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RESUMO

Os objetivos do presente trabalho foram: padronizar técnica de extracido de DNA
de cistos de Giardia de humanos e animais; padronizar a técnica de PCR para pesquisa
de DNA de Giardia em fezes e em agua e caracterizar os genétipos dos isolados de
Giardia sp por meio da técnica de RFLP. Foi realizada a caracterizagédo molecular de 98
amostras de cistos de Giardia sendo 69 de humanos, 21 de canideos e 8 de caprinos. Os
cistos foram isolados das fezes por meio da técnica do gradiente de sacarose, lavados e
submetidos a extragdo de DNA. Foram testados seis protocolos para rompimento dos
cistos e extracdo de DNA e o mais eficiente foi o que utilizou ultra-som associado ao
protocolo de WEISS,1993. O DNA obtido foi submetido a PCR padronizada para os
iniciadores GGL405-433/GGR592-622 especificos para G.duodenalis. Utilizou-se DNA
extraido de trofozoitos da cepa Portland-1 (ATCC 30888) como controle positivo e agua
pura como controle negativo. A PCR revelou trés padrdes de fragmentos, um com 218pb,
outro com 100pb e o terceiro com os dois fragmentos. A aplicagdo do programa UPGMA
aos resultados da PCR agrupou os isolados de G.duodenalis em trés grupos. Os
produtos obtidos da PCR foram submetidos & RFLP com as enzimas de restricao BspD |,
Hae Ill e Hha |, independentemente. Os dados obtidos da RFLP foram analisados com o
programa NTSYS e agrupados pelo programa UPGMA, permitindo a separacdo dos
isolados em quatro grupos, dois deles apresentando uma subdivisdo em dois subgrupos.
Nos quatro grupos formados nao foi possivel separar os genétipos por hospedeiro, ou
local de procedéncia dos isolados o que confirma o potencial zoonético de Giardia
duodenalis. Como Giardia € um parasito de veiculagdo hidrica, foi avaliada a
sensibilidade da técnica de PCR aqui padronizada para detecgao de cistos em agua. Foi
feita a contaminagdo experimental de agua com cistos de G.duodenalis nas
concentragdes de 1 a 10° cistos em volume final de 500 mL. Cada amostra contaminada
foi submetida a filtragdo em membrana Millipore (0,8 um). Os cistos foram recuperados
da membrana e concentrados por centrifugacdo. Os sedimentos obtidos foram
submetidos & extracdo de DNA e este & PCR padronizada. Amostras de 1 a 1 x 10° cistos
que nao passaram pelo processo de filtragdo foram testadas em paralelo. A PCR foi
capaz de detectar DNA de um Unico cisto nas amostras ndo filtradas e 10 cistos nas
amostras submetidas a filtracdo. Também foi avaliada a eficiéncia da PCR para deteccao
de Giardia em agua de quatro estagbes de captacdo do Estado do Parana (ETAs). A
PCR detectou a presengca de DNA de Giardia na agua destas quatro estagbes de
captacéo.

Palavras chave: Giardia, fezes, agua, PCR, RFLP



ABSTRACT

The objectives of the present work were: to determine a standard procedure for
DNA extraction of Giardia cysts from humans and animals and to provide a standard PCR
technique for DNA detection of Giardia from faeces and water, and also to characterise
genotypes of the Giardia sp. isolates by RFLP technique. This approach was performed
using isolates of G. duodenalis cysts detected from water as well as from faeces samples
by utilizing sucrose gradient. A total of 98 samples were analyzed in which 69 were from
humans, 21 from dogs and 8 from goats. Six protocols for DNA extraction were tested and
the most effective procedure was the use of sonication associated to WEISS (1993)
protocol. The obtained DNA was submitted to PCR here standardized using specific
primers for G. duodenalis (GGL405-433/GGR592-622). For positive control it was utilized
DNA extracted from trophozoites of Portland-1 strain (ATCC 30888), and pure water was
used as negative control. Three standard fragments were obtained from PCR, one
showed 218bp, other with 100bp and the third one with 2 fragments. UPGMA program
was applied to the PCR results and showed isolates of G. duodenalis grouped into three
groups. PCR products were also submitted to RFLP methodology using the following, and
independently, restriction enzymes: BspD I, Hae Il and Hha |. The results obtained from
RFLP were then analyzed by NTSYS program and grouped by UPGM program that
showed the isolates separation into 4 groups in which two of them have reveled a
separation into two subgroups. The separation of the genotypes by host or geographic
origin was not possible and this fact confirms the zoonotic potential of Giardia duodenalis.
Since giardiasis is a waterborne disease, the sensitivity of PCR technique here
standardized was evaluated for cysts detection in water. An experimental water
contamination with G. duodenalis cysts was performed with concentration from 1 to 10° in
final volume of 500 mL. Each contaminated sample was filtered using Millipore membrane
(0.8 um) and the recovered cysts were concentrated by centrifugation. The obtained
sediments were submitted to DNA extraction and afterwards to the standard PCR. In
parallel, unfiltered samples from 1 to 1 x 10° cysts were also tested. PCR was able to
detect DNA from one cyst from unfiltered samples and 10 cysts from filtered ones. The
PCR efficiency to detect Giardia in water from 4 water capitation stations from Parana
State (ETAs) was also evaluated and DNA of Giardia was found in all of them.

Keywords: Giardia, faeces, water, PCR, RFLP



1 - INTRODUCAO

O parasito conhecido como Giardia sp € um microorganismo eucariota
unicelular, flagelado e comumente encontrado no intestino de mamiferos
(inclusive o homem), aves e anfibios. Este protozodrio apresenta-se em duas
formas: trofozoito e cisto.

Atualmente € um dos organismos mais estudados ndao somente por sua
ubiqlidade como parasito, mas também devido sua importancia em saude
humana (individual) e animal, pois é agente causador de diarréia, podendo
contribuir para ocorréncia de deficiéncias nutricionais e dificuldade de ganho de
peso. Tem sido observado aumento do numero de casos de infecgéao,
particularmente, em criangcas que freqlentam ou vivem em ambientes coletivos
como creches, abrigos (FRANCO & CORDEIRO 1996; THOMPSON, 2004). Por
esta razao muitos especialistas do assunto consideram a giardiase uma doenca
reemergente. Além disto, Giardia tem sido encontrada em individuos
imunocomprometidos. Em estudo feito na cidade de Sao Paulo, CIMERMAN,
CIMERMAN & LEWI (1999) encontraram prevaléncia de 16% em portadores da
sindrome da imunodeficéncia adquirida.

Além disto, Giardia sp tem despertado a atencdo dos pesquisadores em
instituicoes ligadas a saude publica e das empresas responsaveis pela captacao,
tratamento e distribuicdo de agua por ser um parasito de veiculagao hidrica e
capaz de ocasionar epidemias. Isto vem ocorrendo tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento (JAKUBOWSKI & GRAUN,2002).

A Organizagao Mundial da Saude considerou a giardiase uma zoonose ja
em 1979. Porém, até hoje esta questdo ndo esta resolvida. H4 relatos esparsos
de transmissdo zoonoética e pouca confirmagdo. O conhecimento de que ha
Giardia de gendétipos especificos para determinado hospedeiro e Giardia de
gendtipo comum a humanos e varios animais, os chamados genotipos zoondéticos,
tém mantido a discussao sobre giardiase ser ou ndo uma zoonose.

Os habitos do homem e dos animais tém contribuido para o aumento da
infeccdo em certas areas devido a defecacdo no ambiente e consequlente
poluicao, principalmente da 4gua. A contaminagédo da agua de lengéis freaticos,

rios e lagos, por Giardia, tem tido papel importante porque oferece risco a saude



publica e animal. Contudo, ndo se sabe qual o grau de importancia dos animais
para a infec¢gdo humana e vice-versa. Os animais domésticos caes, gatos e gado
bovino que normalmente sao parasitados por este parasito, seriam relevantes? E
os mamiferos selvagens, e 0s animais aquaticos que também sdo parasitados
poderiam ser reservatérios de Giardia para o homem? A transmissao zoondtica,
se efetivamente ocorre, explicaria os surtos e as epidemias de giardiase? Para
responder estas questdes é necessario conhecer o agente etioldgico responsavel
pela infeccdo no homem e nos animais, além de identificar a Giardia presente na
agua e em alimentos no caso de surtos ou epidemias.

Por muito tempo o diagnéstico de Giardia em fezes ou em agua foi feito
apenas com uso de técnicas convencionais, basicamente, microscopia. Contudo,
esta € de eficiéncia limitada porque sé permite a identificagdo da espécie pelo
aspecto morfoloégico e ndo detecta infeccao subclinica e pode ser negativa devido
a intermiténcia da eliminacao de cistos pelo hospedeiro.

Outras metodologias foram introduzidas como a imunofluorescéncia, mas o
problema continuou a existir. A situagao s6 melhorou com o advento das técnicas
moleculares que permitem a identificacdo especifica dos parasitos isolados
diretamente das fezes do homem e animais, e da agua. Estas técnicas tém se
mostrado mais sensiveis, especificas e fidedignas do que as tradicionais. E o
caso da PCR e da RFLP.

Embora somente uma espécie (Giardia duodenalis) tenha sido reconhecida
como agente causador de doengca em humanos e na maioria dos outros
mamiferos, a caracterizacdo molecular de exemplares de Giardia
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
zoonotico (THOMPSON et al., 2000).

Muitos paises ja aplicam estas metodologias. Todavia, no nosso, isto ainda
€ muito incipiente e precisamos responder certas questdes como: qual € a
prevaléncia de giardiase em humanos e nos varios animais? Quais sao 0s
gendtipos da Giardia presente nestes hospedeiros? Como ocorre a transmissao

da Giardia entre estes hospedeiros? Os animais parasitados oferecem risco de



infeccdo humana? Em situagdo de surtos epidémicos no pais, qual é o agente
responsavel?

Na verdade ndo temos estas respostas ainda. Temos apenas indicios,
algumas informacdes esparsas. As publicacbes brasileiras de inquérito
epidemiolégico no pais tém revelado ha tempo que a Giardia € frequente,
principalmente em criangas. Contudo, ndo se tem um quadro geral da situagao
atual da infecgédo no pais (FRANCO & CORDEIRO 1996).

No Brasil, apesar do aumento do numero de estagdes de captacao,
tratamento e distribuicido de &gua construidas, a maioria delas nao inclui
protozoarios em testes de qualidade da agua. A preocupagao maior ainda sao as
bactérias: os coliformes fecais. Poucas sdo as instituicbes que estdo
desenvolvendo ou introduzindo novas metodologias. Tem havido a sugestdo de
adocdo de metodologias importadas que apesar de serem sensiveis e
especificas, ndo s&o apropriadas ao nosso pais devido a nossa realidade sécio-
econdmica. Além de caras exigem muitas etapas de trabalho e pessoal
especializado. Por isto, seria interessante padronizar e implantar uma
metodologia sensivel e especifica, porém de execucao simples e de menor custo
para o pais.

As questdes e razdes acima expostas motivaram-nos a estudar o assunto.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Padronizar a técnica de PCR para detecgcdo de DNA de Giardia em
amostras de fezes e de agua e caracterizar os genoétipos predominantes no

Parana por RFLP.

2.2. Objetivos Especificos

1. Padronizar a técnica de extracdo de DNA de cistos de Giardia de
amostras de fezes e a técnica de PCR para detectar o DNA do parasito.

2. Empregar a técnica de RFLP para determinar genétipos de Giardia em
amostras de fezes de humanos, canideos e caprinos do estado do Parand e
correlacionar os genétipos com procedéncia geografica e hospedeiros.

3. Padronizar metodologia de filtragdo para recuperacdo de cistos de
Giardia sp. em agua e determinar a sensibilidade da PCR para detec¢do dos
mesmos.

4. Determinar, por PCR, a presenca de DNA de Giardia sp. em amostras

de agua de estacao de captacao e tratamento de agua (ETA).



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Morfologia

Giardia apresenta duas formas evolutivas: trofozoito e cisto. O trofozoito é
a forma vegetativa que habita o intestino delgado do hospedeiro e causa a
doenga giardiase. O cisto é a forma resistente ao ambiente externo e é
transmissivel aos hospedeiros susceptiveis.

O trofozoito é a forma moével do parasito, tem formato piriforme, mede de
12 a 15um de comprimento por 6 a 8um de largura e apresenta a superficie dorsal
convexa. Ele tem dois nucleos (sem nucléolos) situados na regido anterior. No
citoplasma sdo encontrados: vacuolos lisossomais, granulos ribossomais e de
glicogénio. O complexo de Golgi foi visto em trofozoitos encistados, mas sua
presenca nao foi confirmada em trofozoitos vegetativos. Entretanto, foram
demonstradas membranas sugestivas de tal complexo (ADAM, 2001). Giardia tem
uma organizagao intracelular muito simples, nao possui mitocondria e nem
peroxissomas, mas possui um sistema secretor vesicular primitivo que é
considerado como arquétipo do aparato secretor de Golgi dos organismos
superiores (MARTI et al, 2003 a,b). Atualmente ha o consenso de que este
parasito originou-se como um ramo primitivo da linhagem dos eucariontes que
divergiu antes da aquisicdo de mitocondria (SIMPSON et al., 2002).

O citoesqueleto do trofozoito é formado por organelas compostas de
microtubulos. S&o elas: o disco ventral, os corpos basais, quatro pares de flagelos
e um par de corpos medianos (ADAM, 2001; THOMPSON, REYNOLDSON &
MENDIS, 1993; THOMPSON, 2004).

Os flagelos, em numero de oito, originam-se dos corpos basais situados
proximos aos nucleos e emergem das regides anterior, posterior, ventral e caudal
do trofozoito. Quanto a ultra-estrutura, cada flagelo é formado por nove pares de
microtubulos circundando dois microtubulos. Os flagelos parecem ser importantes
para a motilidade, mas nao para a adesao ao intestino do hospedeiro.

Os corpos medianos, estruturas exclusivas de Giardia, estao situados no
meio do corpo e dorsalmente aos flagelos caudais. Eles sdo constituidos de um
feixe de microtubulos. Desconhece-se sua fungdo e sua morfologia varia de

acordo com a espécie de Giardia (ADAM, 2001).



O disco ventral ou adesivo, estrutura presente apenas nos organismos do
género Giardia, € cbncavo, ocupa a maior parte da regidao anterior da superficie
ventral do parasito e serve para sua fixagdo na mucosa intestinal do hospedeiro.
A borda estreita-se em uma crista lateral e ha uma expansao citoplasmatica
(flange) ventrolateral mais flexivel circundando-o. No disco estdo presentes
proteinas contrateis como actinina, o-actinina, miosina e tropomiosina
relacionadas com a sua contragéo e adesao ao intestino (ADAM, 2001). Quanto a
sua ultra-estrutura, o disco ventral apresenta um conjunto de microtubulos
subjacentes a membrana ventral. Cada microtubulo tem trés estruturas
acessorias: dois filamentos laterais curtos conectando-o @ membrana ventral e
uma projecao com aspecto de faixa (denominada ribbon) que se estende até a
regidao dorsal do citoplasma do disco (HOLBERTON, 1973).

Nos ribbons dorsais dos microtubulos sdo encontradas proteinas
denominadas giardinas ( o, B, e Y). Segundo ADAM (2001), ja foram identificadas
23 formas de giardina e algumas delas como a4, oo , B e y foram submetidas a
clonagem e sequenciamento génico. O conhecimento dos genes, que codificam
estas proteinas, possibilitou o desenvolvimento de técnicas fundamentadas em
biologia molecular (PCR) para deteccao especifica do protozoario Giardia
presente em fezes de humanos, de animais e em agua (MAHBUBANI et al.,
1991). Nos microtubulos do disco ventral (mas nao nos ribbons) e dos flagelos
sao encontradas outras proteinas denominadas tubulinas. Suspeita-se que drogas
usadas para tratamento de giardiase (benzimidazois) reajam com estas proteinas
tubulinas e giardinas impedindo a aderéncia do parasito a mucosa e causando
rompimento do disco ventral (ADAM, 2001).

O cisto é a forma de resisténcia do parasito e é infectante para os
hospedeiros. Ele é oval, mede de 8 a 12um de comprimento por 7 a 10um de
largura e é circundado por uma parede de aproximadamente 0,3um de espessura.
Esta parede é composta de uma camada filamentosa externa e uma camada
membranosa interna constituida de duas membranas. A porgcdo externa da
parede do cisto é coberta por uma rede de filamentos. Foram identificadas quatro
proteinas, na parede externa do cisto, com respectivamente 29, 75, 88 e 102 kDa
de tamanho. O componente glicidico da porcao externa € predominantemente
galactosamina na forma de N-acetilgalactosamina (GalNac). As afirmagdes



anteriores de que a parede do cisto era composta de quitina foram refutadas.
Dentro do cisto sdo visiveis: 2 a 4 ndcleos (dependendo se a divisdo nuclear
ocorreu e foi completa), corpos basais, corpos medianos e elementos estruturais
do disco ventral e flagelos (MEYER,1990; THOMPSON et al.,1993; ADAM,2001).

3.2. Ciclo biolégico

O hospedeiro se infecta ingerindo cistos de Giardia presentes em agua ou
alimentos contaminados ou por contato interpessoal. Apds a ingestado, os cistos
passam pelo ambiente acido do estdbmago e desencistam na porcao inicial do
intestino delgado. De cada cisto saem dois trofozoitos unidos pelo citoplasma que
imediatamente se divide separando-os. Cada trofozoito fixa-se na mucosa
intestinal (duodeno e jejuno) e divide-se por divisdo binaria. Cada novo parasito
produzido repete o processo de modo que em pouco tempo sao produzidos varios
deles. Depois, alguns destes trofozoitos desprendem-se da mucosa e iniciam o
processo de encistamento na porcao final do intestino delgado. Inicialmente os
flagelos encurtam-se, depois o citoplasma condensa-se e ha producao de uma
membrana cistica. Cistos recentemente formados tém dois nicleos, mas depois
ha divisdo nuclear no interior do cisto e sdo formados quatro nucleos. Logo apés,
o disco adesivo, corpos basais, corpos medianos e o aparelho locomotor
(flagelos) sao duplicados resultando dois trofozoitos que permanecem ligados
pelo citoplasma no interior do cisto. Estes cistos sdo eliminados do corpo do
hospedeiro junto com as suas fezes podendo contaminar as maos da pessoa
parasitada, os alimentos e a 4gua. No ambiente os cistos resistem até dois meses
se as condi¢cdes de temperatura e umidade forem favoraveis. Nao se sabe se
todos os cistos eliminados nas fezes sdao prontamente infectantes, ha evidéncia
de que cistos de Giardia podem levar até sete dias para se tornarem maduros e
infectantes. Convém ressaltar que em fezes liquefeitas (diarréicas) somente o
trofozoito € encontrado, mas em fezes sélidas predominam os cistos. Em uma
Unica evacuagao podem ser encontrados milhées ou bilhdes de cistos. Sabe-se
também que alguns dos trofozoitos eliminados no material diarréico podem

originar infeccdo caso sobrevivam a acdo da secrecao gastrica (SCHMIDT &



ROBERTS, 1981; THOMPSON, LYMBERY & MELONI, 1990; MEYER, 1990;
ADAM, 2001)

3.3. O descobrimento do parasito

Ha consenso entre os estudiosos do assunto de que o primeiro relato do
encontro deste parasito foi feito por Antony van Leeuwenhoek, em 1681, em suas
proprias fezes, na forma hoje conhecida como trofozoito e que ele na época
denominara de animalculo (MEYER, 1990).

Durante alguns anos o descobrimento deste protozoario foi atribuido a
VILEM LAMBL (1859) que o descreveu com detalhes, e relatou a sua presenca no
intestino de humanos. Por isto, BLANCHARD, em 1888, deu o nome Lamblia ao
género. Em 1920, CLIFFORD DOBELL traduzindo cartas de Leeuwenhoek,
concluiu que efetivamente este era o responsavel pela proeza.

Embora Leeuwenhoek e Lambl tenham visto e descrito 0 organismo que
atualmente conhecemos como Giardia, ndo ha evidéncia de que o fizeram com a
forma cistica deste parasito. Em 1879 Grassi observou, pela primeira vez, os
cistos deste protozoario, porém supbs serem eles provavelmente coccidios e
apenas mais tarde (1881,1888) associou-os a forma flagelada do organismo
(MEYER, 1990).

3.4. Taxonomia e Classificagcao da Giardia

Ap6s a descricdo de Giardia em humanos, feita por LAMBL em 1859,
outros cientistas relataram o encontro de organismos similares em animais.
DAVAINE assinalou a presenca do parasito em coelho (1875); GRASSI em
camundongo (1879) e KUNSTLER em girino de anfibio anuro (1882) (MEYER,
1990).

Segundo MEYER (1990), um comité da Sociedade de Protozoologistas
reconhecendo, em 1964, a necessidade de revisar a classificagdo dos organismos
do ent&o filo Protozoa publicou uma nova classificagédo: a de HONIBERG et al.,
1964. De acordo com esta nova classificacdo dos protozoarios, os parasitos do

género Giardia seriam classificados como:



Filo Protozoa Goldfuss, 1818, emend. von Siebold, 1845

Subfilo: Sarcomastigophora Honiberg & Balamuth, 1963
Superclasse: Mastigophora Diesing,1866

Classe: Zoomastigophorea Calkins, 1909

Ordem: Diplomonadida Wenyon, 1926

Posteriormente, dois especialistas em sistematica de protozoarios parasitos
propuseram mudancgas no sistema vigente. LEVINE (1973) sugeriu mudangas no
grupo dos Sporozoa e no subfilo Sarcomastigophora ao qual Giardia pertencia e
mudou a terminacao dos nomes de alguns taxa. BAKER (1977) propés um meio-
termo entre a sugestdo dada pelo comité da Sociedade de Protozoologistas e a
de LEVINE.

Mais tarde, devido a novas informagdes geradas sobre os protozoarios,
principalmente, pela microscopia eletronica, a Sociedade de Protozoologistas,
grupo liderado por LEVINE, fez uma revisdo da classificacdo de HONIGBERG et
al. (1964) e prop6s um novo esquema de classificagdo para estes organismos.
Esta classificacao proposta por LEVINE et al. (1980) foi adotada pela comunidade
cientifica como a ultima classificagao oficial dos protozoarios.

Quanto aos protozoarios do género Giardia, sua classificagdo segundo
LEVINE et al. (1980), seria a seguinte:

Reino Protista

Sub-reino Protozoa

Filo Sarcomastigophora Honiberg & Balamuth, 1963

Subfilo Mastigophora Diesing, 1866

Classe Zoomastigophorea Calkins, 1909

Ordem Diplomonadida Wenyon, 1926 emend. Brugerolle, 1975

Subordem Diplomonadina Wenyon, 1926 emend. Brugerolle, 1975

Constata-se pela literatura pertinente que a taxonomia e a nomenclatura
dos protozoérios do género Giardia ha muito tempo apresenta controversias.

Quanto ao grupo familia, os parasitos do género Giardia foram colocados
na familia Hexamitidae Kent,1880. Esta familia € composta de seis géneros e trés
deles (incluindo Giardia) sdo exclusivamente parasitos. Os organismos do género
Giardia diferem dos outros membros da familia Hexamitidae por possuirem um

disco adesivo na superficie ventral do trofozoito e que serve como organela para
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adesado ao intestino do hospedeiro. Todos os membros do género sdo parasitos
de vertebrados, mas somente um dos varios tipos morfoldgicos reconhecidos é
capaz de infectar os humanos MEYER (1990).

Quanto ao nome do género, ja foram considerados dois: Giardia proposto
por KUNSTLER, em 1882, para um parasito flagelado encontrado no intestino de
girinos de anfibios anuros e Lamblia sugerido por BLANCHARD, em 1888, para
os de mamiferos. ALEXEIEFF, em 1914, discordou e considerou os dois homes
sinbnimos. REULING & RODENWATT, em 1921, foram contra este ponto de vista
e propuseram que Giardia fosse usado para parasitos de mamiferos e Lamblia
para o de girino. Outros pesquisadores como, por exemplo, KOFOID &
CHRISTIANSEN, em 1915, KOFOID, em 1920, HEGNER, em 1922 e DOBELL,
em 1940, concordaram com ALEXEIEFF e aceitaram Giardia Kunstler, 1882 como
nome genérico correto (THOMPSON et al., 1990; MEYER, 1990).

As caracteristicas do género Giardia sdo bem definidas e tém sido aceitas
por varios autores, sendo adotado definitivamente o nome genérico Giardia e o
nome giardiase atribuido a doenca causada por este tipo de parasito
(MEYER,1990; THOMPSON, et al.,1993). Os nomes Lamblia para referéncia ao
género do parasito e lambliase a doenca por ele causada, tém hoje seu uso
praticamente restrito a literatura russa e a do leste da Europa.

No que se refere a identificacdo das espécies de Giardia, a discussao é
antiga e persiste até hoje. Antigamente, trés critérios eram empregados para a
distincdo das espécies: especificidade de hospedeiro, dimensdes do corpo e
variagcdes na estrutura.

O conceito tradicional de especificidade rigida de hospedeiro proposto por
HEGNER (1922,1924 e 1926) dominou a taxonomia e a epidemiologia de Giardia
e da giardiase durante muitos anos. Este conceito foi aceito por varios
pesquisadores como, por exemplo, ANSARI (1952), ABRAHAM (1962),
NAVARATHNAM (1969), LEVINE (1973) e KULDA & NOHYNKOVA (1978) que
reconheceram mais de vinte espécies de Giardia de mamiferos com base
principalmente no hospedeiro e dando menos importancia as diferengas de
tamanho dos trofozoitos e dos cistos (THOMPSON et al.,1990). Outros, ao

contrario, preferiram o critério morfolégico. SIMON (1922) usou-o para distinguir
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Giardia lamblia de Giardia muris e aceitou o nome G. lamblia para a Giardia de
humanos (ADAM, 2001).

Quanto a estrutura, NIESCHULZ, em 1924, dividiu todas as espécies
conhecidas em 3 grupos, com base na morfologia de organelas do trofozoito,
conhecidas como corpos medianos (estruturas constituidas de microtubulos de
funcdo nao bem definida). Com este critério identificou trés grupos: um contendo
Giardia de anfibio (representado por um Unico organismo: G. agilis) e
apresentando corpos medianos longos em forma de lagrima, outro denominado
grupo muris com dois corpos medianos pequenos e redondos e o terceiro grupo
intestinalis com um unico ou duplo corpo mediano em forma de garra de martelo e
em posicao transversal. Este mesmo autor posteriormente propds designar estes
trés grupos como subgéneros (MEYER, 1990).

FILICE em sua monografia de 1952 discutiu 0 assunto e rejeitou o critério
de especificidade de hospedeiro e de dimensdes do corpo do parasito, mas
aceitou os trés grupos de Giardia definidos por Nieschulz. Porém, sugeriu que
cada um deles constituisse uma espécie. Os exemplares de Giardia de outros
hospedeiros, mas com morfologia indistinguivel seriam considerados como
categoria nao taxondémica, ou seja, raca. Novas espécies seriam nomeadas
quando fossem distinguidas das espécies existentes por diferencas morfologicas
e/ou bioldgicas. As espécies tipicas de cada grupo seriam entdo: Giardia agilis
(parasito de anfibios), Giardia muris (parasito de roedores) e Giardia duodenalis
(parasito de humanos e de vérios outros mamiferos).

Segundo THOMPSON et al. (1990), FILICE (1952) colocou somente uma
espécie no grupo “agilis”: G. agilis parasito de anfibio; no grupo “muris” somente
as formas encontradas em roedores embora depois, ele (1952) e KULDA &
NOHYNKOVA (1978) sugerissem a inclusdo neste grupo de algumas formas
descritas de aves (G. sanguinis, G. ardeae e G. hydebaradensis); e no grupo
“duodenalis”, vinte espécies descritas de mamiferos e algumas de aves.

THOMPSON et al. (1990) ressaltaram que alguns pesquisadores usavam o
nome “intestinalis” para o grupo “duodenalis”. Quanto a isto, FILICE, ja em 1952
afirmara que o nome G. intestinalis ndo seria valido por duas razdes: o nome
duodenalis fora o primeiro a ser atribuido (DAVAINE, 1875) e em nomenclatura

cientifica deve-se respeitar a lei da Prioridade e o nome intestinalis ja havia sido
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anteriormente atribuido a outro organismo nao estando, portanto disponivel
(MEYER, 1990). THOMPSON et al. (1990) explicaram bem a ndo aceitacdo do
nome “intestinalis”. LAMBL (1859) descrevera detalhadamente a Giardia
encontrada em humanos denominando-a de Cercomonas intestinalis. Porém, este
nome ja havia sido precedido in totum pela transferéncia de Bodo intestinalis
Ehrenberg para o género Cercomonas Dujardin por Diesing (1850). De acordo
com o Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (antes de 1961), tanto o
nome genérico como o especifico dados por LAMBL cairam em homonimia.
Quanto ao nome genérico a maioria dos especialistas aceitou definitivamente o
nome Giardia proposto por KUNSTLER em 1882 ao descrever Giardia em girino
de anfibio. Em 1875, DAVAINE descreveu uma forma de Giardia encontrada em
coelho e denominou-a de Hexamita duodenalis. Apesar do nome genérico
atribuido a este parasito ndo ser correto, FILICE (1952) considerou o nome
especifico valido.

LEVINE (1973,1985) considerou conveniente usar nomes especificos
diferentes para a maioria das formas de Giardia dos diferentes hospedeiros. Tanto
KULDA & NOHYNKOVA (1978) como LEVINE (1973,1985) consideraram a
espécie de hospedeiro como critério valioso para a diferenciacdo das espécies, e
defenderam a necessidade de mais estudos de morfologia comparativa e
especificidade de hospedeiro (THOMPSON et al. 1990). KULDA & NOHYNKOVA
(1978) incluiram vinte e trés “espécies” no grupo duodenalis por apresentarem
corpo mediano caracteristico em forma de garra de martelo. Desde entdo, outros
exemplares de Giardia com o mesmo tipo morfolégico de Giardia duodenalis tém
sido encontrados e descritos em outros animais.

No decorrer do século XX o interesse por este grupo de parasito aumentou,
e ele foi encontrado em varias espécies de vertebrados incluindo mamiferos, aves
e anfibios, mas a controvérsia sobre as espécies persistiu com alguns
pesquisadores sugerindo nome de espécie de acordo com o hospedeiro de
origem e outros enfatizando a morfologia.

THOMPSON, et al. (1990) compilaram mais de 40 espécies, entre 1859 e
1987, que foram descritas no género Giardia. A maioria destas foi criada e

denominada de acordo com o animal hospedeiro no qual o protozodrio foi
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encontrado, mas, em alguns casos, caracteristicas morfoldgicas distinguiveis
foram observadas.

MEYER (1990) chamou atencao para o fato de que a diferenciacao de G.
duodenalis de G. muris e de G. agilis, feita por FILICE (1952), foi fundamentada
principalmente na morfologia dos corpos medianos, e que isto fora feito em um
tempo em que os exemplares corados eram observados ao microscopio comum,
o0 meio principal de descrever estes organismos. Posteriormente, os avangos
surgidos em microscopia comum e eletrbnica permitiram um estudo mais
detalhado da estrutura do parasito e a identificagdo de diferengas morfologicas
entre os membros deste género. O trabalho de ERLANDSEN & BEMRICK (1987)
com Giardia de periquito exemplifica isto. Inicialmente, esta Giardia foi colocada
no grupo duodenalis porque a microscopia comum revelara que o seu trofozoito
apresentava corpo mediano com morfologia semelhante a dos demais membros
deste grupo (BOX, 1981). Contudo, ERLANDSEN & BEMRICK (1987), ao
observarem aquela Giardia com auxilio de microscopia eletrénica de varredura,
constataram que havia uma diferenga marcante no trofozoito: a aba (flange)
ventro-lateral era incompleta, ndo circundava o disco adesivo ventral e nem
apresentava um sulco descrito em todas as outras espécies de Giardia. Por isto,
estes autores propuseram a retirada da Giardia de periquitos do grupo duodenalis
e criaram uma espécie diferenciada: G. psittaci. Na verdade, ERLANDSEN &
BEMRICK (1987) redescreveram este flagelado mantendo o nome psitacci dado
por BOX (1981) como nome nao taxonémico (raca) e elevaram-no a designagao
de espécie.

No final da década de setenta e durante a de oitenta, surgiram trabalhos
experimentais de transmissao cruzada de Giardia. Na opinido de MEYER (1990),
estudos de transmissdo cruzada exigem tantos detalhes na atividade em
laboratério que dificulta a sua realizagédo rotineiramente, e como também o inicio
de uma infecgdo depende de fatores do hospedeiro e do parasito, € dificil
interpretar o resultado quando um tipo de Giardia nao infecta um animal. Ha
exemplos disto na literatura: um deles em que dois grupos de humanos
voluntérios foram infectados com duas cepas de Giardia proveniente de humanos
e apenas uma delas causou infeccdo (NASH et al,1987) e outro dado por

ERLANDSEN et al. (1988) que tentaram infectar castores e ratos almiscarados
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com Giardia de varios animais, inclusive de humanos, e concluiram nao ser
possivel naquele momento atribuir um papel importante a transmissao, por via
hidrica, da Giardia de humanos para aqueles animais ou outros.

Ainda segundo MEYER (1990) parece que o gerbil da Mongélia (Meriones
unguiculatus) € o animal mais comumente usado como modelo para estudo de
infeccao causada por G. duodenalis, porém a variabilidade dos resultados obtidos
nos experimentos de infeccdo do gerbil com Giardia de humanos torna a
interpretacao dificil e como exemplos cita os trabalhos de VISVESVARA et al.
(1988), SWABBY et al. (1988) e BELOSEVIC et al. (1983). Estes trabalhos
mostraram que: 1) cistos de Giardia de humanos podem né&o ser infectantes para
o gerbil; podem ser infectantes, mas nao para todos os gerbis; podem ser
infectantes para o gerbil e resultar ou ndo na eliminagéo de cistos nas fezes do
animal. 2) trofozoitos de algumas cepas de Giardia de humanos sao capazes de
colonizar o intestino delgado do gerbil embora nem todas sejam eliminadas como
cistos nas fezes do animal.

Apesar das criticas recebidas, os estudos de transmissdo cruzada
evidenciaram que algumas formas de Giardia conseguiam desenvolver-se em
mais de uma espécie de mamifero, e que seria possivel ocorrer infeccdo humana
com Giardia de outros animais. Por isso, a aplicacdo do conceito de
especificidade rigida de hospedeiro para classificacdo das espécies de Giardia
ndao era defensavel. Muitos especialistas ndo aceitaram mais o conceito de
especificidade de hospedeiro e consideraram a avaliagdo de FILICE (1952) como
sendo o0 meio mais real de determinar a espécie no género Giardia (THOMPSON
et al.,1990; THOMPSON et al.,1993).

Alguns pesquisadores questionaram o sistema de classificacdo das
espécies de Giardia proposto por FILICE (1952), baseado apenas em
caracteristica fenotipica. ERLANDSEN et al. (1990) demonstraram que ele nao
podia ser aplicado, por exemplo, a espécie Giardia ardeae Noller, 1920 parasito
de garca cinza (Ardea cinerea). Segundo estes autores os trofozoitos desta
espécie de Giardia podem apresentar corpos medianos com formato arredondado
como os das espécies do grupo “muris” ou em forma de garras de martelo como
os das espécies do grupo “duodenalis”. Assim, apesar de originalmente ter sido

situada no grupo “muris” aquela espécie também poderia estar no grupo
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“duodenalis” e isto colocaria em discussédo a validade do esquema de FILICE
(1952). Para estes autores Giardia ardeae deve ser considerada espécie
individualizada por sua diferenca morfoldgica: nucleos em forma de lagrima e nao
ovoide-esféricos como os das espécies de Giardia de mamiferos e pelo padrao de
migracao dos cromossomos na eletroforese de campo alternado ortogonalmente
(OFAGE: Orthogonal-field-alternation gel electrophoresis).

CAMPBELL et al. (1990) reforcaram a fragilidade do esquema de FILICE
(1952), mostrando diferencas no padrdao de migracdo dos cromossomos das
espécies G. ardeae, G. duodenalis e G. muris quando submetidos a eletroforese
de campo alternado transversal e ortogonalmente. Estes autores demonstraram
que havia diferengca entre G. ardeae e G. muris, e que ambas diferiam de G.
duodenalis apesar das duas primeiras terem aparéncia fenotipica semelhante:
disco adesivo com chanfradura profunda e um unico flagelo caudal normal (o
direito) sendo o outro (o esquerdo) rudimentar. Por isto, segundo eles, 0 uso
exclusivo de carater fenotipico ndo seria suficiente para a determinacdao de
espécie no género Giardia.

Também van KEULEN et al. (1991a) citados por THOMPSON et al. (1993),
concluiram que G. ardeae era espécie distinta de G. duodenalis devido a analise
e comparacao da sequéncia de nucleotideos dos genes das subunidades do seu
RNA ribossémico. Estes resultados foram confirmados com mapeamento, com
enzimas de restricao, do DNA ribossémico (van KEULEN et al.,,1991b) e analise
do DNA empregando sondas e iniciadores (primers) baseados no gene da
giardina, proteina especifica de Giardia e presente no seu disco adesivo
(MAHBUBANI et al.,1992).

Frente a dificuldade de definir espécies no género Giardia por um Unico
critério, alguns pesquisadores propuseram a associagao de varios como medidas
do trofozoito, especificidade de hospedeiro, estudos imunoldgicos e bioquimicos.
Assim, outras abordagens tém sido feitas na tentativa de resolver o problema de
classificagdo deste parasito. Uma delas € a quimiotaxonomia. Para este tipo de
estudo ha necessidade de realizar cultivo axénico do parasito. No caso de Giardia
ha alguns cultivos bem sucedidos, mas isto ndo se aplica a todos os membros do
género que sao do tipo duodenalis (MEYER 1990).
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A quimiotaxonomia em Giardia tem sido aplicada considerando trés
aspectos: comparacdao de antigenos por varios métodos, determinacdo das
isoenzimas e analise do DNA (MEYER, 1990). Quanto ao primeiro aspecto,
segundo MEYER (1990), varios antigenos ja foram demonstrados em parasitos
do género Giardia mantidos em cultivo axénico e, apesar disto ser utill para a
identificacao e classificacdo de Giardia, alguns aspectos devem ser levados em
conta, como por exemplo: organismos de um mesmo grupo podem apresentar
antigenos comuns e diferentes (NASH & AGGARWAL,1986; UNGAR & NASH,
1987); pode haver variacdo antigénica entre parasitos de um mesmo cultivo
axénico caso haja populagbes de organismos diferentes presentes (BOREHAM et
al., 1987); um unico trofozoito de Giardia pode originar tanto in vitro como in vivo
trofozoitos com antigenos de superficie diferentes (AGGARWAL & NASH, 1988) e
o perfil antigénico de parasitos em cultivo pode variar caso os trofozoitos
alberguem endosimbiontes (virus RNA, bactérias) que possam afetar a
determinagao antigénica.

Quanto ao segundo aspecto (determinacao de isoenzimas), MEYER (1990)
ressaltou que o estudo das isoenzimas (formas moleculares variadas de uma
mesma enzima produzidas por diferentes membros de uma espécie de
organismo) tem dado informacdo Util para a caracterizacdo de Giardia. Por
exemplo, ele cita os trabalhos de BERTRAM et al. (1983), que analisando seis
enzimas de 5 cepas de Giardia isoladas de gato, humano e porquinho-da-india
mantidas em cultivo axénico, conseguiram identificar trés grupos de perfil
enzimatico idéntico (zimodemas). Outros trabalhos citados foram os de BAVEJA
et al. (1986), KORMAN et al. (1986) e MELONI et al. (1988). Estes ultimos autores
fizeram um estudo mais extenso avaliando 10 isoenzimas em 25 cultivos de
Giardia proveniente de humano, gato e rato e identificaram 13 zimodemas.

Quanto ao terceiro e ultimo aspecto (andlise do DNA) MEYER (1990) refere
o trabalho de NASH et al. (1985) que mostraram a possibilidade de diferenciar
exemplares de Giardia empregando endonucleases de restricdo. Neste estudo, os
autores relataram que avaliando 15 cepas de Giardia isoladas, detectaram nove
padroes diferentes sendo que algumas cepas isoladas de humanos e animais

eram indistinguiveis, ao passo que trés cepas apresentaram padrées de
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fragmentos muito diferentes das outras. Finalmente MEYER (1990) considerou

este método como promissor na distincao e caracterizacao de Giardia.

3.4.1. Taxonomia atual de Giardia

Recentemente, ADL et al. (2005) considerando as informacdes obtidas
desde 1980, por meio da microscopia eletrdnica, e acrescentando estudos
filogenéticos moleculares apresentaram uma nova proposta de classificagdo dos
eucariontes, particularmente, dos protistas, grupo que inclui os protozoérios.
Estes autores adotaram a distribuicdo dos eucariontes em 6 agrupamentos
(clusters) (SIMPSON & ROGER 2002, 2004) semelhantes aos reinos das
classificagdes tradicionais. Os 6 agrupamentos sao os seguintes:

1. Opisthokonta (animais, fungos, coanoflagelados e microsporideos)

2. Amebozoa (amebas, ameboflagelados, slime moulds e véarias espécies
sem mitocéndria)
Excavata (flagelados)

Rhizaria (foraminiferos, radiolaria, etc)

oA W

Archaeplastida (algas vermelhas, algas verdes e plantas)
6 Chromalveolata (ciliados, dinoflagelados, Apicomplexa) algas pardas,

diatomaceas, fungos zoospdricos e opalinideos (Blastocystis).

Assim, segundo esta nova proposta, os protozoarios flagelados do género
Giardia Kunstler, 1882 seriam classificados como:

Excavata Cavalier-Smith, 2002, emend. Simpson, 2003

e Fornicata Simpson, 2003

ee Eopharyngia Cavalier-Smith, 1993
eee Diplomonadida Wenyon, 1926, emend. Brugerolle et al.,1975
eeee Giardiinae Kulda & Nohynkova, 1978

Contudo, convém ressaltar que ADL et al. (2005) empregaram um sistema
hierarquico, mas ndo usaram as denominagdes formais das grandes categorias
taxon6micas tais como classe, subclasse, superordem ou ordem e, com relagao
aos protozoarios, atualizaram a classificacao de LEVINE et al. (1980) embora esta

Ultima ainda seja oficialmente adotada.
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Espécies de Giardia atualmente aceitas

Mais de 50 espécies de Giardia ja foram descritas, mas atualmente sao
reconhecidas apenas cinco espécies: G. duodenalis, G. agilis, G. muris, G. ardeae
e G. psittaci (THOMPSON, 2004)

A espécie G.duodenalis parasita varios mamiferos domésticos e selvagens,
incluindo os humanos; seu trofozoito tem formato piriforme, mede de 12-15um x
6-8um e tem corpos medianos em forma de garra de martelo.

A espécie G. agilis parasita anfibios; seu trofozoito é longo e estreito, mede
de 20-30um x 4-5um e tem corpos medianos em forma de bastao.

A espécie G. muris parasita roedores; seu trofozoito tem forma
arredondada, mede 9-12um x 5-7um e tem corpos medianos redondos e
pequenos.

A espécie G. ardeae parasita aves; seu trofozoito tem forma arredondada,
apresenta chanfradura proeminente no disco ventral e flagelo caudal rudimentar,
mede aproximadamente 10um x 6,5um e tem corpos medianos arredondados ou
em forma de garra de martelo.

A espécie G. psittaci parasita aves; seu trofozoito tem formato piriforme e
aba (flange) ventro-lateral incompleta, mede aproximadamente 14um x 6 um e
tem corpos medianos em forma de garra de martelo (THOMPSON, 2004).

MONIS et al. (2003) assinalaram uma sexta espécie: Giardia microti
parasita de ratos (rato calunga e rato almiscarado) cujo cisto apresenta no seu
interior dois trofozoitos diferenciados ao contrario do cisto das outras espécies
que contém apenas um.

A maioria das espécies de Giardia esta adaptada a determinado tipo de
hospedeiro, porém G.duodenalis € excecao, pois infecta varias espécies de
mamiferos. A aplicagdo de técnicas moleculares em estudos com esta espécie
tem revelado diversidade genética intra-especifica (THOMPSON et al., 2000;
THOMPSON, 2004; APPELBEE et al., 2005).
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3.4.1.1. Giardia de humanos

A Giardia, parasito de humanos, tem recebido diversos nomes. Segundo
ADAM (2001) ela foi descrita com detalhes por LAMBL em 1859 que
considerando-a pertencente ao género Cercomonas, atribuiu-lhe o nome de
Cercomonas intestinalis. Em 1888, BLANCHARD sugeriu o nome Lamblia
intestinalis. Em 1902 STILES mudou para G. duodenalis. Em 1915, KOFOID &
CHRISTIANSEN propuseram o nome G. lamblia e, em 1920, o nome Giardia
enterica. O nome Giardia lamblia tornou-se amplamente aceito nos anos setenta.
Desde os anos oitenta alguns pesquisadores tém estimulado o emprego do nome
G. duodenalis e nos anos noventa, outros incentivaram o nome Giardia
intestinalis. Assim, alguns pesquisadores preferem G. lamblia (ADAM, 2001),
outros G. intestinalis (KULDA & NOHYNKOVA,1978; ANDREWS et al.,1989) e
outros ainda, G. duodenalis (MEYER,1990; THOMPSON et al.,1993; THOMPSON
et al., 2000). Porém, segundo THOMPSON et al. (1993) de acordo com as regras
de nomenclatura cientifica o nome Giardia duodenalis € o correto. Apesar da
discordancia quanto a validade dos nomes intestinalis e lamblia, ambos
continuam a ser usados por alguns autores, mas definitivamente deve-se adotar a

denominacao G. duodenalis.
3.4.1.2. Diversidade genética em Giardia duodenalis

Avancos no conhecimento da biologia molecular dos parasitos do género
Giardia tém mostrado ampla diversidade genética dentro das populagdes de
G.duodenalis. A aplicagdo de vérias técnicas moleculares como PCR, analise de
loci génicos conservados, analise dos genes que codificam para as enzimas GDH
(glutamato desidrogenase) e TPI (triose isomerase fosfato) e a associagdo de
outros dados, tém demonstrado a existéncia de diferencas genéticas dentre os
representantes do grupo Giardia duodenalis e auxiliado na sua elucidagéao
(THOMPSON et al., 2000; THOMPSON, 2004).

Estudos com adogado de critérios genéticos e fenotipicos mostraram que
Giardia isolada de humanos e de outras espécies de mamiferos, encaixava-se em

um de dois grupos (assemblages) genéticos. Com distribuicdo mundial, estes dois
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conjuntos foram descritos na Europa como “Polonés” e “Belga” (HOMAN et
al.,1992) ; na América do Norte como grupos 1/2 e 3 (NASH et al., 1985) e na
Australia como assemblages A e B (MAYRHOFER et al.,1995; MONIS et
al.,1996). A analise comparativa destes grupos de denominagdes diferentes
mostrou que eles eram geneticamente equivalentes.

No entender de THOMPSON et al. (2000), apesar da necessidade de se
chegar a um consenso quanto & nomenclatura para estes grupos, o termo
assemblage é o que melhor reflete o fato de que cada grupo principal (maior)
contém uma colegdo de parasitos isolados que nédo estédo limitados a nenhuma
localidade geografica particular.

Ainda segundo estes autores, analises moleculares mostraram que a
distdncia genética partilhada por estes dois grupos (assemblages) pode
ultrapassar aquela empregada para descrever outras espécies de protozoarios.
Embora a evidéncia genética indigue que um nome de espécie separado para
cada conjunto seria apropriado, atualmente ha poucos marcadores
epidemiolégicos ou biolégicos que possam consistentemente distingui-los.

Diferencas no metabolismo, velocidade de crescimento in vitro e
susceptibilidade a infeccdo com um virus RNA parecem estar correlacionados
com a separagao genética entre os grupos. Mais caracteres biotipicos sao
necessarios, particularmente os que demonstram diferencas clinicas ou
variabilidade no potencial de transmissao para estabelecer a relagdo taxonémica
real entre os conjuntos (THOMPSON et al., 2000).

Os estudos moleculares também revelaram a existéncia de diversidade
genética dentro de cada grupo maior. O grupo A (assemblage A) consiste de
isolados que podem ser agrupados em dois clusters (agrupamentos) distintos.
Estes grupos tém também sido designados por diferentes pseudénimos, mas os
termos clusters A-l e A-1l séo os preferidos. O cluster A-l consiste de uma mistura
de parasitos isolados de humanos e de animais e que sdo muito relacionados e
parecem ter sofrido uma dispersao global recente. Este grupo tem sido alvo de
estudo na analise do potencial de transmissao zoonoética da Giardia. O cluster A-l
consiste exclusivamente de parasitos isolados de humanos. O grupo B
(assemblage B) contém um grupo geneticamente diverso de parasitos isolados,

predominantemente, de humanos, embora alguns gendtipos de Giardia de



21

animais tenham sido incluidos. Os niveis de diversidade genética neste grupo sao
muito maiores do que aqueles encontrados no grupo A (assemblage A) e muitos
dos grupos genéticos diferentes, consistem somente de isolados individuais. A
distancia genética maior separando individuos com genétipos Unicos, sugere que
o grupo B (assemblage B) contém linhagens genéticas mais velhas do que
aquelas encontradas no grupo A (assemblage A) (THOMPSON et al., 2000).

Tentativas de elucidar a estrutura das populagdes de Giardia tém sido
retardadas porque dependem de técnicas que requerem amplificagdo in vitro do
parasito e alguns dos parasitos isolados séo refratarios ao crescimento in vitro. O
uso da PCR (que supera a necessidade de cultivo in vitro), junto com outras
estratégias para amplificar Giardia usando modelos animais, tem
subsequentemente permitido a caracterizagdo de genoétipos antes inacessiveis.
Tais estratégias usadas em conjunto com andlise de loci génicos conservados
revelaram novos grupos geneéticos dentro do grupo morfolégico G.duodenalis e
todos parecem estar limitados a hospedeiros animais especificos. Os genétipos
de Giardia com alcance limitado de hospedeiros sdo aqueles que ocorrem em
gatos, caes, rato calunga, rato almiscarado, ratos domésticos e animais
ungulados (THOMPSON et al., 2000).

Analise filogenética empregando o uso de varios loci génicos mostrou que
os gendtipos de Giardia isolada de caes, ratos, rato calunga e rato almiscarado
formam linhagens distintas muito divergentes daquelas encontradas nos grupos A
e B, ao passo que os gendtipos identificados em Giardia de animais ungulados e
gatos domésticos sao incluidos no grupo A sugerindo uma divergéncia muito mais
recente. Estes grupos genéticos constam da é&rvore genealégica de Giardia
apresentada por THOMPSON et al. (2000) contendo sete linhagens genéticas
distintas de parasitos isolados. Esta distribuicdo dos parasitos em sete linhagens
foi corroborada por estudo filogenético de Giardia empregando andlise de
sequiéncia génica de quatro loci génicos e dados obtidos com aloenzimas (MONIS
et al.,, 1999).

A evidéncia de hospedeiro restrito, a refratariedade ao cultivo in vitro, a
presenca de caracteristicas ultra-estruturais unicas em Giardia isolada de alguns
animais seriam argumentos suficientes para que estes gendtipos representassem

novas espécies. Estes achados poderiam ajudar a explicar as inconsisténcias dos
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primeiros experimentos de transmissdo cruzada feitos antes que a andlise
molecular tivesse revelado a existéncia destes grupos de gendétipos distintos. Uma
consequéncia importante da aplicacdo da biologia molecular para caracterizar
exemplares de Giardia isolados dos varios hospedeiros é que ela torna possivel o
abandono do uso do aspecto morfolégico proposto por FILICE (1952) para
agrupar os parasitos. Alids, o préprio FILICE ja alertara que seu esquema de
classificagdo ndo era ideal e que deveria ser encarado como provisorio até que
houvesse critérios melhores para caracterizar Giardia de mamiferos (THOMPSON
et al., 2000).

Na verdade, a epidemiologia molecular e em particular, o0 uso de técnicas
baseadas em PCR tem fornecido forte evidéncia de que o grupo morfologico
G.duodenalis € um complexo de espécies. Os grupos A e B (assemblages A e B)
poderiam concebivelmente serem vistos como representantes da espécie
G.duodenalis ao passo que o0s outros gendtipos adaptados ao hospedeiro
poderiam representar espécies separadas. Tais achados sdo andlogos a
taxonomia de outros protozoarios em que a falta de distincdo morfoldgica nao tem
sido uma barreira para reconhecer espécies diferentes (TIBAYRENC,1998;
CLARK, 1998).

De acordo com THOMPSON et al. (2000), embora seja aparente que uma
revisdo maior da taxonomia de Giardia seja necessaria, ha também necessidade
de padronizar a terminologia usada para definir os diferentes grupos genéticos de
Giardia e assim, um sistema evitaria a confusdo que tem surgido dos esforgcos de
interpretar a informagdo genética gerada em laboratérios diferentes. Ainda
segundo este autor, consideragdo deve também ser dada ao uso de uma
nomenclatura que nao sugira que ha algo de Unico na Giardia isolada de
humanos, pois a epidemiologia molecular tem demonstrado de modo inequivoco
que as formas de Giardia que infectam os humanos também ocorrem em muitas
outras espécies de mamiferos, mas também que ha véarios gendtipos adaptados
ao hospedeiro que poderiam representar espécies distintas.

Atualmente considera-se Giardia duodenalis um complexo de espécies
composto de pelo menos oito grupos (assemblages) de Giardia com genétipos
diferentes e com grau variado de especificidade de hospedeiro (MONIS &
THOMPSON 2003; APPELBEE et al., 2005).
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APPELBEE et al. (2005) listam estes 8 grupos e mais 2 assinalados
recentemente:

GRUPO A: parasitos de humanos, gado, cao, gato, castor, porquinho-da—
india, “slow loris” (Primates), gorila da montanha,”rock hyrax” (Hyracoidea), “harp
seal” (Carnivora: foca), “hooded seal” (tipo de foca), cervo, marmota norte-
americana, lince, marmota e camundongo doméstico. Este grupo A é referido
como conjunto zoonético.

GRUPO B: parasitos de humanos, gado, cao, gato, castor, rato
almiscarado, “slow loris” (Primates), “siamang” (Primates), chinchila, rato, coiote e
camundongo doméstico. Este grupo B é referido como conjunto zoonético.

GRUPOS C e D: parasitos de cao, coiote e camundongo doméstico.

GRUPO E: parasitos de gado, alpaca, cabra, ovelha e porco.

GRUPO F: parasitos de gato.

GRUPO G: parasitos de rato doméstico.

O oitavo grupo (ainda ndao denominado) é representado por Giardia que
parasita rato almiscarado e rato calunga. Ha dois novos grupos (ainda nao
denominados) representados por Giardia parasita de marsupiais: 0s
representantes de um deles parasitam marsupial australiano, camundongo e
ovelha e os representantes do outro conjunto parasitam o diabo da Tasméania
(canideo).

No futuro, segundo THOMPSON et al. (2000), serdo necessarios mais
estudos comparativos para confirmar que a estrutura genética das populagbes de
Giardia caracterizadas em diferentes partes do mundo, sdo geneticamente
equivalentes. Isto tem implicagbes importantes para o estabelecimento de uma
estrutura genética global sobre a qual as relagdes entre variagdo genotipica e
fenotipica em Giardia possam ser entendidas. Os autores afirmaram que ainda
ndo havia caracteristicas bioldégicas que pudessem ser usadas para diferenciar,
de modo consistente, 0s grupos genéticos maiores (assemblages). A capacidade
de relacionar caracteres fenotipicos tais como classe de hospedeiro,
patogenicidade e sensibilidade a droga com uma estrutura genética bem definida,
segundo eles, facilitaria a identificagdo de marcadores clinicos que se

correlacionem com as diferengas genéticas.
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3.5. Epidemiologia

Giardia duodenalis tem uma distribuicdo mundial com estimativa de
ocorréncia de 2,8 x 10® casos por ano segundo LANE & LLOYD (2002) e é o
parasito intestinal mais comum nos humanos de paises desenvolvidos. Segundo
estimativa da Organizacdo Mundial da Saude, na Asia, Africa e América Latina,
cerca de 200 milhdes de pessoas tém giardiase sintomatica e aproximadamente
sdo relatados 500.000 novos casos por ano (WHO,1996). E também um parasito
freqlientemente encontrado em animais domésticos como gado, caes e gatos; em
varias espécies de mamiferos selvagens e em aves (THOMPSON, 2004).

A prevaléncia de Giardia geralmente é mais alta em humanos jovens, em
animais jovens, em animais desgarrados e em animais que vivem em abrigos
publicos. Os valores de prevaléncia variam também de acordo com a localidade e
tipo de hospedeiro. (WOO & PATERSON,1986; ARASHIMA et al.,1992;
COLLYER et al.,1992 citados por MONIS & THOMPSON, 2003; BURET et
al.,2002).

Apesar de Giardia ter uma série de hospedeiros, as consequiéncias
adversas da infeccao por ela causada e seu papel patogénico sdo bem
conhecidos em humanos. Seu ciclo de vida simples com uma forma cistica
resistente ao meio ambiente, favorece a transmissao direta de um individuo
infectado para outro ou indireta por meio da contaminacdo do ambiente ou do
alimento (THOMPSON 2004).

Cabe ressaltar que a agua é um veiculo importante de transmissao deste
parasito para as pessoas. Como a giardiase é a doenca de veiculagdo hidrica
mais freqUentemente diagnosticada, Giardia tem importancia em saude publica e
€ de interesse das empresas de captacdo e fornecimento de agua nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (THURMAN et al.,1998; HOQUE et
al.,2002a; LECLERC et al.,2002 apud THOMPSON 2004).

Apesar do conhecimento da transmissdo de Giardia por via hidrica, a
importancia em saude publica dos hospedeiros ndo humanos infectados como
fonte de contaminacao de 4gua ainda € uma questao nao resolvida, assim como o
papel da transmissao zoonética na epidemiologia das infeccées por Giardia em
humanos (THOMPSON, 2004).
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Com base no conhecimento da prevaléncia de Giardia em diferentes
espécies animais, incluindo humanos, e no entendimento atual sobre os grupos
genéticos em G.duodenalis, ha quatro ciclos de transmissédo responsaveis pela
manutengdo do parasito nos mamiferos hospedeiros. Um dos ciclos tem como
hospedeiros principais caes e gatos, outro os humanos, outro o gado e outro os
animais selvagens. Ha a possibilidade de transmissdo entre hospedeiros de um
mesmo ciclo e de um ciclo para outro diretamente ou por via hidrica. Contudo,
para os quatro ciclos ndo se conhece a freqiiéncia de transmissao. E necessario
considerar como estes ciclos interagem e conhecer qual a freqiéncia de
transmisséao de genotipos zoonéticos (THOMPSON, 2004).

A questdo da especificidade de hospedeiro ndo somente influenciou a
taxonomia de Giardia, mas também o debate sobre giardiase ser ou ndo uma
zoonose. Embora os experimentos de transmissao cruzada tenham posto em
duvida a nog¢ao de adaptagédo da espécie ao hospedeiro como critério defensavel
para reconhecimento de espécie, hoje estad claro que algumas espécies tém
hospedeiros especificos ao passo que outras sdo capazes de infectar varias
espécies de hospedeiros.

Os experimentos de infec¢do cruzada tém sido criticados devido a duvida
se 0s animais de experimentacdo estavam realmente negativos antes da
infeccdo, e pelo uso de doses altas de cistos o0 que provavelmente nao representa
a infeccao natural. Além disto, ha estudos que mostraram que hospedeiros
infectados podem n&o eliminar cistos em quantidade suficiente para detecgéo
com microscopia. Em alguns estudos foram empregados parasitos isolados néao
identificados limitando assim sua utilidade na determinagdo da especificidade de
hospedeiro dos diferentes gendtipos. Resultados controversos de experimentos
de transmissdo cruzada podem refletir a diversidade genética dos parasitos em
uso, diferengcas na viabilidade dos cistos, variacdo nas condi¢ées imunolégicas
dos hospedeiros de experimentagdo ou uso de técnicas pouco sensiveis de
deteccado (THOMPSON et al.,1990; MONIS & THOMPSON, 2003).

Considerando os experimentos de infec¢do cruzada, os resultados mais
valiosos sdo: um experimento em que foi possivel infectar cdes com G.duodenalis
do grupo A (assemblage A), grupo |; e outro em que castores foram sensiveis a
infeccdo com Giardia isolada de humanos (THOMPSON , 2004).
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3.5.1. Giardia em humanos

A transmissdo de Giardia de humano para humano pode ocorrer
indiretamente pela ingestdo de cistos presentes em alimento ou em &gua
contaminada ou diretamente em ambientes onde as condi¢ées de higiene sao
precarias como abrigos publicos, creches etc.

Em ambientes onde a frequiéncia de transmissao é alta e/ou as condigdes
de higiene facilitam a transmisséo direta do parasito de pessoa a pessoa, poder-
se-ia esperar que interagbes competitivas entre parasitos de gendtipos distintos
resultassem em predominancia de algum gendtipo particular. Entretanto, parece
que nao é o caso.

HOPKINS et al. (1997) em experimento realizado com Giardia de humanos
e caes da mesma comunidade mostrou que os parasitos isolados dos humanos
eram do grupo A ou do B e que os de cao, com uma excegao, eram dos grupos C
ou D (especificos de cao). A excecao foi um cao que apresentou infeccao mista
por parasitos dos grupos B e C sugerindo que o cdo poderia ter se infectado a
partir de humano.

Uma investigacdo sobre Giardia em gorilas, resultou no encontro de
parasito do grupo A e suspeitou-se que guarda-florestais foram provavelmente a
fonte de infeccao devido a defecagéo no ambiente (GRACZYK et al., 2002).

Um estudo feito no Reino Unido com 35 amostras clinicas revelou que 64%
delas tinham parasitos do grupo B, 27% do grupo A (grupo Il) e o restante uma
mistura dos dois grupos (AMAR et al.,2002).

Ja na Austrdlia, as infecgcbes com Giardia do grupo B foram mais
prevalentes (70%) do que com parasito do grupo A (30%) (READ et al.,2001).

No Reino Unido, parasitos do grupo B foram responséaveis por 88% dos
casos de uma epidemia em uma escola maternal (AMAR et al., 2002).

Em Assam, na india, em comunidades que cultivam cha, em 18 pessoas
infectadas, 61% apresentaram parasito do grupo B e 39% do grupo A (TRAUB et
al., 2004)

E necessario que mais pesquisas de infecgdes por Giardia em humanos
sejam feitas, em grande escala, e que seja caracterizado geneticamente o

parasito isolado. De posse destes dados sera possivel determinar a distribuicao e



27

a prevaléncia de genétipos de Giardia que infecta humanos. Tais pesquisas
seriam valiosas, pois ha evidéncia que Giardia do grupo A (gendétipo A) e Giardia
do grupo B (gendtipo B) diferem quanto a viruléncia (THOMPSON, 2004). Em
pesquisa feita na Australia em creches, criancas parasitadas por Giardia de
gendtipo A tiveram maior freqliéncia de diarréia do que as parasitadas por Giardia
de gendtipo B (READ et al.,2002).

3.5.2. Giardia no gado

Os bovinos apresentam taxas altas de infecgao, principalmente os animais
jovens. De distribuicdo mundial, o parasito € frequente tanto no gado de corte
como no gado leiteiro e ha relatos de taxas de prevaléncia de 100%(THOMPSON,
2004).

O padréao de infeccao é semelhante nos dois tipos de manejo e os cistos
aparecem nas fezes do animal ja por volta da quarta semana de idade. Os
bezerros tém taxas de excrecdo de cistos mais altas (10°-10° cistos /g de fezes)
entre 4 e 12 semanas de idade (O’HANDLEY et al.,1999; RALSTON et al.,2003).

A transmissdo ocorre entre bezerros infectados e também entre adultos
com infecgdo crénica, mas a freqiéncia de transmissdo é mais alta entre os
bezerros (XIAO & HERD, 1994; O’'HANDLEY et al.,1999, 2000 citados por
THOMPSON,2004). RALSTON et al. (2003) demonstraram aumento na excrecao
de cistos no periodo puerpural.

As infecgoes por Giardia no gado sao clinicamente importantes e podem
causar prejuizos econdémicos, pois podem comprometer o desempenho do animal
(O HANDLEY et al. 2001; OLSON et al. 2004). Em trabalhos de infecgéao
experimental com bezerros, OLSON et al. (1995) citados por THOMPSON (2004)
constataram que giardiase crénica interfere negativamente no ganho de peso e
na alimentacao.

Em bezerros com diarréia, Giardia tem sido encontrada sozinha ou em
associacao com Cryptosporidium. Infecgdes simultaneas com estes protozoarios
sdo comuns em bezerros, e sdo a causa principal de diarréia em animais com

menos de 30 dias de idade ao passo que infeccao exclusiva por Giardia, parece
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mais comum em bezerros mais velhos (XIAO & HERD,1994; OLSON et al. 1995;
O’ HANDLEY et al.1999; HUETINK et al. 2001).

Embora Giardia de genétipo E seja mais freqliente neste tipo de animal,
estudos no Canada e na Austrdlia demonstraram que uma propor¢ao pequena do
rebanho (menos que 20%) pode albergar Giardia de gendtipo A que é
considerada a mais comum em humanos (O’ HANDLEY et al. (2000); APPELBEE
et al. (2002) citados por THOMPSON 2004).

Em estudo feito com gado leiteiro na Austrélia, durante varios meses,
demonstrou-se que 100% dos bezerros infectaram-se durante as primeiras doze
semanas de vida e que todos os animais analisados apresentaram Giardia de
gendtipo E considerada especifica de bovinos (THOMPSON, 2004).

3.5.3. Giardia em caes

Em alguns paises ha relato de prevaléncia alta de Giardia em caes e gatos.
Australia e EUA sao exemplos (BUGG et al. 1999; McGLADE et al. 2003a;
THOMPSON & ROBERTSON, 2003 citados por THOMPSON, 2004).

McGLADE et al. (2003a) consideraram que a prevaléncia de Giardia em
caes e gatos é subestimada devido a baixa sensibilidade dos métodos
convencionais de diagndstico, infecgdes subclinicas e a natureza intermitente da
eliminacao de cistos.

Para ROBERTSON et al. (2000a), apesar de Giardia ser comum em caes e
gatos, normalmente ndo esta associada a doenca clinica. Nos casos de giardiase
clinica nestes animais, geralmente ha associacdo com a sua permanéncia em
abrigos onde a superpopulagédo animal existe e pode ser fator de estresse e assim
exacerbar a infecgdo. Ainda segundo este autor, devido a suspeita de potencial
zoonGtico da Giardia, deve-se tratar caes e gatos parasitados independentemente
da presencga de sintomas.

OLSON et al. (2000) desenvolveram uma vacina contra Giardia para
proteger caes e gatos da infeccdo e segundo eles, esta vacina reduziria a carga
parasitaria destes animais interferindo assim na eliminacdo de cistos e isto
consequentemente levaria a diminuicdo da transmissao oro-fecal e da

contaminagao do ambiente.
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Estudos epidemiolégicos com uso de métodos moleculares tém
demonstrado que os caes podem se infectar com Giardia de genétipo especifico

para caes, bem como com Giardia de gendtipo zoonético (THOMPSON, 2004).

3.5.4. Giardia em mamiferos selvagens terrestres

A maioria dos dados coletados sobre Giardia em mamiferos selvagens,
originaram-se de estudos feitos para avaliar o potencial destes animais como
reservatorios de doenga para humanos e para o gado. Os primeiros animais a
serem estudados foram os que se estabeleciam dentro dos reservatérios de agua
como o castor, que é o mamifero mais freqientemente responsabilizado pela
contaminagdo de agua com cistos de Giardia. A presencga de cistos do parasito
nas fezes ou intestino de animais encontrados dentro dos limites de um curso
d’agua usado para consumo pelos humanos era suficiente para implicar estes
animais como fonte de contaminacao (APPELBEE et al., 2005).

Na maioria das ocasides a identificacdo do parasito foi baseada apenas em
comparacao morfométrica com cepa padrao de G.duodenalis de laboratério. A
aplicagdo das técnicas moleculares para caracterizar os parasitos isolados de
castores e de outros mamiferos selvagens fornece evidéncia de que estes
animais podem significar risco a saude em certas areas (APPELBEE et al., 2005).

Os grupos A e B de G.duodenalis considerados genétipos zoonéticos foram
detectados em varias espécies selvagens que abrangem quase todas as ordens
de mamiferos incluindo Artiodactyla, Rodentia, Primates, Carnivora e Hyracoidea.
Novos gendtipos de Giardia estdo ainda sendo encontrados em animais
selvagens como, por exemplo, em marsupiais. Recentemente, foram descobertos
mais dois novos genétipos de Giardia em marsupial australiano (bandicoot) e no
diabo da Tasmania. O gendtipo de Giardia de bandicoot foi depois encontrado em
ovelha e em camundongo na Australia. Neste camundongo tambéem foi
encontrado o genoétipo zoondtico A e os genodtipos C e D originalmente
encontrados em cées.

Estes e outros estudos demonstram que com a determinagdo dos
genotipos de Giardia encontrada em animais selvagens sera possivel avaliar a

importancia de uma dada espécie selvagem na saude publica e a identificar a
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fonte de contaminacéao por Giardia e infeccdo em humanos, animais domésticos e
outras espécies selvagens (APPELBEE et al., 2005).

Poucos sao os estudos sobre a prevaléncia, classe de hospedeiro e
dindmica de transmissdao de Giardia em mamiferos selvagens mantidos em
cativeiro como zooldgicos, parques de conservagao e centros de reabilitacdo da
vida selvagem, apesar deste estudo poder contribuir para melhorar as estratégias
de manejo dos mesmos nestes ambientes e esclarecer melhor a interacao
parasito-hospedeiro. A determinacao da espécie de Giardia isolada de mamiferos
selvagens é vital para o entendimento da prevaléncia deste parasito no ambiente,
do seu potencial zoondtico e possibilita a identificacdo de possiveis reservatérios
para infeccdo humana (APPELBEE et al. 2005).

3.5.5. Giardia em mamiferos marinhos

As atividades humanas podem causar impacto na saude de mamiferos
marinhos pois a poluicdo quimica, a descarga de residuos da agricultura e de
esgoto nao tratado ou tratado impropriamente podem introduzir patégenos no
ambiente marinho. Cistos de Giardia tém sido detectados em amostras de agua
do mar de areas de disposicdo de esgoto tratado (JOHNSON et al.,1995;
PAYMENT et al.,2001). Moluscos como ostras e mexilhdes também albergam
Giardia (FAYER et al, 2004, GRACZYK & SCHWAB, 2000 citados por
APPELBEE et al., 2005).

Experimentos em laboratério indicaram que cistos de Giardia podem
permanecer infectantes em agua do mar por varias semanas podendo assim ser
considerados uma fonte de infecgdo para os mamiferos marinhos (NAIK et al.,
1982).

O exame microscopico de amostra fecal de foca, apds uso de anticorpo
monoclonal fluorescente, detectou cistos de Giardia. Embora estes cistos fossem
morfometricamente idénticos aos de G.duodenalis, nado foi feita a sua
caracterizacao molecular para identificacdo da espécie. Este estudo mostrou que
os mamiferos marinhos podem ser fonte potencial de transmissdo zoondética de

Giardia.
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Estudos similares tém detectado cistos de Giardia em outros pinipedes
como focas no Canadd e ledo marinho nos EUA-California (MEASURES &
OLSON 1999; DENG et al., 2000). A prevaléncia de infeccao entre estas espécies
variou de 7 a 100%, porém nao ficou claro se esta variacdo deveu-se a
localizagdo geografica, preferéncias alimentares ou sazonalidade ou se era um
artefato de tamanho da amostra e técnicas de deteccdo. A caracterizacao
genética do loci da giardina ou da subunidade menor do RNAr (SSU-rRNA)
confirmou que o ledo marinho e as focas Phoca groenlandica e Cyptofora cristatai
albergavam G.duodenalis. (DENG et al., 2000) e mais tarde, por meio de PCR,
houve confirmagcdo de que eram do grupo A (assemblage A). Assim, estes
estudos sugerem que certas espécies de mamiferos marinhos representam
reservatorios zoonoticos potenciais para Giardia embora a importancia disto na
transmissao do parasito ndo esteja ainda determinada.

Os mamiferos marinhos podem funcionar como espécies indicadoras de
contaminagcdo ambiental por parasitos veiculados por via hidrica como € o caso
de Giardia e também de Cryptosporidium (APPELBEE et al., 2005).

A chave para determinar se as atividades do homem tais como agricultura
e disposicao do esgoto sao fontes de contaminacdo ambiental é a identificacao
das espécies e subtipos destes dois parasitos que infectam naturalmente os
mamiferos.

Os mamiferos selvagens, os humanos, os animais domeésticos e o gado
contribuem para a contaminagdo ambiental. Apesar da abundancia de pesquisa
de Giardia e Cryptosporidium nos animais selvagens, pouco foi feito para
caracterizar os parasitos encontrados. Com as técnicas moleculares atualmente
disponiveis, pode-se caracterizar parasitos isolados diretamente das fezes e
assim é possivel determinar se os parasitos isolados sdo espécies novas ou se 0s
animais selvagens estdo funcionando como reservatérios para espécies de

parasitos que infectam humanos e animais domésticos (APPELBEE et al., 2005).

3.6. Tansmissao zoonotica e transmissao por via hidrica

Embora ha muito tempo a Organizacdo Mundial da Saude tenha

considerado a potencialidade zoonética da Giardia (WHO,1979) para transmissao
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direta oro-fecal ou indireta por via hidrica, ainda hoje, ndo ha confirmacao de que
a transmissao zoonética ocorra (THOMPSON 2004).

Em relagdo a transmissdo hidrica de Giardia, estd confirmado que o
consumo de agua nao tratada ou de agua contaminada com esgoto favorece a
infeccao por este parasito (HOQUE et al.,2002b; JAKUBOWSKI & GRAUN,2002)
e que a maioria das epidemias de giardiase em humanos tiveram relacdo com
contaminagéo de lengdis freaticos (JAKUBOWSKI & GRAUN,2002). Além disto, a
irrigacdo de vegetais (que habitualmente sao ingeridos crus) com agua nao
tratada ou contaminada com cistos de Giardia também é um fator de risco
(THURSTON-ENRIQUEZ et al., 2002).

A contaminagcdo do ambiente, incluindo a agua, pode ser resultante da
acao do homem, da agricultura e dos animais selvagens (HEITMAN et al.,2002)

Sabe-se que o gado, caes e animais selvagens podem albergar Giardia
duodenalis de genoétipos zoondticos bem como Giardia de gendtipos especificos
(THOMPSON et al., 2000; THOMPSON 2004).

Da perspectiva de saude publica, o maior risco zoonético é dos gendétipos
do assemblage A particularmente os do cluster A-l e em menor extensédo os
genotipos do assemblage B. Entretanto, o achado de que genétipos semelhantes
de Giardia estao dispersos em diferentes hospedeiros nao € por si s6 evidéncia
conclusiva de que a transmissdao zoonética esteja ocorrendo. Uma melhor
avaliagao disto podera vir dos estudos que avaliem as dinamicas da transmissao
da Giardia entre hospedeiros que vivem na mesma area geografica. Os gendtipos
especificos de Giardia de animais parecem estar adaptados aos seus
hospedeiros e ndo ha ainda nenhuma evidéncia epidemioldgica que sugira que
eles ocorram frequentemente na populagdo humana. Parece que eles estdo
restritos ao gado, cées e roedores e assim € pouco provavel que representem
risco zoonotico (THOMPSON et al., 2000; THOMPSON, 2004).

O achado de Giardia de morfologia semelhante a G.duodenalis em animais
selvagens foi responsavel pela incriminagdo da Giardia como agente zoondtico.
Porém, ndao houve confirmacdo do papel daqueles animais como fonte de
infeccdo para o homem. Foi a associagao entre animais infectados (castores) e
epidemias de origem hidrica em humanos que levou a OMS a classificar a Giardia

como um parasito zoonético e por isto é surpreendente que haja pouca
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informacao sobre os genétipos de Giardia presente nestes animais e nos
humanos infectados por via hidrica durante epidemias (THOMPSON, 2004).

Embora animais aquaticos também sejam comumente infectados por
Giardia, ha pouca evidéncia de que sejam fonte de contaminacao nas epidemias
de origem hidrica; parece mais provavel que estes animais infectam-se com agua
contaminada pelo homem ou pelos animais domésticos (THOMPSON 2004)

Ha poucos estudos de caracterizagao genética de Giardia isolada de agua
em casos de epidemias, mas mesmo assim nao foi possivel fazer correlagdo com
0s genotipos de Giardia conhecidos. No caso do castor, o estudo indicou que a
Giardia nele encontrada tinha genétipo A, que € considerado zoonotico, e que
provavelmente o homem teria sido a fonte de infeccdo para este animal
(THOMPSON 2004).

Ainda ndo se sabe se o impacto da transmissao zoondtica na etiologia das
epidemias de origem hidrica é significativo. Até o momento, parece que apenas
Giardia de origem humana é a principal fonte de contaminacdo da agua, e isto
pode causar impacto negativo na saude do ecossistema aquatico causando
infeccdo nos animais nele presentes (THOMPSON 2004).

O achado de moluscos aquaticos albergando Giardia de genétipo A foi
sugestivo de contaminagdo da agua com fezes de humanos parasitados
(GRACZYK et al,,1999). A associacao de pesquisa de Giardia em moluscos e
genotipagem do parasito neles encontrado, pode servir como indicagao biolégica
de contaminagdo da agua com cistos de Giardia e isto pode ser usado para a
determinacao da qualidade sanitaria da agua.

A participacao de caes e gatos como fonte de contaminagdo da agua em
epidemias foi considerada pouco provavel apesar destes animais serem
susceptiveis a Giardia de genétipo zoondético. Contudo, em 1998, em Sydney
(Austrdlia), foi relatado o encontro de cédes mortos proximos a uma rede de
abastecimento de 4gua e estes animais foram incriminados como possivel fonte
de contaminacdo, mas néo se teve informagéo sobre confirmagéo de infeccdo nos
caes ou caracterizacao genética de Giardia isolada (THOMPSON 2004).

Na Austrdlia, foi relatado o encontro de caes de area urbana parasitados
por Giardia de genétipo A (zoondético) e Giardia de genétipo D (especifico em
caes) (THOMPSON et al,1999). Assim, considera-se que ha dois ciclos de
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transmissdo no ambiente urbano doméstico e com possibilidade de transmissao
de Giardia de genétipo A entre os caes e seus donos (BUGG et al.,1999;
THOMPSON 2004). Diferentemente, no Japao, ABE et al. (2003) encontraram
caes domésticos parasitados por Giardia de genétipo D.

TRAUB et al. (2004) deram a primeira evidéncia direta de transmissdo
zoondtica entre cdes e humanos na india (Assam). Estes autores encontraram o
mesmo gendtipo de Giardia em caes e pessoas da mesma localidade e da
mesma familia. A caracterizacdo do parasito isolado foi feita com métodos
moleculares analisando 3 loci génicos: SSU-rDNA, alongamento do fator alfa-1
(af1-a) e triose fosfato isomerase (ipi). Este estudo também foi importante por ter
usado /oci multiplos na determinacdo do genétipo do parasito numa investigacao
epidemiolégica (THOMPSON et al.,2004).

A possibilidade de determinar o genétipo de Giardia de modo preciso é
uma ferramenta Util para dar evidéncia direta da transmiss@o zoonoética e também
determinar as fontes de infeccdo em situacdes de epidemia (THOMPSON et al.
(2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras de cistos de Giardia sp. de fezes de humanos, canideos e

caprinos.

Foram analisadas 98 amostras de Giardia obtidas de fezes de humanos,
canideos e caprinos sendo 69 provenientes de humanos, 21 de canideos e 8 de
caprinos. Das 69 amostras de Giardia isoladas das fezes de humanos, 17
(24,64%) foram provenientes de residentes de Curitiba, 34 (49,28%) de Telémaco
Borba, 14 (20,29%) de Antonina e 4 (5,8%) de Araucéria. Todas as amostras de
Giardia isoladas das fezes de canideos e caprinos foram oriundas de animais de
Curitiba.

4.1.1. Purificacao de cistos de Giardia por gradiente de sacarose

As fezes positivas para cistos de Giardia foram submetidas ao método de
LUTZ (Hoffman, Pons e Janer, 1940). O sedimento foi transferido para tubo
cbnico de 15 mL e lavado com &gua ultra pura e centrifugado a 600xg por 5
minutos. Este procedimento de lavagem foi repetido quatro vezes.

Apés a dultima lavagem, o sedimento fecal foi submetido a técnica do
gradiente de sacarose para isolamento dos cistos de Giardia (ROBERTS-
THOMSON,1976; ROCHA, 2003). Para isto, o sedimento fecal foi suspenso em
agua ultra pura (13 mL), por meio de agitagdo mecanica, e depositado
lentamente, com uso de pipeta, sobre uma solucado de sacarose (12,5 mL) 1 M
(gravidade especifica 1,11) contida em um tubo cénico de 50 mL e centrifugado a
400xg por 15 minutos.

Logo apos colheu-se, cuidadosamente com pipeta, o liquido da camada
intermediaria (onde se concentram os cistos) entre a agua e a solucao de
sacarose, transferindo-o a seguir para um tubo conico de 15 mL. Acrescentou-se
agua ultra pura (o dobro do volume presente no tubo), e fez-se a lavagem dos

cistos usando agitador mecanico e aplicando centrifugacdo a 600xg por 10
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minutos. Apds o descarte do liquido sobrenadante, o sedimento de cistos foi
suspenso, por meio de agitacdo mecénica, em 3 mL de agua destilada
esterilizada e repetiu-se a técnica do gradiente de sacarose, porém agora usando
2,5 mL de solucédo de sacarose 0,75M contida em tubo cénico de 15 mL. Apds
isolamento em sacarose, lavagem e concentracao por centrifugagdo como acima

descrito, os cistos foram congelados a -20°C para posterior extracdo do DNA.

4.1.2. Cepa referéncia de Giardia duodenalis

A cepa referéncia de Giardia duodenalis usada para comparagao e controle
positivo nas técnicas moleculares foi Portland-1 (ATCC30888) (Oregon-EUA).

O meio de cultivo usado para crescimento da cepa Portland foi o TYI-S-33
modificado (KEISTER,1983). A cultura de trofozoitos foi realizada de 48 a 72
horas em estufa a 37°C. Apds o cultivo, uma amostra de 10 mL de meio contendo
trofozoitos de Giardia foi submetida a centrifugacdo a 300xg por 10 minutos para
retirada do liquido sobrenadante. O sedimento resultante contendo os parasitos
foi suspenso, em 2mL de PBS pH 7,0, por meio de agitacdo mecanica, transferido
para tubos tipo eppendorf de 2mL e centrifugado a 12000xg por 5 minutos. O
liqguido sobrenadante foi descartado e repetiu-se, duas vezes, a lavagem com
PBS. Apds a ultima lavagem e descarte do liquido sobrenadante, o sedimento
parasitario foi congelado a -20°C para posteriormente ser submetido a extragéao

do &cido desoxiribonucléico (DNA).

4.2. Padronizacao da técnica de reagcao em cadeia da polimerase (PCR).

4.2.1. Extragdo de DNA

Para a padronizagdo da extracdo do DNA dos trofozoitos e cistos de
Giardia sp obtidos nos itens 4.1, foram testados o0s seguintes protocolos: a)
método classico (SAMBROOK et al, 1989), b) Congelamento e descongelamento,
(YONG et al. 2000; c) Ultra-som (BECKER, 1999); d) Salting-out (MILLER et al.,

1988; e) Congelamento/descongelamento com adicdo de enzimas (WEISS,
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1993), f) rompimento celular com auxilio de areia. A descricao detalhada dos
protocolos de extracdo de DNA esta no Apéndice 1.
O DNA de cada amostra foi diluido para uma concentracao final de 10ng/pl

e usados 6ul para um volume de reagcao de 60ul.

4.2.3. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR):

Neste experimento foram empregados dois conjuntos de primers
(iniciadores) que foram sintetizados pela Invitrogen- Brasil.

O primeiro par foi denominado GGL405-433: anterior 5 —
CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA - 3 e GGR592-622 posterior: 5'-
TTTGTGAGCGCTTCTGTCGTGGCAGCGCTAA - 3. Este conjunto de iniciadores
permite a amplificacdo de uma regido de 218 pares de bases do gene
responsavel pela produgdo da proteina giardina de Giardia duodenalis
(MAHBUBANI et al., 1992).

Outro par de iniciadores usado foi denominado: ABB97F: anterior 5° —
AGGGCTCCGGCATAACTTTCC- 3 e ABB220R: posterior 5 —
GTATCTGTGACCCGTCCGAG- 3 que permite a amplificacdo de uma regido de
163 pares de bases do gene responsavel pela produgcao da proteina HSP tanto de
Giardia duodenalis como de Giardia muris (ABBASZADEGAN, et al.,1993 apud
ROCHELLE et al.,1997). Esta proteina, conhecida como proteina do choque
térmico ou do estresse, é produzida pelos parasitos do género Giardia quando
estes sdo submetidos a temperatura alta (ABBASZADEGAN, et al., 1997).

Para a padronizacao das PCRs, feitas com os dois conjuntos de iniciadores
foram testadas cinco concentracées de MgCl. (1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mM),
utilizando apenas trofozoitos da cepa referéncia Portland-1(ATCC30888) de
Giardia duodenalis ( Tabela 1).

As condicdes da PCR para o par GGL405-433/GGR592-622 foram: um
passo de desnaturagcdo a 94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de

desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 64°C por 1 minuto e extensao a

72°C por 2 minutos, e ainda uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.
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Para o par ABB97F/ABB220R as condigdes da PCR foram: um passo de

desnaturacao a 94°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacao a 94°C

por 45 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 45

segundos e uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

TABELA 1- PROTOCOLO DOS REAGENTES DA PCR PARA IDENTIFICACAO
DE Giardia duodenalis UTILIZANDO OS INICIADORES GGL405-433
E GGR592-622

Ingredientes Concentragao Volume Concentragao
Inicial uma reagao (ul) final
Agua pura _ 41,75 -
41,15 -
40,55 -
39,95 -
39,35 -
Tampéao PCR 10x 6,00 1X
MgCl » 50mM 1,20 1,0 mM
1,80 1,5 mM
2,40 2,0 mM
3,00 2,5 mM
3,60 3,0 mM
Iniciador 1 10 uM 1,20 12,0 pmol
Iniciador 2 10 uM 1,20 12,0 pmol
dNTPs 5 mM 2,40 0,2 mM
Taq 5 U/l 0,25 1,25 U
DNA (molde)* 6,0 10,0 ng
Volume total de uma reacéao 60,0

* DNA extraido de trofozoito da cepa referéncia portland-1 (ATCC30888) DE Giardia duodenalis.

Em outro experimento testou-se a PCR empregando a temperatura de
anelamento a 55°C para os iniciadores GGL405-433 e GGR592-622, em
comparacao a temperatura de 64°.C. Variou-se também, neste experimento, as

concentracées de MgCl, (2,5 e 3,0 mM) e a origem do DNA molde, obtido por
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congelamento e descongelamento de cistos ou de trofozoitos de Giardia (tabela
2).

TABELA 2 — PADRONIZAGAO DA PCR COM DUAS CONCENTRAGCOES DE
MgCl: (25 E 3,0 mM) E DUAS TEMPERATURAS DE
ANELAMENTO (55 °C E 64°C).

Ingredientes Concentracdo  Volume de uma reacao Concentracao
Inicial ()] final
Agua ultra-pura 39,95 -
39,35 -
Tampao PCR 10x 6,00 1X
MgCl > 50mM 3,0 2,5 mM
3,6 3,0 mM
Iniciador 1 10uM 1,2 12,0 pmol
Iniciador 2 10 uM 1,2 12,0 pmol
dNTPs 5 mM 2,4 0,2 mM
Taq 5U/ul 0,25 1,25 U
DNA (molde) 6,00 10ng
Volume total de uma reacao 60,0

Nos dois experimentos anteriores, foi usada como controle positivo a cepa
Portland-1(ATCC30888) de Giardia duodenalis de humanos, e como controle
negativo usou-se agua ultra-pura. O material de todos os tubos (amostras e
controles positivo e negativo) foi coberto com 30 pl de 6leo mineral (Sigma) para
evitar evaporacdo. As reagdes foram realizadas em aparelho termociclador
(Minicycler ™ MJ Research).

Os produtos da PCR foram detectados, por meio de eletroforese, em gel de
agarose preparado a 1,6% em tampao TAE 1x concentrado (Tris base 40 mM,
acido acético 20 mM, EDTA 1 mM) e corado com brometo de etidio (Sigma). A
visualizacdo dos fragmentos de DNAs amplificados foi feita com emprego de
iluminacao ultravioleta (aparelho TFX-35M da GIBCO-BRL-Life Technologies) e
logo apos o gel foi fotografado para documentagéo. Para avaliar os tamanhos dos
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fragmentos foi usado marcador de peso molecular de DNA de 1000 pb
(Invitrogen-Brasil/ Life Technologies).

Apbs a padronizacao todas as amostras de DNA de cistos de Giardia foram
submetidas a PCR com emprego dos iniciadores especificos para G. duodenalis
(GGL405-433/GGR592-622). As condigdes padronizadas da PCR foram: um
passo de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 64°C por 1 minuto e extensao a
72°C por 2 minutos, e ainda uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. A mistura
da reacdo de amplificagdo continha: 4gua ultra-pura (g.s.p 60ul), tampao PCR
concentrado 1x ; MgCl, (2,5 mM); iniciadores GGL405-433/GGR592-622 (12
pmol cada um); dNTPs: (0,2mM cada um); Taq polimerase (1,25 U/ul); DNA
molde (10 ng), em um volume final de 60pl.

Para confirmar a especificidade do par de iniciador usado, uma amostra de
Sarcocystis sp (isolado de cao) foi submetida a PCR com as mesmas condi¢oes
empregadas para as amostras de Giardia.

4.3. Caracterizagdo de genétipos das amostras de cistos de Giardia sp.

empregando a técnica de RFLP.

A técnica de RFLP foi empregada para determinar os genoétipos de Giardia
das amostras analisadas e compara-los com o da cepa referéncia Portland-I
(ATCC 30888) (Giardia duodenalis). A técnica permite detectar variagdo genética
e distinguir gendtipos relacionados.

Todos os produtos obtidos com a PCR das amostras de Giardia dos varios
hospedeiros (humanos, canideos e caprinos) foram submetidos a digestdo com
as enzimas de restricdo Hae lll, Hha | e BspD I|. As sequéncias reconhecidas por
cada enzima (ou seja, os sitios de restricdo) sdo: 5-GGl CC-3' e 3-CCT GG-5’
para a enzima Hae lll; 5-G CGlC-3 e 3-CTGCG-5 para a enzima Hha I
5...AT.C GAT..3e 3... T AGCT TA..5 para a enzima BspD |. Usou-se 5U
(unidades) de cada uma das enzimas e incubou-se a 37°C por 4 horas, em

volume final de 15ul. O protocolo da reacdao RFLP esta descrito no apéndice 2. O
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DNA digerido foi separado em gel de agarose a 3%, preparado em tampao TBE
1x (Tris-HCI 89 mM, &cido bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0).

Uma amostra de Sarcocystis proveniente de cao, também submetida a
extracdo de DNA e a PCR com iniciadores especificos para Giardia duodenalis,
teve o seu DNA cortado com as mesmas enzimas para testar a especificidade da
reacao. Usou-se a cepa referéncia Portland-1 (ATCC30888) de Giardia de

humano, como controle positivo.
4.4. Anélise de dados da RFLP

Os fragmentos resultantes da PCR e da digestdo enzimatica foram
utilizados como caracteres para a elaboracdo de uma matriz de dados. Os
caracteres foram representados por 1 ou 0 conforme a presenca ou auséncia de
bandas. O software NTSYS- PC versdo 2.1 (Numerical Taxonomy System of
Multivariate Analysis System) foi adotado para a analise dos dados feita em
computador. O coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1908) permitie apreciar o grau
de distancia genética entre dois individuos. A distancia (D) pode ser calculada em
relacdo a semelhanca global (S) entre dois individuos (ou unidades evolutivas) de
diferentes maneiras:

D = 1-S (0<=S<=1)

D= (1-S)/S (0<=S<=1)

D= -aln (B —yS) com 0<=B —yS

A distancia de Jaccard esta relacionada a similaridade de Jaccard pela
relacdo: DJ=1-Sj. No presente trabalho, os caracteres estudados estdo presentes
em apenas dois estados (presenca = 1 e auséncia = 0). indice de similaridade de
Jaccard ndo considera informativa a dupla auséncia de um carater porque sao
marcadores dominantes. No presente trabalho foi usada a Distancia de Jaccard
adaptada a analise de dados obtidos com a técnica de RFLP.

Para a analise numérica das bandas individualizadas por eletroforese e da
distancia genética entre cepas (distancia genética de Nei) utilizou-se o programa
NTSYSpc versdo 2.1 através do agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with arithmetic averages, SNEATH & SOKAL, 1973). O método UPGMA é

um método aglomerativo de classificacdo hierarquica onde as unidades
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evolutivas, as mais similares sdo agrupadas sucessivamente. A cada etapa do

agrupamento a distancia do conjunto € calculada como média aritmética da

distancia de cada Unidade evolutiva. O método UPGMA esta incluido no NTSYS.
Para andlise dos pesos moleculares dos fragmentos obtidos com a técnica

de RFLP foi usado o programa Pro Gel Analyzer.

4.5. Deteccdo de cistos de Giardia sp em agua experimentalmente

contaminada

Agua ultra pura foi contaminada com cistos de Giardia sp. previamente
purificados (item 4.4) e contados em Camara de Neubauer. Suspensdes de 500
mL de agua contendo 1, 10, 10%, 10° , 10* e 10° cistos foram preparadas. Uma
amostra de 500 mL de agua destilada serviu como controle negativo.

As amostras de agua ultra pura experimentalmente contaminadas com
cistos de Giardia sp. foram individualmente passadas em aparato de filtracdo da
Millipore (Millipore Filter Holder part # 4), contendo membrana filtrante de acetato
celulose de diametro 47 mm e poro de 0,8 um. O conjunto foi acoplado a bomba
de vacuo ajustada a pressdao negativa de 10 a 15 cmHg (Figura 1). Apds
passagem de todo o conteudo, as paredes laterais do recipiente que recebeu a
suspensao de cistos foram lavadas com cinco jatos de PBST (PBS com Tween 80
a 0,01%). Este recipiente foi removido e sua borda foi lavada de modo que o
liquido de lavagem caisse em um saco plastico de 12 x 7cm. A membrana filtrante
foi cuidadosamente retirada com uma pinga e depositada na mesma embalagem,
a qual foram adicionados 10 mL de PBST.

A embalagem plastica foi selada e sua superficie esfregada levemente
durante 3 minutos para que ocorresse a dessorcdo dos cistos. O eluato foi
transferido para tubo cénico de 15 mL. Adicionaram-se ao saco plastico 5SmL de
PBST fechando-o a seguir, e agitando-o cuidadosamente com a méo para efetuar
a sua lavagem. Este liquido foi misturado com o eluato e centrifugado a 600xg por
10 minutos. O liquido sobrenadante foi descartado e o sedimento foi transferido
para um microtubo de 2 mL. O material foi lavado duas vezes com agua ultra

pura, por suspensao com agitador mecéanico em velocidade baixa e centrifugacao
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a 1000xg por 10 minutos. O liquido sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
congelado a —20°C para posterior extracao de DNA.

Paralelamente foi feito o controle de sensibilidade sem o procedimento de
filtracdo. Para isto foram contaminadas amostras de 1,5 mL de agua destilada
com quantidades de cistos variando de 1 a 1 x 10° cistos de Giardia sp. Este
material foi centrifugado a 1000xg por 10 minutos e descartado o liquido
sobrenadante. O sedimento foi congelado a -20°C para ser submetido a extracao
do DNA. Tanto os sedimentos de cistos provenientes de agua contaminada
filtrada como os de agua contaminada nao filtrada foram usados para extracao de
DNA e subsequente execucdao de PCR. Estes ultimos serviram como controles
positivos.

FIGURA 1 - APARELHO DE FILTRAQAO USADO PARA RECUPERAQAO DE
CISTOS DE Giardia duodenalis EM AGUA.

4.6. Deteccao de Giardia sp. em agua de estagdes de captacao e tratamento

Foi feita a pesquisa de Giardia em agua de quatro estagdes de captacao de
agua para tratamento, do estado do Parana e administradas pela SANEPAR. As
estacbes avaliadas foram: Irai, ltaqui, Iguagu e Passauna (Figura 2). De cada uma
das estacOes, foi coletada uma amostra de 5 litros de agua de cinco pontos
diferentes. Apdés a homogeneizagdo dos 25 litros de agua foi retirada uma



amostra de um litro e armazenada em frasco esterilizado e imediatamente

encaminhada ao laboratoério.

FIGURA 2 - LOCALIZACAO DAS ESTACOES DE CAPTACAO DE AGUA.
(GOOGLE —www.earth.google.com)
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De cada amostra de 1 litro de agua foram separados 300 mL para analise
de cloro total (livre + combinado) e turbidez. Ambas as determinac¢des foram feitas
por técnicos do CEPPA (Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos-
UFPR-Curitiba-PR). O método empregado para a determinagdo do cloro foi o
DPD Ferrous Titrimetric Method (/n: Standard methods for the examination of
water and wastewater. 20" . Washington: APHA; AWWA; WEF. 1998. (Method
4500-Cl F). p.4-61, 62, 63). O método empregado para a determinagdo da

turbidez foi o Nephelometric Method conforme as instru¢des do mesmo manual
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acima referido, (Method 2130 B, p.2-9,10,11). Também foi determinado o pH da
agua de todas as estacoes.

Os 700 mL restantes de agua de cada amostra foram usados para a
pesquisa de Giardia. Todas as amostras de agua foram submetidas aos
processos de filtragdo e recuperagédo de cistos em membrana Millipore descritos
no item 4.6. Os sedimentos obtidos foram congelados a -20°C para posterior
extracao do DNA.

Das estacdes de captagédo e tratamento de agua que tiveram suas aguas
analisadas para pesquisa de Giardia, foi feita também a pesquisa de parasitos em
seus respectivos lodos empregando-se o0 método de YANKO (1987). Das
estacdes Irai e Itaqui foi analisada uma amostra de lodo de cada uma delas no
més de abril de 2005. Da estacao Iguagu foram analisadas trés amostras de lodo
sendo 1 do més de abril e 2 do més de julho de 2005. Da estacdo Passauna
foram analisadas duas amostras de lodo sendo uma do més de abril e outra do
més de julho de 2005.
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5. RESULTADOS
5.1. Padronizacao da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
5.1.1. Técnica de extragdo de DNA

Na figura 3 sdo apresentados os resultados obtidos nos testes realizados
com os seguintes protocolos de extracdo de DNA de trofozoitos e cistos: salting-
out, método proposto por WEISS (1993), aplicacdo de ultra-som + WEISS e
método proposto por SAMBROOK et al. (1989). Os resultados obtidos com o
protocolo de congelamento/descongelamento com cinco ciclos e com o de uso de
areia ndo apresentaram bons resultados e por isto ndo sdo mostrados na figura
citada.

O método de extragdo com ultra-som seguido das etapas descritas por
WEISS (1993) apresentou maior concentracdo de DNA (Figura 3) e por esta

razao passou a ser a metodologia usada para as demais etapas.

FIGURA 3 - ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO OBTIDO DE CISTOS DE Giardia
duodenalis EM ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 0,8%.
1 E 2 - SALTING OUT ; 3 E 4 - METODO PROPOSTO POR WEISS
1993; 5 E 6 - APLICAGAO DE ULTRA-SOM + METODO
PROPOSTO POR WEISS 1993; 7 E 8 METODO PROPOSTO POR
SAMBROOK et al. 1989.

5.1.2. Padronizagao da PCR
Nos experimentos realizados com DNA de trofozoitos de Giardia extraido
pelo método proposto por SAMBROOK et al. (1989), visando a padronizagao da



47

concentracdo do cloreto de magnésio (MgCl,) para PCR empregando os
iniciadores GGL405-433/GGR592-622 e ABB97F/ABB220R, obtiveram-se

produtos de amplificacdo nas concentragdes de 2,5 e 3,0 MM de MgCl, (Tabela 3).

TABELA 3 - PADRONIZAGAO DA CONCENTRAGAO DE MgCl, NA REAGAO EM
CADEIA DA POLIMERASE PARA DETECCAO DE Giardia POR
PCR USANDO DIFERENTES INICIADORES.

Pares de iniciadores Concentra¢des de MgCl, (mM)
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
GGL405-433/GGR592-622 - - - + +
ABB97F/ABB220R - - - + +

+ PCR positiva, - PCR negativa
Na figura 4 observa-se o resultado da PCR apés eletroforese em gel de
agarose (1,6%) no teste das 5 concentragdes de MgCls.

FIGURA 4 — FRAGMENTOS DE DNA AMPLIFICADOS APOS REAGCAO EM
CADEIA DA POLIMERASE REALIZADA COM OS PARES DE
INICIADORES ABB97F/ABB220R (A) E GGL405-433/GGR592-622
(B) UTILIZANDO CINCO CONCENTRAGOES DE MgCl,, PM:
MARCADOR DE PESO MOLECULAR 1 KB.

MgCl, 1,0 1,56 20 25 3,0 PM 10 1,5 2,0 2,5 3,0
mM

2.000

1.000

500

100
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Na tabela 4 sdo apresentados os resultados das PCRs feitas com as
amostras de DNA de trofozoito (cepa referéncia) e cisto submetidas a 1 e 5 ciclos
de congelamento/descongelamento, usando o par de iniciadores GGL405-
433/GGR592-622, duas concentracbes de MgCl, (2,5 e 3,0mM) e duas
temperaturas de anelamento (55 e 64°C).

Em quaisquer das condigbes o resultado da amplificagdo de DNA de
trofozoitos foi positiva. Quanto aos cistos, o resultado foi positivo apenas quando
aplicados cinco ciclos de congelamento e descongelamento e temperatura de
anelamento de 64°C.

TABELA 4 — CONDIGOES DE PADRONIZAGAO DA TECNICA DE REAGAO EM
CADEIA DA POLIMERASE COM OS INICIADORES GGL405-
433/GGR592/622 TESTANDO DUAS CONCENTRACOES DE
MgClz (2,5 e 3,0 mM) e TEMPERATURAS DE ANELAMENTO A 55
E 64°C UTILIZANDO DNA DE TROFOZOITOS E CISTOS DE
Giardia  sp, EXTRAIDO POR CONGELAMENTO E
DESCONGELAMENTO

Amostra Congelamento/descongelamento Temperatura de Concentracdes de

trofozoito/ Numero de ciclos anelamento MgClz(mM)
cisto 55 e 64 °C 2,5 3,0
trofozoito 1 55 + +
5 55 + +
cisto 1 55 - -
5 55 - -
trofozoito 1 64 + +
5 64 + +
cisto 1 64 - -
5 64 + +

Portanto, para amostras de cistos de Giardia isoladas de humanos,
canideos e caprinos do Estado do Parang foi utilizada a PCR assim padronizada:
Iniciadores GGL405-433/GGR592/622; concentracao de MgCls (2,5mM), dNTPmix
(0,2mM), iniciador 1 GGL405-433 (12 pmol), iniciador 2 GGR592-622 (12 pmol),
Taq polimerase 1,25U (Figura 5). As condi¢cdes de amplificagdo foram: uma
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primeira desnaturacao a 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 1
minuto, 64°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e uma extenséo final a 72°C por 5

minutos.

5.1.8 Aplicagdo da técnica da reagcdo em cadeia da polimerase para
deteccao de Giardia sp. em fezes de humanos, canideos e caprinos do estado do

Parana.

Das 98 amostras de fezes dos varios hospedeiros (humanos, canideos e
caprinos) positivas para Giardia, 84 apresentaram-na apenas na forma de cisto ao
passo que nas outras 14 este parasito foi encontrado na forma de trofozoito e na
de cisto porém, sempre com maior quantidade desta ultima forma (Tabela 5).

Quando todas as 98 amostras de Giardia mais a cepa referéncia Portland
foram submetidas a PCR observaram-se trés padrdes de fragmentos, sendo que
19,20% apresentaram dois fragmentos (grupo Ill); 5,05% apresentaram um
fragmento com 218pb (grupo |); e 75,75% apresentaram um fragmento com
100pb (grupo 1) (Tabela 5 e Figuras 5 e 6). A amostra de Sarcocystis (SCVH3)
proveniente de canideo e submetida a PCR com iniciadores especificos para

Giardia duodenalis apresentou resultado negativo.
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FIGURA 5 - PADROES DE FRAGMENTOS DE DNA AMPLIFICADO POR
REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA Giardia duodenalis, UTILIZANDO
OS INICIADORES GGL405-433/GGR592/622. 1: DOIS FRAGMENTOS
AMPLIFICADOS; 2 E 3: UM FRAGMENTO DE 100pb; 4: FRAGMENTO DE
218pb; 5: MARCADOR DE PESO MOLECULAR: 1KB (INVITROGEN DO
BRASIL).
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FIGURA 6 - FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR REAGCAO EM CADEIA DA
POLIMERASE USANDO INICIADORES GGL405-433/GGR592-622
DE Giardia duodenalis. AMOSTRAS DE Giardia DE DIFERENTES
HOSPEDEIROS (CAPRINOS, CANIDEOS E HUMANQOS). 1 E 2:
CAPRINOS (CURITIBA), 3 A 5: CANIDEOS (CURITIBA), 6 E 7:
HUMANOS (TELEMACO BORBA), 8 A 13: HUMANOS (CURITIBA),
14 A 16: HUMANOS (TELEMACO BORBA), 17: MARCADOR DE
PESO MOLECULAR: 1KB (INVITROGEN).
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HOSPEDEIRO E LOCALIDADE E RESULTADOS DE PCR.
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ISOLADOS DE Giardia duodenalis SEGUNDO

Cédigo Hospedeiro Localidade Forma PCR
Grupo
GH9 HUMANO Curitiba Cisto [l
GH10 HUMANO Curitiba Cisto 11
GH12 HUMANO Curitiba Cisto Il
GH13 HUMANO Curitiba Cisto 1
GIC12 CANIDEO Curitiba Cisto Il
GIC16 CANIDEO Curitiba Cisto [l
GIC17 CANIDEO Curitiba  Trofozoito/cisto Il
GHTBH1 HUMANO Telémaco Cisto Il
GHLM11 HUMANO Curitiba  Trofozoito/cisto 1]
GHLM15 HUMANO Curitiba  Trofozoito/cisto Il
GCVH2 CANIDEO Curitiba Cisto [l
GCMN4 CANIDEO Curitiba Cisto Il
GHTB4 HUMANO Telémaco Cisto 11
CGMNS5 CANIDEO Curitiba Cisto 11
G+SMN2 CANIDEO Curitiba Cisto [l
GIC23 CANIDEO Curitiba Cisto [l
GIC22 CANIDEO Curitiba Cisto Il
GCPERLA CANIDEO Curitiba Cisto Il
GCCAT CANIDEO Curitiba Cisto 11
GIC2 CANIDEO Curitiba Cisto 1
GIC27 CANIDEO Curitiba Cisto [l
GIC14 CANIDEO Curitiba Trofozoito/cisto [l
GHTB9 HUMANO Telémaco Cisto Il
GHTBS HUMANO Telémaco Cisto Il
GHTB10 HUMANO Telémaco Cisto Il
GHTB13 HUMANO Telémaco Cisto Il
GHTB12 HUMANO  Telémaco Cisto Il
GHTB18 HUMANO Telémaco Cisto Il
GHTB19 HUMANO Telémaco Cisto I
GHTB20 HUMANO Telémaco Cisto I
GHTB21 HUMANO Telémaco Cisto I
GHTB46 HUMANO  Telémaco Cisto [l
GHTBA47 HUMANO Telémaco Cisto 11
GHTB22 HUMANO Telémaco Cisto 11
Cabra BR2 CAPRINO Curitiba Cisto 1
GHAR439 HUMANO Araucaria Cisto 1
GHAR574 HUMANO Araucéria Cisto Il
GHAR432 HUMANO Araucéria Cisto Il
GHTB6 HUMANO Telémaco Cisto Il
GHRK25 HUMANO Telémaco Cisto Il
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ISOLADOS DE Giardia duodenalis SEGUNDO

HOSPEDEIRO E LOCALIDADE E RESULTADOS DE PCR
(CONTINUACGAO).

Cédigo Hospedeiro Localidade Forma PCR
Grupo
GHRK53 HUMANO Telémaco  Cisto "
GHRK103 HUMANO Telémaco  Cisto "
GHRK113 HUMANO Telémaco  Cisto "
GHRK75 HUMANO Telémaco  Cisto Il
GHRK88 HUMANO Telémaco  Cisto I
GHRK108 HUMANO Telémaco  Cisto Il
GHLM®6 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto Il
GHRK105 HUMANO Telémaco  Cisto 1
GHAR570 HUMANO Araucaria  Cisto 1
CABRA7 CAPRINO Curitiba Cisto [l
Cabra6 CAPRINO Curitiba Cisto Il
Cabrab CAPRINO Curitiba Cisto 1
cabra4 CAPRINO Curitiba Cisto 1
cabra3 CAPRINO Curitiba Cisto 1
cabra2 CAPRINO Curitiba Cisto 1
cabrai CAPRINO Curitiba Cisto Il
GHTB17 HUMANO Telémaco  Cisto [l
GHTB16 HUMANO Telémaco  Cisto Il
GHTB15 HUMANO Telémaco  Cisto Il
GHTB14 HUMANO Telémaco Cisto [l
GHRK11 HUMANO Telémaco Cisto [l
GHRKS81 HUMANO Telémaco  Cisto Il
GHLM5 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto Il
GHLM7 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto 1
GHLM16 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto 1
GHLM14 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto 1
GHLM3 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto 1
GHLM1 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto [
GHLM4 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto [
GHLM2 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto [
GHLM17 HUMANO Curitiba Trofozoito/cisto 1
GHRK49 HUMANO Telémaco  Cisto Il
GHRK27 HUMANO Telémaco Cisto [l
GHRK63 HUMANO Telémaco  Cisto Il
GHRK72 HUMANO Telémaco  Cisto Il
GHRK31 HUMANO Telémaco  Cisto "
Portland HUMANO EUA Trofozoito [
GIC94 CANIDEO Curitiba Cisto [l
GIC95 CANIDEO Curitiba Cisto Il
GIC96 CANIDEO Curitiba Cisto Il
GIC97 CANIDEO Curitiba Cisto Il




53

TABELA 5 - LISTA DE ISOLADOS DE Giardia duodenalis SEGUNDO
HOSPEDEIRO E LOCALIDADE E RESULTADOS DE PCR
(CONTINUACAO).

Cédigo Hospedeiro Localidade Forma PCR
Grupo
GIC98 CANIDEO Curitiba Cisto Il
GIC99 CANIDEO Curitiba Cisto Il
GIC100 CANIDEO Curitiba Cisto 1
GHANT78 HUMANO Antonina Cisto Il
GHANT128 HUMANO Antonina Cisto Il
GHANT156 HUMANO Antonina Cisto Il
GHANT162 HUMANO Antonina Cisto Il
GHANT175 HUMANO Antonina Cisto 1
GHANT190 HUMANO Antonina Cisto 1
GHANT532 HUMANO Antonina Cisto 1
GHANT547 HUMANO Antonina Cisto Il
GHANT564 HUMANO Antonina Cisto 1
GHANT624 HUMANO Antonina Cisto 1
GHANT625 HUMANO Antonina Cisto 1
GHANT735 HUMANO Antonina Cisto 1
GH-E HUMANO Curitiba Cisto Il
GHANT90 HUMANO Antonina Cisto 1
GHANT117 HUMANO Antonina Cisto Il

A aplicacdo do programa UPGMA, usando indice de similaridade de

Jaccard, aos resultados obtidos das PCRs realizadas com os iniciadores
GGL405-433/GGR592/622 agrupou os parasitos isolados em trés grupos: o
primeiro constituido de 5 isolados de Giardia proveniente de humanos (4 de
Telémaco Borba e 1 dos EUA (cepa referéncia Portland). O segundo constituido
de 75 isolados de Giardia sendo 54 de humanos (e destes, 22 de Telémaco
Borba, 14 de Antonina, 14 de Curitiba e 4 de Araucéria), 13 de canideos
(Curitiba) e 8 de caprinos (Curitiba). O terceiro constituido de 19 isolados de
Giardia sendo 11 provenientes de humanos (e destes, 8 de Telémaco Borba e 3
de Curitiba) e 8 de canideos (Curitiba).

O Sarcocystis foi usado como grupo externo (Figura 7).

Quando se analisa a distribuicdo dos parasitos isolados de humanos,
canideos e caprinos e submetidos a técnica de PCR, nao se verificou isolamento
dos grupos formados, por hospedeiros (Figura 8).
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FIGURA 7 — DENDROGRAMA, CON§TRUI'DO COM UPGMA, COM DADOS
OBTIDOS NA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
MOSTRANDO A SIMILARIDADE GENETICA ENTRE AS
AMOSTRAS DE Giardia duodenalis ISOLADAS DOS VARIOS
HOSPEDEIROS (HUMANQOS, CANIDEOS E CAPRINOS).
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DENDROGRAMA MOSTRANDO A DISTRIBUIGAO, POR TIPO DE
HOSPEDEIRO, DOS PARASITOS ISOLADOS DE HUMANOS,
CANIDEOS E CAPRINOS E SUBMETIDOS A TECNICA DE PCR
COM OS INICIADORES GGL405-433/GGR592-622.
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5.2. Caracterizacao dos genétipos do protozoario Giardia isolado das fezes
de humanos, canideos e caprinos do estado do Parana, empregando a técnica

do Polimorfismo do comprimento do Fragmento de Restricao (RFLP).

5.2.1. Enzima BspD |

A aplicagdo do programa Pro Gel Analyzer para analise dos pesos
moleculares dos fragmentos obtidos com a técnica de RFLP, para a enzima de
restricdo BspD |, indicou a presenca de 1, 2 ou 3 fragmentos com 0s seguintes
pesos moleculares: A) 80-85pb, B) 87-91 pb; C) 102-104 pb; D) 168 pb; E) 264-
274 pb; F) 284-289 pb e G) 295-300 pb.

A combinagdo dos fragmentos permitiu observar a presenca de sete
genotipos de Giardia originados do corte com esta enzima de restricao. A figura 9
exemplifica os fragmentos de restricdo obtidos para os isolados de Giardia
trabalhados.

A aplicagdo do programa UPGMA, usando indice de similaridade de
Jaccard, aos resultados obtidos com a técnica RFLP (Polimorfismo do
comprimento do fragmento de restricdo) para a enzima de restricdo BspD |,
separou os isolados em 3 grupos:

e 0 primeiro grupo contendo 17 isolados de humanos (sendo 11 de
Antonina, 1 dos EUA (cepa referéncia), 3 de Telémaco Borba e 2 de
Curitiba) e 1 isolado de cao (Curitiba);

e 0 segundo grupo contendo 53 isolados sendo: 36 de humanos (e
destes, 21 de Telémaco Borba, 4 de Araucaria e 11 de Curitiba), 8
de caprinos (Curitiba) e 9 de canideos (Curitiba);

e 0 terceiro grupo contendo 23 isolados sendo 12 de humanos ( e
destes, 8 de Telémaco Borba e 4 de Curitiba) e 11 isolados de
canideos (Figura 10).
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FIGURA 9 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (3%) DOS PRODUTOS
DA PCR COM OsS INICIADORES GGL405-433/GGR592-62 PARA
Giardia ISOLADA DE HUMANOS E DE CANIDEQOS, APOS CORTE
COM A ENZIMA DE RESTRICAO BspD 1. 1: MARCADOR DE
PESO MOLECULAR DE 50 pb, 2 A 4: HUMANO (CURITIBA), 5:
CANIDEO (CURITIBA), 6: HUMANO (TELEMACO BORBA), 7 E 8:
HUMANO (CURITIBA), 9 E 10: CANIDEO (CURITIBA), 11:
HUMANO (TELEMACO BORBA), 12 A 20: CANIDEO (CURITIBA).
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FIGURA 10 - DENDROGRAMA CONSTRUiDO COM OS DADOS OBTIDOS DA
APLICACAO DA TECNICA RFLP, COM A ENZIMA DE
RESTRICAO BspD |, AOS FRAGMENTOS DE DNA
RESULTANTES DA PCR COM OS INICIADORES GGL405-
433/GGR592-622, DAS AMOSTRAS DE Giardia ISOLADAS DE
HUMANQOS, CANIDEOS E CAPRINOS.
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5.2.2 Enzima Hae lll

A aplicagdo do programa Pro Gel Analyzer para andlise dos pesos
moleculares dos fragmentos obtidos com a técnica de RFLP para a enzima de
restricdo Hae lll indicou a presenga de um, dois, trés, quatro ou cinco fragmentos
com o0s seguintes pesos moleculares: A) 69-73pb, B) 96 a 98 pb; C) 138-147pb;
D) 173-176pb; E) 230pb. A combinacao dos fragmentos permitiu observar a
presenca de seis gendtipos de Giardia originados do corte com esta enzima de
restricdo. A figura 11 exemplifica os fragmentos de restricdo obtidos para os
isolados de Giardia trabalhados.

A analise fenética usando o programa UPGMA, com indice de similaridade
de Jaccard, para os resultados obtidos com a técnica RFLP (Polimorfismo do
comprimento do fragmento de restricao) para a enzima de restricao Hae Il
separou os isolados em 7 grupos:

e 0 primeiro contendo 10 isolados de humanos (sendo 9 de Telémaco
Borba e 1 de Curitiba), 1 isolado de caprino (Curitiba) e 3 isolados
de canideos (Curitiba);

e 0 segundo grupo contendo 69 isolados sendo: 52 de humanos (e
destes, 14 de Antonina, 14 de Curitiba, 20 de Telémaco Borba e 4
de Araucaria), 10 isolados de canideos e 7 isolados de caprinos;

e 0 terceiro contendo 3 isolados de canideos (Curitiba);

e 0 quarto contendo 1 isolado de humano (Curitiba) e 2 isolados de
canideos.

e 0 quinto contendo 3 isolados de humanos (sendo 2 de Telémaco
Borba , 1 dos EUA (cepa referéncia) e 2 isolados de canideo
(Curitiba);

e 0 sexto contendo 1 isolado de canideo (Curitiba);

e 0 sétimo contendo 2 isolados de humanos sendo 1 de Curitiba e 1
de Telémaco Borba (Figura 12).
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FIGURA 11 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (3%) DOS PRODUTOS
DA PCR COM OS INICIADORES GGL405-433/GGR592-62 PARA
Giardia iISOLADA DE CANIDEOS E HUMANOS, APOS CORTE
COM A ENZIMA DE RESTRICAO Hae Ill. 1 A 9: CANIDEOS
(CURITIBA), 10: HUMANO (TELEMACO BORBA), 11: HUMANO
(CEPA PADRAO - EUA), 12: MARCADOR DE PESO
MOLECULAR DE 50-2000 pb.
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FIGURA 12 - DENDROGRAMA CONSTRUIDO COM OS DADOS OBTIDOS DA

APLICACAO DA TECNICA RFLP, COM A ENZIMA DE RESTRICAO
Hae 1ll, AOS FRAGMENTOS DE DNA RESULTANTES DA PCR
COM OS INICIADORES GGL405-433/GGR592-622, DAS
AMOSTRAS DE Giardia ISOLADAS DE HUMANQOS, CANIDEOS E
CAPRINOS.
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5.2.3 Enzima Hhal

A aplicagdo do programa Pro Gel Analyzer para analise dos pesos
moleculares dos fragmentos obtidos com a técnica de RFLP para a enzima de
restricdo Hha | indicou a presenca de um a sete fragmentos com os seguintes
pesos moleculares: A) 14-15pb; B) 24pb; C) 38-40pb; D) 41-42pb; E) 59-61pb; F)
65-67pb; G) 71-75pb; H) 90pb; 1) 184-188pb; J) 206-210pb; L) 218 a 220pb. A
combinagao dos fragmentos permitiu observar a presenca de treze gendtipos de
Giardia originados do corte com esta enzima de restricao. A figura 13 exemplifica
os fragmentos de restricdo obtidos para os isolados de Giardia trabalhados.

A aplicagdo do programa UPGMA, usando indice de similaridade de
Jaccard, aos resultados obtidos com a técnica RFLP (Polimorfismo do
comprimento do fragmento de restricao) para a enzima de restricao Hha | separou
0s isolados em 6 grupos:

e 0 primeiro contendo 7 isolados sendo 3 de humanos de Telémaco
Borba e 4 de canideos (Curitiba).

e 0 segundo contendo 1 isolado de caprino (Curitiba).

e 0 terceiro contendo 1 isolado de caprino e 6 isolados de humanos
sendo 5 de Telémaco Borba e 1 de Curitiba.

e 0 quarto contendo 38 isolados sendo: 31 de humanos (e destes, 12
de Curitiba, 6 de Antonina, 11 de Telémaco Borba, 1 dos EUA (cepa
referéncia) e 1 de Araucaria); 4 isolados de canideos (Curitiba) e 3
isolados de caprinos (Curitiba).

e 0 quinto contendo 8 isolados sendo 4 de humanos (e destes, 3 de
Telémaco Borba e 1 de Antonina) e 4 de canideos (Curitiba).

e 0 sexto contendo 27 isolados sendo: 9 de canideos (Curitiba) e 18
de humanos (e destes, 5 de Antonina, 6 de Telémaco Borba, 3 de
Araucaria e 4 de Curitiba) (Figura 14).
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FIGURA 13 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (3%) DOS PRODUTOS
DA PCR COM OS INICIADORES GGL405-433/GGR592-62 PARA
Giardia ISOLADA DE HUMANOS E DE CANIDEOS, APOS
CORTE COM A ENZIMA DE RESTRICAO Hha I. 1: MARCADOR
DE PESO MOLECULAR DE 50-2000 pb, 2 A 4: HUMANO
(CURITIBA), 5: CANIDEO (CURITIBA), 6: HUMANO (TELEMACO
BORBA), 7 E 8 HUMANO (CURITIBA), 9 E 10: CANIDEO
(CURITIBA), 11: HUMANO (TELEMACO BORBA), 12 A 20:
CANIDEO (CURITIBA).
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FIGURA 14 - DENDROGRAMA COI}ISTRUiDO COM OS DADOS OBTIDOS DA
APLICACAO DA TECNICA RFLP, COM A ENZIMA DE
RESTRICAO Hha |, AOS FRAGMENTOS DE DNA RESULTANTES
DA PCR COM OS INICIADORES GGL405-433/GGR592-622, DAS
AMOSTRAS DE Giardia ISOLADAS DE HUMANOS, CANIDEOS E
CAPRINOS.

RFLP- Hhal




65

Se considerarmos, isoladamente, cada uma das 3 enzimas usadas, a Hae
lll foi a que separou os isolados de G. duodenalis de humanos, canideos e
caprinos do estado do Parand em numero maior de grupos totalizando sete
grupos.

A enzima Hha | separou-os em 6 grupos e a BspD | separou-os em 3
grupos.Portanto, a enzima mais eficiente para diferenciar os grupos foi a enzima
Hae Il e a menos eficiente foi a BspD I.

Considerando as 3 enzimas juntas, os isolados foram separados em 4
grupos.

O primeiro grupo contendo 1 isolado de humano de Telémaco Borba e 1
isolado de canideo (Curitiba).

O segundo contendo 21 isolados, mas sendo dividido em 2 subgrupos: | e
[l. O subgrupo | contendo 12 isolados sendo: 4 de humanos de Telémaco Borba,
1 de humano de Curitiba e 7 isolados de canideos (Curitiba). O subgrupo Il
contendo 9 isolados (e destes, 6 de humanos (sendo: 2 de Araucéria, 1 de
Curitiba e 3 de Telémaco Borba), 1 isolado de caprino (Curitiba), e 2 isolados de
canideos (Curitiba).

O terceiro contendo 69 isolados, mas sendo dividido em 2 subgrupos: | e Il.
O subgrupo | contendo 8 isolados sendo: 7 de humanos (e destes, 2 de Telémaco
Borba, 3 de Antonina, 1 dos EUA (cepa referéncia), 1 de Curitiba) e 1 de canideo
(Curitiba). O subgrupo Il contendo 61 isolados sendo: 45 isolados de humanos (e
destes, 13 de Curitiba, 21 de Telémaco Borba, 9 de Antonina e 2 de Araucaria), 7
isolados de caprino e 9 isolados de canideos (Curitiba).

O quarto grupo contendo trés isolados sendo dois de humanos (1 de
Telémaco Borba e 1 de Curitiba) e um de canideo de Curitiba (Figura 15).

Assim, a RFLP indicou a presenca de 4 grupos genéticos distintos nos
isolados de G.duodenalis analisados e em dois deles uma subdivisdo.

A cepa referéncia Portland — 1 (ATCCC30888) ficou situada no grupo 3, o
maior deles (Figura 15).
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FIGURA 15 - DENDROGRAMA CONSTRUIDO COM OS DADOS OBTIDOS DA

APLICAGAO DA TECNICA RFLP, COM AS ENZIMAS DE
RESTRICAQO BspD |, Hae lll e Hha |, AOS FRAGMENTOS DE DNA
RESULTANTES DA PCR COM OS INICIADORES GGL405-
433/GGR592-622, DAS AMOSTRAS DE Giardia ISOLADAS DE
HUMANOQOS, CANIDEOS E CAPRINOS.
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Quando se analisa a distribuicdo dos parasitos isolados de humanos,
canideos e caprinos submetidos a técnica RFLP, ndo se verifica isolamento dos
grupos formados, por hospedeiro e nem por localidade (Figuras 18 e 19, apéndice
3).

5.3. Determinacdo da sensibilidade da PCR por procedimento de
recuperacao de cistos de Giardia por filtragcdo de agua em membrana de acetato
de celulose.

A figura 16 mostra os resultados das amplificagcbes por PCR dos
fragmentos génicos de Giardia, nas amostras de &gua contaminadas
artificialmente com cistos e submetidas a filtracdo. As amostras que serviram
como controles positivos nao foram filtradas. Para o controle negativo (sem cisto)

nao houve amplificagéo.

FIGURA 16 - ELETROFORESE EM GEL DE_AGAROSE (1,6%)
CORRESPONDENTE A AMPLIFICACAO DE FRAGMENTO
GENICO ESPECIFICO DE Giardia duodenalis EM AMOSTRAS
DE CISTOS RECUPERADOS POR FILTRACAO EM
MEMBRANA. MARCADOR DE PESO MOLECULAR: 1kb.
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A padronizagdao do método mostrou que a metodologia é sensivel para detectar
a presenca de um unico cisto de Giardia duodenalis nos controles positivos. Quando
as amostras de agua foram submetidas a filtracdo, verificou-se que ainda assim a

metodologia é capaz de detectar a presenca de 10’ cistos.

5.4 Deteccao de Giardia duodenalis em agua nao tratada de quatro

estacbes de captagao e tratamento

Os resultados da andlise dos parametros quimico (dosagem de cloro) e
fisico (determinacdo da turbidez) da agua das 4 estacdes de captacao (Irai,
ltaqui, Iguagu e Passauna) foram idénticos: quanto ao cloro total (livre +
combinado) foi menor que 0,10 mg Cl./L e quanto a turbidez foi menor que 1,00
NTU (Nephelometric Turbidity Units = unidades nefelométricas de turbidez).
Quanto ao pH os resultados foram: Irai 6,07; Itaqui 7,00; Iguagu 7,04 e Passauna
7,46.

A tabela 6 mostra os resultados da pesquisa de parasitos, pelo método de
YANKO (1987), nos lodos das quatro estacbes de captacdo e tratamento de

agua.

TABELA 6 - RESULTADOS DA PESQUISA DE PARASITOS, PELO M~ETODO
DE YANKO (1987), NOS LODOS DAS QUATRO ESTACOES DE
CAPTACAO E TRATAMENTO DE AGUA, ANO 2005.

HELMINTOS PROTOZOARIOS
ESTACAO  Més  Ne°total N° de % Numero
de de ovos Viabilidade de
coleta ovos/gMS*  vidveis/gMS* cistos /gMS*
IRAI Abril 0 0 0 0,40
ITAQUI Abril 1,87 0,68 36,36 0
IGUAGU Abril 0 0 0 0
Julho 0,34 0 0 0,50
Julho 0 0 0 2,00
PASSAUNA  Abril 4,80 0,05 1 0
Julho 0 0 0 0,24

* gMS = grama de matéria seca
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Todas as amostras de agua das quatro estagdes de captacao e tratamento
(Irai, Itaqui, lguagu e Passauna) submetidas a PCR com iniciadores especificos
para Giardia duodenalis, deram resultado positivo (Figura 17).

FIGURA 17 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (1,6%) MOSTRANDO
AS BANDAS CORRESPONDENTES A AMPLIFICACAO DE
FRAGMENTO GEN,ICO ESPECIFICO DE Giardia duodenalis NAS
AMOSTRAS DE AGUA DAS ESTACOES DE CAPTACAO E
TRATAMENTO. 1 E 2: CONTROLES NEGATIVOS; 3: CEPA
REFERENCIA; 4: IRAI; 5: PASSAUNA: 6: ITAQUI; 7: IGUACU; 8:
MARCADOR DE PESO MOLECULAR: 50-2000 pb.
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6 - DISCUSSAO

Sao escassos 0s estudos moleculares com cistos de Giardia obtidos
diretamente das fezes dos seus hospedeiros (WEISS et al.,1992; WEISS,1993). A
maioria dos estudos realizados no exterior ou no Brasil, foram feitos com o DNA
do trofozoito normalmente obtido ap6s processo de desencistamento do parasito,
in vitro, € mantido em meio de cultivo apropriado ou entdo, apés passagem do
parasito em animal susceptivel como o gerbil ou o camundongo (McINTYRE et
al., 2000; ROCHA, 2003).

O cultivo do trofozoito in vitro e a manutencdo do parasito em animal
susceptivel sdo atividades laboratoriais trabalhosas, caras e necessitam de
técnicos especializados. Os cistos obtidos diretamente de hospedeiros
naturalmente parasitados talvez representem melhor a infecgéo real, ao contrario
dos trofozoitos obtidos por desencistamento in vitro e mantidos em meio de
cultivo, e/ou até mesmo os trofozoitos e cistos obtidos por infecgao experimental
de um animal susceptivel. O manuseio e a manutencgao artificial do parasito em
laboratério talvez possam comprometer alguns tipos de estudos feitos com
Giardia. Sabe-se que nem todas as espécies de Giardia desenvolvem-se in vitro,
€ 0 caso, por exemplo, de alguns isolados de Giardia de humanos e da Giardia
isolada de cao que tem se mostrado refrataria ao cultivo axénico (THOMPSON,
2004).

O cisto além de ser a forma passivel de transmissao pela agua e/ou pelos
alimentos crus (verduras, frutas), resiste as adversidades ambientais mais
facilmente do que o trofozoito. Por isto, tem mais importancia em satude humana
individual e coletiva, e nas analises epidemiolégicas que tratam da questao do
potencial zoondtico do parasito. Dai 0 nosso interesse em usar o cisto e ndo o
trofozoito da Giardia nos estudos moleculares sobre este parasito.

Para que tal estudo fosse possivel, foi necessario definir um protocolo de
experimentacdo para a obtengdo do DNA gendmico do cisto do parasito. Com
este intuito e apds consulta a bibliografia pertinente ao assunto, elaboramos, com
adaptacgodes, seis protocolos de processos de extracdo do DNA que s&o usados
rotineiramente em biologia molecular. Um baseava-se em processo tradicional

(SAMBROOK et al. 1989) com uso das enzimas proteinase K e RNAse e extragao
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com solventes organicos (fenol/clorofébmio), outros dois em processos fisicos,
sendo um em choque térmico por congelamento seguido de descongelamento
(YONG et al., 2000) e o outro em ultra-som (BECKER,1999). Um quarto, “salting-
out”, constava de processo quimico com emprego de detergente SDS, enzima
(proteinase K) e sal (NaCl) em concentragéo alta (MILLER et al.,1988). O quinto
baseava-se na combinacao dos processos fisicos ja citados (choque térmico e
ultra-som) e uso das enzimas lisozima, proteinase K e RNAse. O sexto
fundamentava-se em uso de areia esterilizada para romper os cistos. Testamos
estes protocolos com cistos de Giardia obtidos das fezes de humanos e isolados
com a técnica do gradiente de sacarose. Com todos o métodos testados para a
extracdo do DNA de trofozoitos de Giardia provenientes de cultivo, os resultados
foram equivalentes, porém o mesmo nao aconteceu com os cistos. HA que
considerar que no cisto deste parasito, o DNA gendmico esta bem protegido pela
membrana nuclear, pela membrana do trofozoito contido no cisto e ainda pela
membrana cistica, ao passo que no trofozoito, ha a protecdo da sua membrana e
da do nucleo. Na verdade, tivemos dificuldades que constatamos serem devidas
ao nao rompimento da parede do cisto dependendo do tipo de processo
empregado para a extracdo do DNA.

Nas primeiras tentativas de extracdo de DNA dos cistos, empregamos o
processo tradicional (SAMBROOK et al. 1989) que se baseia em uso de enzima
proteinase K, RNAse e extragcdo com solventes organicos (fenol/clorofémio), mas
os resultados foram pouco satisfatorios.

Consultando a bibliografia pertinente ao assunto, verificamos que alguns
autores citavam o processo de congelamento e descongelameto para Giardia e
Cryptosporidium e por isto resolvemos testa-lo.

Iniciamos com um ciclo de congelamento a -196°C (nitrogénio liquido) e
descongelamento a 95°C, porém os resultados obtidos também foram
insatisfatérios. Entdo, aumentamos o numero de ciclos do processo, mas mesmo
assim, ndo houve melhora significativa dos resultados. Com o intuito de resolver o
problema, fizemos experimentos com 1, 2, 3, 4 e 5 ciclos de
congelamento/descongelamento acompanhando, com observagao microscépica,
0 que acontecia com os cistos apds cada ciclo do processo. Assim, verificou-se
que apds serem submetidos a 1 ciclo de congelamento/descongelamento, os
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cistos ndao se rompiam. Apds cinco ciclos poucos cistos romperam-se. Ao
microscoépio, observava-se ja a partir de 1 ciclo, que os cistos apresentavam uma
massa interna disforme e retraida, sem qualquer vestigio da morfologia interna
caracteristica do parasito, que possibilitasse o reconhecimento do trofozoito no
interior do cisto. Todavia, a parede cistica mostrava-se intacta sem qualquer sinal
indicativo de rompimento.

Nossos achados coincidiram com os de ERLANDSEN et al. (1990) no que
se refere a perda da morfologia interna dos cistos, porém diferiram quanto ao
aspecto da parede cistica pois nao encontramos, nas amostras examinadas,
nenhum cisto com parede rompida, provavelmente, como trabalhamos neste
experimento com numero pequeno de amostras, ndo tivemos oportunidade de
presenciar o fato. De qualquer forma, as temperaturas de -196°C e 95°C por noés
empregadas, surpreendentemente, parecem nao danificar a parede cistica ou se
o fazem, isto ndo acontece com a maioria dos cistos.

ERLANDSEN et al. (1990) testaram o efeito de 1 a 3 ciclos de
congelamento (-16°C) e descongelamento (20 °C) em cistos de Giardia muris e
Giardia duodenalis (por eles denominada G.lamblia) e observaram os resultados
com uso de imunofluorescéncia, microscopia de campo brilhante e microscopia
eletrbnica de varredura. Os referidos autores constataram que a
imunofluorescéncia permitia a deteccao de cistos congelados, porém a coloracéao
era menos intensa do que nos cistos ndo congelados. Além disto, a técnica foi
eficiente até mesmo na detecgdo dos que apresentavam sinal de deformacéo ou
rompimento da parede. Ainda segundo os mesmos autores, quanto a microscopia
de campo brilhante, ela ndo permitiu a identificacdo dos cistos congelados cuja
parede estava deformada, ao contrario da imunofluorescéncia e da microscopia
eletrbnica de varredura.

E interessante notar que nds empregamos temperaturas bem mais
impactantes do que as usadas pelos autores acima referidos, € mesmo assim,
ndo foi constatado o rompimento dos cistos. Isto talvez explique nossos
resultados negativos, pois como ndo houve rompimento da parede cistica, 0 DNA
do parasito ficou retido no interior dos cistos, todavia, como apareceram sinais
ténues de DNA no gel apés eletroforese, é provavel que um ou outro cisto tenha

sofrido rompimento.
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Enfim, o processo de congelamento/descongelamento usado isoladamente,
nao funcionou. Isto realmente nos surpreendeu bastante, pois apesar de
conhecermos a resisténcia dos cistos de Giardia a alguns fatores quimicos e
fisicos, ndao esperavamos que fossem tdo resistentes ao choque térmico,
principalmente nas temperaturas de -196°C e 95°C.

Outra tentativa para obtengcdo do DNA do parasito foi testar o processo de
desencistamento (FEELY et al.,1991) para obtencao do trofozoito e depois fazer a
extracao do seu DNA. Contudo, este processo € trabalhoso, requer muitas etapas
e tempo de observagdo microscopica, o rendimento € baixo e seria mais uma
etapa a ser introduzida na atividade laboratorial programada para alcangar nossos
objetivos. Assim, decidimos buscar outra metodologia.

Tentamos outro processo para romper o cisto pelo atrito com areia
esterilizada. Porém, também nao forneceu bons resultados porque no final do
procedimento, o produto apresentava-se muito sujo, tornando dificil a obtengéo de
material sem interferentes (contaminantes) o que dificultava a realizacdo das
etapas posteriores previstas e assim excluimos este processo.

Nova tentativa de extracdo de DNA dos cistos foi feita, agora usando sal
(NaCl) em concentragdo elevada (método salting-out que normalmente é
empregado para obtengdo do DNA de células sanguineas), mas no caso de
Giardia, os resultados ndao foram muito melhores do que os obtidos com os
métodos até entdo testados.

Devido a persisténcia do problema, resolvemos testar o ultra-som, outro
processo para obtencdo do DNA dos cistos. Fizemos testes controlando ao
microscépio o efeito do ultra-som nos cistos do parasito, variando o nimero de
ciclos e o tempo de exposicao. O ultra-som causou o rompimento dos cistos e
obtivemos bons resultados com 4 ciclos de 30 segundos de exposicao e intervalo
de 60 segundos. Por isto, finalmente, este processo foi o escolhido. E
interessante notar que, na literatura sobre extracao de DNA de células, ha quem
nao recomende o uso do ultra-som (SURZYCKI, 2000) para rompimento celular
alegando que ele e outros processos fisicos causam cisalhamento do DNA.
Contudo, em Giardia, parece que nao houve problemas.

Testamos ainda o método descrito por WEISS (1993) para obtencao de

DNA de Giardia. Este se baseia na associacdo de processo fisico por
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congelamento/descongelamento, enzimas (proteinase K, RNAse e lisozima) e
extragdo com solventes organicos. Este método funcionou e acabamos
associando-o ao ultra-som que rendeu maior quantidade de DNA.

Enfim, quanto a extracdo de DNA de trofozoitos e cistos de Giardia
constatamos, pelos experimentos realizados, que € mais facil trabalhar com o
trofozoito do que com o cisto. Além da dificuldade em romper o cisto, ha que
considerar que as amostras, por nés analisadas, apresentaram quantidade de
cisto muito variada, pois mesmo nao tendo feito uma avaliagdo quantitativa real
de cada amostra, a grosso modo, tivemos amostras com poucos e com muitos
cistos. Certamente o nimero de cistos presentes em cada amostra interferiu na
qualidade do resultado obtido.

Quanto a padronizagdo da PCR convém ressaltar que na literatura de
biologia molecular de Giardia e de outros microorganismos, a concentracao de
cloreto de magnésio normalmente empregada é 1,5mM. Contudo, ao testa-la com
o DNA de Giardia (cepa Portland-1ATCC30888) verificamos que, nas condicbes
laboratoriais por noés utilizadas, nao funcionou pois sé obtivemos PCR positiva a
partir da concentracao de 2,5mM. Como o resultado foi idéntico para duas
concentracgdes (2,5 e 3,0mM), adotamos a de menor valor (2,5mM) por questao
de economia do produto e para evitar ocorréncia de dimero de iniciador, pois
segundo ROCHELLE et al. (1997), concentracao alta de cloreto de magnésio
facilita o aparecimento de produtos inespecificos na PCR.

Quanto a escolha dos iniciadores para uso neste trabalho, optamos pelos
descritos por MAHBUBANI et al. (1992): GGL405-433 e GGR592-622 (que
amplificam uma regido de 218 pares de bases do gene que codifica a proteina
giardina de Giardia duodenalis), devido a sua especificidade e sensibilidade
consistentemente determinadas pelo autor.

Segundo MAHBUBANI et al. (1992) e ROCHELLE et al. (1997) o par de
iciadores GGL405-433/GGR592-622 ¢é especifico para Giardia duodenalis
parasito do homem e de outros mamiferos ndo roedores, ao passo que o par
ABB97F/ABB220R identifica Giardia duodenalis e também Giardia muris parasito
de roedores. Por estas razdes, e pelo fato das amostras fecais, por nés
analisadas, nao terem sido provenientes de roedores, escolhemos o par GGL405-
433/GGR592-622.
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Concordamos com ROCHELLE et al. (1997) que um teste de PCR com
iniciadores especificos para o parasito de interesse, € mais conveniente e mais
rapido para uso rotineiro pois elimina o procedimento de identificacdo da espécie
apos a PCR.

O par de iniciadores escolhido para execugao da PCR com as amostras de
Giardia por nés isoladas, permitiu a confirmacao da espécie Giardia duodenalis
em humanos, canideos e caprinos do estado do Parana. Este é o primeiro registro
do encontro deste parasito em caprinos no estado paranaense. Em relacdo ao
parasitismo de Giardia em caprinos, BOMFIM et al. (2004) afirmaram terem
assinalado pela primeira vez no Brasil (Rio de Janeiro) o encontro deste
protozoario neste grupo de mamiferos. Porém, a espécie nao foi identificada.

O diagnostico de Giardia com uso de métodos tradicionais de microscopia,
apos emprego de métodos de concentracao (centrifugacao e flutuacao em sulfato
de zinco), continua a ser um indicador confiavel de infeccdo em humanos e
animais (ZAJAC et al. 2002; THOMPSON 2004).

A deteccdo da espécie G. duodenalis em fezes, pode ser feita com
microscopia e ELISA, porém estes métodos tém valor limitado na epidemiologia
da giardiase principalmente no que se refere a fonte de contaminacao.

O uso da imunofluorescéncia direta melhorou a deteccao e a quantificacao
de cistos eliminados, e permitiu uma determinagdo mais precisa das taxas de
prevaléncia do parasito bem como da de excrecao de cistos nas fezes quando
comparada com a microscopia convencional (O’HANDLEY ,2002; THOMPSON
2004). Contudo, a imunofluorescéncia ndo permite a distincdo entre parasitos
idénticos na morfologia e distintos na genética (gendtipos). A microscopia nao
permite a distingdo genotipica e em qualquer investigagcdo epidemioldgica é
imprescindivel o uso de uma técnica de diagnostico sensivel e especifica para a
determinacao do agente etiolégico causador da infecgcdo (THOMPSON 2004).

No caso particular de Giardia as técnicas moleculares tém contribuido
bastante para melhorar o diagnostico. Tais técnicas principalmente as que tém
como base a PCR (Reacao em cadeia da polimerase), tém mais sensibilidade e
especificidade do que as técnicas tradicionais, sendo também mais fidedignas do
que as que se fundamentam em microscopia e/ou imunodiagnostico (McGLADE
et al.,2003a; THOMPSON 2004).



76

Uma das principais vantagens da PCR ¢é a facilidade de interpretacédo a
partir da visualizagdo de um numero pequeno de bandas no gel, porém a sua
sensibilidade muito alta pode dificultar a interpretacdo do resultado, como nestes
exemplos: McGLADE et al. (2003a) em pesquisa de Giardia em gatos domésticos,
usando microscopia detectou 5% dos felinos infectados, ao passo que com a PCR
detectou 80% de positividade corroborada pela deteccao de antigeno nas fezes.
TRAUB et al. (2004) em estudo semelhante com cdes, na india, usando
microscopia detectou prevaléncia de 3 % e com PCR 20%.

Segundo THOMPSON (2004) tais resultados ndo podem ser estimados
considerando-se a natureza intermitente da eliminagdo de cisto, e levanta
questées a respeito do significado clinico e epidemioldgico destas infecgdes,
presumivelmente baixas, que resultam em excrecdo de quantidades minimas de
cistos (forma infectante) (McGLADE et al. 2003a).

A associacdao de PCR e RFLP tem sido empregada, com sucesso, por
varios pesquisadores para distinguir os genoétipos de Giardia de humanos (AMAR
et al. 2003; HOMAN et al.,1998; MONIS et al., 1996 citados por READ et al.,
2004).

No nosso estudo com Giardia duodenalis isolada das fezes de humanos,
canideos e caprinos do estado do Parana-BR e uma cepa referéncia (Portland-
1ATCC30888) proveniente de cultivo, a aplicagdo da técnica RFLP aos produtos
obtidos com a PCR, possibilitou a distincao dos isolados. Quatro grupos genéticos
principais foram observados sendo que dois destes se subdividiram em dois
subgrupos indicando, portanto, a existéncia de variabilidade genética intra-
especifica. A cepa referéncia Portland ficou inserida no grupo 3, subgrupo Il. No
grupo 3 foi agrupado o maior numero de isolados, representando 70,4%. Junto a
cepa referéncia estdo alguns isolados de humanos e canideos. Sabe-se de
literatura, que a cepa referéncia foi caracterizada como grupo A | (MONIS et al.
1996,1998; HOMAN et al.1998; ROCHA,2003).

Interessante observar que nos quatro grupos formados néo foi possivel
separar 0s genotipos por hospedeiro, ou local de procedéncia dos isolados o que
confirma o potencial zoondtico de Giardia duodenalis. Apesar deste dado ndo ser
uma evidéncia conclusiva (THOMPSON, 2004), a ocorréncia destes gendtipos em

simpatria nos incita a levantar a hipoétese de mesma fonte de infeccao para os
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diferentes hospedeiros e a considerar a possibilidade dos animais domésticos
amplificarem a populacdo do parasito aumentando a pressdo parasitaria e
induzindo epidemias.

AMAR et al. (2003) descreveram um método de “nested” PCR para o gene
da triose fosfato isomerase (TPI-PCR) de Giardia duodenalis, que permite
distinguir os conjuntos A e B (genétipos A e B) em fezes de humanos.
Posteriormente aplicaram a técnica de RFLP e diferenciaram, no conjunto A, dois
subgrupos: | e Il. Segundo estes autores o método € especifico, sensivel,
reprodutivel e rapido.

READ et al. (2004) desenvolveram um teste associando PCR e RFLP para
caracterizagcdo de isolados de Giardia duodenalis de morfologia idéntica
provenientes de varios hospedeiros. Neste teste usaram iniciadores que
amplificam a regido de 432pb do gene gdh (glutamato desidrogenase) de Giardia
dos conjuntos A I, A ll, B lll, B IV, C, D e E de Giardia duodenalis. Segundo os
autores este € um método fidedigno, simples, rapido e capaz de mostrar o nivel
de discriminacao genotipica obtido com o sequenciamento e tem a vantagem de
detectar infeccdo simultdnea por Giardia de gendtipos diferentes, ou seja,
infeccdo mista. Outra vantagem é que permite a genotipagem de Giardia isolada
diretamente das fezes de humanos e de animais e isto pode ser util para o
conhecimento da epidemiologia do parasito, principalmente durante uma
epidemia. No presente trabalho considerando-se apenas a RFLP com a enzima
de restricdo Hae lll obtiveram-se seis grupos. Apesar de serem metodologias
diferentes, ambas indicam variabilidade genética da populagdo de Giardia
confirmando a hip6tese de complexo de espécies (TOMPSON et al., 2000).

A biologia molecular realmente € um método sensivel, pois, permite a
revelacdo de aspectos epidemiolégicos até entdo desconhecidos como a
ocorréncia de variabilidade genética, a existéncia de complexo de espécies e
infeccdo de diferentes hospedeiros em condi¢cao simpatrica, ndo reveladas com o
uso da microscopia (McGLADE et al., 2003a apud READ et al., 2004).

No Brasil ha ainda poucos estudos sobre a caracterizacao molecular de G.
duodenalis. ROCHA (2003) caracterizou trés isolados de G. duodenalis de
humanos de Minas Gerais (Belo Horizonte) e comparando-os com a cepa

Portland-1 obteve dois grupos principais: um representado pela Portland e o outro
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pelos trés isolados citados. Estes ultimos subdividiram-se em dois subgrupos: um
contendo 1 isolado e outro 2 isolados e constatou também que a Portland e os
trés isolados pertenciam ao gendétipo A. A autora usou como metodologia RAPD,
o que torna dificil a comparacdo com o0s nossos resultados por se tratar de
metodologia diferente.

Deteccao de Giardia em agua

A agua, quando contaminada com os cistos de Giardia, pode ser veiculo
deste parasito originando surtos epidémicos de giardiase. Isto ja foi relatado no
Brasil e em outros paises (MEYER, 1990; SLIFKO et al. 2000). Apesar de sua
freqliéncia, sua pesquisa em agua nao ¢ feita, rotineiramente, nos laboratorios de
analise de agua existentes no pais. O controle de qualidade de agua feito em
nosso pais geralmente enfoca principalmente a pesquisa de bactérias. A portaria
518 (de 25 de marco de 2004) do Ministério da Saude, recomenda a inclusdo de
pesquisa de Giardia e Cryptosporidium no controle de qualidade da agua para
consumo humano. No entanto, ndo menciona normas especificas para deteccao
destes protozoarios em agua, ou seja, nao cita técnicas e nem parametros para
tal. Assim, estudos no nosso pais sdo necessarios para o estabelecimento de
técncias condinzentes com a nossa realidade e que possam ser rapidamente
absorvidas pelos Laboratdrios responsaveis pelo controle de qualidade da agua.

A tentativa de adaptacado das técnicas de deteccao de Giardia em fezes
para andlise de agua, tem apresentado resultados insatisfatorios. Nas fezes os
cistos estdo mais concentrados, ao passo que na agua ficam diluidos,
principalmente quando se trata de volumes grandes de agua como em estagdes
de captacdo e tratamento de agua, lagos e rios. Por isto ha necessidade de
métodos sensiveis, especificos e com alta eficiéncia. Nos EUA, a agéncia
ambiental americana (USEPA) estabeleceu normas de qualidade microbiologica
de agua também direcionada para protozoarios e definiu metodologias especificas
para pesquisa de Giardia e Cryptosporidium sp. na agua (normas 1622 e 1623).
Contudo, o método compreende varias etapas que sao trabalhosas, demandam

muito tempo para sua execucao e tém baixa sensibilidade (taxa de recuperacao
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de 38 e 42%) (USEPA, 1999) Além disto, necessita de reagentes e equipamentos
de custo elevado como corantes fluorescentes, anticorpos monoclonais, filtros
especificos para grandes volumes de agua, aparelho para a captura
imunomagnética do parasito e microscopios especiais de interferéncia diferencial
e fluorescéncia.

Além da metodologia proposta pela USEPA (1999) outras técnicas
empregadas para detecgcdo de Giardia em agua potavel sdo: citometria de fluxo e
métodos moleculares (ROCHELLE et al.,, 1997; McINTYRE et al., 2000; SLIFKO
et al. 2000; AMAR et al., 2002; CACCIO et al., 2002). Os processos de
diagnéstico fundamentados em PCR estdo, segundo THOMPSON (2004),
progressivamente sendo empregados para completar a imunofluorescéncia e
adicionar uma medida de controle de qualidade. Além disto, as técnicas
moleculares podem permitir a caracterizacao do genétipo dos parasitos isolados
da agua, e assim fornecer dados para a determinac¢ao da fonte de contaminagao.

A combinagao de técnicas também tem auxiliado a melhorar o diagnéstico
da Giardia. Por exemplo, a associacdo de PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase) e RFLP (polimorfismo do comprimento do fragmento de restricao)
possibilita a obtencdo de informacdes sobre qual espécie e gendtipo de Giardia
estdo presentes em fezes ou em agua sem ser preciso 0 uso de técnicas que
consomem tempo e que sao de custo elevado como o sequenciamento genético
(GROTH & WETHERAL,2000 apud THOMPSON, 2004; AMAR et al., 2002;
CACCIO et al., 2002). Segundo MORGAN (2000) as vantagens destas técnicas
residem na sua sensibilidade e especificidade excelentes, na sua rapidez e na
possibilidade de trabalhar com grande numero de amostras. O custo destas
técnicas esta diminuindo, mas ha necessidade de melhorar a transferéncia de
tecnologia para os laboratérios de paises em desenvolvimento de modo que eles
possam aplicar diretamente tais técnicas de diagnéstico (THOMPSON, 2004).

Como as técnicas moleculares vém se mostrando promissoras, testamos a
PCR para a detecgéo de G. duodenalis em dgua experimentalmente contaminada
com cistos, € na agua de quatro estacdes de captacao e tratamento de agua do
estado do Parana.

Quanto a aplicacdo da PCR para a deteccao de Giardia em agua, ela

mostrou-se eficiente permitindo a deteccao do parasito a partir de 1 cisto nas
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amostras usadas como controles e 10 cistos nas amostras de agua submetidas a
filtracdo. Quanto a sensibilidade da PCR de detectar um cisto de Giardia em
agua, nosso resultado coincidiu com o de MAHBUBANI et al (1992).

No que se refere a aplicacdo da PCR para a deteccao de Giardia em agua
das quatro estacbes de captacdo e tratamento de agua (ETAS) do estado do
Parana, (Irai, ltaqui, Iguacu e Passaulna), a técnica foi eficiente detectando o
parasito em todas as amostras analisadas. Convém ressaltar que pesquisa de
parasitos no lodo destas estacdes revelou a presenca de protozoarios em trés
delas: Irai, lguagu e Passauna. Contudo, o tipo de método usado ndo permitiu a
identificacdo da espécie do protozoario, mas isto foi possivel com a PCR
realizada com iniciadores especificos de G. duodenalis. Além disto, esta PCR
possibilitou a detecgdo do parasito em agua de duas das estac¢des cujo resultado
inicial de pesquisa de protozoarios fora negativo.

A PCR, nas condi¢gbes padronizadas no presente trabalho, e com uso de
iniciadores que detectam o gene que codifica a proteina giardina, permitiu
diagnéstico especifico de Giardia duodenalis. Como esta técnica mostrou-se
muito eficiente, poderia ser aplicada com segurangca em monitoramento de
qualidade de agua. Estes resultados corroboram os dados de MAHBUBANI et al.
(1991).

Segundo SLIFKO et al. (2000) e THOMPSON (2004), a conscientizacao
sobre a contaminacdo do ambiente com parasitos e seu impacto na saude, tem
acelerado o desenvolvimento de métodos melhores de detecgdo de patdgenos
veiculados pela agua como é o caso da Giardia.
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7 - CONCLUSAO

1. O sucesso na obtengcdo do DNA de cisto de Giardia para uso em
técnicas moleculares ¢é estritamente dependente do processo usado. O processo
fisico de extracdo de DNA com emprego de ultra-som é eficiente para o
rompimento dos cistos de Giardia superando outros processos fisicos e quimicos.

2. A PCR, nas condigbes propostas no presente trabalho, detectou DNA
de G. duodenalis em fezes de humanos, canideos e caprinos do estado do
Parana, Brasil.

3. Este & o primeiro registro de Giardia duodenalis em caprinos no estado
do Parana em que o parasito € caracterizado por técnicas moleculares até a
categoria taxonémica de espécie.

4. A associacdo de PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) e RFLP
(polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo) contribui, de modo
significativo, para um diagnéstico mais preciso de Giardia em fezes de humanos e
de outros animais parasitados.

5. A técnica RFLP, com uso de trés enzimas (BspD |, Hae lll e Hha 1),
permitiu a separacao dos isolados de Giardia duodenalis provenientes das fezes
de humanos, canideos e caprinos do estado do Parana em quatro grupos
genéticos e ainda a subdivisdo de dois deles. Portanto, indicou a existéncia de
variabilidade genética.

6. A PCR foi sensivel para deteccdo de Giardia duodenalis em &gua
experimentalmente contaminada, nas condi¢cdes propostas.

7. A PCR indicou a presenca de Giardia duodenalis em agua de quatro
estacbes de captagao e tratamento de agua da regido metropolitana de Curitiba,
estado do Parana.
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PERSPECTIVAS

Apesar do término do trabalho, ainda ha muitas questées sem resposta e
por isto, daremos prosseguimento a esta linha de investigagdo. Apenas iniciamos
a pesquisa, pretendemos continua-la enfocando além dos humanos, outros
animais do Parana, também, se possivel, os de outros estados do pais. Como
neste trabalho foram avaliadas apenas amostras de Giardia de humanos,
canideos e caprinos do estado do Parand, sdo necessarios mais estudos de
caracterizagdo molecular da espécie G. duodenalis que ocorre em outros estados
do pais para se conhecer melhor a dindmica da transmisséo e a epidemiologia da
giardiase no Brasil.

Além disto, temos interesse em estudar o assunto relacionado a agua,
principalmente das estacdes de captacao e tratamento de agua do estado do
Parana. Neste trabalho demos o primeiro passo ao fazer uma primeira analise de
quatro estacdes paranaenses, porém ainda ha muito que fazer de modo mais
sistematico e freqlente. Para nos, na UFPR, que participamos de um grupo de
pesquisa de ovos de helmintos em lodo de esgoto das estacdes de tratamento de
esgoto (ETEs) do estado e do pais, seria muito interessante associar a analise do
lodo de agua das estacdes de captacdo e tratamento de agua (ETAs). Na
verdade, ja iniciamos este trabalho como continuidade desta tese.

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, sugerimos que a PCR
seja usada como metodologia para deteccdo de Giardia em agua da rede de
abastecimento das cidades brasileiras, e também adotada para o monitoramento
de qualidade parasitolégica da 4gua no pais.
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APENDICE 1

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA

a) Protocolo Classico de Extragédo de DNA

1. Ao sedimento contendo trofozoitos e cistos de Giardia, adicionar 100 ul de
agua pura.

2. Adicionar solug¢ao de SDS a 1% do volume final

3. Adicionar RNAse (10 mg/mL) e incubar a 37°C , em banho-maria com agitacao,
por duas horas.Acrescentar Proteinase K (20 mg/ml) até concentracao final de
200 ug/mL e incubar por 2 a 12 horas a 55°C.

4. Fazer extragcdo de restos celulares e proteinas com solucdo de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e depois com cloroférmio puro. (2x)

5. Adicionar 10% de solucao de acetato de sédio 3M (pH 6,0).

6. Adicionar etanol absoluto gelado (o dobro do volume presente no tubo) para
provocar a precipitacdo do DNA. Inverter o tubo, delicadamente, para
homogeneizacao.

7. Manter a -20°C por 4 a 12 horas.

8. Centrifugar a 14000 g, a 4°C, por 30 minutos.

9. Lavar o sedimento de DNA com 300ul de solucéao de etanol a 70 % agitando o
tubo levemente.

10. Centrifugar a 14000g, a 4°C, por 5 minutos e depois descartar a solugéo de
etanol. Repetir esta lavagem com etanol 70 %.

11. Secar o sedimento de DNA em estufa a 37°C, por 15 minutos mantendo o
tubo aberto e em posicao horizontal.

12. Ap6s seco o DNA, adicionar 100ul de tampao TE (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1,0
mM, pH 8,0) e suspendé-lo agitando levemente o tubo com a mao.

13. Estocar o tubo a 4°C por 12 horas para que ocorra a solubilizagdo do DNA.
Apos este tempo, o DNA estara pronto para ser submetido a PCR ou entao

armazena-lo a -20°C para uso posterior.



99

b) Protocolo de extracdo de DNA por processo de congelamento e

descongelamento

1. Ao sedimento contendo trofozoitos e cistos de Giardia, adicionar 50 ul de agua
pura.

2. Suspender o sedimento usando agitador mecanico com baixa velocidade.

3. Congelar a suspensao obtida com nitrogénio liquido (-196°C) por 2 minutos.
Retirar o tubo do nitrogénio liquido e coloca-lo em banho-maria a 95°C por 5
minutos para descongelamento

4. Repetir 0s processos de congelamento e descongelamento mais quatro vezes.
5. Centrifugar o material a 14000g por 10 minutos e transferir o sobrenadante
para um tubo novo.

6. Adicionar RNAse (10 mg/mL) e incubar a 37°C , em banho-maria com agitacao,
por 30 minutos.

7.Fazer extracdo de restos celulares e proteinas com solugdo de
fenol/clorofémio/alcool isoamilico (25:24:1) e depois com clorofémio puro.

8. Adicionar 10% de solucao de acetato de sédio 3M (pH 6,0).

9. Adicionar etanol absoluto gelado (o dobro do volume presente no tubo) para
provocar a precipitacdo do DNA. Inverter o tubo, delicadamente, para
homogeneizacdo. Manter a -20°C por 4 a 12 horas.

10. Centrifugar a 14000 g, a 4°C, por 30 minutos.

11. Lavar o sedimento de DNA com 300ul de solugao de etanol a 70 % agitando o
tubo levemente.

12. Centrifugar a 14000g, a 4°C, por 5 minutos e depois descartar a solucéo de
etanol. Repetir esta lavagem com etanol 70 %.

13. Secar o sedimento de DNA em estufa a 37°C, por 15 minutos mantendo o
tubo aberto e em posigao horizontal.

14. Ap6s seco o DNA, adicionar 100ul de tampéao TE (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1,0
mM, pH 8,0) e suspendé-lo agitando levemente o tubo com a méo.

15. Estocar o tubo a 4°C por 12 horas para que ocorra a solubilizagdo do DNA.
Apo6s este tempo, o DNA estara pronto para ser submetido a PCR ou entédo

armazené-lo a -20°C para uso posterior.
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c¢) Protocolo de extragdo de DNA por processo de ultra-som: (BECKER,1999)

1. Ao sedimento de cistos contido em um tubo tipo eppendorf de 2mL, adicionar
1,5 mL de tampéao TEN (Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0)

2. Suspender o sedimento usando agitador mecanico com baixa velocidade.

3. Submeter a amostra ao ultra-som por 4 ciclos de 30 segundos (50 Hertz) e
intervalo de 1 minuto, sob temperatura de 4°C (gelo picado). O aparelho usado
neste trabalho foi o Ultrasonic homogenizer-Cole Parmer Instrument Company
4710 series Chicago lllinois 60648.

4. Apos o término do procedimento, manter o tubo, contendo a amostra, em

geladeira para uso imediato ou em congelador a -20°C para uso posterior.

d) Protocolo de extracdo do DNA por processo salting-out (salga) (MILLER et al.,
1988) (modificado)

1. Ao sedimento de cistos de Giardia, adicionar 80ul de tampao de lise (5x
concentrado), 30 ul de proteinase K (10 mg/mL, dissolvida em agua destilada),
20ul de SDS (dodecil sulfato de sédio) a 20% e 240ul de agua destilada (volume
final com sedimento: 400ul).

2. Incubar a 55°C, em banho-maria com agitacao, por 30 minutos.

3. Deixar esfriar em temperatura ambiente.

4. Adicionar 100ul de solucao saturada de NaCl (6M)

5. Agitar vigorosamente por 15 segundos

6. Centrifugar a 12000 g por 6 minutos.

7. Transferir o liquido sobrenadante para um tubo (tipo eppendorf) de 1,5 mL e
centrifugar a 12000 g por 3 minutos.

8. Transferir o liquido sobrenadante para um tubo (tipo eppendorf) de 1,5 mL.

9. Adicionar 1 mL de etanol 99,5% gelado. Deixar o DNA precipitar por no maximo
2 minutos.

10. Centrifugar a 12000 g por 30 minutos. Descartar o liquido sobrenadante.

11. Lavar uma vez com etanol 70%.

12. Centrifugar a 12000 g por 15 minutos. Descartar o etanol.

13. Secar o sedimento ao ar por 5 minutos.
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14. Dissolver o DNA em 50-200ul de agua pura e deixar por 12 horas em

temperatura de 4°C.

e) Protocolo de extracdo de DNA associando congelamento/descongelamento e
enzimas (protocolo descrito por WEISS in PERSING et al., 1993 e modificado)

1. Ao sedimento de cistos adicionar 500ul de tampao TEN (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) esterilizado e suspendé-lo usando agitador
mecanico.

2. Congelar a suspensdo obtida em nitrogénio liquido a -196°C por 5 minutos e
descongela-la, em banho-maria, a 37°C por 5 minutos.

3. Adicionar 5ul de solucao de lisozima fresca, preparada em tampao TEN e na
concentragdo de 100mg/mL Incubar a mistura a 37°C, em banho-maria com
agitacao, por 1 hora.

4. Adicionar 50ul de solucao de SDS a 5% (preparada em tampao TEN) e
misturar.

5. Adicionar 2,5ul de solucdo de proteinase K (preparada em &agua e na
concentracdo de 20mg/ml) e homogeneizar.

6. Incubar a 55°C, em banho-maria com agitagéao, por 30 minutos.

7. Congelar e descongelar o material duas vezes de modo idéntico ao descrito no
item 2.

8. Aquecer o material a no minimo 95°C, em banho-maria, por 10 minutos, para
inativagao da protease.

9. Centrifugar a mistura a 1000g por 5 minutos. Transferir o liquido sobrenadante
para um tubo novo

10. Adicionar 10ul de RNase A (10 mg/mL). Incubar a mistura a 37°C, em banho-
maria com agitagao, por 30 minutos.

11. Fazer extracao de restos celulares e proteinas com solugcéo saturada de fenol,
depois com a mistura fenol/cloroférmio/alcool isoamilico nas proporcées de

25:24:1, respectivamente, e finalmente com cloroférmio puro
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11.1 Verificar o volume de liquido presente no tubo que contém a amostra e
adicionar, com micropipeta apropriada, quantidade igual de solugdo de fenol
saturada.
11.2 Misturar, delicadamente, invertendo o tubo 10 vezes.
11.3 Centrifugar a 12000g, a 20°C, por 5 minutos. Apds a centrifugacao,
retirar, cuidadosamente, o tubo da centrifuga e observar se ha duas camadas.
11.4 Coletar o liquido da camada superior e transferi-lo para um tubo novo.
Repetir o procedimento de extracdo com fenol até que o liquido da camada
superior esteja limpido.
11.5 Fazer a extracdo novamente, mas com a mistura de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), de modo idéntico ao descrito
para a solugao de fenol (itens 11.1 a 11.4)
11.6 Repetir o processo de extracdo, mas com cloroférmio puro, de modo
idéntico ao descrito nos itens 11.1 a 11.4.
12. Terminada a extragcdo com solventes orgéanicos, verificar o volume de liquido
presente no tubo e adicionar 10% de solucao de acetato de sodio 3M, pH 6,0.
13. Novamente verificar o volume de liquido presente no tubo e adicionar etanol
absoluto gelado, em dobro, para provocar a precipitacao do DNA. Inverter o tubo,
delicadamente, para homogeneizagéo.
14. Manter a -20°C por 4 a 12 horas.
15. Centrifugar a 14000g, a 4°C, por 30 minutos. Descartar o liquido
sobrenadante.
16. Lavar o sedimento de DNA adicionando 300ul de solugcéo de etanol a 70% e
suspendendo-o por agitacao leve do tubo.
16.1Centrifugar a 14000g, a 4°C, por 5 minutos. Apds, descartar a solugao de

etanol. Repetir esta lavagem com etanol 70%.

16.2 Secar o sedimento de DNA em estufa, a 37°C, por 15 minutos mantendo o

tubo aberto e em posigao horizontal.

17. Ap6s seco o DNA, adicionar 100ul de tampéao TE (Tris-HCL 10 Mm, EDTA 1,0

mM, pH 8,0) e suspendé-lo agitando levemente o tubo com a mao.
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18. Estocar o tubo a 4°C, por 12 horas, para que ocorra a solubilizacdo do DNA.
Decorrido este tempo, o DNA estara pronto para ser logo submetido a PCR ou

entdo armazend-lo a -20°C para uso posterior.

f) Protocolo de extracdo de DNA com uso de areia para rompimento de cistos de

Giardia

1. Ao sedimento de cistos do parasito adicionar 100 mg de areia esterilizada e
500ul de tampéo TE.

2. Homogeneizar a amostra aplicando 5 ciclos de agitacdo mecanica em baixa
velocidade, por 1 minuto, com intervalo de 1 minuto de descanso a 4°C.
3.Centrifugar a 120009 por 15 minutos.

4. Transferir o sobrenadante para um tubo novo.

5.Adicionar RNAse (10 mg/ml) e incubar a 37°C em banho-maria com agitacéo,
por 30 minutos.

6. Fazer extracdo de restos celulares e proteinas com solucdo de
fenol/clorofémio/alcool isoamilico (25:24:1) e depois com clorofémio puro.

7. Adicionar 10% de solucao de acetato de sédio 3M (pH 6,0).

8. Adicionar etanol absoluto gelado (o dobro do volume presente no tubo) para
provocar a precipitacdo do DNA. Inverter o tubo, delicadamente, para
homogeneizacao.

9. Manter a -20°C por 4 a 12 horas.

10. Centrifugar a 14000 g, a 4°C, por 30 minutos.

11. Lavar o sedimento de DNA com 300ul de solucéo de etanol a 70 % agitando o
tubo levemente.

12. Centrifugar a 14000g, a 4°C, por 5 minutos e depois descartar a solucao de
etanol. Repetir esta lavagem com etanol 70 %.

13. Secar o sedimento de DNA em estufa a 37°C, por 15 minutos mantendo o
tubo aberto e em posigao horizontal.

14. Apés seco o DNA, adicionar 100ul de tampéao TE (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1,0

mM, pH 8,0) e suspendé-lo agitando levemente o tubo com a mao.
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15) Estocar o tubo a 4°C por 12 horas para que ocorra a solubilizagdo do DNA.
Apo6s este tempo, o DNA estara pronto para ser submetido a PCR ou entdo

armazend-lo a -20°C para uso posterior.
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APENDICE 2

PROTOCOLO DE RFLP

1. Distribuir os DNAs amplificados em tubos tipo eppendorf de 500ul  colocando
em cada tubo 10ul da amostra de DNA.
2. Preparar, em tubo tipo eppendorf de 500ul, a seguinte mistura para uma reacao
de RFLP: agua ultra-pura (3,0ul [para g.s.p. 15ul]), tampéo especifico da enzima
(concentrado 10x e usado a 1/10 do volume final de reagéo):1,5ul (concentragéao
final 1x) e enzima de restricdo em concentragao final de 5U/ul (0,5ul da enzima a
10 U/ul). Misturar bem.
Observagao: Adaptar as quantidades de ingredientes ao numero de amostras
de DNA a ser cortado. Todos os reagentes devem ser mantidos em
temperatura baixa (gelo picado) durante o preparo da reagao.
3. Adicionar 5ul de mistura a cada tubo contendo DNA (10pl).
4. Incubar a temperatura de 37°C, por 4 horas, para que ocorra a reagao quimica
de corte do DNA.
Observagédo: a temperatura varia de acordo com a enzima usada, portanto,
seqguir as instru¢des do fabricante.
5. Execucéao da eletroforese para detecgcao dos fragmentos de DNA obtidos por
acao da enzima de restri¢ao:
5.1 Preparar gel de agarose a 3% , em tampao TBE 1x concentrado (Tris-HCI
89 mM, &cido borico 89 mM,EDTA 2 mM, pH 8,0).
5.2 A cada tubo contendo DNA cortado, acrescentar 2ul de bromofenol
(corante de corrida), homogeneizar e transferir com micropipeta todo o liquido
para o po¢o no gel.
5.3 Usar um marcador de peso molecular de 50 pares de bases, controle
positivo e controle negativo.
5.4 Conectar o aparelho a fonte de energia e deixar ocorrer a migragéo das
moléculas de DNA (60 V para gel pequeno: 84x60x1,2mm e 110V para gel
grande 248x200x4mm).
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5.5 Terminada a corrida, retirar o gel, cuidadosamente, da cuba e transferi-lo
para uma solucdo de brometo de etidio (0,5ug/ml em agua destilada)
deixando-o submerso durante 15 minutos para gel pequeno e 30 minutos para
gel grande.

5.6 Retirar o gel do corante e lava-lo em agua destilada.

5.7 Transferir o gel corado para o aparelho de iluminagao ultravioleta, verificar
o resultado obtido e fotografa-lo para documentacéo.
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APENDICE 3

FIGURA 18 - DENDROGRAMA MOSTRANDO A DISTRIBUICAO, POR
LOCALIDADE, DOS PARASITOS ISOLADOS DE HUMANOS,
CANIDEOS E CAPRINOS E SUBMETIDOS A TECNICA DE
RFLP COM AS ENZIMAS DE RESTRIGCAO BspD |, Hae lll e
Hha
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FIGURA 19 - DENDROGRAMA MOSTRANDO A DISTRIBUICAO, POR

HOSPEDEIRO, DOS PARASITOS ISOLADOS DE HUMANGOS,
CANIDEOS E CAPRINOS E SUBMETIDOS A TECNICA DE
RFLP COM AS ENZIMAS DE RESTRICAO BspD |, Hae lll e
Hhal.
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