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RESUMO

OCORRENCIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Giardia spp. EM
AMOSTRAS FECAIS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS EM SANTA
MARIA, RS

AUTOR: Vanessa Osmari
ORIENTADOR: Luis Antdnio Sangioni

A giardiase é uma zoonose importante e prevalente em cdes e humanos, sendo causada por
protozoarios do género Giardia. A estreita relagdo entre animais de estimagdo e seres
humanos traz muitos beneficios, tanto fisicos, emocionais e sociais. No entanto, a presenca
desses animais sem o devido cuidado pode representar um risco para a saide humana. Como
0s cdes possuem um papel importante no ciclo e transmissdo de Giardia duodenalis, 0
objetivo desse estudo foi verificar a ocorréncia do parasito em cées na cidade de Santa Maria,
Estado do Rio Grande do Sul (RS). Adicionalmente, nesta pesquisa, objetivou-se realizar uma
caracterizacdo molecular e analises filogenéticas de Giardia duodenalis. Neste estudo, foram
coletadas 230 amostras de fezes de cées, obtidas de abril a outubro de 2018. Destas, 10 eram
provenientes da rotina de exames coproparasitolégicos realizados no Laboratério de Doencas
Parasitarias (LADOPAR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), 74 foram
coletadas em 3 canis de criacdo comercial e 166 foram coletados no Hospital Universitério
Veterinario (HVU) da UFSM, todos localizados na cidade de Santa Maria, no Rio Grande do
Sul, Brasil. Todas as amostras foram submetidas a técnica coproparasitolégica de Faust, e,
apos, foi realizada a extracdo do DNA total para a posterior analise molecular através da
técnica de nested PCR. Posteriormente, as amostras positivas no nested PCR foram enviadas
para 0 sequenciamento de DNA. As sequéncias obtidas desse estudo foram comparadas com
as sequéncias para o gene da B-giardina (bg) depositadas no GenBank e foram elaboradas
analises filogenéticas através do método Neighbor - Joining utilizando bootstrap de 1000
replicatas, onde as distancias evolutivas foram calculadas pelo método de Jukes — Cantor, e, 0
software Mega X foi utilizado para verificar a relacdo entre as assemblages ou gendtipos
encontrados nos isolados. Das amostras de fezes analisadas, ndo houve diferenga entre as
variaveis: técnicas de diagnostico, locais de coleta, sexo e idade dos animais (p<0,05). Na
técnica de Faust, 5,6% (13/230) das amostras foram positivas para a presenca de Giardia spp.
No nested PCR, 4,3% (10/230) das amostras analisadas foram positivas para a amplificacdo
do DNA do protozoario. Ndo houve diferenca significativa nos resultados encontrados
(p>0,05), e ndo houve diferenca na sensibilidade dos testes utilizados. As assemblages
encontradas nas amostras positivas foram C e D, que sdo especificas e frequentemente
reportadas nos cées. Desta forma, observamos que Giardia duodenalis ocorre nas populagdes
de cdes avaliadas nesse estudo. Devido a proximidade dos cdes e seus tutores, pode existir a
possibilidade de coinfecgfes com outras assemblages, aumentando assim o0 risco de
transmissao dessa zoonose.

Palavras-chave: protozoério, giardiase, nested PCR, filogenia, caes.



ABSTRACT

OCCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Giardia spp. IN
FECAL SAMPLES OF NATURALLY INFECTED DOGS IN SANTA MARIA, RS

AUTHOR: Vanessa Osmari
ADVISOR: Luis Antdnio Sangioni

Giardiasis is an important and prevalent zoonosis in dogs and humans, being caused by
protozoa of the genus Giardia. The close relationship between pets and humans has many
benefits, both physical, emotional and social. However, the presence of these animals without
proper care may pose a risk to human health. As dogs have an important role in the cycle and
transmission of Giardia duodenalis, the objective of this study was to verify the occurrence of
the parasite in dogs in the city of Santa Maria, Rio Grande do Sul State (RS). Additionally, in
this research, the objective was to carry out a molecular characterization and phylogenetic
analyses of Giardia duodenalis. In this study, 230 samples of dog feces were collected from
April to October 2018. Of these, 10 were from the routine of coproparasitological
examinations performed at the Laboratory of Parasitary Diseases (LADOPAR) of the Federal
University of Santa Maria (UFSM), 74 were collected in 3 commercial kennels and 166 were
collected at the UFSM Veterinary University Hospital (HVU), all located in the city of Santa
Maria, Rio Grande do Sul State, Brazil. All samples were submitted to the Faust
coproparasitological technique, after which the total DNA extraction was carried out for the
subsequent molecular analysis through the nested PCR technique. Afterwards, the positive
samples in the nested PCR were sent for DNA sequencing. The sequences obtained from this
study were compared with the sequences for the B-giardin (bg) gene deposited in GenBank
and phylogenetic analyses were elaborated using the Neighbor-Joining method using
bootstrap of 1000 replicates, where the evolutionary distances were calculated by the Jukes-
Cantor method, and Mega X software was used to verify the relationship between
assemblages or genotypes found in isolates. From the faecal samples analysed, there were no
differences between the variables: diagnostic techniques, local, sex and age of the animals
(p<0.05). In the Faust technique, 5.6% (13/230) of the samples were positive for the presence
of Giardia spp. In the nested PCR, 4.3% (10/230) of the analysed samples were positive for
the amplification of protozoan DNA. There was no significant difference in the results found
(p>0.05), and there was no difference in the sensitivity of the tests used. The assemblages
found in the positive samples were C and D, which are specific and frequently reported in
dogs. In this way, we observed that Giardia duodenalis occurs in the dog populations
evaluated in this study. Due to the proximity of dogs and their tutors, there may be the
possibility of coinfection with other assemblages, thus increasing the risk of transmission of
this zoonosis.

Keywords: protozoa, giardiasis, nested PCR, phylogeny, dogs.
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1 INTRODUCAO

Os cdes (Canis familiaris) representam os animais de estimacdo que mais convivem
com o homem (LEITE et al., 2004). A ligacdo emocional estabelecida entre eles pode trazer
beneficios fisicos e psicoldgicos, além de melhorar a integralizacdo social de idosos, criangas
e pessoas com necessidades especiais (PARSLOW & JORM, 2003; MCNICHOLAS et al.,
2005). No entanto, essa proximidade com o cdo de estimacdo resulta em maior exposicao
humana aos agentes com potencial zoonoético (SILVA et al., 2001).

Varios parasitos que infectam os cdes apresentam transmissdo entre espécies e se
constituem como zoonoses, as quais sao altamente prevalentes em seres humanos (CHOMEL
& SUN, 2011). Esses agentes zoonoOticos impactam na salde publica dos paises em
desenvolvimento e estdo associados as condicdes sanitarias precarias (OVERGAAUW et al.,
2009).

Giardia spp. sdo protozoarios que frequentemente acometem 0s animais e 0 homem e
tem despertado maior interesse dos pesquisadores, possivelmente por seu grande potencial
como agente zoondtico, além de causar em animais, diarreia intermitente com
comprometimento da digestéo e absor¢édo de alimentos, acarretando em desidratacéo, perda de
peso e morte (MUNDIM et al., 2003). Este agente causa uma das infec¢bes por protozoarios
intestinais mais frequentemente diagnosticadas em ambas as espécies, especialmente em areas
de paises em desenvolvimento (FENG & XIAO, 2011).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de Giardia spp.
através da técnica coproparasitolégica de Faust e nested PCR, bem como caracterizar
molecularmente os isolados obtidos dos cées naturalmente infectados na regido de Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

A dissertacdo estd composta por uma revisdo de literatura sobre a giardiase em caes
abordando o0s principais aspectos dessa doenga como etiologia, ciclo bioldgico,
epidemiologia, sinais clinicos, diagnostico e controle e profilaxia. Na sequéncia, €
apresentado o artigo cientifico que tem como objetivo investigar a presenca de Giardia spp.
em amostras fecais de cdes naturalmente infectados na regido de Santa Maria, RS e
caracterizar molecularmente as amostras positivas, uma vez que ndo existem dados sobre esse

agente na regido de estudo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ETIOLOGIA
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A taxonomia deste agente esta em constante estudo a fim de melhor alocar este género
dentro dos eucariotos (MARTI et al., 2003). Atualmente o género Giardia esta inserido no
reino Excavata, filo Metamonada, subfilo Trichozoa, superclasse Eopharyngia, classe
Trepomonadea, subclasse Diplozoa, ordem Giardiida e familia Giardiidae (PLUTZER et al.,
2010).

Embora somente uma espécie (Giardia duodenalis) tenha sido reconhecida como
agente causador da doenca em humanos e na maioria dos outros mamiferos, a caracterizacdo
molecular de exemplares morfologicamente idénticos isolados de humanos e de varias outras
espécies de mamiferos, tem confirmado a heterogeneidade deste parasito e fornecido uma
base para um entendimento mais claro da sua taxonomia e do seu potencial zoondético
(THOMPSON et al., 2000).

Seis espécies de Giardia sdo descritas: G. duodenalis, G. muris, G. microti, G. ardeae,
G. psittaci e G. agilis. Sendo que trés delas, G. duodenalis, G. muris e G. microti, sdo
infectantes para os mamiferos. Apenas G. duodenalis € capaz de infectar uma ampla gama de
mamiferos, incluindo os humanos, os animais de producdo e os de companhia, 0 que a
configura como a Unica espécie de interesse na satde publica (READ et al.,2004).

Caccio & Ryan (2008) e Ryan & Caccio (2013) demostraram que G. duodenalis deve
ser considerada como um complexo de espécies, cujos membros apresentam pouca variagcao
na sua morfologia, e eles podem ser atribuidos a pelo menos oito grupos genéticos distintos

ou assemblages (A a H). As espécies e assemblages podem ser visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Espécies de Giardia spp., assemblages e seus respectivos hospedeiros.

Espécie Hospedeiros Assemblage
G. duodenalis Mamiferos A — Primatas incluindo o homem, cées, gatos,
domésticos, silvestres ungulados, roedores e mamiferos
e 0 homem selvagens

B — Primatas incluindo o homem, cées, bovinos,
caprinos e equinos e alguns mamiferos
selvagens

C — Caes e outros canideos
D — Caes e outros canideos

E — Bovinos, caprinos e suinos
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F — Felinos
G — Roedores

H — Vertebrados marinhos

G. agilis Anfibios -
G. muris Roedores -
G. ardeae Aves -
G. psittaci Aves -
G. microti Roedores -

(Adaptado de Thompson & Monis, 2012)

2.2 CICLO BIOLOGICO

Giardia spp. possuem dois estagios no ciclo de vida, a forma de trofozoito (fase de
replicacdo) e a forma de cisto (fase infecciosa). O trofozoito é a forma movel ativa,
encontrada no duodeno e porcGes iniciais do jejuno do hospedeiro, medindo 12 a 20um de
comprimento por 5 a 9um de largura. Na superficie ventral esta localizado o disco ventral e
no interior do citoplasma, um par de nucleos, dois pares de feixes de fibras longitudinais
(axonemas) e quatro pares de flagelos (BENCHIMOL & SOUZA, 2011). O disco ventral é
uma estrutura importante desse género, ocupando a superficie ventral anterior, sendo
indispensavel para a sobrevivéncia do parasito, devido ao fato de ser a Unica que permite o
estabelecimento da interagdo deste com o intestino do hospedeiro (ADAM, 2001).

O cisto é o estagio resistente sendo a principal forma responsavel pela transmisséo e
disseminacdo do protozodrio no meio ambiente, caracterizando-se com a principal forma
infectante. Essa estrutura tem aspecto ovoide, medindo entre 8 a 14um de comprimento e 7 a
10pum de largura, contendo membrana dupla, tendo permeabilidade seletiva a desinfetantes
(ADAM, 1991; BENCHIMOL & SOUZA, 2011). O cisto é intermitentemente liberado nas
fezes, tornando-se imediatamente infeccioso, permanecendo assim por meses em condicoes
adequadas de temperatura e umidade (FENG & XIAO, 2011).

A infecgdo inicia-se com a ingestdo de cistos infectantes por um hospedeiro
susceptivel. A excistagdo ocorre pela acdo de &cidos gastricos e enzimas pancreaticas e
rapidamente emergem os trofozoitos, que se aderem a mucosa do intestino delgado por meio
do disco ventral (ADAM, 2001; O’HANDLEY & OLSON, 2006). Cada cisto produz dois
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trofozoitos moveis, multiplicando-se por fissdo binaria, os quais geralmente colonizam o
duodeno e o jejuno do hospedeiro. Alguns destes trofozoitos desprendem-se da mucosa e
iniciam o processo de encistamento na porcao final do intestino delgado (O’HANDLEY &
OLSON, 2006). Em seguida, os cistos séo eliminados junto as fezes do hospedeiro (ADAM,
1991).

Os cistos e trofozoitos sdo transmitidos pela via fecal-oral, de maneira direta ou
indireta, porém o trofozoito é raramente encontrado nas fezes. Os mecanismos potenciais de
propagacdo incluem: pessoa para pessoa, animal para animal, zoondtica, alimentos
contaminados (CACCIO et al., 2005) e veiculagdo hidrica por meio de agua potavel
(EFSTRATIOU et al., 2017).

2. 3 EPIDEMIOLOGIA

A infeccdo por Giardia spp. tem distribuicdo cosmopolita, sendo que a prevaléncia é
variavel de acordo com a localizacdo geografica, com diferencas na defini¢cdo da populagédo
em estudo, nos diferentes métodos utilizados para determinar a prevaléncia e diagnostico, na
dificuldade na identificacdo dos cistos e no padrédo de eliminagcdo intermitente do parasita
(THOMPSON et al., 2000). H& uma maior susceptibilidade em animais menores de um ano
de idade quando comparados aos adultos, sugerindo o desenvolvimento de uma imunidade
etaria com o aumento da idade e as exposicdes sucessivas ao agente. Os animais errantes ou
aqueles densamente abrigados (canis e lojas) estdo mais expostos, devido ao maior contato
com &gua e alimentos contaminados com as fezes de animais ou de pessoas infectadas
(KIRKPATRICK & FARREL, 1984).

Robertson et al. (2000) sugeriram que 0s humanos podem ser o principal reservatério
para Giardia duodenalis e a transmissdo direta de pessoa para pessoa € mais importante que a
transmissdo zoonotica. No entanto, cdes e gatos podem albergar as espécies que sdo
potencialmente infectivas para seres humanos.

Apesar de ndo ocorrer diferenca significativa na infecgdo entre cdes e gatos machos e
fémeas para o protozoario, Oliveira-Sequeira & Amarante (2002), encontraram maior nimero
de machos adultos positivos quando comparados as fémeas. Esses autores salientaram que
cées castrados tendem a mostrar uma reduzida prevaléncia da infecgdo comparando-se com
animais sexualmente ativos, iSso por que esses animais reduzem 0 acesso a rua e 0 contato
com animais errantes e, consequentemente diminuem o risco de contaminagdo com esse

protozoario.
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As diferencas de prevaléncia encontradas em diversos estudos podem estar
relacionadas a uma falta de padronizacdo do método diagnostico, principalmente ao que se
refere a densidade da solucdo flutuadora, bem como as diferentes condi¢bes de criacdo e
manejo que afetariam a taxa de exposicdo ao risco dos animais (OLIVEIRA-SEQUEIRA &
AMARANTE, 2002 ; BECK et al., 2005).

Enquanto ovos e oocistos de alguns parasitos necessitam de um tempo no meio
ambiente para se tornarem infectantes, para outros, como Giardia spp., 0S cistos sdo
eliminados na forma infectante e podem contaminar os pelos dos animais, sendo facilmente
transmitidos pelo contato com as maos ou membranas mucosas de seus proprietarios. Para
reduzir tais riscos, a educacao dos proprietarios pelo veterinario é fundamental (LALLO et al.,
2016). O contato direto animal-animal facilita a transmissdo e nos canis, especialmente
comerciais, geralmente ocorre uma maior densidade dos animais por area (MUNDIM et al.,
2003). A veiculacdo hidrica também deve ser considerada como fator fundamental na
epidemiologia dessa parasitose (LALLO et al., 2016).

Alves et al. (2005), afirmaram que Giardia duodenalis é relatada como o parasito mais
frequentemente encontrado em cdes de paises desenvolvidos. Esse fato pode ser justificado

aos anti-helminticos administrados ndo serem totalmente capazes de eliminar o parasito.

2.4 PATOGENIA E PATOLOGIA

A patogenia da giardiase ainda ndo esta completamente esclarecida e a infecgdo pode
assumir um amplo espectro de quadros clinicos, que variam desde quadros assintomaticos até
manifestacdes agudas com severa diarreia e ou formas crénicas (SPRONG et al., 2009).

O periodo de incubacdo de Giardia spp. € de uma a trés semanas apds a ingestdo do
cisto pelo hospedeiro e o periodo pré-patente varia de 10 a 30 dias. No cdo é de 5 a 16 dias
(média de 10 dias) e os sinais clinicos podem anteceder um a dois dias a eliminacdo dos cistos
(ZAJAC, 1992).

Embora este parasito ndo tenha sido considerado patogénico até 1978, atualmente é
aceito que a infeccdo por Giardia varia de passagem de cisto assintomatico e diarreia aguda a
uma sindrome de diarreia cronica, perda de peso e méa absor¢do tanto em humanos, quanto nos
animais. Os mecanismos patogénicos desta doenga séo considerados multifatoriais, incluindo
apoptose de enterocitos, perda da funcdo de barreira epitelial, hipersecrecdo de ions cloreto e
ma absorcéo de ions, glicose, 4gua e sodio (ANKARKLEYV et al., 2010).
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Para Cotton et al. (2011) a inducdo da apoptose dos enterécitos por Giardia spp.
representa um componente chave na patogénese da infecgdo. Sendo esta desencadeada e
controlada pela ativacdo sequencial, em cascata, de enzimas proteoliticas denominadas
caspases e que ocorre logo ap6s a exposicdo dos hospedeiros aos trofozoitos.
Consequentemente, os individuos com giardiase crénica apresentam uma &rea de superficie de
absorcéo reduzida. O encurtamento difuso das vilosidades causa deficiéncias de enzimas que
auxiliam na digestdo, limita o acoplamento de nutrientes e absorcédo de eletrdlitos, resultando
em hipersecrecdo, ma-absor¢cdo e desencadeando a diarreia (COTTON et al.,, 2011).
Normalmente, no decorrer da infeccédo, os trofozoitos ndo penetram no epitélio, ndo invadem
os tecidos adjacentes e nem entram na corrente sanguinea, mantendo-se a infeccao restrita ao
limen intestinal do hospedeiro parasitado (FAUBERT, 2000).

Giardia spp. causam alteracdes na ultraestrutura das vilosidades intestinais, de acordo
com Gennari & Souza (2002), com encurtamento das microvilosidades, esfoliagdo acelerada e
diferenciacdo incompleta dos enterdcitos com reducgdo de aproximadamente 50% da area de
superficie de absorcao.

A giardiase induz essencialmente alteracdes dos vilos e microvilosidades no intestino
delgado. Apesar de ser um parasito predominantemente luminal, os trofozoitos aderem-se a
mucosa intestinal e alteram a arquitetura no local da adesdo, promovendo atrofia das
vilosidades de grau variavel e diminuicdo da producdo enziméatica (BURET et al., 1990,
KOUDELA & VITOVEC, 1998). Uma série de acontecimentos induz ao aumento da
permeabilidade intestinal, levando a diarreia por ma absorcao, com consequente perda de peso
do individuo acometido (KOUDELA & VITOVEC, 1998; OLSON et al., 1995; RUEST et al.,
1997).

2.5 SINAIS CLINICOS

As manifestacdes clinicas da giardiase provavelmente séo influenciadas pela interagao
entre fatores como a viruléncia do parasito, estado nutricional e imunol6gico do hospedeiro,
natureza da microbiota intestinal e a presenga ou auséncia de coinfec¢bes (FENG & XIAO,
2011).

Os animais acometidos, na maioria dos casos, mantém-se assintomaticos. A
apresentacdo da doenca clinica geralmente est4 associada a outros fatores estressantes como a
superpopulagdo, o desmame, deficiéncias nutricionais e outras doengas concomitantes

(THOMPSON et al., 2000). Os sinais clinicos podem estar associados ou nédo a presenca de
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diarreia e esta quando ocorre pode variar de pastosa a liquida, com presenca de muco, odor
forte e esteatorreia. A diarreia é geralmente auto-limitante em animais imunocompetentes
(TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

Os cédes desenvolvem um quadro clinico variando de subclinico para ligeiro
desconforto abdominal, ou mesmo resultando em dor abdominal intensa. A diarreia é
caracterizada por fezes moles a aquosas, sendo frequentemente mucoide com forte odor, e
também esteatorreia pode estar presente (TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

2.6 DIAGNOSTICO

No diagndstico da enfermidade, é importante realizar uma triagem das amostras com
técnicas de rotina sensiveis, uma vez que a maioria dos animais parasitados ndo manifesta
sinais clinicos da doenca e, além disso, geralmente pode existe uma infeccdo associada
(THOMPSON et al., 2000). Apenas um resultado negativo ndo exclui definitivamente a
presenca do parasito, pois a excrecdo de cistos ndo ocorrem ciclicamente, mas de um modo
esporadico, sendo que a duracdo entre dois episédios &€ de geralmente 2 a 7 dias
(TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

Devido a esse padrdo de eliminacdo intermitente dos cistos, especialmente na fase
crénica da infeccdo, o ideal é que sejam analisadas multiplas amostras fecais do mesmo
animal ou de vérios animais que compartilham as mesmas instalacdes. Essa sensibilidade
aumenta para 95% se caso duas ou trés amostras de fezes forem analisadas, com coletas em
dias alternados (GEURDEN et al., 2010). Desta forma, deve-se analisar varias amostras fecais
durante 4 a 5 dias (THOMPSON et al., 2000).

Tradicionalmente, o diagndstico de Giardia spp. é realizado por meio da identificacdo
por microscopia Optica de trofozoitos ou cistos em amostras fecais, a partir de esfregacos
corados com tricrdmico, iodo e hematoxilina férrica (KOEHLER et al., 2014). Os cistos
podem ser visualizados por meio de técnicas coproparasitologicas de concentracdo, utilizando
sulfato de zinco (FAUST et al., 1939), sacarose (SHEATHER, 1923), formalina (RITCHIE,
1948) ¢ o “three fecal test” (TF-Test) que apresenta resultados mais satisfatorios
(CARVALHO et al., 2016). Os trofozoitos moveis podem ser observados por exame
microscopico direto de amostras recém-colhidas, que sdo imediatamente preparadas com
solucéo salina a 37°C (KOEHLER et al., 2014).

Um dos métodos mais comumente utilizados no diagnéstico de Giardia spp. entre

outros parasitas é a centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco. Esta técnica permite que
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parasitas, especialmente cistos e ovos de helmintos, flutuem na parte superior da solugédo de
ZnSO4 devido a sua alta densidade (1,18 de gravidade especifica) (COELHO et al., 2015).

De acordo com Adam (1991), Heresi & Cleary (1997) e Rodrigues et al. (2001), a
repeticdo do teste diagndstico em amostras sucessivas ou intermitentes € importante, uma vez
que, uma das limitacdes da técnica de flutuacdo em sulfato de zinco é a sensibilidade que
varia de 50% a 70% para 0 exame de apenas uma amostra.

A microscopia optica mantém-se como a abordagem mais pratica para o diagnostico,
sendo utilizada os métodos de flutuacdo com sulfato de zinco ou solucdo hipersaturada de
acucar (THOMPSON et al., 2000). O exame coproparasitolégico € considerado um
diagndstico de custo reduzido para deteccdo de Giardia spp., permitindo também a deteccéo
de outros parasitos (O’HANDLEY & OLSON, 2006).

A deteccdo do protozoario em amostras biologicas pode, ainda, ser realizada por meio
de métodos imunoldgicos, como a reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFA) (XIAO &
HERD, 1994), teste imunoenzimatico (ELISA) e testes rapidos de imunocromatografia
gualitativa (GARCIA et al., 2003), os quais apresentam vantagens sobre o diagnostico
parasitologico direto, apresentando boa sensibilidade e especificidade (GEURDEN et al.,
2004, GEURDEN et al., 2010).

Quando comparados a microscopia convencional, os testes comerciais de
imunofluorescéncia direta (IFD) aumentaram a sensibilidade na deteccdo de Giardia spp.
permitindo determinacdo de taxas de prevaléncia com maior eficacia (THOMPSON, 2004).
Este método utiliza anticorpos monoclonais com marcador fluorescente que reagem com 0s
cistos, tornando possivel sua visualizagio no microscopio de fluorescéncia
(TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

Um método indireto é o ELISA que detecta coproantigenos, porém sdo relativamente
onerosos (THOMPSON et al., 2000). Neste teste, podem ocorrer resultados falso-positivos,
possivelmente devido a ligacdo ndo especifica com outros coproantigenos aos reagentes,
enquanto que a ocorréncia dos falso negativos seja atribuido ao limite de sensibilidade do
teste (TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

Devido a limitacdo na identificacdo de espécies/gendtipos de Giardia a partir de
técnicas parasitolégicas e imunoldgicas, o diagnostico baseado em biologia molecular, como a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas variacdes, seguida de sequenciamento
automatico de &cidos nucleicos, oferece uma alternativa eficiente para a diferenciagdo desses
organismos (FENG & XIAO, 2011, KOEHLER et al., 2014). As técnicas moleculares
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possibilitaram a compreensdo da taxonomia, diversidade genética e epidemiologia da
giardiase em seres humanos e animais (GEURDEN et al., 2010).

A presenca de diversas substancias com potencial inibidor das reacdes moleculares nas
fezes sdo um dos principais fatores que afetam a eficiéncia das técnicas moleculares,
resultando na ndo amplificagdo dos fragmentos dos genes. Entre esses inibidores destacam-se
substancias como o complexo de polissacarideos, sais biliares, bilirrubinas e produtos de
degradacdo da hemoglobina (GONCALVES et al., 2008). Além da diversidade de inibidores
nas fezes, as concentracOes dessas substancias na amostra variam de acordo com a
caracteristica das fezes, dieta, porcdo do intestino e condicdo de saude do hospedeiro
(GONCALVES et al., 2008). Para minimizar o efeito dos inibidores de DNA, uma alternativa
é a utilizacdo de kits comerciais que incluem colunas de extracdo (colunas de spin) para a
purificacdo do DNA. A extracdo por esses kits pode reduzir a quantidade de inibidores de
PCR, além de possibilitar maior eficiéncia na obtencdo da amostra de DNA (GELANEW et
al., 2007).

Os métodos moleculares, como a PCR convencional e suas variacGes, podem ser
utilizados para amplificar DNA de Giardia spp. presente nas fezes. As assemblages podem
ser determinadas através da avaliacdo das sequéncias de DNA a partir dos produtos de PCR.
Os resultados para a determinagdo das assemblages poderdo variar de acordo com 0 gene
amplificado (TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

As ferramentas moleculares fornecem informacdes sobre a variabilidade deste parasito
permitindo a identificacdo de sub-conjuntos e genétipos de Giardia spp. através de analises
filogenéticas de um grande conjunto de dados de sequéncia nucleotidica do gene rRNA de
subunidades pequenas e Varios genes conservados, como a glutamato desidrogenase (gdh), B-
giardina (bg) e genes de triose fosfato isomerase (tpi) (RYAN & CACCIO, 2013).

Entre esses marcadores moleculares, o gene da -giardina € um marcador comum de
genotipagem e subtipagem de G. duodenalis e tem a vantagem de ser considerado exclusivo
deste parasita. Além disso, a PCR por analise de restri¢do de fragmentos polimorficos (RFLP
- Restriction Fragment Length Polymorphism), baseado neste marcador molecular,
caracteriza-se como um método confidvel, simples e rapido que pode distinguir entre isolados
das assemblages A e B. A combinacéo desta técnica com a analise filogenética é considerada
de alta aplicabilidade em estudos de variabilidade genética neste parasito intestinal (READ et
al., 2004).

2.7 TRATAMENTO
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O tratamento do individuo deve ser instituido sempre que forem encontrados cistos nas
fezes, mesmo sem a apresentacdo de sinais clinicos. 1sso € necessario devido ao potencial
zoonotico de Giardia spp. (THOMPSON et al., 2000).

O farmaco de escolha é o metronidazol e outros nitroimidazoéis pela boa eficacia e
pelos menores efeitos colaterais por eles ocasionados (LALLO et al., 2003). Adicionalmente
pode-se utilizar fibra na dieta para ajudar a controlar os sinais clinicos da doenga, através da
diminuicdo do crescimento bacteriano e da inibicdo da adesdo dos agentes as
microvilosidades intestinais (TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

Comumente, os animais de companhia residentes em abrigos, criados em canis ou
domiciliados, que estdo sob a supervisao de veterinarios, sendo vacinados e tratados com anti-
helminticos para prevenir a disseminacdo de doencas infecciosas e parasitarias. Entretanto, os
protozoarios, usualmente, ndo sdo incluidos nesses tratamentos, fato que pode explicar a

maior prevaléncia dos mesmos nesses animais (SCARAMOZZINO et al., 2009).

2.8 CONTROLE E PROFILAXIA

A medida mais efetiva para prevenir tanto a infeccdo como as reinfeccdes por Giardia
spp. é eliminar a disseminacdo ambiental dos cistos e evitar a ingestdo das formas infectantes
(ROBERTSON & THOMPSON, 2002; TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

Alguns procedimentos devem ser preconizados de maneira a evitar infeccdo por este
patdgeno, sendo a fervura e a filtracdo de aguas coletadas do ambiente para consumo. Outra
medida importante € a pratica de recolhimento de fezes dos animais de companhia em locais
publicos, bem como o destino adequado para os referidos dejetos (TANGTRONGSUP &
SCORZA, 2010).

Para reduzir os riscos de giardiase em animais, deve-se manter a limpeza da agua e do
ambiente de maneira a estabelecer o controle das infec¢Oes recorrentes. Outra medida
higiénico-sanitaria preconizada seria a inclusdo de banhos, a fim de eliminar cistos no pelo
dos animais, especialmente nos cées que apresentam diarreia e também nos animais que nédo
manifestam sinais clinicos (TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010).

Além disso, no Brasil é comercializada uma vacina que auxilia na eliminacdo dos
cistos, diminuindo a contaminagdo do ambiente, diminuindo o potencial zoonético da doenca
e garantindo imunidade por até um ano (FORT DODGE, 2001). O uso de vacina induz uma

resposta imune especifica em filhotes com uma rapida eliminacéo dos trofozoitos, mesmo que
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esteja com alto grau de contaminacdo, passando a ser uma forma de controlar os animais
doentes e impedir a contaminagdo de animais sadios pela diminui¢do da eliminagédo de cistos
(OLSON et al., 1996).
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Abstract

Giardiasis is an important and prevalent zoonosis in dogs and humans, being caused by protozoa of the genus
Giardia. The close relationship between pets and humans has many benefits, both physical, emotional and social.
However, the presence of these animals without proper care may pose a risk to human health. As dogs have an
important role in the cycle and transmission of Giardia duodenalis, the objective of this study was to verify the
occurrence of the parasite in dogs in the city of Santa Maria, Rio Grande do Sul State (RS). Additionally, in this
research, the objective was to carry out a molecular characterization and phylogenetic analyses of Giardia
duodenalis. In this study, 230 samples of dog feces were collected from April to October 2018. Of these, 10 were
from the routine of coproparasitological examinations performed at the Laboratory of Parasitary Diseases
(LADOPAR) of the Federal University of Santa Maria (UFSM), 74 were collected in 3 commercial kennels and

166 were collected at the UFSM Veterinary University Hospital (HVU), all located in the city of Santa Maria,
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Rio Grande do Sul State, Brazil. All samples were submitted to the Faust coproparasitological technique, after
which the total DNA extraction was carried out for the subsequent molecular analysis through the nested PCR
technique. Afte, the positive samples in the nested PCR were sent for DNA sequencing. The sequences obtained
from this study were compared with the sequences for the B-giardin (bg) gene deposited in GenBank and
phylogenetic analyses were elaborated using the Neighbor-Joining method using bootstrap of 1000 replicates,
where the evolutionary distances were calculated by the Jukes-Cantor method, and Mega X software was used to
verify the relationship between assemblages or genotypes found in isolates. From the faecal samples analysed,
there were no differences between the variables: diagnostic techniques, local, sex and age of the animals
(p<0.05). In the Faust technique, 5.6% (13/230) of the samples were positive for the presence of Giardia spp. In
the nested PCR, 4.3% (10/230) of the analysed samples were positive for the amplification of protozoan DNA.
There was no significant difference in the results found (p>0.05), and there was no difference in the sensitivity of
the tests used. The assemblages found in the positive samples were C and D, which are specific and frequently
reported in dogs. In this way, we observed that Giardia duodenalis occurs in the dog populations evaluated in
this study. Due to the proximity of dogs and their tutors, there may be the possibility of coinfection with other

assemblages, thus increasing the risk of transmission of this zoonosis.

Keywords: protozoa, giardiasis, nested PCR, phylogeny, dogs.

1. Introduction

Giardiasis is an important parasitic infection of dogs, with elevated zoonotic potential and one of the most
common parasitic disease affecting humans. Often, the disease occurs asymptomatically and its occurrence is
associated with precarious health conditions and the protozoan is widely disseminated in the environment
(Katagiri & Oliveira-Sequeira, 2008).

The etiological agent of giardiasis is a flagellate protozoan belonging to the Metamonada phylum,
Trichozoa subclass, Eophanryngia superclass, Trepomonadea class, Diplozoa subclass, Giardiida order and
Giardiidae family (Plutzer et al., 2010). Six species of Giardia are described: G. duodenalis, G. muris, G.
microti, G. ardeae, G. psittaci and G. agilis. Three of them, G. duodenalis, G. muris and G. microti, are
infectious to mammals. Only G. duodenalis is able to infect a wide range of mammals, including humans,
production animals and companion animals, making it the only species of public health interest (Read et al.,

2004). G. duodenalis is acknowledge as a complex of at least eight different assemblages with different host



23

distribution: assemblages A and B are found in a wide range of domestic and wild mammals, including humans;
assemblages C and D are specific for dogs and other canids; assemblage E is found in livestock; assemblage F in
felids; assemblage G in rats and assemblage H in marine mammals (Caccio, 2015).

This agent is transmitted by direct contact, water supply, food intake or other materials contaminated with
the cysts in the faeces (Mundim et al., 2001, Andresiuk et al., 2003, Blazius et al., 2005). In dogs, intestinal
changes associated with anorexia, weight loss, anemia, diarrhea and dehydration can be observed, affecting
animals of any age (Ankarklev et al., 2010).

The prevalence of Giardia duodenalis in dogs has variable indexes, depending on the geographic
location, the method used for the diagnosis and the population studied (Collins et al., 1987; Nikolic et al., 1993;
Marcel et al., 1994). Animals less than one year of age present greater susceptibility when compared to adults,
thus developing age immunity. Dogs from intensive breeding with high density populations (kennels and shops)
are more exposed to infection due to increased contact with contaminated food and water, as well as feces
infected with Giardia duodenalis cysts (Kirkpatrick & Farrel, 1984).

The diagnosis of this agent can made through coproparasitological and immunological methods. The
coprological technique of flutuation in 33% zinc sulphate (Faust et al., 1939) has described as the best method
for the identification of cysts and trophozoites of Giardia spp. (Bartmann and Aradjo 2004). The immunological
techniques employed are the direct ELISA immunoenzymatic test, which detects antigens in feces and the
serological technique of indirect immunofluorescence. In addition, the PCR technique is used for the DNA
detection of the agent (Barutzki et al., 2000). Currently, no “gold standard” test exists for detection of G.
duodenalis, however molecular detection has been shown to be more specific and sensitive than microscopy
(Ryan & Cacci0, 2013; Caccioé & Ryan, 2008).

Molecular studies have demonstrated that Giardia duodenalis presents at least eight genotypes
(assemblages from A to H). Genotypes A and B are the only ones associated with human infections, although
they have also been detected in a wide variety of domestic and wild mammals (Caccid & Ryan 2008; Thompson
et al., 2008, Scorza & Lappin, 2010). The dogs are able to harbor the assemblages A, B, C and D (Feng & Xiao
2011). However, the identification of zoonotic associations in dogs is of major epidemiological importance
because in cases of close contact between humans and dogs (Ryan & Caccio, 2013).

Since dogs have an important role in the cycle and transmission of Giardia duodenalis, the goal of the

present study was to verify the occurrence of the parasite in dogs in the city of Santa Maria, Rio Grande do Sul
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State (RS), Brazil. Additionally, in this research, we aimed to perform a molecular characterization and

phylogenetic analyses of the Giardia duodenalis.

2. Material and Methods
2.1 Samples and fecal analyses

In this study, 230 stool samples from dogs were used, which were obtained from April to October 2018.
Of these, 10 were obtained from the routine of coproparasitological examinations carried out at Laboratory of
Parasitary Diseases (LADOPAR) at Federal University of Santa Maria (UFSM), 74 were collected in three
commercial kennels; and 166 were collected at Veterinary Hospital of UFSM (HVU), all located in the city of
Santa Maria, RS, Brazil.

All samples were processed by Faust’s Technique (1939), using the zinc sulfate solution, with density
1.18g/ml. Each sample was analyzed in duplicate and evaluated by optical microscopy (100 and 400 X) to detect

the presence of cysts and/or trophozoites of Giardia spp.

2.2 Total DNA extraction and molecular detection

Before total DNA extraction, all samples were subjected to the freezing process in liquid nitrogen at -
196°C, followed by thawing in a 95°C water bath for 5 cycles of 5 minutes each, to facilitate rupture of the cysts
wall and release of DNA. The total DNA extraction was performed with 200mg of feces, using the Purelink®
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), following the recommendations of the manufacturer. After total DNA
extraction, the concentration obtained from each sample was measured using Picodrop®. All samples were
stored at -20°C until the tests were performed.

The partial amplification of the B-giardin (bg) gene was performed based on a nested PCR using
primers which expresses a surface protein of the parasite ventral disc, which are considered specific for this
protozoan (Faubert 2000; Caccio et al., 2002; Lalle et al., 2005).

In the first reaction, Forward G7 primers 5'-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3 'and Reverse
G759 5-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3" were used, amplifying 753bp fragments (Caccio et al.,
2002). In the second reaction, Forward BG-Nst-F 5-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3'and Reverse BG-
Nst-R 5'-CTCGACGAGCTTCGTGTT-3' primers were used, amplifying 511bp fragments (Lalle et al., 2005).

The first amplification reaction was prepared using 5ul 5X buffer, 0.2uM of each primer, 0.28mM
deoxynucleotide triphosphate (ANTPs) (Kapa, Bio Systems, Boston, MA, USA), 1U Taq enzyme GoTag® DNA

Polymerase (Hot Start Polymerase, Promega, Madison, W1, USA), 1.5 mM MgCl, and 30 ng/ml template DNA,
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and g.s.p. ultrapure water to a final volume of 25 ul. The second reaction was prepared using the same enzyme
buffer concentrations, primers, dNTPs, Tag DNA Polymerase and MgCly, plus 1l of the PCR amplified product
in first reaction, totalizing the final volume of 25ul. The amplification conditions for both reactions were: initial
denaturation 94°C for 5 minutes, denaturation at 94°C for 30 seconds, followed by 35 annealing cycles at 60°C
for 45 seconds, extension at 72°C for 1 minute, and a final extension at 72°C for 7 minutes, and ending the PCR
cycles at 4°C.

In all reactions were used as negative control ultrapure water and a positive control, using a DNA
sample positive for Giardia spp. obtained from the Laboratory of Protozoology, at the State University of
Londrina (UEL), Londrina, Parana State, Brazil. All PCR products from both reaction were submitted to 1.5%
agarose gel electrophoresis and visualized in ultraviolet translucent. Samples were considered positive when the
second PCR reaction amplified products of approximately 511bp.

To confirm if inhibition of the reaction occurred in the negative samples in the PCR, 1ul of DNA from a
positive sample was added with 1ul of DNA from negative samples and the nested PCR was performed under

the same conditions mentioned above.

2.3 Gene sequencing and phylogenetic analyses

For the DNA sequencing, a nested PCR reaction with a final volume of 50ul was performed using the
same primers used to amplificate the bg gene. PCR positive products from the second amplification reaction
were purified with QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen ™, Germany) according to the manufacturer's
instructions. The purified final DNA was analyzed using a NanoDrop 1000 spectrophotometer
(ThermoScientific, USA) to determine the concentration. After purification of the 2 round of nested PCR
product, DNA sequencing reactions were performed using 5 pmoles of internal primers (Forward BG-Nst-F and
Reverse BG-Nst-R) separately, 30-60ng of purified PCR product and ultrapure water gsp to 6 ul. Followed by
dehydration at 60°C for 2 hours in greenhouse and finally sent to the DNA sequencing (ACTGENE - Sequencing
Service, Brazil). The results obtained were analyzed using the StandenPackage software and the nucleotide
sequence generated were evaluated by comparing with DNA sequences (bg gene) in the GenBank NCBI
database blast search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST). Lately, the DNA sequences obtained were used
for the phylogenetic analyses of the Giardia spp. isolates.

The Neighbor - Joining method (Saitou & Nei, 1987) was employed for the phylogenetic analyses using

bootstrap of 1000 replicates (Felsenstein, 1985). Evolutionary distances were calculated using the Jukes - Cantor
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method (Jukes & Cantor, 1969). Mega X software was used to illustrate phylogenetic analyses (Kumar et al.,
2018).

Reference sequences used were subassemblages Al: KJ027411 and M36728; A2: AY072723; A3:
AY072724; B1: AY072725; B2: AY072726; B3: AY072727 and B4: AY072728; assemblage C: AY545646,
JF422718, JF422720, JX867768, KY979498, LC316658; assemblage D: AY545647, EF455597, JF958105,
KJ027423, LC316659; assemblage E: LC095675 and MG873353, F: AY647264 and JF958118; and assemblage

G: EU769221 and MF671920. Giardia psittaci AB714977 was used as outgroup.

2.4 Statistical Analysis
Statistical analyzes were performed using software R (R Core Team 2016). The results were calculated

using the Fisher Exact test, with a significance level of 95% (p<0.05).

3. Results and Discussion

The results of analyses of the stool samples from dogs tested by both techniques are shown in Table 1
and Table 2. In the Faust technique, 5.6% (13/230) of the samples were positive for the presence of Giardia spp.
In the nested PCR, 4.3% (10/230) of the analyzed samples were positive for the amplification of protozoan
DNA. There was no significant difference in the results found (p>0.05), and there was no difference in the
sensitivity of the tests used. These results can be attributed to only one collection of feces from each animal,
since we find limitations due to the difficulty of contacting the tutors of these animals for more collections. For a
precise diagnosis, it is important to use high sensitivity techniques, since most parasitized animals do not show
clinical signs (Thompson et al., 2000). Due to the pattern of intermittent cystic elimination, especially in the
chronic phase of infection, multiple fecal samples from the same animal should be analyzed on alternate days or
from several animals sharing the same facilities (Geurden et al., 2010).

One of the most commonly used coproparasitological methods in the diagnosis of G. duodenalis and
other parasites is centrifugal-flotation with zinc sulfate (Faust et al., 1939). This technique allows that protozoa,
especially those produce cysts, to float in ZnSO4 solution due to their high density (1.18 specific gravity) and
this salt solution not distort or break the cyst wall (Joffe et al., 2011).

Mundim et al (2003) observed a higher prevalence of the parasite in 100 dogs evaluated, where 41 (41%)
were positive in the Faust’s technique. These animals came from commercial kennels where there was a larger

direct contact between the animals, thus facilitating the transmission of this protozoan in the city of Uberlandia,
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Minas Gerais. In Rio Grande do Sul, in a study carried out in the city of Canoas using the Faust and Auramine
staining techniques, of 332 samples collected from feces from canine, 113 (34%) were positive for Giardia spp.
(Beck et al., 2005). In Santa Maria, of 240 samples of dogs collected and examined through direct examination
and Faust, 29 (12.8%) were positive for Giardia spp. (Silva et al., 2007). In Caxias do Sul, of 77 samples of dog
feces evaluated, only 4 (5.2%) were positive in the Faust technique (Brinker et al., 2009). The different
percentages found in the different studies are probably due to the intermittent elimination of cysts in feces and
the diagnostic technique employed. In our study, we observed no difference in the occurrence of different faecal
sampling local (p>0.05).

Although there is no significant difference in our research on male-female infection for the protozoan,
Oliveira-Sequeira & Amarante (2002) found a higher occurrence in adult males when compared to females. The
authors described that castrated dogs tend to show a reduced prevalence of infection compared to sexually active
animals. On the other study, Horejs & Koudela (1994) observed that there was a higher frequency of Giardia
spp. in females when compared to males, with 7% and 3.4%, respectively, being attributed to the greater
susceptibility of females to infection during pregnancy and puerperium. Based in our results, we suggested that
infection by the protozoan may be related to environmental parasite load, regardless of the sex of the animal.

In Japanese kennels, Itoh (2005) obtained from 361 samples of dog feces, a positivity of 37.4% for G.
duodenalis, with prevalence in pups of 54.5% and in adults of 30.9%, without difference between sex and
between pups of positive and negative mothers. Puppy behavior may facilitate infection by being in more
frequent contact with all types of material that may be contaminated with Giardia cysts. (Mundim et al., 2003).
In our study, no differences were found regarding prevalence at different ages. This suggests that this protozoan
did not present predilection by age group in the evaluated samples. However, Lallo et al (2016) reported that the
acquisition of intestinal mucosal immunity may be a limiting factor for the development of protozoa and may
explain the decrease in parasite prevalence in adults.

One of the limitations of the success of molecular techniques can be attributed to the low concentration
of stool cysts. The lysis of these cysts is a determining factor for obtaining the DNA. Thus, in order to ensure a
better yield in obtaining DNA, the samples can be subjected to a thermal shock procedure consisting of
alternating cycles of freezing in liquid nitrogen (-196°C) and thawing in a water bath at temperatures up to 95°C.
This procedure can produce satisfactory results, but that does not mean that 100% of the cysts can be ruptured.
The total cyst rupture depends on the number of cycles, the thawing temperature, the duration of each

temperature cycle and also the number of cysts present in the sample (David et al., 2011). We used this
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procedure as a way to increase the amount of DNA recovered from the samples and, thus, to guarantee a suitable
condition for nested PCR.

To minimize the effect of DNA inhibitors, one alternative is the use of commercial Kits that include
extraction columns (spin columns) for the purification of DNA. Extraction by these kits may reduce the amount
of inhibitors, in addition to allowing greater efficiency in obtaining the DNA sample (Gelanew et al., 2007). In
this research, we used a commercial kit to extract DNA from the protozoan in order to minimize the effects of
the PCR reaction inhibitors and ensure a sample of better purity.

The presence of inhibitors in faeces is one of the main factors that affect the efficiency of molecular
techniques, which may result in the non-amplification of the fragments of the genes. These inhibitors include
substances such as the polysaccharide complex, bile salts, bilirubins, and hemoglobin degradation products
(Goncalves et al., 2008). In addition to the diversity of stool inhibitors, the concentrations of these substances in
the sample vary according to the consistency of the feces, diet and health status of the host (Gongalves et al.,
2008). Further testing was performed to evaluate whether PCR inhibitors could be influencing negative results in
the nested PCR and all samples tested resulted in positive amplification of Giardia spp. indicating the absence of
inhibitors in this reaction.

The identification of Giardia assemblages from coproparasitological and immunological techniques is
very limited and the diagnosis based on molecular biology, such as PCR and its variations, followed by nucleic
acid sequencing, has emerged as an efficient alternative for the differentiation and characterization of these
agents (Feng & Xiao, 2011; Koehler et al., 2014). This fact enabled and revolutionized the understanding of
taxonomy, genetic diversity and epidemiology of giardiasis in humans and animals (Geurden et al., 2010).

The B-giardin gene is a common marker of Giardia spp., of additionally is a good marker for G.
duodenalis genotyping and subgenotyping and it has the advantage of being considered exclusive of this
parasite. The combination of PCR with phylogenetic analyses has provided high resolution in studies of genetic
variability in this protozoan (Read et al., 2004).

In this study, all positives samples were successfully sequenced for the bg gene, and according to
phylogenetic analyzes, these isolates were classified as 6 sequences grouped in assemblage C and 4 sequences in
assemblage D. The results are shown in Figure 1. Some studies have found that canine isolates from Canada
predominantly belong to assemblages C, D and G (McDowall et al., 2011), whereas assemblages C and D were

the most common in isolates of dogs from Asia and Europe (Berrilli et al., 2012; Li et al., 2012).
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The results found in this work demonstrate that this important enteric protozoan does not have an
occurrence restricted to the sample collection site, sex and age of the dogs. However, it is essential to practice
measures to control and prevent this disease in companion animals. Once, the proximity of the pets with their

tutors, possibilities co-infections, which may increase the risk of transmission of this protozoan to the human.

4. Conclusion

Giardia duodenalis occurs indistinctly in the population of dogs studied, regardless of sex, origin of the
samples and age. Both diagnostic techniques employed did not show differences regarding sensitivity.
Assemblages C and D identified through phylogenetic analyses are commonly found in dogs. These findings are
important in the study region and the assemblages are found usually in dogs, however, it is fundamental to adopt
measures of control and prophylaxis to avoid infection and dissemination of this agent.
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Table 1. Occurrence of Giardia spp. detected by Faust and nested PCR methods in fecal samples of naturally

infected dogs in Santa Maria, Rio Grande do Sul State, Brazil, according to local, sex and age.

Faust Nested PCR* X2 (p value)
Factors Positive (%) Positive (%) Faust Nested
PCR
number number
Local
Kennel (n=74) 4 54 4 54 0.6518  0.8321
LADOPAR (n=10) 1 10 - -
HVU (n=146) 8 5.4 6 4.1
Sex
Male (n=124) 6 4.8 6 4.8 0.5812 0.7563
Female (n=106) 7 6.6 4 3.7
Age
< 6 months (n=23) 3 13 3 13 0.6539 0.5421
6 months a 1 year (n=27) 4 14.8 3 11.1
1 a4 years (n=73) 1 1.3 2 2.7
4 210 years (n=62) 2 3.2 1 1.6
> 10 years (n=45) 3 6.6 1 2.2

* Nested PCR based on partial amplification of -giardin gene
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Table 2. Relation of positive isolates in nested PCR to Giardia duodenalis with local, sex, age and assemblages

found in naturally infected dogs in Santa Maria, Rio Grande do Sul State, Brazil.

Sample Local Sex Age Assemblage
93443 HVU Male 2 years D
93518 HVU Female 4 years D
93525 HVU Female 2 months Cc
92890 HVU Female 14 years C
90702 HVU Female 6 months D
92838 HVU Female 2 months D

2 Kennel Male 7 months C
3 Kennel Female 7 months C
5 Kennel Male 5 months C

8 Kennel Male 2 years C
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Figure 1. Neighbor-Joining (NJ) tree based on sequence analyses of the B-giardin (bg) gene showing
relationships among clinical isolates of Giardia duodenalis isolated of dogs fecal samples. The bootstrap values
expressed in percentages based on 1000 replicates are present at their corresponding assemblages. The Brazilian
isolates from this study are represented in @ and 4. Country of origin of the sequences used for the phylogenetic
tree: Brazil (BR), China (CH), India (IN), Italy (IT), Japan (JP), Nicaragua (NI), Taiwan (TW), United Kingdom

(UK), Vietnam (VN). An outgroup was used: Giardia psittaci (AB714977).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo, utilizando a técnica de Faust e nested PCR,
detectaram a baixa ocorréncia de infeccdo por Giardia duodenalis nas amostras fecais dos
caes. Contudo observou-se a presenca do protozoario na populacdo de cédes estudada,
independente dos locais de coleta das amostras, sexo e idade dos animais.

O sequenciamento de DNA e as andlises filogenéticas demonstraram que 0s animais
avaliados estavam infectados predominantemente com as assemblages C e D de G.
duodenalis, sendo comumente reportadas em caninos. Até o presente momento, ndo foi
evidenciada a capacidade de infeccdo zoondtica por ambas assemblages, C e D. Todavia,
medidas de controle e profilaxia sdo essenciais para evitar que os cdes possam se coinfectar

com outras assemblages desse protozoario.
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