucar em 320ml de
agua destilada pré-aquecida em micro-ondas por 3 minutos. A solugdo permaneceu
no agitador até a homogeneizagdo completa. Apds a homogeneizagéo, deixou-se
esfriar e procedeu-se o armazenamento em frasco de vidro, o qual foi mantido em

temperatura de refrigeracao até a sua utilizagao.

4.4.2 Solugao de sulfato de zinco 33%

Com o auxilio de um agitador magnético (Modelo 78HW-1 da Biomixer), em um
béquer foram diluidos 330g de sulfato de zinco em 1L de agua destilada em
temperatura ambiente. A solugdo permaneceu no agitador até a homogeneizagcao
completa. Apds a homogeneizagdo, procedeu-se o armazenamento em frasco de

vidro, o qual foi mantido em temperatura ambiente até a sua utilizacao.
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4.4.3 Fucsina fenicada

Para o preparo deste corante, foram utilizados 10g de fucsina basica, 100ml de
alcool etilico 95%, 50 ml de fenol e 100ml de agua destilada. O inicio do processo
consistiu em triturar, com um bast&o de vidro, a fucsina basica em um béquer contendo
o alcool etilico. Apds, adicionou-se lentamente o fenol e procedeu-se a
homogeneizagdo da amostra completando ao final com a agua destilada. Deixou-se
em repouso por 24 horas, seguido de filtragem em filtro de papel e estocagem em

frasco plastico até sua utilizagao.

4.4.4 Verde malaquita

Para o preparo deste corante, foram utilizados 5g de verde malaquita, 5ml de
alcool etilico 95% e 100ml de agua destilada. O inicio do processo consistiu em triturar,
com um bastéo de vidro, os graos de verde malaquita em um béquer contendo o alcool
etilico. Apds, adicionou-se lentamente a agua destilada e procedeu-se a
homogeneizagdo da amostra. Deixou-se em repouso por 24 horas, seguido de

filtragem em filtro de papel e estocagem em frasco plastico até sua utilizagao.

4.5 ANALISE DAS AMOSTRAS FECAIS POR MICROSCOPIA OPTICA

Para a pesquisa de cistos de G. duodenalis, as amostras de fezes foram
avaliadas pelas técnicas de centrifugo-flutuacao em sulfato de zinco modificada (Faust
et al., 1938) e de sedimentacdo espontanea modificada (Hoffman; Pons; Janer, 1934).
J& para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp., as amostras foram avaliadas
pela técnica de centrifugo-flutuacdo em acgucar/sacarose modificada (Sheather et al.,
1923) e técnica modificada de coloragéo de Ziehl-Neelsen descrita por Ortolani (2000).
Todas as etapas de centrifugacdo foram executadas em centrifuga modelo KC8 da
marca Kindly.

ApOs a coleta e armazenamento, em até 48 horas, 4 gramas de fezes foram
diluidas em 56 mL de agua, a qual foi filtrada em peneira; 15 mL e 7,5mL do material

resultante foram depositados em tubos do tipo Falcon de 15 mL para processamento

pela técnica de centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco 33% (1,182 p) e em solucao
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de acucar (1,35 p), respectivamente. O restante foi depositado em célice de fundo

cOnico para realizacdo da técnica de sedimentagédo espontanea.

Para a realizacéo da técnica de centrifugo flutuacdo em sulfato de zinco, o tubo
do tipo Falcon com fezes diluidas foi centrifugado a 1293g por 2 minutos. Apés, 0
sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 10 mL de agua,
repetindo o processo (duas ou trés vezes) até que o sobrenadante se apresentasse
limpido. Logo em seguida, foram adicionados ao pellet (resultante do processo de
lavagem) 10 mL de solucéo de sulfato de zinco 33% seguida de centrifugacéo a 1293g
por 2 minutos. Ao final do processo, com o auxilio de uma alca de platina, foi
transferida a pelicula superficial para uma lamina de vidro, corada com uma gota de
solucédo de lugol e observada ao microscépio em aumento de 100 e 400X para a
deteccaol/identificacdo dos cistos.

Para a realizacdo da técnica de centrifugo-flutuacdo em acucar/sacarose,
foram adicionados 7,5 mL de solu¢éo saturada de acucar juntamente com as 7,5 mL
de fezes diluidas, totalizando assim 15 mL. ApGs o material foi homogeneizado por
inversao manual do tubo. Na sequéncia o tubo foi centrifugado por durante 2 minutos
a 1293g. Finalizada a centrifugacdo, com o auxilio de uma alca de platina, ocorreu a
transferéncia da pelicula superficial para uma lamina de vidro, a qual foi observada ao
microscépio em aumento de 100 e 400X para a deteccao/ identificacdo dos oocistos.

Na técnica de sedimentacdo espontanea, apds a deposicdo das fezes diluidas
no calice de fundo cbnico, o material permaneceu em repouso por 10 minutos com
posterior eliminacdo do sobrenadante. Apds o descarte do sobrenadante ocorreu a
adicdo de 30 mL de agua, deixando repousar por mais 10 min seguido de posterior
descarte do sobrenadante, o0 processo repetiu-se por mais uma vez, totalizando assim
trés lavagens de 10 minutos cada. Ao final da ultima lavagem, com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, foi realizada a homogeneizacdo e retirada de uma pequena
amostra de sedimento do vértice do calice, distendido sobre uma lamina de
microscopia, corado com uma gota de lugol e coberto com laminula para observagéo
ao microscopio em aumento de 100X e 400X. Foram avaliadas trés laminas para cada
amostra.

Caso a amostra de fezes nédo atingisse 0s 4 gramas previstos para a realizacao
da diluicdo e consequente etapas de centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco, agucar

e sedimentacdo espontanea, procedeu-se a diluicdo de apenas 2 gramas de fezes
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com todas as etapas de diluicbes sendo proporcionalmente dividas pela metade.
Amostras de fezes com peso inferior a 2 gramas foram descartadas.

Para a realizagéo da técnica de Ziehl-Neelsen, uma gota de sedimento coletada
do célice de sedimentacdo, com uma pipeta de Pasteur, foi depositada na superficie
de uma lamina de vidro sendo realizado o esfregaco da mesma. ApOs secagem em
temperatura ambiente, foi realizada a fixacdo das laminas em imerséao de solucéo de
metanol 5% por durante 5 minutos, as quais na sequéncia foram deixadas secar em
suporte adequado. Com as laminas secas e fixadas, estas foram mergulhadas em
cuba com solucdo de fucsina fenicada por 30 minutos. Ao final deste processo, as
laminas passaram por lavagem rapida em agua corrente, com posterior adicdo de
acido sulfarico 2% por 1 minuto e novamente foram lavadas em agua corrente seguida
de mergulho em solugéo de azul de metileno durante 1 minuto. Por fim, as laminas
foram novamente lavadas em agua corrente, deixadas secar na posi¢ao vertical e

levadas ao microscopio para analise em objetiva de imersao (1000X).

4.6 ANALISES MOLECULARES

4.6.1 Extragcao de DNA

Para a extracdo de DNA das fezes, foi utilizado o Kit comercial QlAamp® Fast
DNA Stool Mini Kit (© QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante com algumas alteragbes segundo Hawash (2014)
(APENDICE D). Basicamente as alteracbes propostas foram o aumento da
temperatura de lise até o ponto de ebulicdo de 100°C por 10 min e o tempo de vortex
do tampdo InhibitEX para 5 min, além de reduzir o volume de eluicdo para 100 pL.
Todas as operacbes de aquecimento foram executadas em banho seco de bloco
duplo, modelo k80-02D da marca Kasvi, enquanto as centrifugagdes foram realizadas

em temperatura ambiente em centrifuga modelo SL 703 da marca Solab.

4.6.2 Reagao em cadeira da polimerase (PCR)

O DNA extraido foi submetido a analise nested PCR (n-PCR) do gene 18S-
rRNA de Cryptosporidium spp. (Xiao et al., 2001). Para a pesquisa de Giardia
duodenalis foram empregadas as técnicas de n-PCR [ — Giardina (Lalle et al., 2005) e

semi-nested PCR de glutamato desidrogenase (GDH) (Read; Monis; Thompson,
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2004). Todas as reagbes foram realizadas em termociclador Veriti 96-Well Fast
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A tabela 9 traz a

sequéncia dos primers utilizados.

Tabela 9 - Sequéncia de primers utilizados na PCR para a pesquisa de

Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis

Produto

Marcador Etapa Sequéncia 5"- 3’ (pb) Referéncia
Cryptosporidium spp.
N TTCTAGAGCTAATACATGCG
12 reacao: 1325
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA Xiao et al.
18S-rRNA
3 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 826 a (2001)
22 reacao:
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 864
G. duodenalis
. AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC
12 reacao: 753
. GAGGCCGCCCTGATCTTCGAGACGAC Lalle et al.
B — giardina
N GAACGAACGAGATCGAGGTCCG (2005)
22 reacéo: 511
CTCGACGAGCTTCGTGTT
TCAACG TYAAYC GYG GYT TCC GT . .
12 reacdo: 730 Read; Monis;
GDH GTTRTCCTTGCACATCTCC Thompson
2areagdo:  CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG 432 (2004)

A n-PCR foi realizada para amplificar um fragmento do gene 18S rRNA do
Cryptosporidium spp., com comprimento variando entre 826 e 864 pares de base (pb)
(Xiao et al., 2001). A reacéo constituiu em um tampdo PCR 1X, 200 ym de cada
nucleotideo (ANTP), 2,5 nm de MgCl2, 400 nm de cada iniciador, 1,25 U da Platinum®
Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 200 ng/uL de albumina sérica bovina nao acetilada
(BSA), 2,0 L de DNA extraido e agua ultrapura para completar 25 pL de volume final.
O produto da primeira reagao foi diluido com 25 uL de agua ultrapura antes da
segunda montagem da PCR. As etapas de amplificagao consistiram em 5 minutos a
95°C, seguido por 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C, 60 segundos
a 72°C e, finalmente, 5 minutos a 72°C. Foi utilizado agua ultrapura como controle
negativo e DNA de C. parvum obtido de um bezerro como controle positivo.

A n-PCR da 8 — giardina foi utilizada para amplificar um fragmento de 511 pb
(Lalle et al., 2005) em uma mistura reacional com um volume final de 25 pL. Esta
mistura consistia em 2 yL de DNA extraido, 2,5 mm de MgClz, 0,2 um de cada
nucleotideo (dNTP), 200 ng/pL de albumina sérica bovina (BSA), 1x tampao de PCR
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(contendo Tris-HCI 20 mM [pH 8,4] e KCI 50 mM), 0,1 ym de cada primer, 1,25 U
Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura. O produto da primeira
reacao foi diluido com 25 yL de agua ultrapura antes da segunda montagem da PCR.
As etapas de amplificagdo consistiram em 5 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de
30 segundos a 95°C, 30 segundos a 63°C, 30 segundos a 72°C e 5 minutos a 72°C.
Foi utilizada agua ultrapura como controle negativo e DNA de G. duodenalis obtido de
um c&o como controle positivo.

Para a analise de semi-nested PCR do gene GDH (432 pb) (Read; Monis;
Thompson, 2004), uma mistura de reacao foi preparada com um volume final de 25
ML. Utilizou-se 1uL de DNA extraido, 1,5 nm de MgCl2, 0,2 um de cada nucleotideo
(dNTP), 200 ng/uL de BSA, 1x tampao de PCR (com Tris-HCI 20 mM [pH 8,4] e KCI
50 mM), 0,08 um de cada primer, 1,25 U 1,25 U Platinum® Taq DNA Polimerase
(Invitrogen) e agua ultrapura. O produto da primeira reagao foi diluido com 25 pl de
agua ultrapura antes da segunda montagem da PCR. Uma segunda mistura reacional
foi preparada sob as mesmas condi¢cées de concentragdo e volume final. As etapas
de amplificagdo consistiram em 5 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de 30
segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C, 30 segundos a 72°C e 5 minutos a 72°C. Foi
utilizado agua ultrapura como controle negativo e DNA de G. duodenalis obtido de um
cao como controle positivo.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5% e corados com SYBR Safe® DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific),
visualizados e fotodocumentados sob luz UV em transiluminador (Loccus L — PIX EX;

Loccus Biotechnology, Cotia, Brasil).

4.6.3 Polimorfismo de comprimento de fragmento de restrigao

Os produtos amplificados por n-PCR para Cryptosporidium spp. foram
submetidos ao polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao, utilizando as
enzimas Sspl, Asel, Ddel e Mboll para discriminagao de espécies (Feng et al., 2007;
Xiao et al., 2001). As amostras foram digeridas separadamente, incubadas em
termociclador Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) a 37°C durante uma hora e depois a 65°C durante 15 minutos. Os produtos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,5% e corados com SYBR
Safe®.
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Os amplicons do gene B-Giardin foram analisados por PCR de fragmentos de
restricdo (RFLP) com a enzima Hae /Il para distinguir os assemblages, seguindo
incubagdo em termociclador Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) a 37°C por uma hora e depois a 65°C por 15 minutos.
Os produtos foram entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% e corados
com SYBR Safe®. Ja para o material amplificado na semi-nested PCR do gene GDH,
foram utilizadas as enzimas Nla IV e Rsa I, com incubagdo em termociclador Veriti
96-Well Fast Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) a 37°C
por trés horas e posteriormente a 65°C por 15 minutos. Os produtos resultantes foram
igualmente submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% e corados com SYBR
Safe®.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada no software R DEVELOPMENT CORE TEAM
(2009), o teste do qui-quadrado (X?) foi utilizado para verificar a associagdo da
prevaléncia observada com as variaveis analisadas (sexo; idade; procedéncia, raga;
quadros de diarreia; quadros de vOmito; acesso a rua; vermifugagcéo; convivio com
outros animais; convivio com outras espécies animais; histérico de ratos no ambiente),
usando nivel de significancia p < 0,05, intervalo de confianga de 95% e margem de
erro de 5% para a identificacdo de possiveis fatores associados a infecgao.

Considerando a centrifugo-flutuacao em sulfato de zinco como padrao ouro,
foram avaliados a sensibilidade, especificidade, e o coeficiente Kappa (k) de precisao

dos testes de diagndsticos na detecgao de G. duodenalis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas e analisadas 377 amostras, sendo 227 de cées e 150 de
gatos. Na Tabela 10, estdo apresentados os dados relativos ao sexo, idade,
procedéncia e raca dos animais. Observa-se que a maioria dos animais avaliados séo
fémeas adultas, domiciliadas e sem raca definida. Essa situacdo provavelmente se
deve as caracteristicas da populacdo amostrada, composta por animais participantes
de um programa de controle populacional promovido pela prefeitura do municipio no
Centro de Controle de Zoonoses de Lages, SC. No municipio pesquisado, ha uma
resisténcia cultural entre os tutores em castrar cdes machos, sendo mais comum a

castracdo de fémeas.

Tabela 10 - Distribuicao proporcional das amostras de fezes coletadas em caes e

gatos no Centro de Controle de Zoonoses de Lages, Santa Catarina, Brasil.

Espécie
Variaveis Caes Gatos
n %1 n %1
Machos 76 33,5 45 30
Sexo ~
Fémeas 151 66,5 105 70
Adultos 188 82,8 88 58,7
Idade
Jovens 39 17,2 62 41,3
. Domiciliados 179 78,8 146 97,3
Procedéncia
Errantes 48 21,1 4 2,7
Raca definida 9 4 7 4,7
Raca -
Sem raca definida 218 96 143 95,3
Total 227 100 150 100

n = namero de amostras coletadas;
%! = relagdo percentual da variavel no total de amostras coletadas por espécie.

Os resultados da pesquisa de G. duodenalis e Cryptosporidium spp. em
amostras fecais no presente trabalho estdo descritos na tabela 11 e 12. Ao
analisarmos as tabelas 11 e 12, pode-se observar que das 227 e 150 amostras de
cdes e gatos coletadas, respectivamente, 67 apresentaram-se positivas para G.
duodenalis [39 (17,2%) em cées e 28 (18,7%) em gatos], e 115 para Cryptosporidium
spp. [80 (35,2%) em céaes e 35 (23,3%) em gatos], em pelo menos um método de

diagnoéstico utilizado. Os valores encontrados para cada uma das espécies
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investigadas, sdo bastante proximos, especialmente no caso da positividade por G.
duodenalis, o que representa uma distribuicdo homogénea desses parasitos entre os
animais na regiao investigada.

N&o foi observada associagao (p=0,05) entre o sexo, idade, procedéncia, e raca
com a positividade por G. duodenalis e/ou Cryptosporidium spp. em caes (tabela 11)

e gatos (tabela 12).
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A prevaléncia total de G. duodenalis observada em caes (17,2%; 39/227) é
préxima a encontrada por Almeida et al. (2010) na cidade de Lages, SC, que ao
avaliarem amostras de fezes de 105 caes domiciliados e 105 criangas residentes no
mesmo domicilio, pela técnica de -centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco,
encontraram uma prevaléncia de giardiase de 18% em cées, sendo observada
associagao estatistica entre a infecgdo de criangas e a presenca de caes (p <0,05); e
também aos resultados de Arruda et al. (2008), na mesma cidade, que ao submeter
as amostras de fezes de 100 cdes domiciliados de diferentes ragas e idades, com e
sem sintomas de diarreia, e de 100 criangas pertencentes ao mesmo domicilio, as
técnicas de centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco e centrifugo-flutuagcdo em
sacarose registraram uma prevaléncia de 20%, inferindo estatisticamente que a
infeccdo da crianga esta associada a infecgéo do seu céo (p < 0,05).

Porém, a prevaléncia encontrada nas amostras de cies deste trabalho é muito
acima dos 9,2% registrado por Quadros et al. (2016), em amostras de fezes de 108
caes de estimacado coletadas em nove bairros do municipio de Lages, SC, e
submetidos as técnicas de centrifugo-flutuagdo em sulfato de zinco e sedimentacgéao,
0s quais, assim como neste estudo (tabela 11), ndo detectaram diferenga estatistica
entre 0 sexo e a idade dos caes, no que diz respeito a infeccdo por G. duodenalis (p
= 0,05). Isso pode ser um indicativo da disseminagao da infeccao da G. duodenalis,
ao longo dos anos em cées no municipio de Lages, SC, visto que no presente trabalho
foram coletadas amostras de fezes de caes provenientes de 54 de um total de 73
bairros do municipio.

Considerando o valor de prevaléncia total de G. duodenalis detectado em gatos
neste estudo (18,7%; 28/150), pode-se notar que ela € acima da prevaléncia de 2%
relatada por Carrasco et al. (2016), apds analise por meio das técnicas de centrifugo
flutuagdo em sulfato de zinco e de PCR, de amostras de 100 gatos com histérico de
diarreia a mais de trés semanas, de diferentes ragas, de ambos o0s sexos e a
partir de oito semanas de idade atendidos no Hospital Veterinario de Pequenos
Animais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizado no
municipio de Seropédica, RJ; e do relatado por Gennari et al. (2016), que apds o
exame de 502 gatos atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Veterinaria da
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, SP e submetidos aos métodos de centrifugo-
flutuagdo em agua-éter, centrifugo-flutuagdo em acucar e centrifugo-flutuacédo em

cloreto de sédio, relataram ocorréncia de 5,2%, porém assim como neste estudo nao
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tendo significancia estatistica (tabela 12) entre a presenca de G. duodenalis e a idade,
raga, sexo, diarreia e vermifugacao (p = 0,05). No entanto, a prevaléncia apresentada
se aproxima em muito do relatado por Gennari et al. (1999) em amostras de 187 gatos
(16,04%) de diferentes areas da cidade de S&o Paulo, SP, com sexo, raga e idade
variadas, examinadas no Laboratorio de Doencas Parasitarias da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, entre os anos de janeiro de 1991 a janeiro
de 1995.

No presente estudo, 35,2% (80/227) das amostras de cées testaram positivo
para Cryptosporidium spp. em pelo menos um método de diagndstico (tabela 11).
Estes valores sdo maiores que os 4% encontrados por Moura et al. (2009) no
municipio de Lages, SC, que ao analisarem 200 amostras de fezes de cées
domiciliados de 10 diferentes bairros da cidade, usando as técnicas de coloracao de
Ziehl-Neelsen modificada e de centrifugo-flutuacdo em solu¢cdo de aclcar, ndo
observaram associagao estatistica entre a infeccédo por Cryptosporidium spp. com a
raca, sexo, idade e contato com outros animais (p20,05), o que ratifica os dados
descritos na tabela 11; e aos 10% relatados por Quadros et al. (2006) apos a analise,
por meio dos métodos de coloracéo de Ziehl-Neelsen e auramina, de 100 amostras
de fezes de caes domiciliados provenientes da periferia urbana de Lages, SC.

Das amostras totais de fezes analisadas em gatos, 23,3% (35/150) testaram
positivo para Cryptosporidium spp. em pelo menos um método de diagndstico (tabela
12), valor este muito acima dos 10% (10/100) encontrados por Carrasco et al. (2016)
em gatos atendidos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no municipio
de Seropédica, RJ, porém sem significAncia estatistica entre a presenca de
Cryptosporidium spp. e a idade, raca, diarreia e a convivéncia com outros animais
(p=20,05) o que é semelhante ao observado na tabela 12. Por fim, esses valores
também superam os 5,9% (30/502) descritos por Gennari et al. (2016) em amostras
fecais de gatos atendidos na Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, SP, e submetidos
aos métodos de centrifugo-flutuagcédo em agua-éter, centrifugo-flutuagcdo em acucar e
centrifugo-flutuagdo em cloreto de sodio, na ocasido os autores ndo observaram
significancia estatistica entre a presenca de Cryptosporidium spp. e a raga, Sexo,
diarreia e vermifugacéo (p=0,05), porém ocorreu associacdo com a idade (p<0,05), de
modo que houve maior frequéncia de infecgcdo em gatos jovens. Concordando assim,

com o descrito na tabela 12 com excecgao das variaveis idade e vermifugagao.
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Alguns trabalhos trazem resultados semelhantes entre as correlagdes da
infeccdo por G. duodenalis e Cryptosporidium spp. com as variaveis analisadas e
descritas nas tabelas 11 e 12. Khine et al. (2021), ao submeter a PCR, 540 amostras
de fezes de caes residentes em 95 monastérios na regido metropolitana de Bangkok,
Tailandia, encontraram uma prevaléncia de 3,0% para G. duodenalis, com a maioria
sendo pertencentes a assemblage D (7/16) seguido por assemblage C (7/16) e
assemblage zoondtica A (2/16), enquanto a prevaléncia de Cryptosporidium spp. foi
de 0,7% (4/540), porém n&o foram observadas associagbes significativas entre
infeccdes por G. duodenalis e Cryptosporidium spp. com a idade e o sexo dos animais
(p=0,05). Da mesma forma, Sun et al. (2023), por meio de uma metanalise estatistica
de publicagdes em inglés e chinés que documentavam a prevaléncia de G. duodenalis
relacionadas a identificagdo molecular do parasito em caes e gatos, publicadas até 31
de dezembro de 2022 ao redor do mundo, relataram uma prevaléncia combinada de
15,60% (7510/48140) em caes e 14,53% (1125/7740) em gatos, ndo ocorrendo
diferencga significativa da infeccdo por G. duodenalis entre os sexos, tanto em caes
como em gatos ou entre a idade de gatos parasitados (p=0,05). Além disso, Veyna-
Salazar et al. (2023), em estudo conduzido em 200 gatos na cidade de Santiago de
Querétaro, México, pelo método diagndstico de centrifugo-flutuagdo em sulfato de
zinco, chegaram a uma prevaléncia de 25% de animais parasitados, ndo encontrando
associacdo entre a infectividade por G. duodenalis e o sexo e procedéncia
(domiciliados ou errantes) dos animais (p=0,05).

Osman et al. (2015) ao avaliar 116 amostras fecais de caes domésticos,
independentemente da raca, idade ou sexo por centrifugo-flutuagcdo em sulfato de
zinco e PCR, coletadas na cidade de Lion, Franca, ndo observaram diferenca
significativa na distribuicdo de infecgbes parasitarias de G. duodenalis (25%) e
Cryptosporidium spp. (2,6%) entre cdes machos e fémeas (p=0,05). O mesmo
aconteceu com Jian et al. (2014), onde estes em estudo desenvolvido na provincia de
Hena na China, ndo observaram nenhuma relagao significativa entre a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. e o sexo dos caes (p=0,05), relatando uma taxa de infecgéo de
4,2% (15/353) em cadelas e de 3,4% (14/417) em caes machos.

Piekara-Stepinska; Piekarska; Gorczykowski (2021), ao avaliarem na Polbnia,
por ensaio de PCR, um total de 365 amostras fecais (264 cédes e 101 gatos) nao
encontraram diferenga significativa na prevaléncia de Cryptosporidium spp. com
relacdo a idade de caes (3,4%) e gatos (2%) (p=0,05). Li et al. (2019), apods
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examinarem por PCR 346 amostras fecais de gatos domésticos no leste da China,
observaram 2,3% e 1,4% de amostras positivas para Cryptosporidium spp. e G.
duodenalis respectivamente, ndo sendo observada nenhuma relagdo significativa
entre a infecgdo e a idade e sexo dos gatos (p=0,05).

Observando a tabela 13, pode-se notar que dos métodos diagndsticos
utilizados, a centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco foi a que apresentou melhor
efetividade na pesquisa da infec¢cao por G. duodenalis, visto que 76,9% e 75% dos
cées e gatos positivos respectivamente, foram detectados através da técnica de

centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco.

Tabela 13 - Total de amostras positivas para Giardia duodenalis e Cryptosporidium

spp. por método de diagndstico utilizado.

Espécie
Parasitos Método de Diagndstico Caes Gatos
P %' % A P % % A

Centrifugo-flutuacéo em sulfato de

Zinco 30 13,2 76,9 - 21 14 75 -
Centrifugo-flutuagdo em sacarose 6 26 154 - 4 2,7 143 -
G. duodenalis Sedimentacéo espontanea 7 31 179 - 9 6 321 -
PCR 8 35 205 C,D 4 27 143 B
Positi\{o em pelo.men,os.em um o4 172 100 - 28 18,7 100 -
meétodo de diagnéstico

Centrl'fugo—flutuagéo em sulfato de 6 26 75 i 3 2 86 -

zinco
Centrifugo-flutuacdo em sacarose 9 4 113 - 7 47 20 -
Cryptospodirium Sedimentacdo espontanea 1 04 13 - 0 O o -
Spp. Ziehl-Neelsen 71 31,3 888 - 28 18,7 80 -
PCR 1 04 13 - 1 07 29 -
Positivo em pelo menos em um 80 352 100 - 35 233 100 -

meétodo de diagnéstico
P = namero de amostras positivas;
%" = relagao percentual entre os animais positivos por método de diagnéstico e o total de animais por
espécie (Caes: n = 227; Gatos: n = 150);
%?2= relagao percentual entre os animais positivos por método de diagnéstico e o total de animais
positivos em pelo menos um método de diagndstico.
A: Assemblage identificada.

Do total das amostras analisadas pela técnica de Ziehl-Neelsen, a ocorréncia
de Cryptosporidium spp. foi detectada em 31,3% dos cées e 18,7% dos gatos, sendo
essa técnica responsavel pela maior parte das detecc¢des do parasito (88,8% dos caes
e 80% dos gatos positivos) em pelo menos um método de diagndstico. Isso resultou

em uma prevaléncia final de 35,2% em caes e 23,3% em gatos.
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As analises moleculares revelaram que do total de 227 amostras de caes e 150
amostras de gatos, oito e quatro amostras foram positivas para G. duodenalis,
respectivamente (tabela 13). Dos oito isolados de G. duodenalis em caes, 12,5% (1/8)
pertenciam a assemblage D, 25% (2/8) a assemblage C e os 62,5% (5/8) restantes
nao foram possiveis a identificagdo da assemblage. Ja dos quatro isolados de G.
duodenalis em gatos, 50% (2/4) pertenciam a assemblage B e em 50% (2/4) n&o foram
possiveis a identificagdo das assemblages. Com relagdo a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em caes e gatos, duas amostras foram positivas na PCR, uma
em cao e uma em gato (tabela 13). Nao foi possivel fazer a identificacdo das espécies
de Cryptosporidium spp. presentes nas amostras.

Em um estudo realizado na cidade de Lages, SC, Quadros et al. (2016) ja
haviam detectado a presenca de G. duodenalis com caracteristicas zoondticas em
amostras de fezes de criangcas e cdes que residiam nos mesmos domicilios. Na
ocasiao foi identificado a presenca de dez animais (10/108) com amostras de fezes
positivas, tendo sido observado em caes além da assemblage C, a presenca das
assemblages A e B, as quais segundo Sun et al. (2023) apresentam alto potencial
zoonotico. Os dados do presente trabalho se somam ao conduzido por Quadros et al.
(2016), visto que identifica a ocorréncia e a circulagdo da assemblage B em felinos na
regido, que assim como os caes apresentam um contato muito préximo a humanos,
podendo servir como fonte de infecgdo de G. duodenalis e Cryptosporidium spp.

Na tabela 14, considerando como referéncia a centrifugo-flutuagdo em sulfato
de zinco, foi demostrado o desempenho dos testes diagndsticos na detecgao de G.
duodenalis em caes e gatos por meio dos valores de sensibilidade, especificidade e

concordancia (Kappa).

Tabela 14 - Avaliagao da sensibilidade, especificidade, acuraria e coeficiente kappa
(k) dos métodos de diagndsticos utilizados na detecgéo de Giardia duodenalis em

amostras de fezes de caes e gatos.

Método de Diagnéstico Sensibilidade (%) Especificidade (%) Acuracia Kappa
Testado (IC 95%) (IC 95%) (%) (k)
Centrifugo-flutuagao em 53,7 (43,7-63,7) 99,1(98,1-100,1) 88,9 0,62
sacarose
Sedimentacdo espontanea 54,8 (44,7 - 65) 97,9 (96,4 - 99,4) 88,5 0,61
PCR 52,6 (42,6 - 62,5) 97,9 (96,4 - 99,4) 87,7 0,59

Interpretacéo dos valores de Kappa: 0,01 a 0,20 - concordancia leve; 0,21 a 0,40 - concordéancia
razoavel; 0,41 a 0,60 - concordancia moderada; 0,61 a 0,80 - concordancia substancial; 0,81 a 1,0 -
concordancia quase perfeita.
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Ao analisar os métodos de diagnostico pode-se observar que todos os testes
apresentam alta especificidade, mas enfrentam desafios em termos de sensibilidade.
A sensibilidade dos trés testes fica em torno de 50-55%, o que significa que
aproximadamente metade dos casos positivos pode nao ser identificada
corretamente. O método de diagndstico de sedimentacdo espontanea apresentou a
maior sensibilidade (54,8%), seguido pela centrifugo-flutuacdo em sacarose (53,7%)
e PCR (52,6%). Essas taxas de sensibilidade indicam que nestes testes diagnésticos
os falsos negativos sao relativamente altos, o que pode ser problematico,
especialmente em contextos clinicos onde é fundamental ndo perder casos reais. Em
contrapartida, a especificidade dos trés testes € excepcionalmente alta, especialmente
para a centrifugo-flutuacdo em sacarose que alcancou 99,1%. Isso significa que a
centrifugo-flutuacdo em sacarose, bem como a sedimentacdo espontanea e a PCR
(ambos com 97,9% de especificidade), raramente classificam um animal saudavel
como doente.

O coeficiente kappa, que mede a concordancia entre os testes e o padrédo-ouro
ajustada ao acaso, também apresentou valores moderados em todos os testes,
indicando assim um nivel moderado de concordancia com a centrifugo-flutuacdo em
sulfato de zinco, tendo a PCR a menor concordancia de todos. Esta situagcao pode
estar associada ao fato de que a PCR pode fornecer resultados falso negativos em
amostras fecais com baixa concentragao de cistos, devido a uma baixa concentragao
de DNA apés a extracdo e a uma pequena quantidade de produto apés amplificagao
e purificagao (Sudre et al., 2014), ndo sendo capaz de detectar infeccdes leves em
fezes de portadores assintomaticos e com baixa carga parasitaria, especialmente
animais (Uchoa et al. 2018).

Alguns trabalhos comparam a eficacia da técnica de centrifugo-flutuagédo em
sulfato de zinco com outros métodos de diagndéstico. Uchda et al. (2018), avaliaram o
desempenho de quatro testes laboratoriais (centrifugo-flutuagao em sulfato de zinco,
ELISA, imunocromatografia e PCR) para a detecgdo de G. duodenalis em amostras
de fezes de 24 caes, 18 gatos e 54 humanos residentes na cidade de Niterdi, RJ. O
método de centrifugo-flutuagédo em sulfato de zinco detectou cistos em 89,6% das
amostras fecais, seguido da imunocromatografia (87,5%), ensaio ELISA (69,8%) e
PCR, a qual detectou apenas 39,6% das amostras, sugerindo assim que a técnica de

centrifugo-flutuagéo em sulfato de zinco foi o melhor ensaio diagndstico em termos de
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sensibilidade e especificidade para detectar a presengca de G. duodenalis nas
amostras analisadas.

Uehlinger et al. (2017), ao avaliar amostras de fezes de 136 caes jovens (<1
ano de idade), considerando como padrao ouro a imunofluorescéncia, compararam o
respectivo método de diagndstico com a centrifugo-flutuagdo em sulfato de zinco,
observando que a centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco resultou em 37% das
amostras positivas, com sensibilidade e especificidade relativas de 86% e 98%,
respectivamente.

Ananias (2016), objetivando avaliar a sensibilidade dos métodos de centrifugo-
flutuagdo em sulfato de zinco e de sedimentacéo espontanea, procedeu a um estudo
comparativo em amostras sabidamente positivas para G. duodenalis do Laboratério
de Patologia Clinica da Santa Casa de Misericérdia de S&o Paulo, SP. O numero de
cistos encontrados pelo método de centrifugo flutuacdo em sulfato de zinco foi
relativamente maior que o numero de cistos encontrados pelo meétodo de
sedimentacdo espontanea, 855 e 308 respectivamente. A diferenga estatistica
estimada pelo teste de McNemmar (p= 0,0156) e a estatistica de Bland e Altman, por
meio da analise grafica, mostraram baixa correlagdo entre os métodos de diagndstico
avaliados, indicando assim que a centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco foi a mais
sensivel para detecg¢ao dos cistos.

Kurnosova et al. (2017) avaliaram a eficacia comparativa de diferentes
métodos de diagndstico para deteccdo de Giardia spp. em fezes de ratos de
laboratério infectados experimentalmente e fezes de caes infectados
espontaneamente, em Moscou, na Russia. Relatando que o método de diagndstico
de centrifugo-flutuagdo com solugdo saturada de sulfato de zinco obteve 100% de
eficacia diagnostica paras a deteccao de cistos de Giardia spp.

A alta sensibilidade da centrifugo-flutuagcdo em sulfato de zinco na deteccao de
cistos de G. duodenalis e sua utilizagdo como teste padrao ouro, deve-se as
caracteristicas intrinsecas do método de diagndstico e da solugao utilizada (sulfato de
zinco a 33%). Esse método permite uma boa concentragcdo dos cistos, removendo
detritos e outras particulas que podem obscurecer a visualizagdo, aumentando assim
a probabilidade de detecgao (Bica; Dillenburg; Tasca, 2011). Além disso, causa menor
distorgdo dos cistos, facilitando a correta identificagdo sob o microscéopio (Monteiro,
2010).
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Portanto, ao selecionar um teste diagnostico, deve-se considerar a
necessidade de precisdo e a disponibilidade de recursos, buscando um equilibrio
entre sensibilidade e especificidade para garantir uma detecgao precisa e confiavel
dos parasitos em estudo.

Ao considerarmos apenas os animais domiciliados (tabelas 15 e 16), para os
quais foram obtidos dados por meio do preenchimento completo do questionario
(APENDICE C), é possivel comparar algumas varidveis do questionario com a

infeccdo por G. duodenalis e/ou Cryptosporidium spp.
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Tabela 15 - Prevaléncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em amostras
de fezes de caes domiciliados oriundos do Centro de Controle de Zoonoses do

municipio de Lages, Santa Catarina, Brasil.

o . G. duodenalis Cryptosporidium spp.
Variaveis Categorias n %? %2 03 5 P 02 0% "
Machos 47 26,3 8 17 235 16 34 25
Sexo Fémeas 132 73.7 26 197 765 °8°%% 48 364 75 09141
Adultos 143 79,9 23 16,1 67,6 46 32,2 71,9
ldade Jovens 36 201 11 30,6 324 081l g 5o pgq OO7IT4
Foi vermifugado nos Sim 135 75,4 28 20,7 82,4 0411 50 37 78,1 0 6555
Gltimos dois meses? N&o 44 246 6 13,6 17,6 ' 14 31,8 219
Apresentou voémito na Sim 2 11 1 50 29 2 100 31
Gltima semana? Né&o 177 98,9 33 18,6 97,1 0.8276 62 35 96,9 0.2442
Apresentou diarreia na Sim 3 1,7 0 O 0 3 100 4,7
Ultima semana? N&o 176 983 34 193 100 *°M31 61 347 953 008291
Sim 68 38 13 19,1 38,2 28 41,2 43,8
I? L L L 1
Tem acesso a rua: Néo 111 62 21 189 618 ° 36 324 563 2°0°8
Convive com outros Sim 168 93,9 34 20,2 100 02073 60 35,7 93,8 1
animais? Nao 11 6,1 O 0 0 ' 4 36,4 6,3
Convive com outras Sim 91 50,8 12 13,2 35,3 34 37,4 53,1
espécies animais? N&o 88 49,2 22 25 64,7 006819 4, 341 46,9 0,7637
Presenca de ratos no Sim 13 73 3 231 88 0982 5 385 78 1
ambiente? Nao 166 92,7 31 18,7 91,2 ' 59 35,5 92,2
Total 179 100 34 100 64 100

n = numero de animais;
P = numero de animais positivos;

%' = relagdo percentual entre nimero de animais de uma categoria e o nimero total de animais;
%? = relagao percentual entre os animais positivos dentro de uma categoria e o total de animais de
sua categoria;

%?3 = relagao percentual entre os animais positivos dentro de uma categoria e o total de animais
positivos;

p = valor-p.
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Tabela 16 - Prevaléncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em amostras

de fezes de gatos domiciliados oriundos do Centro de Controle de Zoonoses do

municipio de Lages, Santa Catarina, Brasil.

Variaveis

Categorias

n

G. duodenalis

0ot

Cryptosporidium spp.

P % % p P % %3 p
Machos 44 30,1 9 20,5 33,3 14 31,8 40
Sexo Femeas 102 699 18 176 66,7 02001 o1 206 g0 %123
Adultos 86 58,9 16 18,6 59,3 17 19,8 48,6
Idade Jovens 60 411 11 183 407  * 18 30 514 0219
Foi vermifugado nos Sim 112 76,7 26 23,2 96,3 29 25,9 82,9
Gltimos dois meses? N&o 68 46,6 1 15 37 0,01575 6 88 17,1 0,449
Apresentou vomito Sim 1 0,7 0 O 0 1 1 100 29 05407
na dltima semana? Nao 145 99,3 27 18,6 100 34 234 971
Apresentou diarreia Sim 2 14 0O ©O 0 1 1 50 29 0.9727
na ultima semana? Nao 144 98,6 27 18,8 100 34 236 97,1
Sim 86 58,9 18 20,9 66,7 19 22,1 54,3
7 1 7 1 1 1
Tem acesso a rua: N&o 60 411 9 15 333 %9 15 267 457 006
Convive com outros Sim 138 94,5 26 18,8 96,3 1 33 23,9 94,3 1
animais? Nao 8 55 1 12,5 3,7 2 25 57
Convive com outras Sim 102 69,9 2 2 7.4 23 22,5 65,7
espécies animais? N&o 44 30,1 10 22,7 37 0.5266 12 27,3 34,3 06875
Presenca de ratos Sim 23 15,8 4 17,4 14,8 1 3 13 86 0.2839
no ambiente? Nao 123 84,2 23 18,7 85,2 32 26 914
Total 146 100 27 - 100 35 - 100

P = numero de animais positivos;

n = numero de animais;

%' = relagdo percentual entre nimero de animais de uma categoria e o nimero total de animais;
%? = relagao percentual entre os animais positivos dentro de uma categoria e o total de animais de

sua categoria;

%?3 = relagao percentual entre os animais positivos dentro de uma categoria e o total de animais

positivos;
p = valor-p.

Ao observar as tabelas 15 e 16, nota-se que, dos 179 cédes e 146 gatos

domiciliados, a maioria dos animais positivos para G. duodenalis e/ou Cryptosporidium

spp. ndo apresentou vémito ou diarreia. Nao foi observada associagao estatistica

entre essas variaveis, o sexo, a idade e a infeccdo por G. duodenalis e/ou

Cryptosporidium spp. (p=20,05). O que corrobora com o encontrado por Smit et al.

(2023), que em avaliagdo por imunofluorescéncia de amostras fecais de 82 caes

domiciliados (n

58) e de abrigos (n = 24) na cidade de Zagreb, Croacia, néo
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encontraram significancia estatistica entre a infec¢ao por G. duodenalis e a presenga
de vémito e diarreia. Da mesma forma, Murnik; Daugschies; Delling (2022), através
da anadlise de 349 amostras de fezes de caes por PCR, na Alemanha, nao
identificaram associagéo significativa entre o estado de infec¢ao por Criptosporidium
spp. € a consisténcia das fezes. Hsu et al. (2023) objetivando, por meio da PCR de
143 amostras fecais, estimar as prevaléncias de infecgdes por Cryptosporidium spp.
e G. duodenalis em gatos que vivem em Taiwan e identificar as espécies e as
assemblages presentes, relataram que a presenga ou auséncia de sinais clinicos
perceptiveis, ndo foram associados estatisticamente a prevaléncia de nenhuma das
infeccdes

No entanto foi observada associagao estatistica entre a infeccédo por G.
duodenalis e a vermifugagéao, em gatos (p < 0,05). Dos animais vermifugados, 23,2%
foram positivos em pelo menos um método diagnostico e estes representaram 96,3%
dos gatos positivos (tabela 16). Essa associagao pode estar relacionada ao perfil da
amostra estudada, ja que 97,3% dos gatos avaliados eram domiciliados (tabela 12)
porem 58,9% destes animais disponham de acesso a rua, e 112 (76,7%) animais
domiciliados foram vermifugados nos ultimos dois meses mas ainda assim
representaram 96,3% das amostras positivas. Desta maneira, a associagao
observada pode ser decorrente da amostragem ou estar diretamente ligada ao fato de
que a maior parte dos vermifugos comerciais ndo apresenta efetividade no tratamento
ou prevencgao da infec¢do por G. duodenalis, sendo voltados em sua grande maioria
para o controle de helmintos. Esse resultado diverge do encontrado por Sun et al.
(2023), onde, apos analise estatistica de publicagcdes escritas em inglés e chinés ao
redor do mundo, ndo encontraram diferenga significativa na prevaléncia de G.
duodenalis e o uso de parasiticidas (P>0,05).

Ainda, segundo os dados da tabela 15 e 16 a maioria dos animais positivos
para G. duodenalis e Cryptosporidium spp. era composta por animais que conviviam
com outros animais e nao tinham contato com ratos, ndo sendo observada associacao
estatistica entre estas variaveis e a infecgéo (p=0,05).

Curiosamente, em contraste com os cdes sem acesso a rua, que
representaram uma parcela maior (61,8 %) dos animais positivos para G. duodenalis
na amostra (tabela 15), os gatos positivos foram compostos em sua maioria por
animais com acesso a rua (66,7%) (tabela 16), no entanto sem associagéo entre a

infeccao por G. duodenalis ou Cryptosporidium spp. (p=0,05).
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6 CONCLUSAO

Foi verificada a ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em
cées e gatos assistidos/castrados no Centro de Controle de Zoonoses de Lages, SC,
Brasil, com a identificacdo da presenca de assemblage C e D em cées e assemblage
B de G. duodenalis em gatos, sendo este muito provavelmente o primeiro trabalho a
relatar a prevaléncia de G. duodenalis e Cryptosporidium spp. em gatos no municipio
de Lages, SC. Considerando o contato proximo dos animais de estimacdo e seus
tutores, cdes e gatos podem atuar como uma potencial fonte de
disseminagaol/infeccdo de G. duodenalis e Cryptosporidium spp., além de outros

parasitos, na cidade de Lages, SC, Brasil.



67
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDEL-MOEIN, K.A.; SAEED, H. The zoonotic potential of Giardia intestinalis
assemblage E in rural settings. Parasitology Research, v. 115, p. 3197-3202, 2016.

ABINPET - ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA
ANIMAIS DE ESTIMACAO. A Industria Pet e seus nimeros. Sio Paulo -SP, 2019.
Disponivel em:

http://abinpet.org.br/infos gerais/#:~:text=S%C3%A30%2054%2C2%20milh%
3%B5es%20de,noss0%20setor%20na%20economia%20brasileira. Acesso em:
janeiro de 2021.

ADAM, R. D. Biology of Giardia lamblia. Clinical microbiology reviews, v. 14, n. 3,
p. 447-475, 2001.

ADAM, R. D. Giardia duodenalis: biology and pathogenesis. Clinical microbiology
reviews, v. 34, n. 4, 2021.

AHMAD, A. A.; EL-KADY, A. M.; HASSAN, T. M. Genotyping of Giardia duodenalis in
children in upper Egypt using assemblage-specific PCR technique. PloS one, v. 15,
n. 10, 2020.

ALMEIDA, C. G. et al. Giardiase em criangas e caes do mesmo domicilio e de
bairros periféricos de Lages, Santa Catarina. Ciéncia & Saude, v. 3, n. 1, p. 9-13,
2010.

ALVES, M. E. M. et al. Molecular detection of Cryptosporidium spp. and the
occurrence of intestinal parasites in fecal samples of naturally infected dogs and
cats. Parasitology research, v. 117, n. 9, p. 3033-3038, 2018.

ALVES, O. F.; GOMES, A. G.; SILVA, A. C. Ocorréncia de enteroparasitos em caes
do municipio de Goiania, Goias: comparagao de técnicas de diagndstico. Ciéncia
animal brasileira, vol.6, n. 2, p.127-133, 2006.

ANANIAS, F. L. Evaluation of the sensitivity of Faust method and spontaneous
sedimentation for the diagnosis of giardiasis. Revista Cubana de Medicina
Tropical, v. 68, n. 2, 2017.

AQUINO, M. C. C. et al. First description of Giardia duodenalis in buffalo calves
(Bubalus bubalis) in southwest region of Sado Paulo State, Brazil. Food and
waterborne parasitology, v. 16, 2019.

ARRUDA, A. A. et al. Prevaléncia de giardiase em criangas e seus caes da periferia
urbana de Lages, Santa Catarina. Revista FZVA, v. 15, p. 126-34, 2008.

ASAE - Autoridade de Seguranga Alimentar e Econdmica. Escola Superior de
Biotecnologia Universidade Catodlica Portuguesa. Disponivel em:
https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-
biologicos/Cryptosporidium.aspx#:~:text=Cryptosporidium%20%C3%A9%20um%20


http://abinpet.org.br/infos_gerais/#:~:text=S%C3%A3o%2054%2C2%20milh% 3%B5es%20de,nosso%20setor%20na%20economia%20brasilei
http://abinpet.org.br/infos_gerais/#:~:text=S%C3%A3o%2054%2C2%20milh% 3%B5es%20de,nosso%20setor%20na%20economia%20brasilei
https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-biologicos/Cryptosporidium.aspx#:~:text=Cryptosporidium%20%C3%A9%20um%20dos%20protozo%C3%A1rios,%C3%A1gua%2C%20ve%C3%ADculo%20excelente%20de%20transmiss%C3%A3o
https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-biologicos/Cryptosporidium.aspx#:~:text=Cryptosporidium%20%C3%A9%20um%20dos%20protozo%C3%A1rios,%C3%A1gua%2C%20ve%C3%ADculo%20excelente%20de%20transmiss%C3%A3o

68

dos%20protozo%C3%A1rios,%C3%A1gua%2C%20ve%C3%ADculo%20excelente %
20de%20transmiss%C3%A30. Acesso em: Janeiro de 2023.

AYINMODE, A. B.; OBEBE, O. O.; FALOHUN, O. O. Molecular detection of
Cryptosporidium species in street-sampled dog faeces in Ibadan, Nigeria. Veterinary
Parasitology: Regional Studies and Reports, v. 14, p. 54-58, 2018.

BAHRAMI, F. et al. Zoonotic Transmission of Cryptosporidium and Microsporidia in
Individuals of the Kurdistan Province, West of Iran. The Journal of parasitology, v.
106, n. 4, p. 464-470, 2020.

BARASA, E. et al. Assemblages and Subassemblages of Giardia duodenalis in Rural
Western, Kenya: Association with Sources, Signs, and Symptoms. Journal of
Parasitology Research, v. 2024, n. 1, 2024.

BARTLEY, P. M. et al. Detection of potentially human infectious assemblages of
Giardia duodenalis in fecal samples from beef and dairy cattle in Scotland.
Parasitology, v. 146, n. 9, p. 1123-1130, 2019.

BARTMANN, A.; ARAUJO, F. A. P. FreqUéncia de Giardia lamblia em caes atendidos
em clinicas veterinarias de Porto Alegre, RS, Brasil. Ciéncia Rural, v. 34, n. 4, p.
1093-1096, 2004.

BICA, V. C.; DILLENBURG, A. F.; TASCA, T. Diagndstico laboratorial da giardiose
humana: comparacgao entre as técnicas de sedimentacdo espontdnea em agua e de
centrifugo-flutuacdo em solugao de sulfato de zinco. Clinical and Biomedical
Research, v. 31, n. 1, 2011.

BOWMAN, D. D.; LUCIO-FORSTER, A. Cryptosporidiosis and Giardiasis in dogs and
cats: veterinary and public health importance. Experimental parasitology, v. 124, n.
1, p. 121-127, 2010.

CABRINE-SANTOS, M. et al. Occurrence of Blastocystis spp. in uberaba, minas
gerais, Brazil. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 57, p.
211-214, 2015.

CAMPBELL, S. M. et al. Transition to PCR diagnosis of cryptosporidiosis and
Giardiasis in the Norwegian healthcare system: could the increase in reported cases
be due to higher sensitivity or a change in the testing algorithm?. European Journal
of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, v. 41, n. 5, p. 835-839, 2022.

CAMPOQOS, D.P. Imagem: SantaCatarina MesoMicroMunicip.svg, Lorenzeto de
Abreu, 2006. Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:SantaCatarina_Municip_Lages. svg. Acesso
em: marcgo de 2022

CANDELA, E. et al. Prevalence of intestinal parasites and molecular characterization
of Giardia intestinalis, Blastocystis spp. and Entamoeba histolytica in the village of
Fortin Mbororé (Puerto Iguazu, Misiones, Argentina). Parasites & vectors, v. 14, p.
1-15, 2021.


https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-biologicos/Cryptosporidium.aspx#:~:text=Cryptosporidium%20%C3%A9%20um%20dos%20protozo%C3%A1rios,%C3%A1gua%2C%20ve%C3%ADculo%20excelente%20de%20transmiss%C3%A3o
https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-biologicos/Cryptosporidium.aspx#:~:text=Cryptosporidium%20%C3%A9%20um%20dos%20protozo%C3%A1rios,%C3%A1gua%2C%20ve%C3%ADculo%20excelente%20de%20transmiss%C3%A3o

69

CARDOSO, B. A. et al. Environmental aspects related to tuberculosis and intestinal
parasites in a low-income community of the Brazilian Amazon. Revista do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 59, 2017

CARRASCO, L. P. S. et al. Cryptosporidium diagnosis by qPCR in cats at Rio de
Janeiro state, Brazil. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, v. 38, n. Suppl. 2,
p. 22-26, 2016.

CASTRO, E. D. R. et al. Enteropathogens detected in a daycare center,
Southeastern Brazil: bacteria, virus, and parasite research. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 57, p. 27-32, 2015.

CDC. Centers for Disease Control e Prevention. Cryptosporidiosis. Laboratory
Identification of Parasites of Public Health Concern, 2019. Disponivel em:
https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html. Acesso em: fevereiro de
2024.

CDC. Centers for Disease Control e Prevention. Giardiasis. Laboratory Identification
of Parasites of Public Health Concern, 2017. Disponivel em:
https://www.cdc.gov/dpdx/Giardiasis/index.html#print. Acesso em: fevereiro de 2024.

CERTAD, G. et al. Identification of Cryptosporidium species in fish from Lake Geneva
(lac Leman) in France. PloS one, v. 10, n. 7, 2015.

CHALMERS, R. M.; DAVIES, A. P.; TYLER, K. Cryptosporidium. Microbiology, V.
165, n. 5, p. 500-502, 2019.

CHEUNG, W. et al. Successful use of secnidazole to manage a giardiosis outbreak in
a shelter. Veterinary parasitology, v. 274, p. 108911, 2019.

CHIEBAO, D. P. et al. Epidemiological study of Giardia duodenalis infection in
companion dogs from the metropolitan area of S&do Paulo Brazil. Zoonoses and
public health, v. 67, n. 7, p. 765-773, 2020.

CHOY, S. H. et al. Prevalence and associated risk factors of Giardia infection among
indigenous communities in rural Malaysia. Scientific reports, v. 4, n. 1, 2014.

COCIANCIC, P; ZONTA, M. L.; NAVONE, G. T. A cross-sectional study of intestinal
parasitoses in dogs and children of the periurban area of La Plata (Buenos Aires,
Argentina): Zoonotic importance and implications in public health. Zoonoses and
Public Health, v. 65, n. 1, p. 44-53, 2018.

COELHO, L. F. Atlas Virtual de Parasitologia. Universidade Federal Fluminense,
2020. Disponivel em: http://atlasparasitologia.sites.uff.br/?page _id=9461. Acesso em:
fevereiro de 2024.

COELHO, N. M. D. et al. Evidence of the Zoonotic Transmission of Cryptosporidium
among Children and Pets. Pathogens, v. 12, n. 12, p. 1393, 2023.


https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html
http://atlasparasitologia.sites.uff.br/?page_id=9461

70

CORONATO NUNES, B. et al. Beatriz et al. Spatial and molecular epidemiology of
Giardia intestinalis deep in the Amazon, Brazil. PLoS One, v. 11, n. 7, 2016.

CUNHA, F. S.; PERALTA, R. H. S.; PERALTA, J. M. New insights into the detection
and molecular characterization of Cryptosporidium with emphasis in Brazilian studies:
A review. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 61, p. 28,
2019.

DANN, S. M. et al. Giardia infection of the small intestine induces chronic colitis in
genetically susceptible hosts. The Journal of Immunology, v. 201, n. 2, p. 548-559,
2018.

DEKSNE, G.et al. Occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. infection in
Humans in Latvia: Evidence of Underdiagnosed and Underreported
Cases. Medicina, v. 58, n. 4, p. 471, 2022.

DI CRISTANZIANO, V. et al. Genetic characterization of Giardia duodenalis by
sequence analysis in humans and animals in Pemba Island, Tanzania. Parasitology
international, v. 63, n. 2, p. 438-441, 2014.

DOBELL, C. The discovery of the intestinal protozoa of man. Proceedings of the
Royal Society of Medicine, v. 13, p. 1-15, 1920.

EDERLI, B.B. et al. Risk factors of Cryptosporidium sp. infection in household dogs
of Campos dos Goytacazes City on Rio de Janeiro State, Brazil. Revista Brasileira
de Parasitologia Veterinaria, v.17, supl. 1, p. 260-266, 2008.

ELMAHALLAWY, E. K. et al. Molecular characteristics and zoonotic potential of
enteric protists in domestic dogs and cats in Egypt. Frontiers in Veterinary Science,
v. 10, 2023.

ENEMARK, H. L. et al. Giardia and Cryptosporidium infections in Danish cats: risk
factors and zoonotic potential. Parasitology Research, v. 119, p. 2275-2286, 2020.

FANTINATTI, M. et al. Identification of Giardia lamblia Assemblage E in Humans
Points to a New Anthropozoonotic Cycle. The Journal of Infectious Diseases, V.
214, n. 8, p. 1256-1259, 2016.

FANTINATTI, M. et al. Giardia lamblia-infected preschoolers present growth delays
independent of the assemblage A, B or E. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, v.
118, 2023.

FARIA, C. P. et al. Molecular characterization of Giardia lamblia: first report of
assemblage B in human isolates from Rio de Janeiro (Brazil). PLoS One, v. 11, n. 8,
2016.

FARIA, C. P. et al. Geospatial distribution of intestinal parasitic infections in Rio de
Janeiro (Brazil) and its association with social determinants. PLoS neglected
tropical diseases, v. 11, n. 3, 2017.



71

FAUST, E.C. et al. A critical study of clinical laboratory technics for the diagnosis of
protozoan cysts and helminth eggs in feces I. Preliminary communication. American
Journal of Tropical Medicine, v.18, p.169-183, 1938.

FAYER, R. et al. Detection of Cryptosporidium felis and Giardia duodenalis
Assemblage F in a cat colony. Veterinary Parasitology, v. 140, n. 1-2, p. 44-53,
2006.

FENG, Y. et al. Wide geographic distribution of Cryptosporidium bovis and the deer-
like genotype in bovines. Veterinary parasitology, v. 144, n. 1-2, p. 1-9, 2007.

FENG, Y.; XIAO, L. Zoonotic potential and molecular epidemiology of Giardia species
and Giardiasis. Clinical Microbiology Reviews, v. 24, n. 1, p. 110-140, 2011.

GARDNER, T. B.; HILL, D. R. Treatment of Giardiasis. Clinical Microbiology
Reviews, v. 14, n. 1, p. 114-128, 2001.

GENNARI, S. M. et al. Ocorréncia de protozoarios e helmintos em amostras de fezes
de cées e gatos da cidade de S&o Paulo. Brazilian Journal of Veterinary Research
and Animal Science, v. 36, n. 2, p. 0-0, 1999.

GENNARI, S. M. et al. Frequency of gastrointestinal parasites in cats seen at the
University of Sao Paulo Veterinary Hospital, Brazil. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v. 25, n. 4, p. 423-428, 2016.

GERARDI, F. et al. Parasitic infections in dogs involved in animal-assisted
interventions. Italian Journal of Animal Science, v. 17, n. 1, p. 269-272, 2018.

GIANGASPERO, A. et al. Molecular evidence for Cryptosporidium infection in dogs
in Central Italy. Parasitology Research, v.99, p.297-299, 2006.

GIBSON, A. R.; STRIEPEN, B. Cryptosporidium. Current Biology, v. 28, n. 5, p.
193-194, 2018.

GODOY, E. A. M. et al. Molecular Investigation of Zoonotic Genotypes of Giardia
Intestinalis Isolates in Humans, Dogs and Cats, Sheep, Goats and Cattle in
Aracgatuba (Sao Paulo State, Brazil) by The analysis of 3-Giardin Gene
Fragments. Microbiology Research, v. 4, n. 1, p. 26-31, 2013.

GOUDAL, A. et al. Rapid diagnostic tests relying on antigen detection from stool as
an efficient point of care testing strategy for Giardiasis and cryptosporidiosis?
Evaluation of a new immunochromatographic duplex assay. Diagnostic
microbiology and infectious disease, v. 93, n. 1, p. 33-36, 2019.

GRECCA, M. et al. Occurrence of Cryptosporidium sp. in dogs and cats from curitiba
and its metropolitan area. Archives of Veterinary Science, v. 18, n. 3, 2013.

GUTIERREZ-CISNEROS, M. J. et al. Evaluacién de dos métodos
inmunocromatograficos comerciales para el diagndstico rapido de Giardia duodenalis



72

y Cryptosporidium spp. en muestras de heces. Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica, v. 29, n. 3, p. 201-203, 2011.

HAN, M. et al. Co-infection risk assessment of Giardia and Cryptosporidium with HIV
considering synergistic effects and age sensitivity using disability-adjusted life
years. Water research, v. 175, 2020.

HARVEY, T. V. et al. Enteric parasitic infections in children and dogs in resource-poor
communities in northeastern Brazil: Identifying priority prevention and control
areas. PLoS neglected tropical diseases, v. 14, n. 6, 2020.

HAWASH, Y. DNA extraction from protozoan oocysts/cysts in feces for diagnostic
PCR. The Korean Journal of Parasitology, v. 52, n. 3, p. 263, 2014

HEIGES, M. et al. CryptoDB: a Cryptosporidium bioinformatics resource update.
Nucleic acids research, v. 34, n. 1, p. 419-422, 2006.

HELMY, Y. A. et al. Epidemiology of Giardia duodenalis infection in ruminant
livestock and children in the Ismailia province of Egypt: insights by genetic
characterization. Parasites & vectors, v. 7, p. 1-11, 2014.

HELMY, Y. A. et al. Frequencies and spatial distributions of Cryptosporidium in
livestock animals and children in the Ismailia province of Egypt. Epidemiology &
Infection, v. 143, n. 6, p. 1208-1218, 2015.

HERNANDEZ-CASTRO, C. et al. Prevalence and temporal dynamics of
Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis, and Blastocystis sp. among toddlers
attending day-care centres in Spain. A prospective molecular-based longitudinal
study. European Journal of Pediatrics, v. 182, n. 1, p. 213-223, 2023.

HERNANDEZ, P. C. et al. Intestinal parasitic infections and associated factors in
children of three rural schools in Colombia. A cross-sectional study. PLoS One, v. 14,
n.7,2019.

HERSHMAN, M.; WAHL, S.; SWAMINATH, A. Seeing Spots: Eosinophilic Abscess as
an Endoscopic Marker of Giardiasis: 1915. Official journal of the American
College of Gastroenterology, v. 113, p. 1088, 2018.

HEYWORTH, M. F. Giardia duodenalis genetic assemblages and hosts. Parasite, v.
23, 2016.

HIJJAWI, N. et al. A review of the molecular epidemiology of Cryptosporidium spp.
and Giardia duodenalis in the Middle East and North Africa (MENA)
region. Infection, Genetics and Evolution, v. 98, 2022.

HOFFMAN, W. A., PONS, J. A., JANER, J. L. Sedimentation concentration method in
Schistosomiasis mansoni. Puerto Rico Journal of Public Health and Tropical
Medicine, v. 9, p. 283-298, 1934.



73

HSU, C. H. et al. An Epidemiological Assessment of Cryptosporidium and Giardia
spp. Infection in Pet Animals from Taiwan. Animals, v. 13, n. 21, p. 3373, 2023.

IASBIK, A. F. et al. Prevalence and transmission of intestinal parasitosis in human
beings from Zona da Mata, Minas Gerais, Brazil. Bioscience Journal, v. 34, n. 3, p.
802-809, 2018.

IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Brasil/Santa
Catarina/Lages. Brasilia - DF, 2020. Disponivel em:
https://cidades.ibge.gov.br/brasil/sc/lages/panorama. Acesso em: outubro de 2020.

IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Projecéo da
populagao do Brasil e das Unidades da Federagao. Brasilia - DF, 2021. Disponivel
em: https://www.ibge.gov.br/apps/populacao/projecao/index.html. Acesso em: janeiro
de 2021.

IGNACIO, C. F. et al. Socioenvironmental conditions and intestinal parasitic
infections in Brazilian urban slums: a cross-sectional study. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 59, 2017.

INPANKAEW, F. et al. Low risk for transmission of zoonotic Giardia duodenalis from
dogs to humans in rural Cambodia. Parasites & vectors, v. 7, p. 1-5, 2014.

IRWIN, P.J. Companion animal parasitology: a clinical perspective. Internacional
Journal of Parasitology, v.32, p 581-593, 2002.

JIAN, F. et al. Occurrence and molecular characterization of Cryptosporidium in dogs
in Henan Province, China. BMC Veterinary Research, v. 10, p. 1-4, 2014.

JIANG, Y. et al. Molecular identification and genetic characteristics of
Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis, and Enterocytozoon bieneusi in human
immunodeficiency virus/acquired immunodeficiency syndrome patients in Shanghai,
China. Parasites & Vectors, v. 16, n. 1, p. 53, 2023.

KARIMI, P. et al. Molecular identification of Cryptosporidium, Giardia, and
Blastocystis from stray and household cats and cat owners in Tehran, Iran. Scientific
Reports, v. 13, n. 1, p. 1554, 2023.

KARIM, M. R. et al. Molecular characterization and zoonotic risk assessment of
Cryptosporidium spp. in children and calves in Bangladesh. One Health, v. 18, 2024.

KHINE, N. O. et al. Molecular detection of Giardia duodenalis and Cryptosporidium
spp. from stray dogs residing in monasteries in Bangkok, Thailand. Parasitology
International, v. 83, 2021.

KHURANA, S.; CHAUDHARY, P. Laboratory diagnosis of cryptosporidiosis. Tropical
parasitology, v. 8, n. 1, p. 2-7, 2018.



74

KIFLEYOHANNES, T. et al. Cryptosporidium and Giardia infections in humans in
Tigray, Northern Ethiopia: an unexpectedly low occurrence of anthropozoonotic
transmission. Acta Tropica, v. 231, 2022.

KOSTOPOULOU, D. et al. Identifying human enteric parasitic infections in Greece,
with focus on Giardia and Cryptosporidium. Experimental Parasitology, v. 211,
2020.

KURNOSOVA, O. et al. Comparative efficacy of different diagnostic methods for
detection of Giardia (Gardia) in animals. Comptes rendus de I’Académie bulgare
des Sciences, v. 70, n. 3, 2017.

KURNOSOVA, O. P.; PANOVA, O. A.; ARISQV, M. V. The prevalence of potentially
zoonotic intestinal parasites in dogs and cats in Moscow, Russia. Helminthologia, v.
60, n. 1, p. 44-51, 2023.

LALLE, M. et al. Genetic heterogeneity at the B-giardin locus among human and
animal isolates of Giardia duodenalis and identification of potentially zoonotic
subgenotypes. International journal for parasitology, v. 35, n. 2, p. 207-213, 2005.

LEITCH, G. J.; HE, Q. Cryptosporidiosis-an overview. Journal of biomedical
research, v. 25, n. 1, p. 1-16, 2011.

LI, K. et al. Prevalence and molecular characterization of Cryptosporidium spp. in
yaks (Bos grunniens) in Naqu, China. Microbial pathogenesis, v. 144, 2020.

LI, W. et al. Prevalence and genetic characteristics of Cryptosporidium,
Enterocytozoon bieneusi and Giardia duodenalis in cats and dogs in Heilongjiang
province, China. Veterinary Parasitology, v.208, n 3-4, p.125-134, 2015.

LI, W. et al. Prevalence of Cryptosporidium, Giardia, Blastocystis, and trichomonads
in domestic cats in East China. Journal of Veterinary Medical Science, v. 81, n. 6,
p. 890-896, 2019.

LIU, H. et al. Prevalence and genetic characterization of Cryptosporidium,
Enterocytozoon, Giardia and Cyclospora in diarrheal outpatients in China. BMC
Infectious Diseases, v. 14, p. 1-6, 2014.

LUCIO, A. et al. No molecular epidemiological evidence supporting household
transmission of zoonotic Giardia duodenalis and Cryptosporidium spp. from pet dogs
and cats in the province of Alava, Northern Spain. Acta Tropica, v. 170, p. 48-56,
2017.

MANJUNATHA, U. H. et al. A Cryptosporidium Pl (4) K inhibitor is a drug candidate
for cryptosporidiosis. Nature, v. 546, n. 7658, p. 376-380, 2017.

MATEOQO, M. et al. Prevalence and public health relevance of enteric parasites in
domestic dogs and cats in the region of Madrid (Spain) with an emphasis on Giardia
duodenalis and Cryptosporidium sp. Veterinary Medicine and Science, v. 9, n. 6, p.
2542-2558, 2023.



75

MONTEIRO, S. G. Parasitologia na medicina veterinaria. Sao Paulo: Roca, v. 1,
2010.

MOORE, C. E. et al. Molecular characterization of Cryptosporidium species and
Giardia duodenalis from symptomatic Cambodian children. PLoS neglected tropical
diseases, v. 10, n. 7, 2016.

MOREIRA, A. S. et al. Risk factors and infection due to Cryptosporidium spp. in dogs
and cats in southern Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinaria, v. 27, p. 112-117, 2018.

MORON-SOTO, M. et al. Efficacy of nitazoxanide to treat natural Giardia infections
in dogs. Parasites & vectors, v. 10, p. 1-9, 2017.

MUKERUJEE, A. et al. A nanotherapy strategy significantly enhances
anticryptosporidial activity of an inhibitor of bifunctional thymidylate synthase-
dihydrofolate reductase from Cryptosporidium. Bioorganic & medicinal chemistry
letters, v. 25, n. 10, p. 2065-2067, 2015.

MOURA, A. B. et al. Cryptosporidium spp. em caes domiciliados da cidade de Lages,
SC. Revista de Ciéncias Agroveterinarias, v. 8, n. 2, p. 173-178, 2009.

MUNDIM, M. J. S. et al. Frequéncia de Giardia spp. por duas técnicas de diagndstico
em fezes de caes. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 55,
n. 6, p. 770-773, 2003.

MURNIK, L. C.; DAUGSCHIES, A.; DELLING, C. Cryptosporidium infection in young
dogs from Germany. Parasitology Research, v. 121, n. 10, p. 2985-2993, 2022.

OLIVEIRA-SEQUEIRA, T. C. G. et al. Prevalence of intestinal parasites in dogs from
Sao Paulo State, Brazil. Veterinary parasitology, v. 103, n. 1-2, p. 19-27, 2002.

OLLIVETT, T. L. et al. Effect of nitazoxanide on cryptosporidiosis in experimentally
infected neonatal dairy calves. Journal of dairy science, v. 92, n. 4, p. 1643-1648,
20009.

OPAS (Organizacion Panamericana de la Salud). Bioestatisica: procedimientos para
estudios de prevalencia por muestreo. Buenos Aires: Organizacion Panamericana de
la Salud, n.18, 1979.

ORTOLANI, E. L. Standardization of the modified Ziehl-Neelsen techinique to stain
oocysts of Cryptosporidium sp. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, Rio
de Janeiro, v. 9, n.1, p. 29-31, 2000.

OSMAN, M. et al. Prevalence and genetic diversity of the intestinal parasites
Blastocystis sp. and Cryptosporidium spp. in household dogs in France and
evaluation of zoonotic transmission risk. Veterinary Parasitology, v. 214, p.167—
170, 2015.



76

PACHECO, F. T. F. et al. Predominance of Giardia duodenalis All sub-assemblage in
young children from Salvador, Bahia, Brazil. Biomedica, v. 40, n. 3, p. 557, 2020.

PACHECO, F. T. F. et al. Cryptosporidium diagnosis in different groups of children
and characterization of parasite species. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v. 55, 2022.

PAVLASEK, I; RYAN, U. The first finding of a natural infection of Cryptosporidium
muris in a cat. Veterinary parasitology, v. 144, n. 3-4, p. 349-352, 2007.

PIEKARA-STEPINSKA, A.; PIEKARSKA, J.; GORCZYKOWSKI, M. Cryptosporidium
spp. in dogs and cats in Poland. Annals of Agricultural and Environmental Medicine,
v. 28, n. 2, p. 345-347, 2021.

PIUNACKER, R.et al. Different risk factors for infection with Giardia lamblia
assemblages A and B in children attending day-care centres. European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious Diseases, v. 35, p. 2005-2013, 2016.

PRABAKARAN, M. et al. The Gut-Wrenching Effects of Cryptosporidiosis and
Giardiasis in Children. Microorganisms, v. 11, n. 9, p. 2323, 2023.

PUEBLA, L. E. J. et al. Concordance of Giardia duodenalis assemblages determined
by different PCR methodologies in three observational studies in
Cuba. Experimental parasitology, v. 209, 2020.

QUADROS, R. M. D. et al. Detection of Cryptosporidium oocysts by auramine and
Ziehl Neelsen staining methods. Parasitologia latinoamericana, v. 61, n. 3-4, p.
117-120, 2006.

QUADROS, R. M. D. et al. Potential cross-contamination of similar Giardia
duodenalis assemblage in children and pet dogs in southern Brazil, as determined by
PCR-RFLP. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 58, 2016.

R DEVELOPMENT CORE TEAM. R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-
07-0, URL http://www.R-project.org. 2009.

READ, C. M.; MONIS, P. T.; THOMPSON, R. C. A.. Discrimination of all genotypes of
Giardia duodenalis at the glutamate dehydrogenase locus using PCR-RFLP.
Infection, genetics and evolution, v. 4, n. 2, p. 125-130, 2004.

REHN, M. et al. Post-infection symptoms following two large waterborne outbreaks of
Cryptosporidium hominis in Northern Sweden, 2010-2011. BMC public health, v.
15, n. 1, p. 1-6, 2015.

ROBINSON, G. et al. Re-description of Cryptosporidium cuniculus Inman and
Takeuchi, 1979 (Apicomplexa:Cryptosporidiidae): Morphology, biology and
phylogeny.International Journal for Parasitology, v. 40, n. 13, p 1539-1548, 2010.



77

ROJAS-LOPEZ, L.; MARQUES, R. C.; SVARD, S. G. Giardia duodenalis. Trends in
parasitology, v.38, n. 7, p. 605-606, 2022.

ROMANO, F.; LALLO, M. A. Efficacy of a single dose of nitazoxanide in dogs
naturally infected with Giardia duodenalis. Research in Veterinary Science, v. 159,
p. 252-256, 2023.

RYAN, U; CACCIO, S. M. Zoonotic potential of Giardia. International Journal for
Parasitology, v. 43, p. 943-956, 2023.

SCHAR, F. et al. The prevalence and diversity of intestinal parasitic infections in
humans and domestic animals in a rural Cambodian village. Parasitology
international, v. 63, n. 4, p. 597-603, 2014.

SCHOCH, C. L. et al. NCBI Taxonomy: a comprehensive update on curation,
resources and tools. Database (Oxford). 2024: baaa062. PubMed: 32761142 PMC:
PMC7408187. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi. Acesso em: abril de
2024

SEGUI, R. et al. Prevalence of intestinal parasites, with emphasis on the molecular
epidemiology of Giardia duodenalis and Blastocystis sp., in the Paranagua Bay,
Brazil: a community survey. Parasites & vectors, v. 11, p. 1-19, 2018.

SHEATHER, A. L. et al. The detection of intestinal protozoa and mange parasites by
a floatation technique. Journal of Pathology and Therapy, v. 36, p. 266-275, 1923.

SILVA, A. S. et al. Prevaléncia de parasitismo em caes domiciliados num bairro de
Santa Maria-RS. Saude (Santa Maria), v. 33, n. 1, p. 27-31, 2007.

SILVA, A. S. et al. Protozoarios em caes de canis de Santa Maria—RS. Revista da
FZVA, v. 15, n. 1, 2008.

SILVA, A. S. et al. Secnidazole for the treatment of Giardiasis in naturally infected
cats. Parasitology international, v. 60, n. 4, p. 429-432, 2011

SILVA, F. M. P. et al. Molecular characterization of Giardia duodenalis in dogs from
Brazil. Parasitology research, v. 110, n. 1, p. 325-334, 2012.

SILVA, F. M. P; LOPES, R. S; ARAUJO JUNIOR, J. P. Genetic characterisation of
Giardia duodenalis in dairy cattle in Brazil. Folia Parasitologica, v. 59, n.1, 2012.

SMIT, I. et al. The Influence of Giardia duodenalis on the Occurrence of Clinical Signs
in Dogs. Veterinary sciences, v. 10, n. 12, p. 694, 2023.

SMITH, A. F. et al. Molecular characterization of Giardia spp. and Cryptosporidium
spp. from dogs and coyotes in an urban landscape suggests infrequent occurrence of
zoonotic genotypes. Veterinary Parasitology, v. 281, 2020.



78

SOARES, R.; TASCA, T. Giardiasis: an update review on sensitivity and specificity of
methods for laboratorial diagnosis. Journal of microbiological methods, v. 129, p.
98-102, 2016.

SOTIRIADOU, I. et al. Molecular identification of Giardia and Cryptosporidium from
dogs and cats. Parasite, v. 20, 2013.

SQUIRE, S. A; RYAN, U. Cryptosporidium and Giardia in Africa: current and future
challenges. Parasites & vectors, v. 10, p. 1-32, 2017.

STALLIVIERE, F. M. et al. Ectoparasitos e helmintos intestinais em Felis catus
domesticus, da cidade de Lages, SC, Brasil e aspectos sécioecondmicos e culturais
das familias dos proprietarios dos animais. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinaria, v. 18, n. 4, p. 26-31, 2009.

STALLIVIERE, F. M. et al. Helmintos intestinais em caes domiciliados e aspectos
socioecondmicos e culturais das familias proprietarias dos animais de Lages, SC,
Brasil. Archives of Veterinary Science, v. 18, n. 3, 2013.

SUDRE, A. P. et al. First molecular characterisation of Giardia duodenalis infection in
dairy goats in Brazil. Veterinarni medicina, v. 59, n. 6, 2014.

SUN, J. et al. Assessment of potential zoonotic transmission of Giardia duodenalis
from dogs and cats. One Health, v. 17,2023,

SUTTHIKORNCHAI, C. et al. Molecular detection of Cryptosporidium spp., Giardia
duodenalis, and Enterocytozoon bieneusi in school children at the Thai-Myanmar
border. Parasitology Research, v. 120, p. 2887-2895, 2021.

TANGTRONGSUP, S. et al. Seasonal distributions and other risk factors for Giardia
duodenalis and Cryptosporidium spp. infections in dogs and cats in Chiang Mai,
Thailand. Preventive veterinary medicine, v. 174, 2020.

TESSEROLLI, G. L.; FAYZANO, L.; AGOTTANI, J. V. B. Ocorréncia de parasitas
gastrintestinais em fezes de caes e gatos, Curitiba-PR. Revista Académica Ciéncia
Animal, v. 3, n. 4, p. 31-34, 2005.

THOMPSON, R. C. A. 2004. The zoonotic significance and molecular epidemiology
of Giardia and Giardiasis. Veterinary parasitology, v. 126, n. 1-2, p. 15-35, 2004.

TYZZER, E. E. A sporozoan found in the peptic glands of the common mouse.
Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine, v. 5, n. 1, p.
12-13, 1907.

UCHOA, C. M. A. et al. Atlas Virtual de Parasitologia. Universidade Federal
Fluminense, 2024. Disponivel em:
http://atlasparasitologia.sites.uff.br/?page _id=9919. Acesso em: fevereiro de 2024.


http://atlasparasitologia.sites.uff.br/?page_id=9919

79

UCHOA, F. F. M. et al. Assessment of the diagnostic performance of four methods for
the detection of Giardia duodenalis in fecal samples from human, canine and feline
carriers. Journal of Microbiological Methods, v. 145, p. 73-78, 2018.

UEHLINGER, F. D. et al. Comparison of five diagnostic tests for Giardia duodenalis in
fecal samples from young dogs. Veterinary parasitology, v. 244, p. 91-96, 2017.

URAL, K. et al. Chloroquine treatment against naturally occuring Giardia duodenalis
infection in dogs. Medycyna Weterynaryjna, v. 73, n. 5, p. 280-283, 2017.

VASCO, K; GRAHAM, J.P; TRUEBA, G. Detection of zoonotic enteropathogens in
children and domestic animals in a semirural community in Ecuador. Applied and
environmental microbiology, v. 82, n. 14, p. 4218-4224, 2016.

VEYNA-SALAZAR, N. P. et al. Occurrence of Giardia duodenalis in Cats from
Queretaro and the Risk to Public Health. Animals, v. 13, n. 6, p. 1098, 2023.

VIEL, H. et al. Efficacy of nitazoxanide against experimental cryptosporidiosis in goat
neonates. Parasitology research, v. 102, n. 1, p. 163-166, 2007.

VILLAMIZAR, X. et al. Molecular and descriptive epidemiology of intestinal
protozoan parasites of children and their pets in Cauca, Colombia: a cross-sectional
study. BMC infectious diseases, v. 19, p. 1-11, 2019.

VINAYAK, S. et al. Genetic modification of the diarrhoeal pathogen Cryptosporidium
parvum. Nature, v. 523, n. 7561, p. 477-480, 2015.

WHO - Guidelines for Drinking-Water Quality. WHO chronicle, v. 38, n. 4, p. 104-
108, 2011.

XIAO, L. et al. Molecular characterization of Cryptosporidium oocysts in samples of
raw surface water and wastewater. Applied and Environmental Microbiology, v.
67,n. 3, p. 1097-1101, 2001.

YANG, R. et al. Molecular characterisation of Cryptosporidium and Giardia in cats
(Felis catus) in Western Australia. Experimental parasitology, v. 155, p. 13-18,
2015.

YOSHIUCHI, R. et al. Survey and molecular characterization of Cryptosporidium and
Giardia spp. in owned companion animal, dogs and cats, in Japan. Veterinary
parasitology, v. 174, n. 3-4, p. 313-316, 2010.

YU, F. et al. Molecular characterization of three intestinal protozoans in hospitalized
children with different disease backgrounds in Zhengzhou, central China. Parasites
& vectors, v. 12, p. 1-10, 2019.

YUAN, F. et al. Efficacy of Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 against
Giardia duodenalis trophozoites: an experimental study. E3S Web of Conferences.
v. 233, 2021.



80

YUN, C. S. et al. The detection and phylogenetic characterization of
Cryptosporidium, Cystoisospora, and Giardia duodenalis of cats in South
Korea. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, v. 13, 2023.

ZAHEDI, A. et al. Zoonotic Cryptosporidium species in animals inhabiting Sydney
water catchments. PLoS One, v. 11, n. 12, p. 168-169, 2016.

ZHANG, X. et al. Occurrence and multilocus genotyping of Giardia duodenalis in
captive non-human primates from 12 zoos in China. PloS one, v. 15, n. 2, 2020.

ZHAO, W. et al. Genetic characterizations of Cryptosporidium spp. from children with
or without diarrhea in Wenzhou, China: high probability of zoonotic
transmission. BMC microbiology, v. 24, n. 1, p. 113, 2024.

ZHONG, Z. et al. Occurrence and genetic characterization of Giardia duodenalis and
Cryptosporidium spp. from adult goats in Sichuan Province, China. PloS one, v. 13,
n. 6, 2018.



81

APENDICE A

& UDESC

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Deteccéo e caracterizagdo molecular de Cryptosporidium spp e Giardia spp. em cées e gatos
assistidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de Lages/SC.”

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que fard investigacdo da infecgdo de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em cées e gatos assistidos pelo Centro de Controle de Zoonoses,
no municipio de Lages/SC, para determinar a prevaléncia, os fatores de risco associados a infecgéo,
identificar espécies/gendétipos envolvidos e seu potencial zoondtico. Serd aplicado um questionario
contendo 26 perguntas relacionadas aoc manejo do cdo ou gato e realizada a colheita de fezes e de sangue
dos animais. As informagGes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo. Os

riscos deste procedimento sdo minimos, ndo envolvendo perigo ao animal.

Sua identidade serd preservada ndo havendo necessidade de fornecer nome ou enderego e cada animal

serd identificado através de nimero de protocolo e ficha clinica.

Os beneficios serdo o conhecimento da prevaléncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em caes e
gatos no municipio de Lages/SC, identificacdo dos fatores de risco associados a infec¢do, além das
espécies/gendtipos envolvidos e seu potencial zoonético, informacBes importantes para a

implementacdo de medidas de prevengdo. Os exames ndo terdo custo.

Solicitamos vossa autorizagdo para coleta de fezes e sangue, bem como o uso destes dados para a
producdo de artigos técnicos e cientificos. A sua privacidade serd mantida atraves de ndo identificacdo

do seu nome.
Agradecemos a vossa participacao.

Pessoa contato: Prof. Anderson Barbosa de Moura / Doutorando Mayckon Antonio Cardoso Padilha
(pesquisador responsavel)

Numero do telefone: 49 3289 9316

Endereco: Laboratorio de Parasitologia e Doengas Parasitarias do CAV/UDESC

Av. Luis de Camdes, 2090 — Bairro Conta Dinheiro — Lages, SC.
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APENDICE B

& UDESC

Protocolo N°:

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e, que recebi de forma clara e
objetiva todas as explica¢Ges pertinentes ao projeto e, que todos 0s dados a meu respeito serdo sigilosos.
Eu compreendo que neste estudo, as medi¢Ges dos experimentos/procedimentos serdo feitos com

amostras e dados coletados do meu animal.

Declaro que fui informado que posso me retirar do estudo a qualquer momento.

(Nome por extenso)

(Localidade)

Assinatura



APENDICE C

& UDESC

CAV - LAGES

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Data. [/ [

Nome: Raca:
Sexo: ( ) Macho( )Fémea Idade:
Cor: Peso:

Aspecto Geral: () Saudavel () Doente
Vacinagao

Vermifugagdo_

Quadros esporadicos de: () Diarreia () Vémito
Alimentacdo: () Racdo ( ) Comida caseira ( ) Ambos
Agua: () Mineral () Torneira () Filtrada ( )

Tipo de moradia () Apartamento () Casa ( ) Zona rural
Bairro:

Tipo de chéo:

Fica eventualmente em outras casas? () Sim () Néo
Convive com criangas? ( ) Sim( ) Né&o
Acessoarua? () Sim( ) Né&o

Pet Shop? () Sim- frequéncia

Hotel? ( ) Sim- freqliéncia

Praia? () Sim- freqtiéncia

Arearural? () Sim- freqiiéncia

Outros animais?( ) Cdes ( ) Gatos( )

() Néo
( ) Néo
( ) Néo
( ) Néo

Historico de ratos? () Sim () Nao

Onde defeca?

Presenca de carrapatos? () Sim () Nao
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APENDICE D

Protocolo de Extracdo de DNA

. Primeiramente foram pesados de 180 a 220 mg de fezes em tubos de
microcentrifuga de 2 mL, os quais foram acondicionados em suporte e
mantidos sobre gelo reciclavel em sala com temperatura ambiente;

. Adicionado 1 mL de tamp&o InhibitEX para cada amostra de fezes e
submetidas a vortex continuamente por 5 min;

. Seguido de aquecimento por 10 min a 100°C e submetidas a vortex por 15
segundos;

. Centrifugadas as amostras a 20000g por 1 min para aglomerar as particulas de

fezes;

5. Pipetado 15 pL de Proteinase K em novos tubos de microcentrifuga de 1,5 ml;

. Pipetados 200 pL do sobrenadante da etapa 4 para os tubos de 1,5 ml de
microcentrifuga contendo a Proteinase K;

. Adicionados 200 pL de tampé&o AL e vortex por 15 s;

8. Seguido de aguecimento por 10 min a 70°C em banho seco;

. Adicionados 200 uL de etanol (96—100%) ao lisado e misturados os tubos em

vortex;

10.Aplicados cuidadosamente 600 pL de lisado da etapa 9 na coluna de

centrifugacdo QIAamp e centrifugado a 20000g por 1 min. Apds foram
colocadas as colunas de centrifugacdo QlAamp em novos tubos de coleta de 2

mL e descartados os tubos que continham o filtrado;

11. Aberto cuidadosamente as colunas de centrifugacao QIAamp e adicionado 500

puL de tampéao AW1 e centrifugados a 20000g por 1 min. Colocados a coluna
de centrifugacdo QIAamp em novos tubos de coleta de 2 mL e descartados os

tubos de coleta que continham o filtrado;

12.Aberto cuidadosamente a coluna de centrifugacdo QIAamp e adicionado 500

puL de tampdo AW2 e centrifugados a 20000g por 3 minutos os tubos de
microcentrifuga contendo Proteinase K. Apos foram descartados os tubos de

coleta contendo o filtrado;
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13.Colocados a coluna de rotacdo QIAamp em novos tubos de coleta de 2 mL e
descartados os antigos tubos de coleta com o filtrado e centrifugados a 20000g
por 3 min;

14.Por fim, foi feita a transferéncia das colunas de centrifugagédo QIAamp para
novos tubos de microcentrifuga de 1,5 mL rotulados e pipetados 100 uL de
tampéo ATE diretamente na membrana QIAamp. Incubados os tubos por 3 min
a temperatura ambiente, depois centrifugados a 20000g por 1 min para eluir o
DNA e acondicionados em freezer a temperatura de no maximo -12°C.



