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RESUMO

SUDRE, Adriana Pittella. Otimizac&o da técnica da Nested-PCR e genotipagem

de Giardia intestinalis em caprinos de exploracdo leiteira. 2012. 125p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2012

A infeccdo por Giardia intestinalis assume destaque em caprinos jovens com aptidao leiteira,
pelo fato de ser uma protozoose debilitante, além de representar um risco de contaminagao
ambiental por formas infectantes, as quais se disseminam facilmente. Este estudo teve como
objetivos: (1) estabelecer a ocorréncia de Giardia intestinalis em amostras fecais de caprinos,
provenientes de duas caprinoculturas (A e B) localizadas no estado do Rio de Janeiro, Brasil,
atraves do diagndstico parasitologico de fezes; (2) otimizar as melhores condicGes de reacéo
da Nested-PCR para deteccdo de Giardia sp. utilizando-se os genes alvo S-giardina, tpi e
gdh; e (3) caracterizar o(s) gendtipo (s) de Giardia intestinalis obtidos de amostras fecais
positivas através de sequenciamento e analises genéticas, comparando as sequéncias obtidas
com aquelas depositadas no GenBank. Foram coletadas amostras fecais de todos os animais
jovens (até um ano de idade) (n=58) e de 10% dos animais adultos (n=18). As amostras foram
coletadas diretamente do reto e submetidas a técnica de centrifugo-flutuacdo em solucéo
saturada de acUcar para pesquisa de cistos de Giardia intestinalis por microscopia, com
posterior caracterizacdo molecular das amostras positivas. Das 76 amostras analisadas, 17
(22,4%) foram positivas para cistos de Giardia intestinalis, sendo todas provenientes de
animais jovens da caprinocultura A. Também foram coletadas amostras de fezes caninas
(n=9) da propriedade A, para avaliacdo do papel destes no ciclo de transmissao. Trés (33,3%)
amostras caninas foram positivas para cistos de Giardia. As amostras positivas foram
submetidas as técnicas de PCR-Nested e sequenciamento utilizando-se os genes-alvo p-
giardina, gdh e tpi. A otimizacdo dos métodos moleculares permitiu uma melhor obtencéo de
fragmentos de DNA, os quais possibilitaram a genotipagem de 8/17 amostras obtidas. Foi
encontrando apenas 0 genotipo E nos isolados, 0s quais apresentaram heterogeneidade nas
sequéncias obtidas, com numeros variados de polimorfismo de nucleotideo Unico. O presente
estudo foi o primeiro a realizar a caracterizacdo molecular de Giardia intestinalis proveniente
de amostras de caprinos no Brasil, contribuindo para tracar a epidemiologia molecular deste
parasito no pais.

Palavras-chave: caprino, Giardia intestinalis, caracterizacdo molecular.



ABSTRACT

SUDRE, Adriana Pittella. Standardization of Nested-PCR technique and genotyping of
Giardia intestinalis from dairy goats. 2012. 125p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterindrias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012

Giardia intestinalis infection is important in young dairy goats because it is a wasting
protozoosis that compromises animal growth, and there is a risk of environmental
contamination by infectious forms that are easily widespread. The aim of this study were: (1)
establish the occurrence of Giardia intestinalis in goat fecal samples from two dairy farms (A
and B) located in Rio de Janeiro state, Brazil, by fecal parasitological diagnosis; (2)
standardize Nested-PCR to improve Giardia sp. detection using fS-giardin, tpi and gdh gene
targets; and (3) genotype Giardia intestinalis from positive fecal samples by means of
sequencing and genetic analysis, comparing obtained sequences with those retrieved from
Genbank. Fecal samples from all young animals (up to one year of age) (n=58) and from 10%
of adult animals (n=18) were collected. Samples were collected directly from the rectum and
were submitted to centrifuge-flotation in sugar saturate solution for microscopic search of
Giardia intestinalis cysts, with further molecular characterization of positive samples. From
76 analyzed samples, 17 (22.4%) were positive for Giardia intestinalis cysts. All positive
samples came from young animals of farm A. Also, dog fecal samples (n=9) were collected to
evaluate their role in parasite transmission. Three dog samples (33.3%) were positive for
Giardia intestinalis cysts. Positive samples were submitted to Nested-PCR and sequencing
using S-giardin, gdh and tpi gene targets. The standardization of molecular methods improved
the yeld of DNA fragments, allowing genotyping of 8/17 samples. Only genotype E was
observed in isolates from this study, wich presented sequence heterogeneity, with variable
numbers of single nucleotide polimorfisms. The present study report the first molecular
characterization of Giardia intestinalis from goat samples in Brazil, contributing to a better
knowlodge of the molecular epidemiology of this parasite in the country.

Keywords: goat, Giardia intestinalis, molecular characterization.
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Figura 1. Instalacbes dos animais jovens da propriedade A. (A)
Reservatorio de agua; (B) capineira utilizada para alimentacdo dos
animais jovens; (C e D) instalagfes dos animais jovens.

Figura 2. Instalacdes dos animais jovens da propriedade A. (A) Acumulo
de fezes abaixo das instalacGes; (B) aves no interior das instalagdes; (C)
local para 0 armazenamento de racdo; (D) presenca de cées no interior
das instalages.

Figura 3. Instalaces dos animais adultos da propriedade A. (A) Abertas
permitindo boa ventilacdo; (B) piso de cimento com higienizacéo
precéria; (C) comedouros permitindo que os animais entrem e defequem
no seu interior; (D) presenca de fezes no interior do comedouro.

Figura 4. Instalacdes dos animais da propriedade B. (A e B) Instalacdes
suspensas, com constru¢des de madeira, com comedouros e bebedouro
suspensos; (C e D) piso ripado.

Figura 5. (A) Filtro comercial sendo desmontado manualmente. (B)
Malha filtrante retirada do cartucho do filtro, sendo lavada.

Figura 6. Sedimentacdo do material proveniente da lavagem do filtro.
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malha filtrante; (B) calice de fundo c6nico com sedimento lavado em
agua destilada.

Figura 7. Cistos de Giardia intestinalis diagnosticados em caprinos,
através da técnica de centrifugo flutuacdo em solucdo saturada de agucar.
(A) Cistos intactos (seta); (B) cistos com retracéo do citoplasma (seta).

Figura 8. Otimizacdo da PCR secundaria para 0 gene f-giardina. Reacao
de PCR secundaria utilizando 1puL de produto da PCR primaria, gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a
radiacdo UV: 236ms. Gel A: DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™.
Gel B: DNA extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis,
sem diluicdo. M: marcador; C-: controle negativo.

Figura 9. Otimizacdo da PCR primaria para o gene fg-giardina. Gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposi¢do a
radiacdo UV: 376ms. Gel A: 3uL de DNA extraido de material fecal
positivo para Giardia intestinalis, sem diluicdo. Gel B: 5uL de DNA
extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis, sem diluicéo.
M: marcador; C-: controle negativo; C+: controle positivo (DNA
trofozoita diluido a 10™ - 900pg/uL).
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Figura 10. Otimizacdo da PCR secundaria para o gene f-giardina. Gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a
radiacdo UV: 376 ms. Gel A: PCR priméria utilizando 3pL (21ng) de
DNA proveniente de material fecal. Gel B: PCR primaria utilizando 5uL
(35ng) de DNA proveniente de material fecal. Temperaturas do gradiente
da PCR secundaria indicadas na imagem. Temperaturas utilizadas na
PCR priméaria indicadas nos colchetes. M: marcador; C-: controle
negativo; C+: controle positivo (DNA trofozoita diluido a 107 -
900pg/uL). Tamanho esperado do produto: 511pb.

Figura 11. Determinacédo do limite de deteccdo da PCR primaria (Gel A)
e PCR secundaria (Gel B) para o gene g-giardina, em gel de agarose a
1% corado com Brometo de Etideo. O tempo de exposi¢do a radiacdo UV
foi de aproximadamente 376 milissegundos. M: marcador; C-: controle
negativo; SD: DNA de trofozoita cepa WB sem dilui¢do (9ng/uL).

Figura 12. Otimizacao da PCR primaria para o gene gdh. Gel de agarose
a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a radiacao
UV: 376 ms. Gel A: 3,0mM MgCl,. Gel B: 2,5mM MgCl,. DNA fezes:
extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis e utilizado
sem diluigdo (7ng/pL). DNA trofozoita: obtido da cepa WB diluido a 10™
(900pg/uL). M: marcador; C-: controle negativo. Tamanho esperado do
produto: 754pb.

Figura 13. Otimizacdo da PCR secundaria para o gene gdh. Gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a
radiacdo UV: 236ms. Gel A: DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™
(900pg/uL). Gel B: DNA extraido de material fecal positivo para Giardia
intestinalis, sem diluicdo (7ng). Temperaturas do gradiente da PCR
secundaria indicadas na imagem. Temperaturas utilizadas na PCR
priméaria indicadas nos colchetes. M: marcador; C-: controle negativo.
Tamanho esperado do produto: 532pb.

Figura 14. Determinacdo do limite de deteccdo da PCR primaria (Gel A)
e PCR secundéaria (Gel B) para o gene gdh, em gel de agarose a 1%
corado com Brometo de Etideo. O tempo de exposicdo a radiacdo UV foi
de aproximadamente 236 milissegundos. M: marcador; C-: controle
negativo; SD: DNA de trofozoita cepa WB sem dilui¢do (9ng/uL). Gel A:
Tamanho esperado do produto: 754pb. Gel B: Tamanho esperado do
produto: 532pb.

Figura 15. Otimizacdo da PCR priméria para gene tpi. Gel de agarose a
1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposi¢do a radiacdo UV:
236ms. Gel A: 2,5mM MgCl,. Gel B: 3,0mM MgCl,. Gel C: 3,5mM
MgCl,. Temperaturas do gradiente representadas na imagem. Numeros de
1-6: DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™ (900pg/uL). Ntimeros 7-
12: DNA extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis,
sem diluicdo (7ng). M: marcador; C-: controle negativo. Tamanho
esperado do produto: 605pb.
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Figura 16. Otimizacdo da PCR secundaria para o gene tpi. Gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposi¢do a
radiagdo UV: 236ms. Gel A: DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™
(900pg/uL). Gel B: DNA extraido de material fecal positivo para Giardia
intestinalis, sem diluicdo (7ng). Temperaturas do gradiente da PCR
secundaria indicadas nos colchetes superiores. Temperaturas utilizadas na
PCR primaria indicadas nos colchetes inferiores. M: marcador; C-:
controle negativo. Tamanho esperado do produto: 532pb.

Figura 17. Otimizacdo da Nested-PCR para o gene tpi. Teste de
utilizacdo de quantidades diferentes (1pL-5ul) de produto da PCR
primaria. PCR utilizando 3puL (21ng) de DNA extraido de material fecal
positivo para Giardia intestinalis. Gel de agarose a 1% corado com
Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a radiacdo UV: 236ms. M:
marcador; C-: controle negativo. Tamanho esperado do produto: 532pb.

Figura 18. Determinacéo do limite de deteccdo da PCR primaria (Gel A)
e PCR secundaria (Gel B) para o gene tpi, em gel de agarose a 1% corado
com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a radiacdo UV: 998ms. M:
marcador; C-: controle negativo; SD: DNA de trofozoita cepa WB sem
diluicdo (9ng/pL). Gel A: Tamanho esperado do produto: 605pb. Gel B:
Tamanho esperado do produto: 532pb.

Figura 19. Nested-PCR para gene g-giardina. PCR primaria utilizando
5uL de DNA e PCR secundaria com 3uL de produto da PCR priméria.
Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de
exposicdo a radiacdo UV: 236ms. M. marcador; C1-C17: amostras de
caprino da propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia;
Cal: amostra de cdo; A: amostra de agua; C-: controle negativo.
Tamanho esperado do produto: 511pb.

Figura 20. Nested-PCR para gene g-giardina. PCR primaria utilizando
5uL de DNA e PCR secundaria com 5uL de produto da PCR priméria.
Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de
exposicdo a radiacdo UV: 376ms. M. marcador; C1-C17: amostras de
caprino da propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia;
A: amostra de agua; C-: controle negativo; C+: controle positivo (DNA
de trofozoita cepa WB diluido a 10 - 900pg/uL). Tamanho esperado do
produto: 511pb.

Figura 21. Nested-PCR para gene g-giardina. PCR priméria utilizando
5uL de DNA e PCR secundaria com 5uL de produto da PCR primaria.
Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de
exposicdo a radiacdo UV: 376ms. M: marcador; Ca2-Ca7: amostras de
cdo; A: amostra de agua; C-: controle negativo; C+: controle positivo
(DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™ - 900pg/uL). Tamanho
esperado do produto: 511pb.
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Figura 22. Nested-PCR para gene gdh. PCR primaria utilizando 1uL de
DNA e PCR secundéria com 1pL de produto da PCR primaria. Gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a
radiagdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C17: amostras de caprino da
propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia; Cal:
amostra de cdo; A: amostra de &gua; C-: controle negativo. Tamanho
esperado do produto: 532pb.

Figura 23. Nested-PCR para gene gdh. PCR primaria utilizando 1uL de
DNA e PCR secundaria com 3uL de produto da PCR primaria. Gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposi¢do a
radiagdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C15: amostras de caprino da
propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia; Cal-Ca7:
amostras de cdo; A: amostra de &gua; C-: controle negativo; C+: controle
positivo (DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10" - 900pg/uL).
Tamanho esperado do produto: 532pb (seta).

Figura 24. Nested-PCR para gene tpi. PCR priméria utilizando 3pL de
DNA e PCR secundaria com 1uL de produto da PCR priméaria. Gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a
radiagdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C17: amostras de caprino da
propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia; Cal-Ca7:
amostras de cdo; A: amostra de agua; C-: controle negativo; C+: controle
positivo (DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10" - 900pg/uL).
Tamanho esperado do produto: 532pb (seta).

Figura 25. Nested-PCR para gene tpi. PCR priméria utilizando 3L de
DNA e PCR secundaria com 1uL de produto da PCR priméria. Gel de
agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a
radiacdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C17: amostras de caprino da
propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia; Cal-Ca7:
amostras de cdo; A: amostra de agua; C-: controle negativo; C+: controle
positivo (DNA de trofozoita cepa WB). Tamanho esperado do produto:
532pb (seta).

Figura 26. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos traduzidas das
sequéncias nucleotidicas das amostras de caprinos obtidos neste estudo e
publicadas no Genbank. Identidade de aminoécido ao isolado P15
representada por ponto. Identidade de sequéncias: C2= C15 e C12; Cl=
C3, C4, Cl4 e C16.

Figura 27. Relacdo genética entre os isolados de Giardia intestinalis
baseado no sequenciamento parcial do gene pg-giardina (tamanho do
fragmento analisado: 340pb), inferida pelo algoritmo “neighbor-joining”
utilizando o modelo Kimura 2 parametros. A arvore possui COmo grupo
externo a sequéncia de Giardia muris (AY258618). As sequéncias
obtidas do GenBank estdo indicadas por seus nimeros de acesso. Foram
utilizadas as seguintes sequéncias referéncia do genoma: GL50803 4812
(gendtipo A); GL50581 2741 (gendtipo B) e GLP15 2766 (genotipo E)
obtidas de www.giardiadb.org. As seguintes sequéncias sao idénticas:
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[C2= C15 = C12]; [C1 = C3 = C4 = C14 = C16]. AlIndica isolados
obtidos neste estudo.

Figura 28. Alinhamento das sequéncias de aminodcidos traduzidas das
sequéncias nucleotidicas das amostras de caprinos obtidos neste estudo e
sequéncias publicadas no GenBank. Identidade de amino&cido ao isolado
P15 representada por ponto. Identidade de sequéncias: C2 = C12 = C14.

Figura 29. Relagdo genética entre os isolados de Giardia intestinalis
baseado no sequenciamento parcial do gene tpi (tamanho do fragmento
analisado: 431pb), inferida pelo algoritmo “neighbor-joining” utilizando
0 modelo Kimura-2 parametros. A arvore possui como grupo externo a
sequéncia de Giardia muris (AF069565). As sequéncias obtidas do
GenBank estdo indicadas por seus nimeros de acesso. Foram utilizadas
as seguintes sequéncias referéncia do genoma: GL50803 93938
(gendtipo A); GL50581 1369 (gendtipo B) e GLP15 4986 (gendtipo E)
obtidas de www.giardiadb.org. As seguintes sequéncias sdo idénticas:
[C2 = C12 = C14]. Aindica isolado obtido neste estudo.

Figura 30. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas para o gene gdh
dos isolados obtidos neste estudo e de sequéncias de bactérias do género
Bifidobacterium (numeros de acesso: B. longum AP010888; B. asteroides
CP003325; B. dentium CP001750). Identidade de aminoacido ao isolado
C15 representada por ponto. Delecéo representada por trago.

Figura 31. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos traduzidas das
sequéncias nucleotidicas da amostra de caprino obtida neste estudo e se
quéncias publicadas no GenBank. Identidade de aminoacido ao isolado
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade pecuéria em expansao e praticada em todo o Brasil,
tendo na regido Nordeste do pais o maior rebanho, onde se concentram sistemas de
exploragéo para a producgéo de carne e leite. As Regides Sul, Sudeste e Nordeste apresentaram
crescimento efetivo destes animais, ao contrério das Regifes Centro-Oeste e Norte (IBGE,
2010).

A criagdo de caprinos no Estado do Rio de Janeiro tem se expandido a cada ano,
necessitando de estudos sobre a sanidade desses animais, bem como sobre os fatores de risco
para varias infeccdes, tanto para um melhor aproveitamento econémico quanto para a
implantagdo de medidas profilaticas eficazes nos criatorios.

As doencas parasitarias em caprinos, causadas por helmintos e protozoarios, séo
extremamente relevantes, pelo fato de provocarem morbidade assim como mortalidade no
rebanho, gerando perdas econdémicas. No grupo dos protozoarios destaca-se 0 género Giardia
0 qual possui uma Unica espécie, Giardia intestinalis, com a capacidade de infectar varias
espécies de mamiferos.

A infeccdo ocorre através da ingestdo de cistos provenientes das fezes de hospedeiros
infectados, onde a veiculacdo hidrica € a principal rota de transmissao e através da ingestéo de
agua e alimentos contaminados ocorre a infeccao para hospedeiros susceptiveis.

A sintomatologia classica dessa protozoose € a diarreia, que pode gerar uma perda de
liquidos acentuada com a eliminacdo de grande quantidade de cistos, promovendo uma
disseminacdo ambiental. Dependendo do(s) gendtipo(s) envolvido(s) na infeccdo do
hospedeiro, ha risco de transmissdo para outros grupos de hospedeiros susceptiveis incluindo
a espécie humana.

A importancia relativa das rotas de transmissdo na epidemiologia da giardiase nao é
totalmente esclarecida, em grande parte devido as tradicionais ferramentas de diagndstico nao
terem a capacidade de diferenciar as fontes do protozoario, e 0s inquéritos epidemiologicos
serem raros.

A ocorréncia de parasitismo por Giardia intestinalis em caprinos € pouco estudada
mundialmente, assumindo importancia principalmente em animais jovens com aptiddo
leiteira. Nesse grupo, ocorrem consideraveis perdas econdmicas, tanto no que diz respeito ao
crescimento do animal, quanto pelo comprometimento na futura producao leiteira.

O uso das ferramentas moleculares é de fundamental importancia para a determinacao
de(os) gendtipo(s) veiculados em determinados ambientes, onde diversos ensaios moleculares
utilizando diferentes genes-alvo ja foram descritos para detectar e diferenciar gendtipos de
Giardia intestinalis. Sendo 0s genes-alvo mais frequentemente utilizados: SSUrRNA
(subunidade menor do RNA ribossomal), bg (beta giardina), gdh (glutamato-desidrogenase) e
tpi (triose-fosfato-isomerase).

Essas ferramentas sdo cada vez mais utilizadas em estudos epidemioldgicos em areas
endémicas e epidémicas, o que melhorou significativamente a compreensao da transmissdo da
giardiase, além de estabelecer os riscos reais de infeccdo para varios hospedeiros, tendo
grande importancia para a saide humana e animal.

Ndo ha estudos de genotipagem de Giardia intestinalis em amostras do Brasil
provenientes de hospedeiro caprino, sendo a identificacdo dos genotipos circulantes no pais
de grande relevancia.



Portanto, o presente estudo teve como objetivos: (1) diagnosticar microscopicamente a
presenca de cistos de Giardia intestinalis provenientes de amostras fecais de caprinos
leiteiros, de duas propriedades localizadas na cidade de Niteroi, através do diagndstico
parasitologico de fezes; (2) otimizar as condicGes de reacdo da PCR e Nested-PCR para
deteccdo de Giardia sp. utilizando-se os genes alvo g-giardina, tpi e gdh; (3) caracterizar o(s)
gendtipo (s) de Giardia intestinalis obtidos de amostras fecais positivas através de
sequenciamento nucleotidico e analises genéticas, comparando as sequéncias obtidas com
aquelas depositadas no GenBank.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e taxonomia do género Giardia

A primeira observacdo de protozoarios do género Giadia foi feita por Antony van
Leeuwenhoeck nas suas proprias fezes no ano de 1681. No entanto, a primeira descri¢do
morfologica foi realizada por Vilem Lambl, em 1859, denominando o protozoéario de
Cercomonas intestinalis Lambl, 1859. Este autor, alocou este protozoario no ja existente
género Cercomonas Dujardin,1841. Acreditava ser comensal, e foi englobado no grupo dos
protozodrios de vida livre (ADAM, 2001).

No entanto, Diesing em 1850 havia proposto a passagem da espécie Bodo intestinalis
Ehrenberg, 1838 para o género Cercomonas, sendo entdo proposta a espécie Cercomonas
intestinalis (Ehrenberg, 1838). Desta forma, Lambl ao denominar o protozoario de
Cercomonas intestinalis, criou uma homonimia tanto para o género quanto para a especie.
Neste caso, 0 nome proposto por Diesing seria 0 homénimo sénior, sendo privilegiado e
ficando de posse do nome, enquanto que o nome proposto por Lambl seria 0 homdnimo
junior, devendo receber uma nova denominagdo (MONIS et al., 2009).

Blanchard em 1888 reconheceu a colocacéo errbnea e estabeleceu o género Lamblia
Blanchard 1888, com a espécie Lamblia intestinalis Blanchard 1888, para designar o parasito
descrito por Lambl (ADAM, 2001).

O género Giardia foi descrito pela primeira vez por Kunstler em 1882, ao observar os
protozoarios no intestino de anfibios (girinos), denominando a espécie de Giardia agilis
Kunstler, 1882 como espécie tipo para o género (MONIS et al., 2009).

Em 1875 Davaine encontrou protozoarios no intestino de coelhos, e os denominou de
Hexamita duodenalis Davaine, 1875. Mais tarde, esta espécie foi realocada no género
Giardia, se tornando Giardia duodenalis (Davaine, 1875) (MONIS et al., 2009).

Com a descoberta de protozoarios do género Giardia em diversos hospedeiros
mamiferos, e com as similaridades morfolégicas observadas entre os diferentes hospedeiros,
foi proposta inicialmente a manutencdo do género Lamblia apenas para as amostras de
humanos. No entanto, em 1914 Alexeieff reconhece que a espécie isolada de humanos
pertencia a0 mesmo género da espécie Giardia agilis, em virtude de suas semelhancas
morfologicas (MONIS et al., 2009).

Em 1915 Kofoid e Christiansen descrevem um protozoario nas fezes de humanos e o
denominam de Giardia lamblia Kofoid & Christiansen, 1915 (ADAM, 2001).

Ao longo de algumas décadas, diversas espécies foram descritas dentro do género
Giardia, e grande parte destas receberam seus nomes em funcdo da espécie de hospedeiro
onde o protozoario era isolado. Este cenario foi modificado com a publicacdo de um trabalho
de revisdo feito por Filice em 1952, onde o pesquisador realizou uma avaliacdo abrangente
das espécies descritas e reconheceu a existéncia de variabilidade dentro do género, mas na
época, as ferramentas necessarias para esta discriminacdo ainda ndo estavam disponiveis.
Neste trabalho, o autor, considera valida apenas trés espécies, em funcdo de suas diferencas
morfoldgicas (formato e tamanho do trofozoita e dos corpos medianos): G. agilis Kunstler,
1882; G. muris (Grassi, 1879) e G. duodenalis (Davaine, 1875). Todas as espécies
semelhantes a G. duodenalis, mesmo que tendo sido encontradas em outros hospedeiros,
foram consideradas como sinonimias (sinénimo junior) (FILICE, 1952).

E importante ressaltar que Filice (1952) considerou o taxon especifico duodenalis
como sinbnimo sénior uma vez que este foi o primeiro a ser agrupado no género Giardia, pois
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0 taxon intestinalis pertencia inicialmente ao género Lamblia e o taxon lamblia foi criado
apos a transferéncia do tdxon duodenalis para este género.

No entanto, ainda ndo existe um consenso entre os pesquisadores sobre qual seria a
nomenclatura mais correta para a espécie. Desta forma, entendendo que se deve prevalecer a
regra internacional de nomenclatura zooldgica, a qual determina que o primeiro tdxon adotado
para uma espécie deve ser priorizado, optamos por utilizar Giardia intestinalis ao longo desta
tese.

A classificacdo taxonémica para o género Giardia € baseada em caracteristicas
morfoldgicas e moleculares, alocando este protozoario no Império Eucaryota Corliss, 1994,
organismos com material nuclear e organelas especializadas delimitadas por membrana; Filo
Metamonada Grassé, 1952, organismos com dois, quatro ou mais pares de flagelos, vida livre,
simbiontes de tubo digestivo ou parasitos; Classe Trepomonadea Cavalier-Smith 1993,
organismos com um ou dois ndcleos, com um ou quatro pares de flagelos livres, axonemas
presentes; Ordem Diplomonadida Wenyon, 1926, trofozoita com um ou mais flagelos livres,
mais de um ndcleo e reproducdo assexuada; Familia Hexamitidae Kent, 1880, seis ou oito
flagelos, dois nucleos, simetria bilateral, e algumas vezes presenca de axostilo e corpos
medianos ou parabasais; Género Giardia Kunstler, 1882 (CORLISS, 1994; ADAM, 2001).

Alem da espécie G. intestinalis, sdo atualmente reconhecidas mais cinco espécies,
conforme mostra a Tabela 1, sendo que as espécies G. psitacci e G. ardae séo diferenciadas
das demais apenas por caracteristicas presentes a microscopia eletronica (ERLANDSEN;
BEMRICK, 1987; ERLANDSEN et al., 1990). Alem disso, a espécie G. microti foi
determinada baseada em diferencas do cisto em microscopia eletronica e diferencas na
sequéncia do 18S rRNA quando comparada a G. intestinalis (FEELY, 1988; VAN KEULEN
et al., 1998).

Com o advento das ferramentas moleculares, foi possivel estudar a variabilidade
genética existente na espécie G. intestinalis. Ao longo dos estudos, foram verificadas
diferencas entre amostras de diferentes hospedeiros, agrupando-se desta forma, em genotipos
ou “assemblages”, 0s quais variam de A a H (FENG; XIAO, 2011).

Um trabalho publicado por Monis et al. (2009) questiona esta classificacdo em grupos,
e propde o reconhecimento de espécies distintas (Tabela 2), principalmente em funcédo de que
alguns grupos sao bastante espécie especificos. Se estas proposi¢des forem aceitas, havera a
necessidade de uma nova revisdo do género, pois as espécies consideradas anteriormente
como sinénimas podem deixar de serem classificadas desta forma.



Tabela 1. Espécies reconhecidas como validas para o género Giardia.

MORFOLOGIA
ESPECIE HOSPEDEIROS
MICROSCOPIA MICROSCOPIA
OPTICA ELETRONICA
G. agilis Anfibios Trofozoita longo e delgado;
corpo mediano em forma
de lagrima.
G. muris Roedores Trofozoita pequeno e
arredondado; corpo
mediano pequeno e
arredondado.
G. intestinalis Mamiferos Trofozoita em forma de
péra; corpos medianos
transversos em forma de
garra em nimero de um ou
dois.
G. ardae Aves Mesmas de Trofozoita com disco ventral e
G. intestinalis flagelo caudal semelhantes a G.
muris.
G. psittaci Aves Mesmas de Trofozoita com rebordo
G. intestinalis ventrolateral incompleto, sem
sulco marginal.
G. microti Roedores Mesmas de Cistos contendo dois
G. intestinalis trofozoitas com discos ventrais

maduros.

Adaptado de ADAM, 2001.



Tabela 2. Proposicdo de nova classificacdo de espécies do género Giardia, sugeridas por
MONIS et al., 2009.

ESPECIES (=GENOTIPO) HOSPEDEIROS
G. duodenalis (= genotipo A) Humanos e outros primatas, cées, gatos,
ruminantes, roedores e outros mamiferos
silvestres.
G. enterica (= gendtipo B) Humanos e outros primatas, cées, algumas

espécies de animais silvestres.

G. agilis Anfibios

G. muris Roedores

G. psittaci Aves

G. ardae Aves

G. microti Roedores

G. canis (=genotipos C/D) Cées e outros canideos
G. cati (=gendtipo F) Gatos

G. bovis (=genotipo E) Bovinos e outros ruminantes
G. simondi (=gendtipo G) Roedores

2.2 Morfologia

O protozoario Giardia intestinalis possui duas formas evolutivas, durante o seu ciclo
biolégico: o trofozoita e o cisto. A primeira € responsavel pelos sinais e sintomas
caracteristicos da giardiase e a segunda ¢é a forma infectante ao hospedeiro.

O trofozoita possui corpo de formato piriforme com a extremidade anterior
arredondada e a posterior afilada, com 12-15um de comprimento e 5-9um de largura,
apresenta simetria bilateral e um achatamento dorsoventral que lhe confere um aspecto
piriforme. A face dorsal € lisa e convexa, enquanto a face ventral é concava. Na face ventral
aparece uma estrutura denominada de disco adesivo, disco ventral ou disco suctorial (ADAM,
2001; SOUZA et al., 2004).

Estudos de ultraestrutura do disco ventral demonstraram que este é formado por um
conjunto de microtdbulos, ligados a membrana ventral, que formam a base das
microprojecdes com aspecto de faixa (denominadas de “microribbons”), as quais se estendem
até a regido dorsal do citoplasma do disco. As proteinas constituintes dos “microribbons”
incluem um grupo de giardinas, as quais possuem peso molecular aproximado de 29 a 38kDa.
Esses microtibulos e microfilamentos sdo compostos por proteinas contrateis (actinina, o-
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actinina, miosina e tropomiosina) que estdo envolvidas na aderéncia do protozoéario a célula
do hospedeiro (FEELY et al., 1982; ADAM, 2001).

As giardinas estdo presentes nos “microribbons”, mas ndo nos microtubulos
(PEATTIE et al., 1989; ADAM, 2001). Um estudo das proteinas que compdem o disco
ventral publicado por HAGEN et al. (2011), utilizando andlise prote6mica, estimou a
existéncia de mais de 30 proteinas associadas ao disco ventral. Estes autores ressaltam que
provavelmente ainda existem outras proteinas, e que o conhecimento sobre a composicdo e
estrutura do disco ventral é essencial para o entendimento da dindmica de adesdo do trofozoita
ao epitélio intestinal.

Ainda na face ventral, aparecem dois corpos medianos, corpos parabasais ou corpos
semilunares, 0s quais sdo estruturas paralelas em forma de virgula, utilizadas também para a
diferenciacdo de algumas espécies do género. Os axonemas sdo formacdes lineares em
namero de dois, que percorrem o corpo celular longitudinalmente, conferindo-lhe a simetria
bilateral. Internamente, o trofozoita apresenta dois ndcleos arredondados e idénticos, cada um
com um cariossomo grande central e cromatina periférica pouco densa, localizados na regido
anterior onde se encontra o disco adesivo; no citoplasma, sdo encontrados vacuolos
lisossémicos e granulos de glicogénio (ADAM, 2001).

O trofozoita apresenta quatro pares de flagelos: um par anterior, um ventral, um
posterior e um par caudal. A atividade desses flagelos permite o deslocamento rapido e
irregular. Esta forma é encontrada principalmente na porcéo superior do intestino delgado,
mas podem ocupar excepcionalmente outras por¢des, bem como o intestino grosso; nutrem-se
por pinocitose e sua reproducdo ocorre por divisdo binaria longitudinal. Desta forma, é
considerado um protozoario estritamente assexuado, entretanto, tém-se questionado esse fato,
devido as evidéncias experimentais que sugerem sexo e recombinacdo genetica nesse
protozoario (ADAM, 2001; MONIS et al., 2009).

Pesquisas no genoma de Giardia sp. tém demonstrado cinco pares de genes
homologos (Dmcl, Spoll, Mndl1, Hopl, Hop2) que tém funcdo conhecida durante a meiose
em outros eucariotos (ANDERSSON, 2012). Supde-se que a expressdo desses genes possa
facilitar a troca de material genético entre e dentro dos dois nlcleos durante os processos de
encistamento e desencistamento. Acredita-se que a recombinacdo genética seja um evento
relativamente raro (TAKUMI et al., 2012), mas que traria vantagens evolutivas para Giardia
sp., como 0 aumento da capacidade de responder a condigdes diversas, inclusive a exposicao
frequente a drogas giardicidas.

O cisto apresenta-se de forma oval ou elipsoide com aproximadamente 8-12um de
comprimento por 7-10um de largura. Possui uma membrana externa ou parede cistica, de 0,3-
0,5um de espessura, a qual é bem destacada do citoplasma e tem natureza glicoproteica,
fazendo com que se tornem resistentes as adversidades ambientais. No seu interior aparecem
quatro nucleos pequenos e circulares que podem apresentar-se dispostos em polos opostos,
quatro axonemas e quatro corpos parabasais (SOUZA et al., 2004).

Estudos de ultraestrutura demonstraram que o cisto apresenta duas regides distintas
formando a sua parede, uma camada mais externa formada por feixes de fibrilas de 7-20nm de
espessura, conectados entre si por filamentos finos e curtos (SOUZA et al., 2004). A camada
mais interna contém duas membranas, denominadas de membrana interna e externa
(ERLANDSEN et al., 1996).

Acreditava-se que a parede do cisto era formada por quitina, mas estudos mostraram
que esta é na verdade formada por glicoproteinas (JARROL et al., 1989a; GERWIG et al.,
2002; ANKARKLEV et al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takumi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22882997

2.3 Biologia e Transmissao

A transmissdo de Giardia intestinalis ocorre através da ingestdo de cistos,
principalmente em agua e alimentos contaminados. Ap6s ingestdo e exposicdo ao contetdo
acido do estbmago, da-se inicio ao processo de desencistamento, o qual ocorre nas porgdes
iniciais do intestino delgado com a liberacdo de um trofozoita contendo quatro nicleos, que
sofre imediatamente citocinese em aproximadamente 15 a 30 minutos apds o
desencistamento, gerando assim dois trofozoitas (ADAM, 2001). O processo de
desencistamento tem duracéo de aproximadamente 10 minutos (BUCHEL et al., 1987).

No intestino delgado, os trofozoitas se aderem as células epiteliais por meio do disco
ventral, o qual confere uma adesdo mecénica. Até o momento, ndo foi documentado nenhum
tipo de adesdo mediada por receptor e nem invasdo celular (ADAM, 2001). A adesdo do
trofozoita é dependente de metabolismo ativo, sendo inibida por temperaturas abaixo de 37°C,
altos niveis de oxigénio, ou concentrac@es reduzidas de cisteina (GILLIN; DIAMOND, 1981;
GILLIN; REINER, 1982).

Evidéncias demonstram diferengas na composicdo dos microtubulos presentes na
regido do disco ventral e nos flagelos. Além disso, a aderéncia do trofozoita ocorre mesmo na
auséncia de motilidade flagelar, sugerindo que os flagelos ndo sdo estruturas importantes para
a adesdo do protozoario a célula hospedeira (FEELY et al., 1982; EDLIND et al., 1990;
HOUSE et al., 2011).

O trofozoita de Giardia sp., por ser um organismo eucarioto ndo possui nucléolos e
peroxissomas, sdo anaerobios, ndo possuindo mitocéndrias ou qualquer um dos componentes
da fosforilagdo oxidativa, dependendo do metabolismo fermentativo para conservacdo de
energia. Para sua sobrevivéncia no hospedeiro, este protozoario utiliza glicose, aminoacidos,
colesterol, fosfatidilcolina, dentre outras moléculas presentes no microambiente intestinal
(ADAM, 2001). Acredita-se que o crescimento e colonizacdo do protozoario sejam
principalmente no duodeno e jejuno devido a relacéo existente com a bile, pois os trofozoitas
ndo sdo capazes de realizar a sintese da maioria dos lipideos (GILLIN et al., 1986;
MASTRONICOLA et al., 2011).

A reproducéo dos trofozoitas ocorre por fissdo binaria no limen do intestino delgado
(KOFOID; CHRISTIANSEN, 1915). No entanto, alguns autores ja encontraram evidéncias
sugestivas de reproducdo sexuada, como por exemplo, cariogamia, recombinacdo entre
isolados, heterogeneidade na sequéncia alélica, dentre outras (COOPER et al.,, 2007,
POXLEITNER et al., 2008; ANDERSSON, 2012).

Alteracdes do microambiente intestinal induzem a formacdo de cistos, 0s quais sao
eliminados nas fezes do hospedeiro, disseminando-se no ambiente. Acredita-se que diversos
fatores possam induzir a formacdo de cistos, como por exemplo, exposicdo a sais biliares
conjugados e &cidos graxos, alteracdes na concentracdo de oxigénio, exposicdo a um pH
moderadamente alcalino (pH 7,8) e deplecdo de colesterol (GILLIN et al., 1988; ADAM,
2001). O encistamento ocorre apds o protozoario ter sofrido replicacdo nuclear, mas antes da
citocinese e, portanto, o cisto possui quatro nucleos (ADAM, 2001). Estudo realizado por
Erlandsen et al. (1996) propds a divisdo do encistamento em duas fases (inicial e tardia),
sendo observado um tempo meédio de 10h para se completar a fase inicial e de 16h para a fase
tardia. Segundo Bittencourt-Silvestre et al. (2010) as proteino-quinases sao reguladores chave
no processo de diferenciacdo trofozoita-cisto, pois a inibicdo destas moléculas impede o
encistamento.

O periodo pré-patente é bastante variavel, normalmente compreendendo entre 3-10
dias (XIAO; HERD, 1994; GEURDEN et al., 2006). No entanto, Koudela e Vitovec (1998)
observaram um periodo pré-patente de 6-10 dias em caprinos jovens infectados
experimentalmente com cistos de Giardia sp. Estes autores relataram também uma eliminagéo
irregular e intermitente de cistos nas fezes, sendo estas mais elevadas durante a segunda e
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terceira semanas do periodo patente. Esta intermiténcia de eliminacdo também foi observada
por Guimarées et al. (2009) em estudo realizado com bezerros naturalmente infectados por
Giardia sp.

A transmissdo do protozodrio ocorre facilmente atraveés da contaminacdo ambiental
com cistos eliminados nas fezes do hospedeiro, fato este evidenciado por Koudela e Vitovec
(1998) que mantiveram caprinos jovens infectados e ndo infectados por Giardia sp. em um
mesmo ambiente, onde estes Ultimos passaram a eliminar cistos nas fezes ap6s 14-20 dias.

A eliminacdo de cistos geralmente ocorre em grande quantidade em individuos
infectados, sendo necessaria uma pequena quantidade (10 cistos) para infectar um novo
hospedeiro (RENDTORFF, 1954).

Os cistos sdo bastante resistentes as adversidades ambientais, o que favorece sua
disperséo e transmissdo para novos hospedeiros. Erickson e Ortega (2006) avaliaram a
resisténcia dos cistos em diferentes condicdes, observando que no solo a infectividade do
cisto foi reduzida em apenas 11% apds 49 dias a 4°C, havendo perda de infectividade apos 7
dias a 25°C. Neste mesmo estudo, os cistos de Giardia sp. se mantiveram infectantes em agua
encanada por 56 dias, em temperaturas de 0 a 4°C, e por 14 dias em temperaturas de 20 a
28°C. Resultados semelhantes foram observados em agua de lagos, com 56 dias de
sobrevivéncia em temperaturas de 0 a 4°C ou de 6 a 7°C, e 28 dias em temperaturas de 17 a
20°C. Uma sobrevivéncia mais longa foi observada por estes autores em agua de rios, com 84
dias em temperaturas de 0 a 4°C e 28 dias em temperaturas de 20 a 28°C.
Surpreendentemente, o maior tempo de sobrevivéncia foi observado na agua do mar (65 dias a
4°C).

Um estudo realizado por Grit et al. (2012) em amostras de dejetos de bovinos,
observou uma grande reducdo na quantidade e viabilidade de cistos de Giardia sp. presentes
neste material apds 90 dias de armazenamento. No entanto, ainda foi possivel utilizar estes
cistos para infectar experimentalmente ovinos, onde foi observada uma baixa eliminacdo de
cistos nas fezes de um dos trés animais infectados experimentalmente, chamando a atencao
para a baixa quantidade de cistos capaz de infectar um hospedeiro e a utilizacdo de esterco
como adubo.

2.4 Epidemiologia

Este protozoario tem sido associado a surtos em comunidades humanas, nos quais a
agua contaminada com cistos tem sido demonstrada como sendo o principal veiculo de
transmissdo (BALDURSSON; KARANIS, 2011). Além disso, diversos estudos relatam o
encontro deste protozoario em aguas utilizadas para recreacdo ou consumo tanto humano
quanto animal (WATANABE et al., 2005; COUPE et al., 2006; RAZZOLINI et al., 2010;
LEE et al., 2011; CASTRO-HERMIDA et al., 2011; FENG et al., 2011; HELMI et al., 2011;
SOUZA, D.S.M. et al., 2012; EL-SALAM, 2012).

O maior surto de giardiase por veiculacdo hidrica descrito até 0 momento ocorreu na
Noruega em 2004, afetando mais de 1.500 pessoas. O sequenciamento nucleotidico de
isolados de Giardia sp. de humanos infectados revelou a presenca do genétipo B, no entanto
ndo foi possivel isolar e genotipar o DNA do parasito em amostras de agua (ROBERTSON et
al., 2006). Baldursson e Karanis (2011) publicaram uma revisdo de surtos de protozoarios
transmitidos por via hidrica entre os anos de 2004 e 2010; onde 35,1% dos 199 surtos
relatados tiveram como agente etioldgico o protozoario Giardia intestinalis.

Outras formas de transmissdo descritas incluem a contaminacdo de alimentos
(COELHO et al., 2001; SOARES; CANTOS, 2006; TAKAYANAGUI et al., 2007), fomites,
contato fisico direto (ADAM, 2001; ABE; TERAMOTO, 2012) e veiculacdo mecanica por
artropodes (CONN et al.,, 2007; DOIZ et al, 2000; GRACZYK et al.,, 2005) e aves
(GRACZYK et al., 2007; PLUTZER; TOMOR, 2009).

9



Diversos surtos de giardiase humana veiculados por alimentos contaminados ja foram
relatados, sendo que a grande maioria teve como origem o manipulador de alimento (SMITH
et al., 2007). Um estudo realizado por Nolla e Cantos (2005) em manipuladores de alimentos
de Floriandpolis constatou infeccdo por Giardia sp. em 15 dos 238 individuos examinados,
chamando a atengcdo para a importancia destes profissionais como fonte principal de
contaminac&o de alimentos.

Souza D.S.M. et al. (2012) estudaram moluscos bivalves e a dgua de seus criatorios
localizados em Floriandpois (SC). Estes autores encontraram contaminacdo por Giardia
intestinalis (gendtipo A) na dgua de um dos criatdrios, mas ndo detectaram cistos ou DNA dos
protozoarios nos moluscos. No entanto, Graczyc et al. (1999) relataram a presenca de cistos
de Giardia intestinalis (gendtipo A) em moluscos coletados em Maryland, Estados Unidos;
chamando a atencdo para o papel destes animais como bioindicadores, além do risco de
transmissdo para humanos, uma vez que 0s moluscos sdo fonte de alimento e, sendo
filtradores, favorecem o acimulo de patdgenos.

Ghoneim et al. (2012) avaliaram fezes de peixes coletados de rio e criatorios no Egito
através de ELISA e deteccdo de DNA por PCR, encontrando 3,3% de animais positivos para
Giardia intestinalis (genotipo A). Estes autores chamam a atencdo para um possivel papel de
peixes no ciclo de Giardia sp, tanto como reservatorios como de contaminadores ambientais.

Em seres humanos, a infeccdo por Giardia intestinalis € reconhecida como a principal
causa de diarréia, com cerca de 280 milhdes de infeccdes a cada ano. Em funcéo disto, esta
protozoose esta incluida na “Neglected Disease Initiative” da organizagdo Mundial de Saude
desde 2004 (SAVIOLI et al., 2006). Feng e Xiao (2011) ressaltam que os indices de infeccao
sdo geralmente mais altos em paises em desenvolvimento quando comparados a paises
desenvolvidos.

Mahdy et al. (2008) conduziram um estudo em uma populagéo indigena da Malésia,
onde observaram que as criangas com menos de 12 anos de idade, além de individuos que se
alimentavam com frequéncia de frutas e verduras cruas e que ndo possuiam banheiro, estavam
estatisticamente sob um risco maior de adquirir a infecgcdo por Giardia sp.

No Brasil, diversos estudos relataram o encontro deste protozoario na populacédo
humana, sendo mais frequente em criangas, imunossuprimidos e individuos que residiam em
locais com condi¢Bes precarias de higiene (MOURA et al., 1989; GUIMARAES;
SOGAYAR, 1995; COSTA-MACEDO et al., 1998; MACHADO et al., 1999; CIMERMAN
et al., 1999; COSTA-MACEDO; REY, 2000; FEITOSA et al., 2001; SCHNACK et al., 2003;
PUPULIN et al., 2009; GONCALVES et al., 2011; PINHEIRO et al., 2011; CARDOSO et
al., 2011; SANTOS et al., 2012).

Entretanto, Feng e Xiao (2011) em sua extensa revisdo de literatura sobre o tema,
chamam a atencdo para a confiabilidade dos dados epidemiolégicos mundiais, pois a grande
maioria dos estudos € realizada com populagdes-alvo especificas, principalmente de criancas,
além da ndo obrigatoriedade de notificacdo das infec¢es na grande maioria dos paises.

Este protozoario também € frequentemente encontrado parasitando animais
domésticos, como bovinos, bubalinos, ovinos, equinos, cdes, suinos e animais silvestres,
como “ferrets”, castores, alpacas, cervos, javalis, primatas ndo humanos e chinchilas (BURET
et al., 1990; DIXON et al., 1997; FAYER et al., 2000; ABE et al., 2005; DEGERLI et al.,
2005; JAGER et al., 2005; LALLE et al., 2005; GIANGASPERO et al., 2005; CASTRO-
HERMIDA et al.,, 2006; MENDONCA et al., 2007; COKLIN et al., 2007; CASTRO-
HERMIDA et al., 2007; CACCIO et al., 2007; CRAIG et al., 2007; TROUT et al., 2008;
COVACIN et al.,, 2011; MARK-CAREW et al., 2012; KHAN et al., 2011; TIRANTI et al.,
2011; CASTRO-HERMIDA et al., 2011; SWEENY et al., 2011; MARTINEZ-DIAZ et al.,
2011; ITOH et al., 2011; PANTCHEV et al., 2011; SANTIN et al., 2012; SWEENY et al.,
2012; BUDU-AMOAKO et al.,, 2012; BERRILI et al., 2012; MUHID et al., 2012;
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TRAVERSA et al., 2012; WANG et al., 2012; MIRCEAN et al., 2012; VERONESI et al.,
2012; GOMEZ-MUNOZ et al., 2012).

No entanto, estudos realizados no Brasil acerca da epidemiologia da infeccdo por
Giardia intestinalis em animais séo escassos, havendo relatos em bovinos, ovinos, caprinos,
equinos, primatas ndo humanos, gatos, cies e animais silvestres (GUIMARAES et al., 2001;
HUBER et al., 2002; SERRA et al., 2003; BOMFIM et al., 2005; BECK et al., 2005;
VOLOTAO et al., 2007; VOLOTAO et al., 2008; GUIMARAES et al., 2009; SOUZA et al.,
2009; KLIMPEL et al., 2010; SILVA JUNIOR et al., 2011; VOLOTAO et al., 2011; GOMES
et al., 2011; SOARES et al., 2011; SOUZA, M.F. et al., 2012; PAZ E SILVA et al., 20123,
PAZ E SILVA et al., 2012b) . Entretanto, apenas sete destes estudos conta com dados de
biologia molecular.

A ocorréncia de Giardia intestinalis em caprinos foi primeiramente relatada em 1923,
tendo sido esta denominada de Giardia caprae (KULDA; NOHYNKOVA, 1978). Segundo
Robertson (2009), a prevaléncia mundial de Giardia intestinalis em caprinos varia de <10% a
>40%. Estas diferencas de prevaléncia se devem ndo sé as diferencas inerentes a cada regiao,
mas também devido a diferencas entre os estudos, principalmente no que diz respeito a idade
do animal, area estudada, e as técnicas empregadas no diagnostico (ROBERTSON, 2009;
GEURDEN et al., 2010). Os estudos sobre ocorréncia de infecgdo por Giardia intestinalis em
caprinos sdo escassos (Tabela 3), havendo apenas um Unico estudo no Brasil, este somente
com o diagndstico microscopico.

A espeécie Giardia intestinalis é subdividida em oito gendtipos distintos (A, B, C, D,
E, F, G, H), cada um com capacidade de infectar determinadas espécies de mamiferos.
Dentre estes, 0s genotipos A, B e E ja foram diagnosticados em caprinos, mas acredita-se que
apenas 0s genotipos A e B possuam carater zoonotico, isto porque sdo os dois genotipos
capazes de infectar humanos (ROBERTSON, 2009).

Estudos demonstrando a ocorréncia do gendtipo A em animais e humanos em uma
mesma area, como por exemplo, os achados de Khan et al. (2011) em bovinos e trabalhadores
rurais, assim como os de Traub et al. (2003) em caes e humanos residentes em uma mesma
comunidade, sustentam a hipdtese de uma possivel transmissdo zoondtica. No entanto,
estudos mais aprofundados sdo ainda necessarios para determinar se realmente existe
transmisséo zoonotica ou se estes achados sdo meramente acidentais.
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Tabela 3. Ocorréncia de Giardia intestinalis em caprinos, de acordo com o pais de origem e
técnicas de diagndstico utilizadas.

PAIS METODOLOGIA OCORRENCIA (n) GENOTIPO REFERENCIA

Bélgica  IFA/ Molecular (PCR 53 (148) AeE GEURDEN et al., 2008
e seqlienciamento)

Brasil Microscopia 15 (105) BOMFIM et al., 2005
Espanha Microscopia/ IFA / 82 (315) por E RUIZ et al., 2008
Molecular (PCR e microscopia e 133
sequenciamento) por IFA
Republica Microscopia / 1(2) A+B BERRILI et al., 2012

de Cote d Molecular (PCR,
lvore sequenciamento e PCR
em tempo real)

Franca IFA 13 (100) CASTRO-HERMIDA
et al., 2005
Espanha  IFA/ Molecular (PCR 23(116) EeB CASTRO-HERMIDA
e sequienciamento) et al., 2007
China Microscopia / 4 (139) E ZHANG et al. 2012

Molecular (PCR e
sequienciamento)

Malasia Molecular (PCR e 21(310) A BeE LIMetal., 2012
sequienciamento)

Legenda: IFA — “Immunofluorescent assay” (Ensaio de imunofluorescéncia); PCR —
“Polimerase chain reaction” (Reacao em cadeia da polimerase).

2.5 Patogenia da infeccdo por Giardia intestinalis

Charles Wardell Stiles em 1932 (revisado por COX, 2002) foi o primeiro a suspeitar
de uma relacdo entre a infeccdo por Giardia e a presenca de diarreia. No entanto, estas
suspeitas nao foram além da Primeira Guerra Mundial, onde Fantham e Porter (1916)
observaram que cistos de Giardia provenientes de fezes de soldados com diarreia provocavam
0S mesmos sintomas quando eram administrados a animais de laboratorio. Em 1921, Clifford
Dobell sugeriu que Giardia fosse um patdgeno (revisado por COX, 2002) e, em 1926,
Reginald Miller demonstrou de forma conclusiva que algumas criancas infectadas por Giardia
apresentavam ma-absorcdo enquanto outras eram portadoras assintomaticas. Entretanto,
apenas em 1954, Robert Rendtorff obteve resultados consistentes correlacionando a infecgédo
por Giardia com a doenga.

Koudela e Vitovec (1998), infectando experimentalmente oito caprinos jovens com
cistos de Giardia sp. obtidos de suinos, constataram que cinco animais ndo apresentaram
diarreia ou outros sinais clinicos durante o periodo de monitoramento (70 dias pds-infec¢éo),
trés apresentaram reducgdo de apetite, fezes pastosas e se tornaram levemente deprimidos apos
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7 a 8 dias pés-infeccdo. Na histopatologia foram observadas lesdes graves no duodeno e
jejuno proximal dos animais necropsiados entre 0 21° e 0 28° dias pds-infec¢do. Tais lesdes
consistiam em atrofia moderada das vilosidades, achatamento das vilosidades e hiperplasia
das criptas. Nas regides infectadas, o epitélio das vilosidades e da lamina propria apresentava
infiltrado de células mononucleares e neutrofilos. No entanto, estes pesquisadores nao
observaram correlagcdo entre as lesfes descritas e 0 aparecimento de sintomas nos animais
infectados, sugerindo que o quadro clinico da giardiase € um processo multifatorial.

Da mesma forma que os autores anteriores, Aloisio et al. (2006) descreveram achados
similares em duas necropsias de caprinos infectados por Giardia sp. e que apresentavam
sintomatologia clinica de diarreia e perda de peso. Macroscopicamente foi observado
espessamento das paredes intestinais, exsudato catarral, aumento uniforme dos linfonodos
mesentéricos, enterite crénica difusa; na microscopia observaram achatamento e fusdo das
vilosidades, aumento da atividade mit6tica dos enterdcitos e um substancial infiltrado de
eosinofilos na lamina prépria, com um nimero menor de linfocitos e plasmacitos.

Acredita-se que a diarreia e a ma absorcdo causadas por Giardia sp. sejam um
processo multifatorial, tendo como um dos componentes principais o rompimento das juncdes
conectantes (“tight junctions™) do epitélio do intestino delgado, o que por sua vez aumenta a
permeabilidade intestinal (MAIA-BRIGAGAO et al., 2012). Cotton et al. (2011) publicaram
uma extensa revisdo sobre a relagdo parasito-hospedeiro na infecgdo por Giardia sp., onde
estes autores citam a inducdo do aumento de apoptose das células intestinais, hipersecre¢éo de
ions cloreto, aumento da permeabilidade intestinal e ativacdo de linfocitos T como fatores
importantes na patofisiologia da giardiase.

A deficiéncia nutricional gerada pela giardiase foi relatada por Monajemzadeh e
Monajemzadeh (2008) em um estudo com 102 criangas iranianas, onde 26,5% apresentaram
anemia por deficiéncia de ferro. Outro estudo realizado com criancas egipcias relatou baixo
peso corporal e reducdo dos niveis séricos de ferro e zinco de criancas infectadas (ABOU-
SHADY et al., 2011). Similarmente, Muniz-Junqueira e Queir6z (2002) encontraram
associacdo entre desnutricdo energético-proteica e parasitismo por Giardia intestinalis em
criancas residentes de Brasilia, Brasil. Em animais, Sweeny et al. (2011) observaram reducéo
na produtividade de carcacas de ovinos infectados por Giardia sp.

Aloisio et al. (2006) em um estudo em ovinos na Espanha observaram correlacao entre
infeccdo pelo gendtipo B de Giardia intestinalis e substancial perda de peso nos animais. Da
mesma forma, um estudo realizado por Lebbad et al. (2011) na Suécia com 207 isolados
humanos de Giardia intestinalis, observou uma correlacdo entre flatuléncia e infeccdo pelo
gendtipo B em criancas com menos de seis anos de idade. No entanto, os estudos sobre este
tema sdo escassos, ndo permitindo grandes inferéncias sobre estes resultados.

2.6 Caprinocultura brasileira e importancia da giardiase em caprinos

As cabras domésticas pertencem a subespécie Capra aegagrus hircus, tendo cerca de
300 racas reconhecidas (ROBERTSON, 2009).

A populacdo mundial de caprinos, segundo dados de 2006, era de 837.236.000
cabecas, havendo uma tendéncia de aumento gradual, particularmente na Asia e na América
do Sul (EARTHTRENDS DATABASES, 2009). Isto se deve a estes animais em sua maioria
poderem ser criados soltos, ndo necessitando de instalacGes e alimentos muito caros, além de
possuirem uma grande capacidade de adaptacdo a ambientes com condicGes climaticas
extremas, 0 que 0s torna atrativos para populagdes humanas com menos recursos
(ROBERTSON, 2009). No Brasil, dados de 2010 indicam um ntmero de 9.312.784 cabegas
de caprinos (IBGE, 2010), correspondendo a um pequeno porcentual da criagdo mundial.
Segundo dados do Censo Agropecuéario de 2010 (IBGE, 2010), o Estado do Rio de Janeiro
possui 31.860 cabecas de caprinos, correspondendo a aproximadamente 0,3% do rebanho
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nacional. Ao compararmos estes numeros com os revelados pelo IBGE no Censo
Agropecuario de 2006 (15.816 cabecas de caprinos / 0,23% do rebanho nacional), é possivel
notar que a caprinocultura esta em franca expansdo no Estado. Diversos programas de
incentivo a esta expanséo estdo sendo implementados (EMBRAPA CAPRINOS E OVINOS,
2005) e, portanto, tornam-se necessarios mais estudos relacionados a sanidade desses animais,
de forma a estabelecer medidas profilaticas efetivas.

Diversos parasitos gastrintestinais podem infectar caprinos, dentre estes se destacam
os helmintos e protozoérios. Os protozoarios gastrintestinais pertencentes ao género Giardia
sdo responsaveis por perdas econémicas consideraveis, as quais estdo associadas a morbidade
e mortalidade (ABBASSI; PEETERS, 1999). A infec¢do por Giardia intestinalis em caprinos
pode apresentar um quadro clinico de diarreia grave e, dependendo das condicBes
nutricionais, de manejo, e da presenca concomitante de outros patégenos, pode levar a morte
do animal (ALOISIO et al.,, 2006; GEURDEN et al., 2010; SWEENY et al., 2011). A
transmissdo desses protozoarios ocorre através da ingestdo de seu estagio infectante, o cisto,
presente principalmente na &gua e alimentos contaminados (SMITH et al., 2007,
ROBERTSON, 2009).

Diversos fatores de risco ja foram associados a transmissdo de Giardia intestinalis em
caprinos, destacando-se como principais: a idade, a ndo separacdo dos animais por faixa
etaria, aglomeragdo, umidade nas instalacGes, tipo e qualidade da alimentacdo, condicGes
higiénico-sanitarias e construcao das instalacGes inadequadas ao tipo de exploracdo (RUEST
et al., 1998; BOMFIM et al., 2005; DELAFOSSE et al., 2006).

E importante ressaltar que os caprinos possuem uma tendéncia a escapar facilmente de
areas cercadas, sendo também excelentes escaladores, o que pode favorecer sua dispersao
para outro ambiente contaminado, como também tornar este animal um veiculador de cistos
para um ambiente previamente ndo contaminado (ROBERTSON, 2009).

Muito se tem discutido a respeito do papel de caprinos na transmissao zoondtica de
Giardia intestinalis, principalmente no que diz respeito a prevaléncia da infeccdo nesse
hospedeiro e ao potencial de contaminacdo ambiental, uma vez que estes animais produzem
entre 1-3kg de fezes por dia (SMITH et al., 2007; ROBERTSON, 2009). Nesses ruminantes, a
excrecdo de cistos pode alcancar 10° cistos por grama de fezes, principalmente em animais
jovens, devido a um lento desenvolvimento da imunidade adaptativa (YANKE et al., 1998;
O'HANDLEY et al., 2003). Desta forma, os animais jovens sdo considerados importantes
disseminadores ambientais.

2.7 Diagnostico

Em virtude da variedade de sintomas inespecificos, o diagndstico clinico da giardiase
deve ser associado a um diagnostico laboratorial confirmatdrio, visando a deteccdo de cistos
e/ou trofozoitas presentes em amostra fecal. Este diagndstico pode ser realizado através de
microscopia Optica, deteccdo de antigenos ou por biologia molecular (GEURDEN et al.,
2010).

2.7.1 Diagnostico morfolégico

A morfologia dos cistos e trofozoitas pode ser visualizada em amostras fecais através
de microscopia Optica. A deteccdo destas estruturas pode ser feita tanto por observacédo direta
guanto por meio de técnicas de concentragao.

Diversas técnicas de concentracdo ja foram descritas para o diagndstico de Giardia
sp., diferindo principalmente no tipo de solugdo de concentragéo utilizada para detecgcéo dos
cistos. Dentre estas, as principais sdo: sacarose, sulfato de zinco, formalina e éter ou formalina
e acetato de etila (FAUST et al., 1938; SHEATER, 1923; RITCHIE, 1948; YOUNG et al.,
1979). E importante ressaltar que os trofozoitas podem ser observados em amostras fecais
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diarréicas, em virtude de um aumento do peristaltismo, mas por serem pouco resistentes,
normalmente ndo sdo observados em técnicas de concentracdo (DE CARLI, 2007).

Diversos fatores podem interferir na especificidade e sensibilidade destas técnicas,
sendo que o principal é a intermiténcia de eliminacdo de cistos, especialmente na fase crénica
da infeccéo, o que pode levar a um resultado falso negativo (MAHDY et al., 2008).

Para contornar este problema, Geurden et al. (2010) sugerem que a coleta de amostras
fecais de ruminantes seja feita em multiplas amostras de um unico animal ou de animais de
um mesmo lote; nestas amostras devem ser incluidos animais jovens, uma vez que estes
geralmente apresentam um pico maior de eliminacdo de cistos. No entanto, Weitzel et al.
(2006) ressaltam que a necessidade de multiplas amostras pode resultar em demora na
obtengcdo do diagnostico final, alem de tornar a coleta mais complexa e desagradavel,
resultando em uma menor adesdo, principalmente por pacientes humanos.

Moitinho et al. (1999) compararam a flutuagdo em solucdo de sacarose de cistos de
Giardia presentes em amostras frescas, conservadas sob-refrigeracdo e com uso de formalina.
Estes pesquisadores observaram uma taxa de 77,7% de flutuacdo de cistos em solucéo de
sacarose com densidade especifica de 1.200kg/m* em amostras de fezes frescas, evidenciando
que existe uma perda de material quando se utiliza a técnica de flutuacdo. Além disso, estes
pesquisadores observaram resultados de flutuacdo significativamente menores (apenas 6,6%)
em amostras conservadas com formalina.

Xiao e Herd (1993) relataram que a esteatorréia, um sintoma que pode ser observado
na giardiase, pode interferir na flutuacdo com sacarose, gerando resultados falso-negativos.

Em virtude do pequeno tamanho e da semelhanca com possiveis artefatos presentes
nas fezes, o diagnostico dos cistos deve ser realizado por microscopista experiente. Alguns
corantes podem ser utilizados para auxiliar a visualizagdo das estruturas morfolégicas, como
por exemplo, hematoxolina férrica (HEIDENHAIN, 1908), iodo (DOBEL; O’CONNOR,
1921; D’ANTONI, 1937) e tricromio (BROOKE, 1960; WHEATLEY, 1979; GARCIA,;
BRUCKERNER, 1993). No entanto, Amin (2000) relatou que a coloracéo tricromica nao foi
muito eficiente para evidenciacdo de alguns protozoarios, dentre estes Giardia intestinalis,
pois estes organismos se coravam fracamente e, portanto, suas estruturas morfologicas eram
dificeis de serem observadas.

Apesar da microscopia Optica ainda ser considerada padréo-ouro para o diagndstico de
Giardia intestinalis, esta apresenta algumas desvantagens, como a baixa sensibilidade quando
comparado a ensaios imunoldgicos e moleculares; quantidade de debris presentes na lamina,
gerando falsos positivos e negativos, e com relacdo a experiéncia do microscopista a fadiga
deste pode influenciar na interpretacdo de um diagndstico (DIXON et al., 1997; VIDAL,;
CATAPANI, 2005; GEURDEN et al., 2010).

No entanto, Vidal e Catapani (2005) chamam a atencdo para o fato de que, apesar das
desvantagens listadas acima, a microscopia possui a vantagem de permitir a identificacdo de
infeccdes concomitantes por diversas espécies de parasitos na amostra analisada, o que ndo
sdo observados nos testes imunolédgicos especificos.

2.7.2 Diagnéstico imunoldgico

Atualmente diversos ensaios imunoldgicos sdo disponibilizados comercialmente para a
deteccdo de antigenos de Giardia intestinalis. Dentre estes, os mais utilizados sdo a
imunofluorescéncia, o ELISA e o0s ensaios cromatograficos (JOHNSTON et al., 2003;
VIDAL; CATAPANI, 2005; WEITZEL et al., 2006; GEURDEN et al., 2010; NGUYEN et
al., 2012; GONI et al., 2012). A imunofluorescéncia e o ELISA utilizam anticorpos
monoclonais contra proteinas da parede do cisto (GEURDEN et al., 2010). Segundo Xiao e
Herd (1993), a imunofluorescéncia pode ser utilizada como um teste quantitativo, com um
limite de deteccdo estimado de 1.000 cistos por grama de fezes.

15



Vidal e Catapani (2005) compararam a técnica de microscopia com o ELISA
especifico para Giardia, e observaram uma maior sensibilidade no ELISA para o diagnostico.
Segundo estes autores, 0 ensaio parece ser mais sensivel, pois é capaz de detectar quantidades
minimas de antigenos, mesmo em uma carga parasitaria baixa, a qual necessitaria de diversas
amostras fecais para deteccao pela microscopia.

Os testes imunocromatogréaficos utilizam anticorpos monoclonais direcionados contra
proteinas especificas da parede de trofozoitas ou cistos. Eles possuem como vantagem a
rapidez, permitindo o diagndstico no préprio consultorio em até 15 minutos, ndo necessitando
de pessoas especializadas e nem de equipamentos especificos (GEURDEN et al., 2010;
GUTIERREZ-CISNEROS et al., 2011; GONI et al., 2012).

No entanto, vale ressaltar que a maioria dos ensaios foi desenvolvida e avaliada para
utilizacdo em amostras humanas (RIMHANEN-FINNE et al., 2007; GEURDEN et al., 2010).

Apesar de diversos autores relatarem uma sensibilidade mais elevada dos ensaios
imunoldgicos em relacdo ao diagnostico morfoldgico, estes possuem desvantagens, pois sdo
ensaios de custo mais elevado e que necessitam de laboratdrios equipados, além da
imunofluorescéncia depender de microscopista experiente (DIXON et al., 1997; VIDAL,;
CATAPANI, 2005; GEURDEN et al., 2010).

2.7.3 Diagnostico molecular

Os métodos moleculares possuem uma grande vantagem sobre 0s métodos
imunologicos e morfoldgicos, pois além da deteccdo do protozoario, permitem a genotipagem
e subgenotipagem de Giardia intestinalis, fornecendo valiosos dados sobre a epidemiologia,
taxonomia e genética populacional (CACCIO; RYAN, 2008; CACCIO; SPRONG, 2010;
FENG; XIAO, 2011).

2.7.3.1 Historico do diagndstico molecular

Inicialmente, a analise de zimodemas era utilizada para evidenciagdo de diferencas
entre isolados dentro da espécie Giardia intestinalis (BERTRAM et al., 1983). Segundo
Adam (2001), a analise de zimodemas consiste na diferenciacdo de organismos baseando-se
na migracdo de um grupo de enzimas em um gel, na presenca de uma corrente elétrica. A
migracao é dependente do tamanho, estrutura e ponto isoelétrico destas enzimas. Em virtude
de essas propriedades estarem diretamente relacionadas a sequencia de aminoacidos, as
diferencas nos zimodemos séo reflexo de diferencas nos genes codificadores destas enzimas.

Nash et al. (1985) descreveram pela primeira vez o0 uso do RFLP para diferenciar
isolados de Giardia. Os dados observados por estes autores permitiram a separacdo de trés
grupos dentro da espécie Giardia intestinalis, denominando-os de grupos 1, 2 e 3.

Outra classificacdo foi descrita posteriormente por Andrews et al. (1989),
denominando-os de grupos I, 1, 11l e IV. Homan et al. (1992) propuseram a divisao em grupo
Polonés e Belga. Posteriormente, Adam (2001) em sua revisdo sobre o tema, analisou e
comparou estas homenclaturas, propondo a padronizacdo para genotipos, sendo estes, Al
(grupo 1/ grupo | / Polonés); A2 (grupo 2 / grupo Il / Polonés) e B (grupo 3 / grupo 111/
grupo IV / Belga).

Mahbubani et al. (1992) publicaram um dos primeiros estudos de diferenciacdo de
espécies do género Giardia através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tendo como
alvo o gene codificador da giardina. Estes autores relataram que o ensaio descrito era capaz de
diferenciar as espécies do género Giardia, sendo especifico para este género e tendo a
sensibilidade de deteccdo de um Unico cisto.

Hopkins et al. (1997) descreveram diferencas entre gendtipos de Giardia intestinalis,
através do sequenciamento de uma regido polimorfica da subunidade menor do RNA
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ribossomal (ssurRNA). Estes autores relataram pela primeira vez a possibilidade de
caracterizar isolados purificados diretamente das fezes, sem a necessidade do cultivo.

Dados obtidos através de sequenciamento tém sido amplamente utilizados, sendo este
bastante vantajoso, pois permite a comparacdo de dados gerados em diferentes laboratorios
(SMITH et al., 2007).

Entretanto, segundo Smith et al. (2007), existem dois principais limitadores de um
sistema de genotipagem: a taxa de mutacdo dos genes utilizados e o nivel de recombinacéo no
organismo alvo.

Desta forma, diversos autores descreveram ensaios moleculares com inimeros genes
alvo, com o intuito de analisar seu potencial discriminatdrio entre os genotipos e subgendétipos
(CACCIO et al., 2002; BERRILLI et al., 2004; TRAUB et al., 2004; LALLE et al., 2005;
CACCIO et al., 2008; CACCIO et al., 2010; BONHOMME et al., 2011; GOMEZ-MUNOZ et
al., 2012).

Atualmente, com base nos resultados publicados ao longo dos anos, sdo reconhecidos
0ito gendtipos, de A a H, para a espécie Giardia intestinalis (Tabela 4).

Em relagdo aos subgendtipos, existem diversos descritos (A1-A8; B1-B6 e E1-E3),
mas devido a grande heterogeneidade entre os isolados, a definicdo dos subgendtipos é
bastante controversa (LALLE et al., 2005; FENG; XIAO, 2011).

Tabela 4. Gendtipos de Giardia intestinalis relacionados aos seus principais hospedeiros.

GENOTIPO PRINCIPAIS HOSPEDEIROS

A Humanos, primatas ndo humanos, ruminantes domésticos e
silvestres, alpacas, suinos, eqlinos, canideos domésticos e silvestres,
gatos, “ferrets”, roedores, marsupiais.

B Humanos, primatas ndo humanos, bovinos, cées, equinos, coelhos,
castores.

C Canideos domesticos e silvestres

D Canideos domesticos e silvestres

E Ruminantes domésticos, suinos

F Gatos

G Camundongos, ratos

H Focas

Adaptado de Feng e Xiao (2011).

2.7.3.2 Genoma de Giardia intestinalis

A primeira descricdo do genoma de Giardia intestinalis foi relatada em 2007, e foi
obtida através do sequenciamento da cepa WB (genétipo A), a qual foi isolada de um soldado
que adquiriu a infeccdo no Afeganistdo (MORRISON et al., 2007). O genoma descrito por
estes autores possuia 11,7 megabase de tamanho, com aproximadamente 4.800 genes
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codificadores de proteinas. Recentemente, Perry et al. (2011) através da confec¢do de um
mapa optico do genoma da cepa WB observaram que este possuia 12,1 megabase de tamanho,
sendo dividido em cinco cromossomos, 0s quais variavam de tamanho entre 1,46 e 4,43
megabase. Além destas informagdes, esta nova tecnologia corrigiu erros anteriores e permitiu
uma maior confianca dos dados referentes ao genoma do protozoario, permitindo novas
analises de recombinag&o e expressdo génica.

Franzen et al. (2009) publicaram a primeira sequéncia completa do genoma do isolado
GS (geno6tipo B), comparando esta sequéncia com a descrita para a cepa WB. Estes autores
observaram uma identidade de 77% dos nucleotideos e 78% dos amino4cidos em proteinas
ortélogas.

Recentemente, Jerlstrom-Hultqvist et al. (2010a) publicaram o genoma do isolado P15
(gendtipo E), obtido de um suino. A andlise dos genes ortdlogos demonstrou grande
conservacao destes entre os diversos genotipos. Segundo estes autores, 0 genoma possuia
aproximadamente 4.557 genes, e as diferencas em relacdo aos outros gendtipos foram
encontradas nas familias génicas especificas de Giardia, o que poderia explicar as diferencas
na preferéncia de hospedeiros. Entretanto, quando os genes ortélogos foram comparados, o
isolado P15 foi mais similar (90%) ao isolado WB do que os dois isolados humanos (WB e
GS).

Desta forma, Jerlstrom-Hultgvist et al. (2010b) em sua revisdo sobre o tema, sugerem
que estas diferencas no genoma, aliadas a diferencgas de especificidade de hospedeiros, seriam
sugestivas de que os genotipos A e B seriam na verdade duas espécies distintas. No entanto,
0s autores salientam que ainda sdo necessarios mais dados com sequencias do genoma de
outros isolados para que a definicdo de espécie seja possivel.

Uma rede de Instituicdes de saude humana e veterinaria (ZOOPNET) de nove paises
Europeus foi estabelecida com o intuito de padronizar as metodologias para deteccdo e
controle de Giardia e Cryptosporidium, para investigar a epidemiologia molecular destes
protozoéarios e o papel de animais na infeccdo humana. Esta rede conta com um banco de
dados que contém informacdes de sequéncias de milhares de isolados de Giardia (SPRONG
et al., 2009). Um banco de dados similar, denominado de GiardiaDB (WWW.qgiardiadb.org) €
mantido pela EupathDB Bioinformatics Resource Center.

Estes bancos de dados sdo importantes, pois permitem a comparagdo entre sequéncias
de isolados de diversas partes do mundo, aléem de estudos de genética populacional e
epidemiologia molecular do parasito.

2.7.3.3 Genes alvo utilizados no diagnostico de Giardia intestinalis

Segundo Feng e Xiao (2011), a utilidade da ferramenta de diagnostico molecular é
determinada pelo gene alvo, o nimero de lécus utilizados na analise e a especificidade do
ensaio.

Diversos ensaios moleculares utilizando genes-alvo diferentes ja foram descritos
(HOPKINS et al., 1997; CACCIO et al., 2002; SULAIMAN et al., 2003 ; LALLE et al., 2005;
CACCIO et al., 2008; CACCIO et al., 2010). Os genes-alvo mais frequentemente utilizados
sdo: SSUrRNA (subunidade menor do RNA ribossomal), g (beta giardina), gdh (glutamato-
desidrogenase) e tpi (triose-fosfato-isomerase).

O gene codificador da proteina beta giardina é um gene de copia Unica especifico para
Giardia, o qual codifica uma proteina estrutural localizada no disco ventral do trofozoita
(RAMOS, 2010).

Outro alvo frequente é o gene codificador da enzima triose fosfato isomerase, a qual
cataliza uma conversdo reversivel entre fosfato de dihidroxiacetona e D-gliceraldeido-3-
fosfato (ADAM, 2001), sendo o centro do metabolismo de carboidratos e atuando no
citoplasma de organismos eucariotos (KEELING; DOOLITTLE, 1997).
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O gene codificador da enzima glutamato desidrogenase (gdh) também tem sido
bastante utilizado para diferenciacéo entre gendtipos. Esta enzima possui um papel importante
no metabolismo de carboidratos e assimilacdo de aménia, sintese de aminoécidos e/ou
catabolismo nos organismos eucariotos (RAMOS, 2010). No entanto, como 0s protozoarios
do género Giardia sdo anaerobios, eles utilizam a enzima gdh exclusivamente para
manutengdo do potencial redox intracelular, pois em seu metabolismo a glicose e outros
carboidratos sdo convertidos em piruvato atraves da via Embden-Meyerhoff (LINDMARK,
1980; JARROL et al., 1989b; ADAM, 2001).

Um marcador comum para diferenciacdo entre espécies dentro do género Giardia é o
gene codificador da subunidade menor do RNA ribossomal, devido a natureza conservada
deste segmento génico (RAMOS, 2010). Este gene também pode ser utilizado para
genotipagem, dependendo da regido selecionada como alvo. Entretanto, a escolha de primers
para este alvo deve ser cuidadosa, pois se 0 produto obtido for muito pequeno, ndo sera
suficiente para diferenciar os gendtipos. Além disso, devido a um alto contetudo de G-C, a
amplificagdo deste l6cus se torna mais dificil (FENG; XIAO, 2011).

O uso de diferentes genes-alvo é feito devido a diferencas nas taxas de substituicdo
entre os l6cus génicos, e desta forma a capacidade da tipagem se torna diferente & medida que
se altera o gene alvo. Por exemplo, as taxas de substituicdo para SSUrRNA, fg, gdh e tpi
foram relatadas como sendo, respectivamente, 0,01; 0,03; 0,06 e 0,12 substituicdes por
nucleotideo (WIELINGA; THOMPSON, 2007). Desta forma, um gene mais conservado
(como o SSUrRNA) é utilizado para genotipagem, enquanto que um locus mais variavel
(como o tpi) é frequentemente utilizado para subgenotipagem (WIELINGA; THOMPSON,
2007; CACCIO; RYAN, 2008; FENG; XIAO, 2011).

2.7.3.4 Problematica do diagnostico molecular e futuros desafios

Apesar da técnica da PCR ter um limite de deteccdo de um cisto, 0 que aumenta
significativamente a sensibilidade do diagnostico, diversos fatores podem interferir na reacao,
como a presenca de inibidores presentes em amostras fecais, a quantidade de DNA obtida
durante a extracéo e a estabilidade do DNA. Além disso, os métodos moleculares ainda séo
bastante caros e demandam laboratorios especializados e técnicos treinados para se obter um
resultado confiavel (GEURDEN et al., 2010; STROUP et al., 2012).

Diversos pesquisadores testaram e propuseram novas metodologias para extracéo e
separacdo do DNA de Giardia em amostras fecais e ambientais, visando melhorar a
quantidade de DNA obtida, principalmente em amostras ambientais, onde existe uma menor
concentracdo do protozoario (SKOTARCZAK, 2009; ADAMSKA et al., 2010; BABAEI et
al., 2011).

Stroup et al. (2012) desenvolveram sondas biotiniladas para Giardia que sao utilizadas
em uma etapa de hibridizacdo logo apds a extracdo do DNA. Estas sondas sdo entdo
incubadas com esferas magnéticas recobertas por avidina e separadas magneticamente do
restante do sedimento, com o intuito de se concentrar e selecionar o DNA alvo.

Novas tecnologias estdo sendo descritas e testadas para aperfeicoar a deteccdo deste
protozoario em diversificadas amostras. Dentre estas técnicas, a mais comumente utilizada é o
gPCR ou PCR em tempo real, o qual possui como vantagens a possibilidade de
monitoramento e quantificacdo da reacdo em tempo real e a possibilidade de realizacdo de
reacdes multiplex (HAQUE et al., 2007). No entanto, Jex et al. (2012) ressaltaram que para se
realizar maltiplas diferenciacGes utilizando-se este sistema, devem-se desenhar sondas com
comprimento de onda diferentes, o que € bastante dificil e oneroso. Além disso, a maioria dos
termocicladores em tempo real se limita a um nidmero maximo de seis canais para deteccdo de
diferentes comprimentos de onda.
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Outras tecnologias mais complexas e caras estdo sendo desenvolvidas e testadas, como
por exemplo, a “PCR tandem multiplex” (MT-PCR) (JEX et al., 2012) e a técnica de LAMP
(“Loop Mediated Isothermal Amplification”) (PLUTZER; TOMOR, 2009). Esta ultima foi
utilizada para determinar os genotipos de Giardia intestinalis presentes em amostras fecais de
aves, sendo considerada como uma metodologia de deteccdo rapida de DNA de diversas
fontes (PLUTZER; TOMOR, 2009). Além disso, estes autores observaram que os inibidores
que normalmente afetam as reacdes da PCR, ndo interferem nas reacdes de LAMP. No
entanto, vale ressaltar que esta é uma metodologia recente, necessitando de maiores estudos
antes de ser utilizada em larga escala.

Além dos problemas inerentes as diferentes técnicas moleculares citados
anteriormente, diversos estudos comprovaram que a utilizacdo de um Unico gene-alvo pode
levar a erros de genotipagem e/ou subgenotipagem (CACCIO et al., 2008; CACCIO; RYAN,
2008; BONHOMME et al., 2011; GOMEZ-MURNOZ et al., 2012). Muitos estudos apresentam
fatores que podem contribuir para esta inconsisténcia na genotipagem, sendo os principais: a
utilizagdo de primers e diferentes condigdes dos ensaios moleculares, o que dificulta a
comparagdo dos resultados obtidos; comportamento inconsistente de anelamento de primers
para genes-alvo com altas taxas de substituicdo; alto nivel de infeccGes mistas, ou seja, uma
amostra com mais de um genotipo em um unico hospedeiro, e a recém-descoberta da
ocorréncia de recombinacdo genética no género Giardia (COOPER et al., 2007; CACCIO;
RYAN, 2008; LASEK-NESSELQUIST et al., 2009; MONIS et al., 2009; LEBBAD et al.,
2010; CACCIO; SPRONG, 2010; FENG; XIAO, 2011; GOMEZ-MUNOZ et al., 2012).

Desta forma, surge cada vez mais a necessidade de uma abordagem multilocus para
uma correta genotipagem e/ou subgenotipagem e analise filogenética em Giardia intestinalis
(CACCIO et al., 2008; LEBBAD et al., 2011; GOMEZ-MUNOZ et al., 2012), o que
fornecera dados mais consistentes e permitird uma analise correta da cadeia de transmisséo e
do potencial zoonotico deste protozoario.
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3 METODOLOGIA

3.1. Locais de Coleta

A pesquisa foi realizada em duas propriedades de criacdo de caprinos destinadas para
exploracdo leiteira localizadas no municipio de Niter6i, Estado do Rio de Janeiro, sendo estas
denominadas de propriedades A e B. A escolha das propriedades foi por carater de
conveniéncia e disponibilidade de participacdo no estudo.

Foi realizada uma visita em cada propriedade, entre os meses de novembro de 2009 e
junho de 2010, com o objetivo de coletar um minimo de 30 amostras em cada local.

3.2. Caracterizacéo dos locais de coleta de amostras

Para caracterizacdo das condicdes de cada propriedade pesquisada, foi elaborado um
roteiro (Anexo 1) baseado em modelos utilizados anteriormente por outros autores (ALVES,
2003; DELAFOSSE et al., 2006). O roteiro foi preenchido no dia da coleta das amostras,
mediante informacGes obtidas por entrevista do proprietario ou responsavel pelas criagcdes e
observac0es feitas durante a visita, tendo como objetivo obter informacgdes sobre instalagdes,
manejo e condig¢des higiénico-sanitarias do rebanho.

Foram adotados critérios para classificacdo das propriedades quanto as condicdes
higiénico-sanitarias (Tabela 5), os quais foram baseados nas informacgdes obtidas durante as
visitas e também no modelo proposto por Alves (2003). Além disso, foi utilizada uma ficha
para coleta individual de dados dos animais (Anexo 2), a qual objetivou a obtencdo de
informacGes mais especificas sobre as condi¢des de sanidade individuais, idade e sexo.

3.3 Descricao das propriedades estudadas

3.3.1 Propriedade A

Localizada no municipio de Niteroi, Estado do Rio de Janeiro, possuia uma criagdo
para animais adultos submetidos ao sistema semi-intensivo e animais jovens no intensivo. A
area total da propriedade era de seis hectares, com animais da raca Saanen criados apenas para
producdo de leite. O tipo de ordenha era mecanica e o manejo reprodutivo feito através de
monta natural e inseminacéo artificial.

Na época da coleta das amostras fecais, o capril albergava um total de 140 animais,
sendo 116 adultos, destes 6 machos e 110 fémeas; e 24 jovens, com idade de 0-6 meses,
destes 6 machos e 18 fémeas. Os animais recém-nascidos permaneciam apenas um dia em
contato com a mae, recebendo colostro e posteriormente aleitamento artificial através de
mamadeira, sendo que o desmame era realizado entre 90 e 100 dias de vida. A propriedade
realizava a separacdo dos animais por faixa etaria (0-4 meses; 4-6 meses; 6-12 meses; >12
meses).
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Tabela 5. Critérios adotados para classificagdo das condi¢es higiénico-sanitéarias, observados nas propriedades de criagdes de caprinos,
conforme proposto por Alves (2003).

CRITERIOS DE
CLASSIFICACAO

BOAS

SATISFATORIAS

REGULARES

INSATISFATORIAS

Tipo e condicdes de
limpeza das
instalacdes

Camas

Estado sanitario
dos animais

Predominio de

alvenaria. Boa

higienizacéo.
ou

Predominio de madeira.
Boa higienizacéo.

Com troca periodica em
até 4 meses

Bom estado sanitario.

Predominio de alvenaria.
Higienizacdo razoavel.

ou

Predominio de madeira.
Higienizacdo razoavel.

Com troca periodica com
mais de quatro meses

Estado sanitario bom a
razoavel com presenca de
afeccOes respiratdrias
e/ou gastrintestinais.

Predominio de alvenaria. Pouco
acumulo de dejetos, restos
alimentares e umidade nas

instalacGes.

ou
Predominio de madeira. Pouco
acumulo de dejetos, restos

alimentares e umidade nas
instalacGes.

Com pequeno acumulo de
alimentos, dejetos e umidade.

Estado sanitario razoavel com

presenca de afeccOes respiratorias

e/ou gastrintestinais.

Predominio de alvenaria.
Muito acimulo de dejetos,
restos alimentares e umidade
nas instalagdes.

ou

Predominio de madeira. Muito
acumulo de dejetos, restos
alimentares e umidade nas

instalacGes.

Com grande acimulo de
alimentos, dejetos e umidade.

Estado sanitario ruim com
presenca de afeccdes
respiratorias e/ou
gastrintestinais.




A agua utilizada para os animais era proveniente de nascente, localizada em uma area
de resquicio de mata Atlantica, sendo esta encanada e armazenada em um reservatorio de
alvenaria. O reservatorio localizava-se proximo as instalacbes dos animais e apresentava-se
com rachaduras (Figura 1-A). A propriedade possuia seis cdes, dois gatos e vérias galinhas
criadas soltas, tendo também sido relatada a presenca de gambas e ratos.

As instalagdes do capril se localizavam no alto de um morro na regiéo, sendo suspenso
sem que haja contato com o solo (Figura 1-B), na baixada localizava-se uma capineira para
alimentacdo dos animais e uma fonte de agua.

As instalacbes dos animais jovens possuiam paredes de alvenaria e piso suspenso
composto por ripas de madeira (Figura 1-C). Havia incidéncia de sol no periodo da tarde e a
ventilacdo era feita apenas pelo efeito do vento. A propriedade ndo fazia uso de cama para 0s
animais. Os bebedouros e comedouros eram suspensos (Figura 1-D), porém estes ndo
impediam que alguns animais entrassem nos mesmos. A limpeza das instalagOes era feita
diariamente através de varredura e raspagem dos dejetos.

As condicbes higiénico-sanitarias das instalacbes dos animais jovens foram
consideradas insatisfatorias, pois apesar de haver pouco acumulo de dejetos e umidade na
superficie das ripas de madeira, havia grande acumulo de dejetos no solo abaixo do capril
(Figura 2-A). O estado sanitario dos animais jovens foi classificado como regular, sendo que
alguns animais apresentavam fezes aderidas na regido perianal, indicativo de fezes fora do
padrdo de normalidade. Nesta propriedade havia a presenca de cdes e aves domésticas
circulando livremente nas instalagdes dos caprinos (Figuras 2-B e 2-D).

Com relagéo as instalagdes dos animais adultos, estas eram de alvenaria (Figura 3-A),
com incidéncia de sol em grande parte do dia e a ventilacdo feita apenas pelo efeito do vento,
aléem de nédo fazer uso de cama para os animais. Os bebedouros e os comedouros ndo eram
suspensos, permitindo que os animais defequem e pisoteiem os mesmos (Figuras 3-C e 3-D).
A limpeza das instalacdes era feita diariamente atraves da varredura e raspagem dos dejetos.

Em relacdo as condigdes higiénico-sanitarias das instalagdes dos animais adultos, as
condicdes de limpeza foram classificadas como insatisfatorias, pois havia grande acumulo de
dejetos e umidade (Figura 3-B). O estado sanitario dos animais foi classificado como bom.
Né&o foi detectada a presenca de outras espécies animais nessas instalagoes.

O manejo alimentar dos animais jovens consistia de racdo e feno a vontade em
comedouros suspensos. J& 0s animais adultos eram criados a pasto, recebendo suplementacao
a base de racdo e feno no cocho duas vezes ao dia e cevada uma vez ao dia. Os sacos de ragdo
eram armazenados sobre um estrado de madeira em um comodo sem portas localizadas ao
lado das baias dos animais jovens (Figura 2-C).

A propriedade adotava tratamento antiparasitario a cada 90 dias em animais lactantes e
30 dias em animais ndo lactantes. Segundo informac@es obtidas pelo funcionario, utilizavam-
se as seguintes bases ativas nos medicamentos antiparasitarios: Levamisol, Oxfendazole,
Albendazole e Fenbendazole, além disso, 0 mesmo relatou a compra de animais no ultimo
ano, sem que estes tenham passado por um processo de quarentena antes da introducdo no
plantel.

Um total de sete pessoas residia na propriedade, sendo que destas apenas trés
trabalhavam no local. As residéncias localizavam-se proximo as instalacbes dos animais e
contavam com saneamento basico. A agua para uso domeéstico era encanada e filtrada antes do
consumo.
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Figura 1. Instalagcdes dos animais jovens da propriedade A. (A) Reservatorio de agua; (B)
capineira utilizada para alimentagdo dos animais jovens; (C e D) instalagdes dos animais
jovens.
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Figura 2. Instalacdes dos animais jovens da propriedade A. (A) Acumulo de fezes abaixo das
instalacGes; (B) aves no interior das instalagdes; (C) local para o armazenamento de racdo;
(D) presenca de cées no interior das instalacoes.
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Figura 3. InstalacBes dos animais adultos da propriedade A. (A) Abertas permitindo boa
ventilacdo; (B) piso de cimento com higienizacgéo precéria; (C) comedouros permitindo que os
animais entrem e defequem no seu interior; (D) presenca de fezes no interior do comedouro.

3.3.2 Propriedade B

Localizada no municipio de Niterdi, Estado do Rio de Janeiro, adota um sistema de
criacdo intensivo e destina-se a producédo de leite. O tipo de ordenha realizada era manual e o
manejo reprodutivo feito através de monta natural e inseminacéo artificial. Os animais séo na
sua grande maioria da raca Saanen, havendo também alguns animais mesticos. O funcionario
ndo soube informar sobre a area total da propriedade.

No momento da coleta, o capril albergava um total de 55 animais, sendo 36 adultos (2
machos e 34 fémeas) e 19 jovens (0-6 meses de idade; 4 machos e 15 fémeas). Os animais
recém-nascidos eram imediatamente separados da mae, recebendo colostro e amamentacdo
através de mamadeira, e sendo o desmame realizado aos trés meses de vida. A propriedade
realizava a separacdo dos animais por faixa etaria (0-3 meses; 3 meses até gestar; animais
adultos separados por lactagéo).
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A é&gua utilizada para os animais era proveniente de poco artesiano. A propriedade
possuia dois caes, dois gatos e inimeras aves domésticas criadas soltas. N&o foi observada, no
momento da coleta das fezes, a presenca de animais sinantropicos e/ou silvestres dentro ou no
entorno das instalagdes.

As instalacfes dos animais possuiam paredes e piso suspenso composto por ripas de
madeira (Figura 4-A). Ha pouca incidéncia de sol e a ventilacéo era feita apenas pelo efeito do
vento. A propriedade nédo fazia uso de cama para os animais. Os bebedouros e comedouros
eram suspensos (Figuras 4-A e B). A limpeza das instalagdes era feita diariamente através de
varredura dos dejetos.

Em relagdo as condi¢des higiénico-sanitéarias das instalagdes, as condi¢des de limpeza
foram classificadas como insatisfatorias, havia grande acimulo de dejetos e umidade tanto na
superficie das ripas quanto no solo abaixo do capril (Figuras 4-C e D). O estado sanitario dos
animais foi classificado como satisfatorio. Segundo relato de um funcionario, as fezes séo
depositadas em esterqueira que posteriormente é utilizada como adubo da capineira existente
na propriedade.

O manejo alimentar dos animais consistia em racdo, capim elefante picado e feno de
alfafa, oferecido quatro vezes ao dia em comedouros suspensos. Os alimentos eram
armazenados em tonéis de plastico em um cémodo com portas localizado proximo as
instalacBes dos animais.

A propriedade adotava tratamento antiparasitario, mas o funcionario ndo soube
informar a frequéncia e nem a droga utilizada. Foi relatada a compra de animais no ultimo ano
e a realizacdo de quarentena por um periodo de trinta dias antes da introducdo do animal no
plantel.

Um total de sete funcionarios trabalhava na propriedade, sendo que destes cinco
residiam no local. As residéncias eram localizadas afastadas das instala¢cdes dos animais e era
utilizada fossa séptica para os dejetos humanos. A agua para uso doméstico era proveniente de
poco artesiano e clorada antes do consumo.

3.4. Coleta das amostras fecais

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de um total de 76
animais (42 da propriedade A e 34 da propriedade B). De cada propriedade, foram obtidas
amostras fecais de todos os animais com até um ano de idade (31 da propriedade A e 27 da
proriedade B) e também de aproximadamente 10% dos animais com mais de um ano de idade
(11 da propriedade A e 7 da propriedade B).

As amostras fecais de caprinos foram coletadas diretamente da ampola retal mediante
a utilizacdo de luvas descartaveis. Foi coletada apenas uma Unica amostra de fezes de cada
animal. A maioria das amostras de fezes obtidas dos caprinos estava dentro dos padrbes de
normalidade, sendo que na propriedade A, algumas amostras apresentaram-se amolecidas e
com presenca de muco.

Em virtude da observacdo da presenca de cdes no interior das instalacbes da
propriedade A, fezes dos mesmos foram coletadas logo apds serem eliminadas. Somente a
porcdo superficial das fezes, que ndo estava em contanto direto com o solo, foi coletada,
totalizando sete amostras fecais caninas.

Logo apoés a coleta de fezes, tanto dos caprinos quanto as dos cdes, as mesmas foram
acondicionadas em recipientes plasticos sob refrigeracdo até a chegada ao Laboratério de
Protozoologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro para serem processadas. No
laboratério, as amostras foram catalogadas, processadas e diagnosticadas através da
microscopia Optica quanto a presenca de parasitos gastrointestinais utilizando-se a técnica de
centrifugacdo e flutuagdo em solugéo de acucar (HUBER et al., 2007).
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Figura 4. Instalacbes dos animais da propriedade B. (A e B) Instalacbes suspensas, com
construcdes de madeira, com comedouros e bebedouro suspensos; (C e D) piso ripado.

3.5 Analise da agua

Em virtude do encontro de cistos de Giardia sp. somente na propriedade A, foi feita
analise da agua utilizada para alimentagdo animal, sendo esta realizada segundo descrito por
Barbosa et al. (2012). De forma resumida, foi utilizado filtro comercial Aqualimp® contendo
em seu interior cartucho de monta e fio rebobinado de porosidade de 1um com nicleo de
polipropileno modelo DPPPY-1 MicroWind Il da Cuno®. O filtro foi acoplado em um cano
de captacdo com a finalidade de filtrar 2.000L de agua. Logo apds o acoplamento do filtro, foi
calculada a vazéo por meio de um balde com capacidade de 10L, para determinar o tempo
necessario de filtracéo.
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Apos a filtragdo, o cartucho foi retirado de dentro do filtro e acondicionado em saco
plastico devidamente identificado e armazenado sob refrigeracdo até o momento do
processamento no Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal Fluminense.

Os residuos filtrados foram eluidos por meio de lavagem com 1L de solugdo de
detergente a 0,001%, a qual consistiu em desmontar manualmente toda a malha filtrante e
lavéa-la com a solucdo detergente, até que todo material aderido tenha sido retirado (Figura 5A
e B). O lavado foi entdo tamisado em gaze dobrada quatro vezes e posto para sedimentar em
célice de vidro graduado de 1L com fundo plano por 24 horas (Figura 6A).

Apds 24 horas de sedimentacdo, o sobrenadante foi observado e, em virtude deste
ainda apresentar sujidades visiveis, foi descartado e o sedimento foi suspenso em agua
destilada e novamente posto para sedimentar por 24 horas.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi transferido para célice de
vidro de fundo cdnico com volume de 250 mL, suspendido em &gua destilada, para nova
sedimentagdo por 24 horas (Figura 6B).

O sedimento obtido foi transferido para criotubos, armazenados sob-refrigeracdo
(4°C), para posterior analise por microscopia Optica através da técnica de centrifugacédo e
flutuacdo em solucéo saturada de acucar (HUBER et al., 2007) e diagndstico molecular.

3.6 Processamento das amostras fecais e diagndstico microscopico

As amostras fecais de caprinos e caninos foram processadas e analisadas no
Laboratorio de Protozoologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

A primeira etapa consistiu na catalogacdo do material obtido de cada animal, logo
apos, todo o processamento foi realizado de acordo com Huber et al. (2007). Primeiramente
foi feita uma homogeneizacdo das fezes em agua destilada e filtragdo em tamis plastico
descartavel revestido com gaze para reter 0 maximo de residuos grosseiros. O filtrado foi
entdo acondicionado em tubos plasticos de fundo conico com volume de 15 mL, os quais
foram centrifugados durante 10 minutos a 402,4 xg. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento armazenado em tubos com volume de 2 mL, tendo uma parte destes
sido armazenada em geladeira e outra em freezer, consistindo nas amostras reservadas para o
diagndstico molecular.

De cada amostra, o tubo armazenado na refrigeracdo foi submetido a técnica de
centrifugo-flutuacdo em solugdo de acucar (HUBER et al., 2007) e posteriormente foram
confeccionadas laminas com laminula que foram observadas em microscépio &ptico
utilizando objetiva de 40X, com e sem contraste de fase, para o diagndstico parasitolégico.

A segunda etapa consistiu do diagndstico molecular das amostras de caprinos que
foram diagnosticadas como positivas para a presenca de cistos de Giardia na microscopia
Optica, com a finalidade de identificar os genotipos presentes na propriedade. Em virtude das
amostras caninas serem poucas e apresentarem baixa quantidade de cistos, todas as amostras
coletadas foram submetidas as anélises moleculares.
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Figura 5. (A) Filtro comercial sendo desmontado manualmente. (B) Malha filtrante retirada
do cartucho do filtro, sendo lavada.

Figura 6. Sedimentagdo do material proveniente da lavagem do filtro. (A) Célice de fundo
plano com o sedimento proveniente da lavagem da malha filtrante; (B) calice de fundo cdnico
com sedimento lavado em &gua destilada.
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3.7 Extracéo do DNA total

Todos os procedimentos referentes a Biologia Molecular foram realizados no
laboratdrio de Biologia Molecular de Parasitos da Universidade Federal Fluminense, Estado
do Rio de Janeiro.

A extracdo de DNA das amostras fecais foi realizada utilizando-se o Kit comercial
QlAamp® DNA Stool Min Kit (Qiagen) com modificagdes segundo proposto por Adamska et
al. (2010). Resumindo, 200uL de cada amostra fecal e do sedimento obtido da agua foram
submetidos a um pré-tratamento térmico (fervura a 100°C por 2 minutos, seguida
imediatamente por congelamento em nitrogénio liquido por 2 minutos), este procedimento foi
repetido por trés vezes, para promover o rompimento da parede do cisto. Em seguida, a
amostra foi submetida ao processo de extracdo conforme indicado pelo fabricante do kit. O
tempo e a temperatura de incubacdo em proteinase K foram modificados para 56°C por 3
horas conforme descrito pelos autores.

Para o controle positivo, foi utilizado trofozoitas de Giardia intestinalis da cepa de
cultivo WB, gentilmente cedidas pela professora doutora Marlene Benchimol do Laboratorio
de Ultraestrutura Celular da Universidade Santa Ursula. Esta cepa ja foi previamente
caracterizada por biologia molecular, tendo seu genoma completo sido publicado por
Morrison et al. (2007) (AACB00000000.2). Para esta amostra, também foi utilizada a adi¢éo
do pré-tratamento. No entanto, ndo foram alterados o tempo e a temperatura de incubacdo em
proteinase K.

Apos extracdo do DNA, todas as amostras de fezes e a amostra dos controles, foram
eluidas em 100uL de tampédo AE (fornecido pelo fabricante), enquanto que a amostra de agua
foi eluida em 50uL de tampdo AE. Todas as amostras foram quantificadas utilizando-se um
espectrofotobmetro (Thermo Scientific — Nanodrop 2000), aliquotadas e congeladas. As
amostras de DNA extraidas foram utilizadas sem diluicdo durante todas as etapas
moleculares.

3.8 Otimizacao da Nested-PCR para o gene alvo g-giardina

No intuito de se estabelecer as condi¢des 6timas da reacdo para o primer escolhido,
foram realizados ensaios de PCR primaria e secundaria com gradiente de temperatura e
diferentes concentracbes de magnésio. As temperaturas do gradiente foram escolhidas
baseando-se na temperatura originalmente descrita para os primers, a qual foi utilizada como
temperatura média para o calculo do gradiente.

Os primers escolhidos (forward e reverse) para a reacdo de PCR priméaria para
obtencdo de um produto de 753pb do gene-alvo p-giardina foram: G7: 5’-
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3° (forward) e G759: 5’-
GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’ (reverse) (CACCIO et al., 2002). Para a
reacdo de PCR secundéaria para 0 mesmo alvo foram utilizados os seguintes primers: GiarF:
5-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3° (forward) e GiarR: 5°-
CTCGACGAGCTTCGTGTT-3" (reverse) (LALLE et al., 2005), onde espera-se obter um
produto de 511pb.

3.8.1 Determinacdo das condic¢des ideais de temperatura e concentracdo de magnésio

O primeiro ensaio de otimizacdo para Giardia intestinalis foi realizado utilizando-se
amostra de DNA de trofozoitas da cepa de cultivo WB, uma amostra de fezes de caprino
positiva para cistos diagnosticados pela microscopia Optica (7ng/uL) e &gua ultrapura
autoclavada como controle negativo da reagao.
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Foram testadas trés concentracGes diferentes de MgCl, (2,5 mM, 3,0mM e 3,5mM).
Cada reacdo de PCR continha 10pmol de cada primer (G7+G759 — Invitrogen), Tampao
Taglx (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (ANTPs — Invitrogen), 1U de
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), uma das trés concentragdes de MgCl,
(Invitrogen) citadas anteriormente, e 1uL de DNA. Agua ultrapura autoclavada foi adicionada
a reacdo até completar um volume final de 25uL. O DNA extraido da amostra fecal foi
utilizado sem diluicdo, enquanto que o DNA extraido da cultura de trofozoitas, por ter
apresentando um valor alto na quantificagdo, foi utilizado em uma diluicdo de 107
(900pg/uL).

Para cada uma das reacdes de PCR descritas acima, foram testadas seis temperaturas
diferentes de hibridizacdo de oligonucleotideos (62°C, 63°C, 64°C, 65°C, 66°C, 67°C). O
ciclo termal utilizado foi programado em um termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems — Life Technologies) e obedeceram as seguintes etapas: temperatura inicial de
94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacdo), uma etapa
de hibridizacéo de oligonucleotideos utilizando um gradiente de temperatura de 62°C a 67°C
por 30 segundos, e uma etapa de extensdo da cadeia de DNA a 72°C por um minuto. Ao fim
dos 35 ciclos, foi realizada uma etapa final de extensdo a 72°C por sete minutos.

Apos o fim da reacdo, 10uL de cada produto obtido foi submetido a eletroforese em
gel de agarose a 1% (100V por 60 minutos) e corado por brometo de etideo (5ug/mL). Um
marcador de peso molecular de 1kb (1 Kb Plus DNA Ladder — Invitrogen) e tampédo de
amostra loading buffer 6x — tipo 11l (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) foram utilizados. Os géis
de agarose foram observados em luz ultravioleta, analisados e fotografados utilizando-se o
sistema de captura LPix (Loccus Biotecnologia).

Em seguida, os produtos da PCR obtidos nas temperaturas de 62°C, 65°C e 67°C
utilizando-se a concentracdo de 2,5mM de MgCl, foram submetidos a reacdo secundaria de
PCR.

Cada reacdo secundaria de PCR continha 10pmol de cada primer (GiarF+GiarR —
Invitrogen), Tampdo Taq 1x (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (ANTPs —
Invitrogen), 1U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 3,0mM de MgCl,
(Invitrogen) e 1uL de Produto da PCR primaria. Agua ultrapura autoclavada foi adicionada &
reacao até completar um volume final de 25pL.

Para cada uma das reac6es foram testadas seis temperaturas diferentes de hibridizacao
de oligonucleotideos (53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C, 58°C). O ciclo termal utilizado foi
programado em um termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems — Life
Technologies) e obedeceram as seguintes etapas: temperatura inicial de 94°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacdo), uma etapa de hibridizacéo de
oligonucleotideos utilizando um gradiente de temperatura de 53°C a 58°C por 30 segundos, e
uma etapa de extensdo da cadeia de DNA a 72°C por um minuto. Ao fim dos 35 ciclos, foi
realizada uma etapa final de extensdo a 72°C por sete minutos.

Em seguida, 10uL de cada produto obtido foi submetido a eletroforese conforme
descrito anteriormente.

3.8.2 Determinacédo da quantidade de DNA template utilizada

Neste ensaio, foram utilizados 3pL (21ng) e 5uL (35ng) de DNA extraido de amostra
fecal de caprino positiva para cistos de Giardia intestinalis diagnosticado através da
microscopia 6ptica; DNA extraido de cultura de trofozoita da cepa WB como controle
positivo da reag¢ao (900pg/uLl) e agua ultrapura autoclavada como controle negativo.

Cada reacdo de PCR priméria continha 10pmol de cada primer (G7+G759 -
Invitrogen), Tampdo Taqlx (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (ANTPs —
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Invitrogen), 1U de Platinum Taq Polimerase (Invitrogen), 2,5 mM de MgCl, (Invitrogen), e
3uL ou 5uL de DNA. Agua ultrapura autoclavada foi adicionada & reacdo até completar um
volume final de 25pL.

O ciclo termal obedeceu ao descrito no item 3.8.1 para a reacdo de PCR primaéria,
inclusive com a realizacdo do gradiente de temperatura na etapa de hibridizacdo dos
oligonucleotideos, no entanto, apenas foram utilizadas as temperaturas de 62°C, 65°C e 67°C.

Em seguida, 10pL de cada produto obtido foi submetido a eletroforese conforme
descrito no item 3.8.1.

Os produtos da PCR obtidos foram submetidos a reacdo de PCR secundaria conforme
descrito no item 3.8.1, apenas alterando-se a quantidade de produto da PCR primaria para
3uL. Entretanto, nesta etapa foram apenas utilizadas as seguintes temperaturas na etapa de
hibridizacdo dos oligonucleotideos: 53°C, 54°C, 55°C e 57°C.

Em seguida, 10pL de cada produto obtido foi visualizado através de eletroforese em
gel de agarose a 1% conforme descrito anteriormente.

3.9 Otimizagao da Nested-PCR para o gene alvo gdh

Assim como descrito para o gene alvo f-giardina, foram realizados ensaios de PCR
primaria e secundaria com gradiente de temperatura e diferentes concentragdes de magnésio.
As temperaturas do gradiente foram escolhidas baseando-se na temperatura originalmente
descrita para os primers, a qual foi utilizada como temperatura media para o célculo do
gradiente

Os primers escolhidos (forward e reverse) para a reacdo de PCR priméaria para
obtencdo de um produto esperado de 754pb do gene-alvo gdh foram: Gdhl:5’-
TTCCGTRTYCAGTACAACTC-3’ (forward) e Gdh2: 5’-ACCTCGTTCTGRGTGGCGCA-
3’ (reverse) (CACCIO et al., 2008). Para a reagdo de PCR secundaria para o mesmo alvo
foram utilizados os seguintes primers: Gdh3:5-ATGACYGAGCTYCAGAGGCACGT-3"
(forward) e Gdh4: 5 -GTGGCGCARGGCATGATGCA-3" (reverse) (CACCIO et al., 2008),
resultando em um produto esperado de 532pb.

3.9.1 Determinacdo das condic0es ideais de temperatura e concentracdo de magneésio

O primeiro ensaio de otimizacdo foi realizado utilizando DNA extraido de uma
amostra de fezes de caprino positiva por microscopia éptica para cistos de Giardia intestinalis
(7ng/uL). Nesta reagdo, foi utilizado DNA de trofozoita da cepa WB diluido a 10"
(900pg/uL) como controle positivo, e agua ultrapura autoclavada como controle negativo da
reacao.

Foram testadas duas concentracdes diferentes de MgCl, (2,5 mM e 3,0mM). Cada
reacdo de PCR primaria continha 10pmol de cada primer (Gdhl + Gdh2 — Invitrogen),
Tampédo Tag 1x (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (dNTPs — Invitrogen),
1U de Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen), uma das duas concentracbes de MgCl,
(Invitrogen) citadas anteriormente, e 1puL de DNA. Agua ultrapura autoclavada foi adicionada
a reacdo até completar um volume final de 25pL.

Para cada uma das reaces de PCR descritas acima, foram testadas seis temperaturas
diferentes de hibridizacdo de oligonucleotideos (55°C, 57°C, 59°C, 61°C, 63°C, 65°C). A
escolha de temperaturas maiores do que a sugerida no artigo original de descricdo do primer
(CACCIO et al., 2008) (50°C) teve como finalidade aumentar a especificidade de ligacio dos
primers. O ciclo termal utilizado foi programado em um termociclador Veriti® Thermal
Cycler (Applied Biosystems — Life Technologies) e obedeceu as seguintes etapas: temperatura
inicial de 94°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos
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(desnaturacdo), uma etapa de hibridizacdo de oligonucleotideos utilizando um gradiente de
temperatura de 55°C a 65°C por 30 segundos, e uma etapa de extensdo a 72°C por um minuto.
Ao fim dos 35 ciclos, foi realizada uma etapa final de extenséo a 72°C por sete minutos.

Apbs o fim da reacdo, 10uL de cada produto obtido foi submetido a eletroforese
conforme descrito no item 3.8.1.

Em seguida, os produtos da PCR obtidos nas temperaturas de 55°C, 61°C e 65°C
utilizando-se a concentragdo de 3,0mM de MgCl, foram submetidos a reacdo de PCR
secundéria.

Cada reacdo de PCR secundaria continha 10pmol de cada primer (Gdh3+Gdh4 —
Invitrogen), Tampdo Taqlx (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (ANTPs —
Invitrogen), 1U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 3,0mM de MgCl,
(Invitrogen), e 1uL de Produto da PCR primaria. Agua ultrapura autoclavada foi adicionada a
reacdo até completar um volume final de 25uL.

Para cada uma das reacdes foram testadas as mesmas seis temperaturas de hibridizacao
de oligonucleotideos descritas para a PCR primaria (55°C, 57°C, 59°C, 61°C, 63°C, 65°C),
sendo mantidas também as demais temperaturas do ciclo termal. Ao final da reacdo, os
produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose conforme descrito
anteriormente.

3.10 Otimizacéo da Nested-PCR para o gene alvo tpi

Assim como descrito anteriormente para os outros dois genes alvo (f-giardina e gdh),
foram realizados ensaios de Nested-PCR com gradiente de temperatura e diferentes
concentracdes de magnésio. As temperaturas do gradiente foram escolhidas baseando-se na
temperatura originalmente descrita para os primers, a qual foi utilizada como temperatura
média para o calculo do gradiente.

Os primers escolhidos (forward e reverse) para a reacdo de PCR priméaria para
obtencdo de um produto esperado de 605pb do gene alvo tpi foram: AL3543: 5°-
AAATIATGCCTGCTCGTCG-3’ (forward) e AL3546: 5°>-CAAACCTTITCCGCAAACC-3’
(reverse) (SULAIMAN et al., 2003). Para a reacdo de PCR secundaria para 0 mesmo alvo
foram utilizados os seguintes primers: AL3544: 5-CCCTTCATCGGIGGTAACTT-3"
(forward) e AL3545: 5-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3" (reverse) (SULAIMAN et al.,
2003), resultando em um produto esperado de 532pb.

3.10.1 Determinacao das condicdes ideais de temperatura e concentracdo de magnésio

O primeiro ensaio de otimizacdo utilizou DNA extraido de uma amostra de fezes de
caprino positiva para cistos de Giardia intestinalis por microscopia optica (7ng/uL), DNA de
trofozoita da cepa WB diluido a 10 (900pg/uL) como controle positivo ¢ 4gua ultrapura
autoclavada como controle negativo da reacéo.

Foram testadas trés concentracGes diferentes de MgCl, (2,5 mM, 3,0mM e 3,5mM).
Cada reacdo de PCR primaria continha 200nM de cada primer (AL3543 + AL3546 —
Invitrogen), Tampdo Taq 1x (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (ANTPs —
Invitrogen), 1U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), uma das trés concentracdes
de MgCl; (Invitrogen) citadas anteriormente, e 1uL de DNA. Agua ultrapura autoclavada foi
adicionada a reacdo até completar um volume final de 25uL.

Para cada uma das reac¢des de PCR descritas acima, foram testadas seis temperaturas
diferentes de hibridizacdo de oligonucleotideos (52°C, 53°C, 54°C, 55°C, 56°C, 57°C). O
ciclo termal utilizado foi programado em um termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems — Life Technologies) e obedeceu as seguintes etapas: temperatura inicial de 94°C
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por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos (desnaturacéo), uma etapa
de hibridizacao de oligonucleotideos utilizando um gradiente de temperatura de 52°C a 57°C
por 45 segundos, e uma etapa de extensdo a 72°C por um minuto. Ao fim dos 35 ciclos, foi
realizada uma etapa final de extensdo a 72°C por dez minutos.

Apds o fim da reacdo, 10pL de cada produto obtido foi submetido & eletroforese em
gel de agarose conforme descrito anteriormente.

Em seguida, os produtos da PCR primaria obtidos nas temperaturas de 52°C, 55°C e
57°C utilizando-se a concentracdo de 3,0mM de MgCl, foram submetidos a reacdo de PCR
secundéria com gradiente de temperatura.

Cada reacdo de PCR secundéria continha 200nM de cada primer (AL3544+AL3545 —
Invitrogen), Tampdo Taq 1x (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (ANTPs —
Invitrogen), 1U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 3,0mM de MgCl,
(Invitrogen) e 1uL de Produto da PCR primaria. Agua ultrapura autoclavada foi adicionada a
reacdo até completar um volume final de 25pL.

Para cada uma das reacfes de PCR secundaria, foram testadas seis temperaturas
diferentes de hibridizacdo de oligonucleotideos (49°C, 51°C, 53°C, 55°C, 57°C, 59°C). O
ciclo termal utilizado foi programado em um termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems — Life Technologies) e obedeceu as seguintes etapas: temperatura inicial de 94°C
por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos (desnaturacdo), uma etapa
de hibridizacdo de oligonucleotideos utilizando um gradiente de temperatura de 49°C a 59°C
por 45 segundos, e uma etapa de extensdo da cadeia de DNA a 72°C por um minuto. Ao fim
dos 35 ciclos, foi realizada uma etapa final de extensdo a 72°C por dez minutos. Ao final da
reacdo, os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose conforme
descrito anteriormente.

3.10.2 Determinacéo da quantidade de DNA template e produto da PCR utilizada

Devido ao baixo rendimento da reacdo utilizando-se 1uL (7ng) de DNA na PCR
primaria e 1L do produto na PCR secundéria quando se utilizou amostra fecal, foi realizado
um novo ensaio para determinar se 0 aumento da quantidade de DNA template e do produto
utilizado na PCR secundéria poderia otimizar a reacao.

Sendo assim, 3uL (21ng) de DNA extraido de amostra fecal de caprino positiva a
microscopia Optica para cistos de Giardia intestinalis foi submetido a reacdo de PCR
primaria.

Cada reacdo de PCR primaria continha 200nM de cada primer (AL3543 + AL3546 —
Invitrogen), Tampdo Taq 1x (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (dNTPs —
Invitrogen), 1U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 3,0mM de MgCl,
(Invitrogen) e 3uL de DNA. Agua ultrapura autoclavada foi adicionada a reacdo até completar
um volume final de 25uL.

O ciclo termal utilizado foi programado em um termociclador Veriti® Thermal Cycler
(Applied Biosystems — Life Technologies) e obedeceu as seguintes etapas: temperatura inicial
de 94°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos (desnaturacéo),
uma etapa de hibridizacdo de oligonucleotideos utilizando uma temperatura de 52°C por 45
segundos, e uma etapa de extensdo a 72°C por um minuto. Ao fim dos 35 ciclos, foi realizada
uma etapa final de extensdo a 72°C por dez minutos.

Em seguida, os produtos da PCR obtidos foram submetidos a reacdo de PCR
secundaria, sendo utilizados em concentracbes decrescentes (5uL, 4pL, 3uL, 2uL e 1pL).
Cada reacgdo continha 200nM de cada primer (AL3544+AL3545 — Invitrogen), Tamp&o Taq
1x (Invitrogen), 200uM de cada desoxirribonucleotideo (dNTPs — Invitrogen), 1U de
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 3,0mM de MgCl; (Invitrogen), e uma das cinco
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concentragBes de produto da PCR primaria citadas anteriormente. Agua ultrapura autoclavada
foi adicionada a reagdo até completar um volume final de 25pL.

O ciclo termal utilizado foi programado em um termociclador Veriti® Thermal Cycler
(Applied Biosystems — Life Technologies) e obedeceu as seguintes etapas: temperatura inicial
de 94°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos (desnaturagéo),
uma etapa de hibridizacdo de oligonucleotideos utilizando uma temperatura de 57°C por 45
segundos, e uma etapa de extensdo a 72°C por um minuto. Ao fim dos 35 ciclos, foi realizada
uma etapa final de extenséo a 72°C por dez minutos.

Ao fim da reacéo, 10uL de cada produto obtido foi visualizado através de eletroforese
em gel de agarose a 1% conforme descrito anteriormente.

3.11 Determinacao do limite de detec¢do das técnicas moleculares

Apos estabelecer as condi¢des ideais para a Nested-PCR para cada um dos genes alvo,
foi realizado um ensaio para determinar o limite de deteccdo de cada uma das reacdes
moleculares. Para tal, foi utilizada uma amostra de DNA extraida de cultura de trofozoita da
cepa WB, com concentracdo inicial de 9ng/pL, além de diluicBes decimais da amostra até 10
em agua ultrapura autoclavada.

Posteriormente, 10uL de cada produto obtido foi submetido a eletroforese conforme
descrito no item 3.8.1.

3.12 Nested-PCR das amostras coletadas

Apos a extracdo do DNA, as amostras foram submetidas as reacGes de Nested-PCR
para 0s genes alvo p-giardina, gdh e tpi, utilizando as condi¢des determinadas pela
otimizacédo da técnica.

Posteriormente, 10uL de cada produto obtido na Nested PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose conforme descrito anteriormente.

As amostras que ndo apresentaram bandas evidentes nos géis foram submetidas a uma
nova reacdo de Nested PCR utilizando as seguintes quantidades de produto da PCR primaria:
5uL (B-giardina), 3uL (gdh) e 3uL (tpi).

3.13 Purificacédo e Quantificacdo do DNA obtido ap6s Nested-PCR

Todas as amostras que apresentaram boa eficiéncia de amplificacdo na visualizacao
nos geis, para algum dos genes alvo pesquisados, tiveram seus produtos da reacdo de PCR
primaria submetidos a uma reacdo de PCR secundaria com volume final de 50uL. Esta reacéo
teve como objetivo gerar uma quantidade de produto suficiente para o sequenciamento.

Ao final desta reacdo, 5uL de cada produto obtido foi visualizado através de
eletroforese em gel de agarose a 1% conforme descrito anteriormente.

A purificacdo do material obtido na reacdo de Nested-PCR foi realizada através a
utilizacdo do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega).

Todas as amostras que ndo apresentaram anelamentos inespecificos tiveram seus
produtos (45uL) purificados seguindo-se as recomendaces do fabricante.

As amostras que apresentaram anelamentos inespecificos tiveram seu produto (45uL)
submetido a uma nova eletroforese em gel de agarose a 2,0% (100V por 75 minutos), corado
por brometo de etideo (5ug/mL), e observado em luz ultravioleta. A banda contendo o
tamanho esperado para o produto amplificado foi recortada do gel com auxilio de lamina de
bisturi e armazenada em tubo conico de 1,5mL estéril. Em seguida, o fragmento do gel de
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agarose foi submetido ao processo de purificacdo utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega), seguindo as recomendag0es do fabricante.

Todos os produtos purificados foram quantificados com auxilio de espectrofotémetro
(Nanodrop 2000 — Thermo Scientific). As amostras que apresentaram uma quantificagdo
maior ou igual a 20ng/pL foram submetidas a reacdo de seqlienciamento.

3.14 Sequenciamento nucleotidico dos trés genes alvo (#-giardina, gdh e tpi)

O sequenciamento das amostras de Giardia intestinalis obtidas a partir da reacdo de
Nested-PCR foi realizado na Plataforma SeqUFF da Universidade Federal Fluminense
utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems — Life
Technologies) compativel com o sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems —
Life Technologies). Para cada reacdo de sequenciamento foram utilizados 6,5uL de DNA
purificado e 1uL de primer na concentracdo de 4pmol/uL. Os primers utilizados para o
sequenciamento de cada um dos genes alvo estdo listados na tabela 6. Cada amostra foi
sequenciada uma vez no sentido forward e uma no sentido reverse.

Tabela 6. Primers utilizados para o seqiienciamento de cada um dos trés genes alvo
estudados.

GENE-ALVO PRIMER REFERENCIA
gdh Gdh3 -5-ATGACYGAGCTYCAGAGGCACGT-3 (forward) CACCIO et al., 2008
Gdh4 -5 -GTGGCGCARGGCATGATGCA-3" (reverse)
tpi AL3544 - 5'-CCCTTCATCGGIGGTAACTT-3’ (forward) SULAIMAN et al.,
AL3545 - 5-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3’ (reverse) 2003

B-giardina GiarF - 5-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3 (forward) LALLE et al., 2005
GiarR - 5 -CTCGACGAGCTTCGTGTT-3" (reverse)

A andlise dos cromatogramas e edicéo das sequencias foram realizadas utilizando-se o
programa Bioedit versdo 7.1 (HALL, 1999). O alinhamento das sequéncias foi feito atraves
do algoritmo Clustal W (LARKIN et al., 2007). A identidade entre sequencias foi analisada
através do programa DAMBE versao 5.3 (XIA; XIE, 2001).

Na plataforma BLAST (http://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast.cgi) foi realizada uma
comparacdo de todas as sequéncias obtidas neste estudo, para cada um dos genes alvo, com o
intuito de determinar suas identidades com espécies previamente depositadas no ‘GenBank’.

As sequéncias de aminoacidos de cada um dos isolados obtidos foi traduzida
utilizando-se o programa GeneDoc (NICHOLAS et al., 1997).

As sequéncias do presente estudo serdo depositadas no ‘Genbank’, utilizando-se a
plataforma Banklt, disponibilizado pelo banco de dados.

3.15 Analise genética para os trés genes alvo (f-giardina, gdh e tpi)

As anélises foram conduzidas utilizando-se o “software” MEGA 5 (TAMURA et al.,
2011), onde foram construidas as arvores consenso pelo método ‘“Neighbor-Joining”
(SAITOU; NEI, 1987), utilizando-se o algoritmo Kimura-2 parametros (KIMURA, 1980). O
grau de confiabilidade foi testado através da analise de “bootstrap” (FELSENSTEIN, 1985)
com 1000 réplicas.
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As sequéncias codificadoras dos trés genes-alvo estudados foram obtidas a partir do
genoma completo dos isolados WB (gendtipo A), P15 (gendtipo E) e GS (gendtipo B)
depositados no banco de dados especifico para Giardia (www.giardiadb.org) (Quadro 1),
sendo utilizadas como sequéncia referéncia nos alinhamentos.

Todas as sequéncias isoladas em caprinos depositadas no GenBank para cada um dos
genes alvo estudados foram obtidas e utilizadas para compara¢do com as sequéncias consenso
do presente estudo. Sequéncias depositadas para a espécie Giardia muris (EU642901 e
AF069565) e Giardia ardae (AF069060) foram obtidas e utilizadas como “outgroup”. Todas
as sequéncias obtidas do Genbank para cada um dos genes alvo estudados, com seus
respectivos nimeros de acesso, podem ser visualizadas no quadro 2.

Quadro 1. Sequéncias codificadoras para o0s trés genes-alvo obtidas do genoma completo e
utilizadas neste estudo.

GENE ISOLADO/ | GIARDIADB.ORG | HOSPEDEIRO
ALVO | GENOTIPO
B-giardina WB/A GL50803_4812 Humano
B-giardina GS/B GL50581_2741 Humano
B-giardina P15/E GLP15_2766 Suino
tpi WB/A GL50803_93938 Humano
tpi GS/B GL50581 1369 Humano
tpi P15/E GLP15_4986 Suino
gdh WB/A GL50803_21942 Humano
gdh GS/B GL50581 4496 Humano
gdh P15/E GLP15_4574 Suino
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Quadro 2. Sequéncias para cada um dos genes alvo obtidas do GenBank e utilizadas para

comparacao neste estudo.

GENE GENOTIPO | GENBANK | HOSPEDEIRO PAIS AUTOR
ALVO
B-giardina A EU642897 Caprino Bélgica GEURDEN et al., 2008
B-giardina A GQ345009 Bovino India KHAN et al., 2010
B-giardina B GQ337974 Ovino Noruega ROBERTSON et al.,
2010
B-giardina B AY647265 Bovino Italia LAELLE et al., 2005
B-giardina E EU189357- Caprino Espanha RUIZ et al., 2008
EU189375
B-giardina E EU642899 e Caprino Bélgica GEURDEN et al., 2008
EU642901
tpi E EU189326 - Caprino Espanha RUIZ et al., 2008
EU189356
tpi E HQ283233 Caprino Malésia LIM et al., 2012
tpi E JQ928717 Caprino China ZHANG et al., 2012
tpi E EU272162 e Humano Egito FORONDA et al., 2008
EU272164
tpi A JQ928710 Ovino China ZHANG et al., 2012
tpi A GQ444448 Ovino Austrélia NOLAN et al., 2010
tpi A JQ837919 Bovino Nova Zelandia | ABEYWARDENA
etal.,, 2012
tpi A AY655704 Bovino EUA TROUT et al., 2004
tpi B JN162361 Bovino China LIU et al., 2012
tpi B JQ928712 Ovino China ZHANG et al., 2012
gdh E EF507644,; Bovino Brasil SOUZA et al., 2007
EF507645 e
EF507641
gdh A EF507642 Bovino Brasil SOUZA et al., 2007
gdh E AB569388 Bovino Japéo SUZUKI et al. 2011
gdh E AB182127 Bovino Japéo MATSUBAYASHI et
al., 2005
gdh A EF507610 Felino Brasil SOUZA et al., 2007
gdh B EF507682 Humano Brasil SOUZA et al., 2007
gdh B HM134210 Primata Brasil SOARES et al., 2011
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4 RESULTADOS

4.1 Amostras coletadas e resultado da microscopia

De um total de 76 amostras fecais coletadas, 58 sdo de animais jovens (até 1 ano de
idade) e 18 de animais adultos (> 1 ano de idade). Dentre os animais jovens, 43 sdo fémeas e
15 sdo machos. Todos os animais adultos coletados sdo fémeas. A analise microscopica das
amostras fecais revelou 29,31% (17/58) dos animais jovens positivos para cistos de Giardia
intestinalis. N&o foi diagnosticado parasitismo por Giardia sp. nos caprinos adultos. A figura
7 retrata a forma de cisto de Giardia intestinalis.

4.1.1 Avaliacdo microscopica das amostras coletadas da propriedade A

Foram coletadas 42 amostras fecais, sendo 31 de animais jovens (até 1 ano de idade) e
11 de animais adultos (> 1 ano de idade). Dentre os animais jovens, 23 (74,2%) sdo fémeas e
8 (25,8%) machos. Todos os animais adultos coletados sdo fémeas.

A analise microscopica das amostras fecais pela técnica de centrifugo-flutuacdo em
solugdo de agucar revelou que 100% dos animais estavam infectados por pelo menos uma
espécie de parasito gastrointestinal. O poliparasitismo ocorreu em 92,9% (39/42) dos animais.

Conforme demonstrado na Tabela 7, os caprinos jovens apresentaram parasitismo por
Giardia intestinalis (54,8%); Eimeria sp. (96,8%), ovos de estrongilideos (71%) e Moniezia
sp. (6,5%). Por outro lado, os animais adultos apresentaram apenas parasitismo por Eimeria
sp. (100%) e ovos de estrongilideos (100%).

Das sete amostras de cdes coletadas, 3 (33,3%) continham cistos de Giardia
intestinalis e 2 (22,2%) ovos de ancilostomideos.

A amostra de agua teve resultado inconclusivo pela avaliagdo microscopica, pois
foram encontradas estruturas com tamanho compativel e morfologia similar a Giardia
intestinalis, porém apresentando alteracdes morfologicas que impediram a confirmacéo
diagnostica.

4.1.2 Avaliacdo microscépica das amostras coletadas da propriedade B

Foram coletadas 34 amostras fecais, sendo 27 de animais jovens (até 1 ano de idade) e
7 de animais adultos (> 1 ano de idade). Dentre 0s animais jovens, 20 (74,1%) sdo fémeas e 7
(25,9%) machos. Todos os animais adultos coletados sdo fémeas.

A analise microscopica das amostras fecais pela técnica de centrifugo-flutuacdo em
solucdo de acUcar revelou, respectivamente, 92,6% (26/27) e 100% (7/7) de infeccdo dos
animais jovens e adultos por Eimeria sp. Ndo foi encontrado parasitismo por Giardia
intestinalis nos animais desta propriedade (Tabela 7).

4.2 Comparac6es do manejo e condi¢des higiénico-sanitarias entre as duas propriedades

As duas propriedades apresentaram diferencas no manejo e nas condi¢fes higiénico-
sanitarias, as quais sdo comparadas na Tabela 8. Vale ressaltar que a presenca de outros
animais como, por exemplo, cées e galinhas foi observada durante a coleta nas instalagdes dos
animais jovens.
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Figura 7. Cistos de Giardia intestinalis diagnosticados em caprinos, através da técnica de

centrifugo flutuacdo em solucdo saturada de aglcar. (A) Cistos intactos (seta); (B) cistos com

retracdo do citoplasma (seta).
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Tabela 7. Frequéncia absoluta e relativa de parasitos diagnosticados atraves da microscopia pela técnica de centrifugo-flutuacdo em solucéo de
acucar das amostras fecais de caprinos das propriedades A e B.

PROPRIEDADE A PRORIEDADE B

PARASITOS CAPRINOS JOVENS CAPRINOS ADULTOS CAPRINOS JOVENS CAPRINOS ADULTOS

INTESTINAIS  (ATE 1 ANO/N=31) (> 1 ANO / N=11) (ATE 1 ANO / N=27) (> 1 ANO / N=7)
POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO

G. intestinalis 17 (54,8%) 0 0 0

Eimeria sp. 30 (96,8%) 11 (100%) 25 (92,6%) 7 (100%)
Estrongilideos 22 (71%) 11 (100%) 0 0

Moniezia sp. 2 (6,5%) 0 0 0
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Tabela 8. Comparacdo das principais caracteristicas de manejo e condi¢Bes higiénico-
sanitérias observadas entre as duas propriedades estudadas.

PROPRIEDADE A
CARACTERISTICAS

PROPRIEDADE B

DAS PROPRIEDADES  ANIMAIS ANIMAIS ANIMAIS ANIMAIS
JOVENS ADULTOS JOVENS JOVENS
Tipo de Instalagdes Piso Piso de Piso suspenso  Piso suspenso
suspenso de alvenaria de madeira de madeira
madeira n&o suspenso ripada ripada
ripada

Condicdes de Insatisfatoria  Insatisfatoria

Higiene
Raca Saanen Saanen
Sistema de criacao Intensivo Semi-
intensivo
Procedéncia da Nascente Nascente
agua
Presenca de outros Sim N&o
animais nas
instalacdes
Quarentena de Né&o Né&o
animais novos
Manejo alimentar  Racéo, feno Pasto,
e capim silagem,
picado no racdo e feno
cocho. no cocho.
Presenca de cistos Sim Né&o

de Giardia sp.

Insatisfatoria

Mestica/Saanen

Intensivo

Poco artesiano

Sim

Racao, feno e
capim picado

no cocho.

Insatisfatoria

Mestica/Saanen

Intensivo

Poco artesiano

Sim

Racao, feno e
capim picado

no cocho.
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4.3 Extracéo de DNA

Todas as amostras positivas na microscopia para Giardia intestinalis foram
submetidas a extracdo de DNA. A qualidade do DNA obtido foi avaliada através da relacdo
de absorbancia obtida pela quantificacdo do material em espectrofotémetro.

As concentragdes do DNA extraido assim como a relacdo de absorbancia atraves da
quantificagdo encontram-se descritos nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9: Quantificacdo das concentracdes do DNA total extraido e relacdo de absorbancia
das amostras fecais de caprinos.

IDENTIFICACAO GRADUACAO CONCENTRACAO  260/280nm

DA AMOSTRA SUBJETIVA DE DE ACIDO
CISTOS NA NUCLEICO (ng/uL)
MICROSCOPIA
Caprinol + 41 1,1
Caprino2 ++++ 7,1 1,4
Caprino3 ++++ 2,8 0,8
Caprino4 + 1,4 1,0
Caprino5 + 4,6 1,1
Caprino6 +++ 6,7 1,1
Caprino7 + 3,3 3,0
Caprino8 ++ 3,4 1,2
Caprino9 + 6,3 1,2
Caprinol0 + 4,9 1,1
Caprinoll + 3,8 2,4
Caprinol2 ++ 4,0 1,2
Caprinol3 + 6,7 1,2
Caprinol4 +++ 2,9 1,1
Caprinol5 + 3,4 1,1
Caprinol6 + 2,9 1,1
Caprinol7 + 3,7 1,2

Legenda: + < 2 cistos por campo visual de 400x; ++ 3 a 9 cistos por campo visual de 400x;

+++ > 10 cistos por campo visual de 400x; ++++ cistos incontaveis.
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Tabela 10: Quantificagdo das concentracbes do DNA total extraido e relagdo de absorbancia
das amostras fecais de cées e da &gua.

IDENTIFICACAO PRESENCA DE CONCENTRACAO  260/280nm
DA AMOSTRA CISTOS DE ACIDO
NUCLEICO (ng/pL)

Céol - 18 1,7
Céo2 - 15 1,5
Céo3 + 33,6 2,1
Céo4 + 41,6 1,3
Céo5 - 16 1,9
Caob6 + 4,3 2,0
Céo7 - 20 1,9
Agua - 5 1,3

Legenda: + positivo; - negativo

4.4 Otimizacéao das reacdes moleculares

Os ensaios de otimizacdo permitiram uma melhor evidenciacdo dos produtos
esperados. As melhores condicdes para cada um dos ensaios encontram-se listados nos
Quadros 3 e 4.

4.4.1 Otimizacdo da Nested-PCR para o gene alvo g-giardina

A figura 8 ilustra o primeiro ensaio de otimizacdo da Nested-PCR para a deteccdo do
gene alvo f-giardina. Neste ensaio, foi possivel obter produto amplificado apenas quando se
utilizou o DNA extraido de trofozoita. Baseado na visualizacdo em gel de agarose dos
produtos amplificados utilizando-se 0 DNA do trofozoita, foi possivel determinar as melhores
condicdes para a reacdo da PCR priméria (62°C e 2,5mM de MgCl,) e para a rea¢do da PCR
secundaria (55°C e 3,0mM de MgCl,).

O ensaio molecular para determinacdo do volume de DNA template necessaria para se
obter produtos visiveis em gel de agarose utilizando-se DNA proveniente de material fecal
revelou que, independente da quantidade utilizada (3pL ou 5uL), os produtos foram visiveis
apenas apos a realizacdo da PCR secundaria (Figuras 10 e 11). Os resultados deste ensaio
confirmaram a necessidade de um aumento na quantidade de DNA template para obtencdo de
produtos visiveis em gel de agarose e, portanto, a utilizacdo de 5uL de DNA na PCR priméria
foi incorporada as reacdes posteriores.

A Figura 12 ilustra o ensaio de determinacao do limite de detecgcdo da Nested-PCR para o
gene alvo f-giardina, onde a amplificacdo foi obtida na Nested-PCR com uma diluicdo do
DNA até 10 (9pg/uL).
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Quadro 3. Condicdes da Nested-PCR para os genes-alvo B-giardina e gdh utilizadas ap0s etapa de otimizacao.

Gene-alvo Método Quantidade de Reagentes (volume final de 25uL) Ciclo termal Primer Tamanho
molecular | DNA ou produto esperado do
da PCR produto
primaria
B-giardina PCR S5uL - 10pmol de cada primer; 94°C/5min., G7+G759 753pb
Primaria - Tampéo Taq 1x; 35 ciclos de:
- 200uM de cada dNTPs; 94°C/30seg.,
- 1U de Platinum Taq Polimerase; 62°C/30seg. e
- 2,5mM de MgCl, 72°C/60seg.;
- Agua ultrapura autoclavada q.s.p. extensdo: 72°C/7min.
PCR 3uL - 10pmol de cada primer 94°C/5min., GiarF+GiarR | 511pb
Secundaria - Tampdo Tag 1x 35 ciclos de:
- 200uM de cada dNTPs 94°C/30seg.,
- 1U de Platinum Taq Polimerase 55°C/30seg. e
- 3,0mM de MgCl, 72°C/60seg.;
- Agua ultrapura autoclavada q.s.p. extensdo: 72°C/7min.
Gdh PCR luL - 10pmol de cada primer 94°C/5min., Gdhl1+Gdh2 | 754pb
Primaria - Tampdo Tag 1x 35 ciclos de:
- 200uM de cada dNTPs 94°C/30seg.,
- 1U de Platinum Taq Polimerase 55°C/30seg. e
- 3,0mM de MgCl, 72°C/60seg.;
- Agua ultrapura autoclavada q.s.p. extensdo: 72°C/7min.
PCR luL - 10pmol de cada primer O mesmo da PCR Gdh3+Gdh4 | 532pb
Secundaria - Tampdo Tag 1x primaria

- 200uM de cada dNTPs

- 1U de Platinum Taq Polimerase
- 3,0mM de MgCl,

- Agua ultrapura autoclavada g.s.p

or




Quadro 4. Condicdes da Nested-PCR para o gene-alvo tpi utilizadas ap6s etapa de otimizacéao.

Gene-alvo Meétodo Quantidade de DNA ou | Reagentes (volume final de 25uL) Ciclo termal Primer Tamanho
molecular | produto da PCR primaria esperado do
produto
tpi PCR 3uL - 200nM de cada primer 94°C/5min., 35 AL3543 + 605pb
Primaria - Tampdo Taq 1x ciclos de: AL3546
- 200uM de cada dNTPs 94°C/45seg.,
- 1U de Platinum Taq Polimerase 52°C/45seqg. e
- 3,0mM de MgCl, 72°C/60seg.;
- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. extensdo:
72°C/10min.
PCR luL - 200nM de cada primer 94°C/5min., 35 AL3544+AL | 532pb
Secundaria - Tampdo Taqg 1x ciclos de: 3545
- 200uM de cada ANTP 94°C/45seg.,
- 1U de Platinum Taq Polimerase 57°C/45seqg. e
- 3,0mM de MgCl, 72°C/60seg.;
- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. extensao:
72°C/10min.

LY




Gradiente Gradiente Gradiente
Nested-PCR Nested-PCR Nested-PCR
53°C- 58°C 53°C- 58°C 53°C-58°C

l I I \

DNA Trofozoita

DNA Fezes

PCR priméaria  PCR primaria PCR priméria
62°C 65°C 67°C

Figura 8. Otimizacdo da PCR secundéria para o gene S-giardina. Reagcdo de PCR secundéria
utilizando 1uL de produto da PCR primaria, gel de agarose a 1% corado com Brometo de
Etideo. Tempo de exposicdo a radiacdo UV: 236ms. Gel A: DNA de trofozoita cepa WB
diluido a 10™. Gel B: DNA extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis, sem

diluicdo. M: marcador; C-: controle negativo.

1670 ph

1000 p
650 ph

Figura 9. Otimizacdo da PCR priméria para o gene fg-giardina. Gel de agarose a 1% corado
com Brometo de Etideo. Tempo de exposigdo a radiacdo UV: 376ms. Gel A: 3uL de DNA
extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis, sem diluicdo. Gel B: 5uL de
DNA extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis, sem diluicdo. M: marcador;
C-: controle negativo; C+: controle positivo (DNA trofozoita diluido a 10™ - 900pg/uL).
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Figura 10. Otimizacdo da PCR secundaria para o gene p-giardina. Gel de agarose a 1%
corado com Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a radiacdo UV: 376 ms. Gel A: PCR
primaria utilizando 3pL (21ng) de DNA proveniente de material fecal. Gel B: PCR primaria
utilizando 5uL (35ng) de DNA proveniente de material fecal. Temperaturas do gradiente da
PCR secundaria indicadas na imagem. Temperaturas utilizadas na PCR primaria indicadas
nos colchetes. M: marcador; C-: controle negativo; C+: controle positivo (DNA trofozoita
diluido a 10™ - 900pg/uL). Tamanho esperado do produto: 511pb.

M. G..SD . 100 10%%108 103 ..'.V-I- c- SD 10 102 10% 10* 10° 10°

)
J

1650 pb

1000 pb 753pb
650 pb

I i

- Bl bd s g 511D
A B
Figura 11. Determinacdo do limite de deteccdo da PCR primaria (Gel A) e PCR secundaria
(Gel B) para o gene p-giardina, em gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. O

tempo de exposi¢do a radiacdo UV foi de aproximadamente 376 milissegundos. M: marcador;
C-: controle negativo; SD: DNA de trofozoita cepa WB sem dilui¢do (9ng/uL).
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4.4.2 Otimizacéo da Nested-PCR para o gene alvo gdh

Baseado na visualizacdo em gel de agarose dos produtos amplificados (Figuras 12 e 13),
foi possivel determinar as melhores condicGes para a reagdo da PCR primaria (55°C e 3,0mM de
MgCl,) e para a reacdo da PCR secundéria (55°C e 3,0mM de MgCl,) tanto na amostra de DNA
do trofozoita quanto na amostra de DNA obtida de material fecal positivo.

A Figura 14 ilustra o ensaio de determinacdo do limite de detec¢do da Nested-PCR para o
gene alvo gdh, onde a amplificacéo foi obtida na PCR priméria com uma diluicdo de DNA até
10™ (900pg/uL) e para a PCR secundaria com uma diluicéo de 102 (90pg/uL).

4.4.3 Otimizacéo da Nested-PCR para o gene alvo tpi

As figuras 15 e 16 ilustram o primeiro ensaio de otimizacdo da Nested PCR para a
deteccdo do gene alvo tpi. Baseado na visualizagdo em gel de agarose dos produtos amplificados,
foi possivel determinar as melhores condigdes para a reacdo da PCR primaria (52°C e 3,0mM de
MgCl,) e para a reacdo da PCR secundéria (57°C e 3,0mM de MgCl;). No entanto, como o
rendimento da reacéo foi baixo quando se utilizou DNA obtido de material fecal, foi necessario
um novo ensaio molecular para determinar se o aumento da quantidade de DNA template
otimizava a reacao.

Neste novo ensaio, foi possivel verificar que o aumento da quantidade de DNA
template para 3uL (21ng) na PCR primaria gerou um melhor rendimento da Nested-PCR,
sendo possivel obter produtos visiveis em qualquer das concentracdes de produto da PCR
primaria utilizadas (Figura 17).

Sendo assim, foi estabelecida a utilizacdo de 3uL de DNA template na PCR priméria e
1uL do produto na PCR secundaria.

A Figura 18 ilustra o ensaio de determinagéo do limite de deteccdo da Nested-PCR para o
gene alvo tpi, onde a amplificacdo foi obtida na PCR priméaria com uma diluicdo de DNA até
10" (900pg/uL) e para a PCR secundaria com uma diluicdo de 10™ (0,9pg/uL).

3,0mM MgCl,

1650 pb

1000 pb
650 pb

2,5mM MgCl,

DNA Fezes DNA Trofozoita

Figura 12. Otimizacdo da PCR priméria para o gene gdh. Gel de agarose a 1% corado com Brometo
de Etideo. Tempo de exposicao a radiacdo UV: 376 ms. Gel A: 3,0mM MgCl,. Gel B: 2,5mM MgCl,.
DNA Fezes: extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis e utilizado sem diluicdo
(7ng/uL). DNA trofozoita: obtido da cepa WB e diluido a 10™ (900pg/uL). M: marcador; C-: controle
negativo. Tamanho esperado do produto: 754pb.
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PCRa 55°C PCRa 61°C PCR a 65°C

Figura 13. Otimizacdo da PCR secundaria para o gene gdh. Gel de agarose a 1% corado com
Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a radiacdo UV: 236ms. Gel A: DNA de trofozoita
cepa WB diluido a 10™ (900pg/uL). Gel B: DNA extraido de material fecal positivo para
Giardia intestinalis, sem diluicdo (7ng). Temperaturas do gradiente da PCR secundaria
indicadas na imagem. Temperaturas utilizadas na PCR primaria indicadas nos colchetes. M:
marcador; C-: controle negativo. Tamanho esperado do produto: 532pb.

Figura 14. Determinacdo do limite de detecgdo da PCR primaria (Gel A) e PCR secundaria
(Gel B) para o gene gdh, em gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. O tempo de
exposicdo a radiacdo UV foi de aproximadamente 236 milissegundos. M: marcador; C-:
controle negativo; SD: DNA de trofozoita cepa WB sem diluigdo (9ng/uL). Gel A: Tamanho
esperado do produto: 754pb. Gel B: Tamanho esperado do produto: 532pb.
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2,5mM Mgcl,

3,0mM MgCl,

3,5mM MgCl,

52°C—— S7°C¢ 52°C—— 57°C
DNA Trofozoita DNA Fezes

Figura 15. Otimizacdo da PCR priméria para gene tpi. Gel de agarose a 1% corado com
Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a radiacdo UV: 236ms. Gel A: 2,5mM MgCl,. Gel
B: 3,0mM MgCl,. Gel C: 3,5mM MgCl,. Temperaturas do gradiente representadas na
imagem. NGmeros de 1-6: DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™ (900pg/uL). Ntimeros 7-
12: DNA extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis, sem diluicdo (7ng). M:
marcador; C-: controle negativo. Tamanho esperado do produto: 605pb.
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Figura 16. Otimizacdo da PCR secundaria para o gene tpi. Gel de agarose a 1% corado com
Brometo de Etideo. Tempo de exposicdo a radiagdo UV: 236ms. Gel A: DNA de trofozoita
cepa WB diluido a 107 (900pg/uL). Gel B: DNA extraido de material fecal positivo para
Giardia intestinalis, sem diluicdo (7ng). Temperaturas do gradiente da PCR secundaria
indicadas nos colchetes superiores. Temperaturas utilizadas na PCR primaria indicadas nos
colchetes inferiores. M: marcador; C-: controle negativo. Tamanho esperado do produto:
532pb.

M C- 5SuL 4uL 3pL 2pL 1pL

|

1650 pb «
650""@"“' SR GEE. 0@ e

Figura 17. Otimizagdo da Nested-PCR para 0 gene tpi. Teste de utilizacdo de quantidades
diferentes (1pL-5uL) de produto da PCR primaria. PCR utilizando 3pL (21ng) de DNA
extraido de material fecal positivo para Giardia intestinalis. Gel de agarose a 1% corado com
Brometo de Etideo. Tempo de exposi¢do a radiacdo UV: 236ms. M: marcador; C-: controle
negativo. Tamanho esperado do produto: 532pb.
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Figura 18. Determinacdo do limite de detec¢do da PCR primaria (Gel A) e PCR secundaria
(Gel B) para o gene tpi, em gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de
exposicdo a radiacdo UV: 998ms. M: marcador; C-: controle negativo; SD: DNA de trofozoita
cepa WB sem diluigao (9ng/ul). Gel A: Tamanho esperado do produto: 605pb. Gel B:
Tamanho esperado do produto: 532pb.

4.5 Nested-PCR das amostras coletadas

Os resultados positivos obtidos na microscopia das amostras de caprinos foram
submetidos a uma confirmacdo através da técnica de Nested-PCR utilizando os genes alvo f-
giardina, gdh e tpi. Das 17 amostras de caprinos consideradas positivas pela microscopia,
todas tiveram seu diagndstico confirmado pela Nested-PCR de pelo menos um dos genes alvo
(Tabela 11 e Figuras 19 a 25). Entretanto, 6 de 7 amostras de cdo e a amostra de agua
obtiveram amplificacdo na Nested-PCR para pelo menos um dos genes-alvo estudados
(Tabela 12 e Figuras 19 a 24), confirmando a suspeita da presenca de cistos de Giardia
intestinalis nestas amostras durante a analise por microscopia.

4.6 Sequenciamento e Analise genética

O DNA do trofozoita da cepa WB utilizado como controle positivo das reacdes
também foi sequenciado, obtendo-se uma sequencia com 100% de identidade a sequencia
depositada no GenBank para esta cepa (nimeros de acesso: FJ560591 [f-giardina]; FJ560569
[tpi]) e & cepa Portland (gendtipo A) para o gene gdh (EF685701); além de ter 100% de
identidade com as sequéncias obtidas do genoma completo do protozoario.

Das 24 amostras consideradas positivas pela reacdo de Nested-PCR por pelo menos
um dos trés genes alvo analisados, foi possivel apenas obter produtos com quantificacdo
superior a 20ng/uL em 12 de 21 amostras para o gene alvo f-giardina, 7 em 18 amostras para
0 gene alvo gdh e 5 de 11 amostras para o gene alvo tpi (Tabela 13).

Destas, 13 amostras apresentaram cromatograma de boa qualidade, tornando possivel
a identificacdo do genétipo de Giardia intestinalis. Entretanto, 5 sequéncias obtidas para o
gene alvo gdh, apesar de serem de boa qualidade, ndo resultaram em identificacdo de genotipo
de Giardia intestinalis.

Os gendtipos obtidos no sequenciamento para cada um dos genes alvo estdo descritos
na tabela 14.
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Tabela 11. Resultado da pesquisa de Giardia intestinalis nas amostras fecais de caprinos
utilizando-se as técnicas de microscopia e biologia molecular.

IDENTIFICACAO  DIAGNOSTICO  AMPLIFICACAO AMPLIFICACAO AMPLIFICAGAO
DA AMOSTRA  MICROSCOPICO  EM Nested-PCR ~ EM Nested-PCR ~ EM Nested-PCR

PARA GENE PARA GENE PARA GENE
ALVO ALVO gdh ALVO tpi
p-giardina

Caprinol + X

Caprino2 ++++ X X X
Caprino3 ++++ X X X
Caprino4 + X

Caprino5 + X X

Caprino6 +++ X X

Caprino7 + X

Caprino8 ++ X X X
Caprino9 + X

Caprinol0 + X X
Caprinoll + X X
Caprinol2 ++ X X X
Caprinol3 + X X
Caprinol4 +++ X X X
Caprinol5 + X X

Caprinol6 + X X X
Caprinol7 + X

Legenda: + < 2 cistos por campo visual de 400x; ++ 3 a 9 cistos por campo visual de 400x;
+++ > 10 cistos por campo visual de 400x; ++++ cistos incontaveis; x amplificacdo de

produto do tamanho esperado.
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Tabela 12. Resultado da pesquisa de Giardia intestinalis nas amostras fecais de cdes e
amostra de dgua obtidos da propriedade A utilizando-se as técnicas de microscopia e biologia
molecular.

IDENTIFICACAO  DIAGNOSTICO  AMPLIFICACAO AMPLIFICACAO AMPLIFICACAO
DA AMOSTRA  MICROSCOPICO EM Nested-PCR ~ EM Nested-PCR ~ EM Nested-PCR

PARA GENE PARA GENE PARA GENE
ALVO ALVO gdh ALVO tpi
p-giardina
Céol - X X X
Céo2 -
Céo3 + X X
Céo4 + X
Céob5 - X X
Céob + X X
Céo7 - X X
Agua - X X X

Legenda: + positivo; - negativo; x amplificacdo de produto do tamanho esperado.

511 pb

Figura 19. Nested-PCR para gene g-giardina. PCR primaria utilizando 5uL de DNA e PCR
secundaria com 3L de produto da PCR primaria. Gel de agarose a 1% corado com Brometo
de Etideo. Tempo de exposicéo a radiagdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C17: amostras de
caprino da propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia; Cal: amostra de
cdo; A: amostra de agua; C-: controle negativo. Tamanho esperado do produto: 511pb.
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Figura 20. Nested-PCR para gene S-giardina. PCR primaria utilizando 5uL de DNA e PCR
secundaria com 5uL de produto da PCR primaria. Gel de agarose a 1% corado com Brometo
de Etideo. Tempo de exposicao a radiacdo UV: 376ms. M: marcador; C1-C17: amostras de
caprino da propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia; A: amostra de agua;
C-: controle negativo; C+: controle positivo (DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™ -
900pg/uL). Tamanho esperado do produto: 511pb.

1650 pb

1000 pb
650 pb

Figura 21. Nested-PCR para gene g-giardina. PCR primaria utilizando 5uL de DNA e PCR
secundaria com 5uL de produto da PCR priméria. Gel de agarose a 1% corado com Brometo
de Etideo. Tempo de exposicdo a radiacdo UV: 376ms. M: marcador; Ca2-Ca7: amostras de
cdo; A: amostra de agua; C-: controle negativo; C+: controle positivo (DNA de trofozoita
cepa WB diluido a 10™ - 900pg/uL). Tamanho esperado do produto: 511pb.
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Figura 22. Nested-PCR para gene gdh. PCR primaria utilizando 1uL de DNA e PCR secundaria com
1uL de produto da PCR primaria. Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de
exposicdo a radiacdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C17: amostras de caprino da propriedade A
positivas para G. intestinalis pela microscopia; Cal: amostra de cdo; A: amostra de agua; C-: controle
negativo. Tamanho esperado do produto: 532pb.

Figura 23. Nested-PCR para gene gdh. PCR primaria utilizando 1uL de DNA e PCR secundaria com
3uL de produto da PCR priméria. Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etideo. Tempo de
exposicdo a radiacdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C15: amostras de caprino da propriedade A
positivas para G. intestinalis pela microscopia; Cal-Ca7: amostras de cdo; A: amostra de agua; C-:
controle negativo; C+: controle positivo (DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™ - 900pg/uL).
Tamanho esperado do produto: 532pb (seta).
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Figura 24. Nested-PCR para gene tpi. PCR primaria utilizando 3uL de DNA e PCR
secundaria com 1uL de produto da PCR primaria. Gel de agarose a 1% corado com Brometo
de Etideo. Tempo de exposicao a radiacdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C17: amostras de
caprino da propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia; Cal-Ca7: amostras
de cdo; A: amostra de agua; C-: controle negativo; C+: controle positivo (DNA de trofozoita
cepa WB diluido a 10™ - 900pg/uL). Tamanho esperado do produto: 532pb (seta).
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Figura 25. Nested-PCR para gene tpi. PCR priméria utilizando 3uL de DNA e PCR
secundaria com 3L de produto da PCR primaria. Gel de agarose a 1% corado com Brometo
de Etideo. Tempo de exposicdo a radiagdo UV: 236ms. M: marcador; C1-C17: amostras de
caprino da propriedade A positivas para G. intestinalis pela microscopia; C-: controle
negativo; C+: controle positivo (DNA de trofozoita cepa WB diluido a 10™ - 900pg/uL).
Tamanho esperado do produto: 532pb (seta).
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Tabela 13. Amostras submetidas ao sequenciamento de DNA em cada um dos genes alvo
estudados para Giardia intestinalis.

IDENTIFICACAO

QUANTIFICACAO

DAAMOSTRA  SEQUENCIAMENTO SEQUENCIAMENTO  SEQUENCIAMENTO
PARA GENE ALVO PARA GENE ALVO PARA GENE ALVO tpi
p-giardina gdh
Caprinol (C1) 29ng/uLL - -
Caprino2 (C2) 43ng/uL 38ng/uL 32ng/ulL
Caprino3 (C3) 48ng/ulL 44ng/ulL 28,4ng/ul
Caprino4 (C4) 41ng/uL - -
Caprino5 (C5) - - -
Caprino6 (C6) - - -
Caprino7 (C7) 28ng/ulL - -
Caprino8 (C8) - - -
Caprino9 (C9) - - -
Caprinol0 (C10) - - -
Caprinoll (C11) 25ng/ul - -
Caprinol2 (C12) 52ng/ul 32ng/uL 29,9ng/ul
Caprinol3 (C13) - - -
Caprinol4 (C14) 41ng/ulL - 24ng/ul
Caprinol5 (C15) 44ng/ulL 49ng/ulL -
Caprinol6 (C16) 39ng/ulL 31ng/ulL -
Caprinol7 (C17) - 34ng/ul -
Céol (Cal) 34ng/ul - -
Céo2 (Ca2) - - -
Céo3 (Ca3) - - -
Céo4 (Cad) - - -
Céo5 (Cab) - - -
Céob6 (Cab) 24ng/ulL - -
Céo7 (Ca7) - 40ng/uL -
Agua (A) - - 37ng/uL
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Tabela 14. Resultado do sequenciamento de DNA em cada um dos gene alvos estudados,

para Giardia intestinalis.

IDENTIFICACAO DA SEQUENCIAMENTO SEQUENCIAMENTO SEQUENCIAMENTO

AMOSTRA PARA GENE ALVO  PARA GENE ALVO  PARA GENE ALVO
p-giardina gdh tpi
Caprinol (C1) Genotipo E - -
Caprino2 (C2) Genotipo E ? Gendtipo E
Caprino3 (C3) Genotipo E ? Gendtipo E
Caprino4 (C4) Genotipo E - -
Caprino5 (C5) - - -
Caprino6 (C6) - - -
Caprino7 (C7) Qualidade ruim - -
Caprino8 (C8) - - -
Caprino9 (C9) - - -
Caprinol10 (C10) - - -
Caprinoll (C11) Qualidade ruim - -
Caprinol2 (C12) Gendtipo E ? Genotipo E
Caprinol3 (C13) - - -
Caprinol4 (C14) Gendtipo E - Genotipo E
Caprinol5 (C15) Gendtipo E Gendtipo E -
Caprinol6 (C16) Gendtipo E ? -

Caprinol7 (C17)
Céol (Cal)
Céo2 (Ca2)
Céo3 (Ca3)
Céo4 (Cad)
Céo5 (Cab)
Céo6 (Cab)
Céo7 (Ca7)

Agua (A)

Qualidade ruim
Qualidade ruim

Qualidade ruim

?

Qualidade ruim

Legenda: Amostras onde ndo foi possivel determinar o genotipo estdo simbolizadas por
interrogacado (?). Amostras ndo sequenciadas estao representadas por traco.
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4.6.1. Andlise das sequéncias obtidas para o gene alvo g-giardina

A andlise das oito sequencias obtidas permitiu classificd-las como gendtipo E.
Entretanto, dois tipos distintos de sequéncias foram obtidos, os quais diferiram entre si por
apenas uma substituicdo nucleotidica. Todas as sequéncias foram depositadas no GenBank,
obtendo os sequintes nimeros de acesso: KC122265 (isolado C1), JX876559 (isolado C2),
JX876560 (isolado C3), JX978261 (isolado C4), JX978262 (isolado C12), JX978263 (isolado
C14), JX978264 (isolado C15) e JX978265 (isolado C16).

Foi observado 100% de identidade entre as sequéncias dos isolados C2, C12 e C15
com sequéncias publicadas no GenBank do genotipo E obtidas de cabras da Espanha (RUIZ
et al., 2008), compreendendo os seguintes isolados: M7 (EU189362), M21 (EU189371) e M3
(EU189359). Da mesma forma, também foi observada 100% de identidade entre as
sequencias dos isolados C1, C3, C4, C14 e C16 com sequéncias do genotipo E publicadas no
GenBank por esses mesmos autores, compreendendo os seguintes isolados: M11 (EU189366),
M31(EU189375) e M6 (EU189361).

Alem disso, uma busca na plataforma BLAST revelou 100% de identidade destes
isolados com amostras do genotipo E obtidas de ovinos no Mexico (DQ116625, DQ116621,
DQ116607, DQ116620, DQ116614, DQ116608, e DQ116604 — DI GIOVANNI et al., 2006)
e na Espanha, EU726980 (GOMEZ-MUNOZ et al., 2009).

O alinhamento das sequéncias obtidas dos isolados deste estudo com todas as
sequéncias obtidas em caprinos depositadas no GenBank e a sequéncia referéncia do genoma
completo do isolado P15 revelou uma heterogeneidade intra-genotipica (Quadro 5), com
namero variavel de “single-nucleotide polymorphism” (SNPs — Polimorfismo de Nucleotidio
Unico) por sequéncia. Entretanto, a metade dos SNPs observados representa substituicdes
sinbnimas de nucleotideos, ndo gerando aminoacidos diferentes quando foi realizada a
traducdo das sequéncias (Figura 26).

A arvore consenso construida (Figura 27) alocou todos os isolados deste estudo no
mesmo grupo dos isolados pertencentes ao genotipo E, obtendo-se um alto valor de bootstrap.
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Quadro 5. Analise das sequéncias para o gene -giardina de amostras de caprinos, comparadas com a sequéncia referéncia do genoma completo
do isolado P15, demonstrando substitui¢des nucleotidicas (Continua).

Isolado Posicdo Nucleotidica* e Substituicao

7382 | 7384 | 7385 [ 7404 | 7420 | 7422 | 7427 | 7434 | 7437 | 7445 | 7449 | 7500 | 7513 | 7524 | 7576 | 7611
P15 (GLP15_2766) | G G A C A A A G C T T G C C C C
M20 (EU189370) . . . . . . . . . . . . . . . A
M28 (EU189374) . . . . . . . . G C . . . . T
M25 (EU189372) . . . . . . . A . . . . . . .
M9 (EU189364) . . . . . . . . . . . . G G T
M5 (EU189360) T . . G T . . . . . . . . . T
M18 (EU189368) . T ct . . . . . . C C A’ . . T
M2 (EU189358) . . . . . . c’
M26 (EU189373) . . . . . . . . . . . . . .
M19 (EU189369) . . . . . . . . . . . . . . T
M17 (EU189367) T . . . . . . . . C . . . . T
M10 (EU189365) . . . . . . . A
M8 (EU189363)
M1 (EU189357) . . . . .
GS11(EU642899) . . . . . G . . . . . . . .
GS21(EU642901) . . . . . . . . . . . . . T
C2° (JX876559) . . . . . . . A
C1%(JX876560)

Legenda: ldentidade nucleotidica ao isolado P15 representada por ponto e delecdo nucleotidica representada por trago.*Posicdo nucleotidica dos
sitios polimdrficos na sequéncia de referéncia (GLP15_2766). Fragmento da sequéncia analisado: 7372-7711 (340pb). *Substituicio sinbnima de
nucleotidio. "sequéncia idéntica aos isolados C15 e C12. ®sequéncia idéntica aos isolados C3, C4, C14 e C186.
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Quadro 5 (Continuacgdo). Analise das sequéncias para 0 gene S-giardina de amostras de caprinos, comparadas com a sequéncia referéncia do
genoma completo do isolado P15, demonstrando substituicGes nucleotidicas.

Isolado Posicdo Nucleotidica* e Substituicao
7639 | 7650 | 7653 | 7665 | 7671 | 7674
P15 (GLP15 2766) | C A C T C C
M20 (EU189370) :
M28 (EU189374) A
M25 (EU189372)
M9 (EU189364)
M5 (EU189360)
M18 (EU189368)
M2 (EU189358)
M26 (EU189373)
M19 (EU189369)
M17 (EU189367)
M10 (EU189365)
M8 (EU189363)
M1 (EU189357)
GS11(EU642899)
GS21(EU642901)
C2° (JX876559)
C1°(JX876560)
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+

+

+

+

+
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Legenda: Identidade nucleotidica ao isolado P15 representada por ponto e delecdo nucleotidica representada por trago.*Posicdo nucleotidica dos
sitios polimdrficos na sequéncia de referéncia (GLP15_2766). Fragmento da sequéncia analisado: 7372-7711 (340pb). *Substituicio sinbnima de
nucleotidio. "sequéncia idéntica aos isolados C15 e C12. ®sequéncia idéntica aos isolados C3, C4, C14 e C186.
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Figura 26. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos traduzidas das sequéncias nucleotidicas das amostras de caprinos obtidos neste estudo e
publicadas no Genbank. ldentidade de aminoacido ao isolado P15 representada por ponto. Identidade de sequéncias: C2= C15 e C12; C1= C3,
C4, Cl4 e C16.

aN
h



—— M28 EU189374

M18 EU189368

L M17 EU189367

M5 EU189360
M9 EU189364

M26 EU189373

53 M19 EU189369

L GS21 EU642901

A C16 JX978265
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Figura 27. Relacdo genética entre os isolados de Giardia intestinalis baseado no
sequenciamento parcial do gene p-giardina (tamanho do fragmento analisado: 340pb),
inferida pelo algoritmo “neighbor-joining” utilizando o modelo Kimura 2 parametros. A
arvore possui como grupo externo a sequéncia de Giardia muris (AY258618). As sequéncias
obtidas do GenBank estdo indicadas por seus numeros de acesso. Foram utilizadas as
seguintes sequéncias referéncia do genoma: GL50803 4812 (gendtipo A); GL50581 2741
(gendtipo B) e GLP15 2766 (gendtipo E) obtidas de www.giardiadb.org. As seguintes
sequéncias sdo idénticas: [C2= C15 = C12]; [C1 = C3 = C4 = C14 = C16]. AlIndica isolados
obtidos neste estudo.
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4.6.2. Anélise das sequéncias obtidas para o gene alvo tpi

A andlise das sequencias das quatro amostras obtidas permitiu a classificacdo destas
no genotipo E.

Foi observado 100% de identidade entre as sequencias dos isolados C2, C12 e C14,
com sequéncias publicadas no GenBank do genotipo E obtidas de cabras na Espanha (RUIZ
et al., 2008), compreendendo os seguintes depdsitos: M31 (EU189356), M30 (EU189355),
M28 (EU189353), M27 (EU189352), M26 (EU189351), M24 (EU189349), M19
(EU189344), M18 (EU189343) e M1-M15 (EU189326 - EU189340); como também de um
isolado obtido de cabra da Malésia (HQ283233 — LIM et al., 2012). Além disso, uma busca na
plataforma BLAST revelou 100% de identidade destes isolados com amostras do genotipo E
obtidas de bovinos nos EUA (EF654686 — FENG et al., 2008) e ovinos da Espanha
(JF792416 e JF792421 — GOMEZ-MUNOZ et al., 2011).

O alinhamento das sequéncias obtidas dos isolados deste estudo com sequéncias do
genotipo E obtidas em caprinos depositadas no GenBank, duas sequéncias classificadas como
genotipo E obtidas de humanos (EU272162 e EU272164) e com a sequéncia referéncia do
genoma completo do isolado P15 (GLP15 4986) revelou uma heterogeneidade intra-
genotipica (Quadro 6), com nimero variavel de SNPs por sequéncia. Entretanto, grande parte
dos SNPs observados se tratava de substituicdes sindnimas, uma vez que nao geraram
aminoacidos diferentes quando foi realizada a tradugéo das sequéncias (Figura 28).

A arvore consenso construida (Figura 29) alocou todos os isolados deste estudo no
mesmo grupo dos isolados pertencentes ao genotipo E, inclusive os isolados humanos,
obtendo-se um alto valor de bootstrap.
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Quadro 6. Andlise das sequéncias para 0 gene tpi, comparadas com a sequéncia referéncia do genoma completo do isolado P15, demonstrando
substitui¢des nucleotidicas (Continua).

Isolado Posicdo Nucleotidica* e Substituicao

14751 | 14788 | 14838 | 14968 | 15041 | 15042 | 15077 | 15081 | 15091 | 15093 | 15094 | 15095 | 15099 | 15106 | 15108 | 15111
P15 (GLP15_4986) C A G A C C G C G A C
M29" (EU189354)
M16" (EU189341)
GG-21 (JQ928717)
4561 (JQ837808)
Mal (EU272157)
D1 (EU272162)
D6 (EU272164)
C2

C3 . : : . .
Isolado Posicdo Nucleotidica* e Substituicao
15114 | 15123 | 15129 | 15132 | 15134 | 15135 | 15138 | 15142 | 15144 | 15147 | 15150 | 15153 | 15156 | 15157 | 15158 | 15160
P15 (GLP15_4986) | T T G C G C A C C G
M29* (EU189354)
M16* (EU189341) . . . . . : . . . .
GG-21 (JQ928717) : : : : : : . . : A
4561 (JQ837808)
Mal (EU272157)
D1 (EU272162) . . . . . : . . : .
D6 (EU272164) C C T T A G G A T A
C2
Legenda: Identidade nucleotidica ao isolado P15 representada por ponto.*Posicdo nucleotidica dos sitios polimdrficos na sequéncia de referéncia
(GLP15_4986). Fragmento da sequéncia analisado: 14744-15179 (436pb). *foi utilizado o reverso complementar da sequéncia depositada no Gen
bank. As sequéncias idénticas foram representadas somente uma vez. As seguintes sequéncias sdo idénticas: [C2 = C12 = C14].
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Quadro 6 (Continuacao). Analise das sequéncias para 0 gene tpi comparadas com a sequéncia referéncia do genoma completo do isolado P15,
demonstrando substituicdes nucleotidicas.

Isolado Posicdo Nucleotidica* e Substituigdo
15166 | 15168 | 15171 | 15172 | 15174 | 15177

P15 (GLP15_4986) A G A G C T

M29" (EU189354) A

M16" (EU189341) A

GG-21 (JQ928717) A

4561 (JQ837808) A

Mal (EU272157) A .

D1 (EU272162) . A N . . .

D6 (EU272164) G . C . C A

C2 A .

C3 A A

Legenda: Identidade nucleotidica ao isolado P15 representada por ponto.*Posi¢cdo nucleotidica dos sitios polimdrficos na sequéncia de referéncia
(GLP15_4986). Fragmento da sequéncia analisado: 14744-15179 (436pb). *foi utilizado o reverso complementar da sequéncia depositada no
Genbank. As sequéncias idénticas foram representadas somente uma vez. As seguintes sequéncias sdo idénticas: [C2 = C12 = C14].
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Figura 28. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos traduzidas das sequéncias nucleotidicas das amostras de caprinos obtidos neste estudo e
sequéncias publicadas no GenBank. Identidade de aminoacido ao isolado P15 representada por ponto. Identidade de sequéncias: C2 = C12 =
Cl4.
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Figura 29. Relacdo genética entre os isolados de Giardia intestinalis baseado no
sequenciamento parcial do gene tpi (tamanho do fragmento analisado: 431pb), inferida pelo
algoritmo ‘“neighbor-joining” utilizando o modelo Kimura-2 pardmetros. A arvore possui
como grupo externo a sequéncia de Giardia muris (AF069565). As sequéncias obtidas do
GenBank estdo indicadas por seus numeros de acesso. Foram utilizadas as seguintes
sequéncias referéncia do genoma: GL50803 93938 (genotipo A); GL50581 1369 (genotipo
B) e GLP15 4986 (gendtipo E) obtidas de www.giardiadb.org. As seguintes sequéncias sao
idénticas: [C2 = C12 = C14]. Aindica isolado obtido neste estudo.

4.6.3. Analise das sequéncias obtidas para o gene alvo gdh

A analise das sequencias das seis amostras obtidas permitiu a classificacdo do
gendtipo em apenas uma amostra (isolado C15 — gen6tipo E). Uma pesquisa no BLAST
revelou 100% de identidade desta amostra com dois isolados depositados no GenBank, um
obtido em bovino no Brasil (EF507641 — SOUZA et al., 2007) e o outro obtido de um suino
na Australia (AY178741 — Ev et al., 2002).

Cinco sequéncias apresentaram cromatogramas de boa qualidade, no entanto, trés das
sequéncias obtidas tiveram identidades parciais com sequéncias de Giardia depositadas no
GenBank, sendo mais semelhantes a sequéncias depositadas para outros microrganismos.
Duas sequéncias nao apresentaram identidade com sequéncias de Giardia.

Em funcdo destes resultados, foi realizada uma busca no BLAST com as sequéncias de
primers forward e reverse utilizados nas reagdes de Nested-PCR. Com o intuito de testar a
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especificidade dos primers, foi utilizada a ferramenta que possibilita a exclusdo de
sequéncias, onde foi solicitada a excluséo de sequéncias de Giardia da busca. Desta forma, 0s
resultados confirmaram uma baixa especificidade dos primers, uma vez que suas sequéncias
apresentavam grande homologia a sequéncias de diversos microrganismos, em grande parte
bactérias.

A figura 30 ilustra o alinhamento das sequéncias obtidas das amostras deste estudo
com sequéncias da bactéria do género Bifidobacterium, evidenciando as divergéncias entre o
isolado C15, caracterizado como gendtipo E de Giardia intestinalis, e 0s outros isolados sem
caracterizacdo, 0s quais se mostraram mais semelhantes as sequéncias das bactérias
depositadas no GenBank.

Né&o foi possivel realizar o alinhamento do isolado C15 deste estudo com todas as
sequéncias depositadas no GenBank para caprinos e outros ruminantes, uma vez que ha
divergéncias entre os primers urilizados, os quais possuem como alvo trechos distintos do
gene gdh, impedindo a comparagéo.

A sequéncia do isolado C15 obtida neste estudo € idéntica a sequéncia referéncia do
genoma do isolado P15. O alinhamento do isolado C15 com sequéncias de Giardia
intestinalis pertencentes ao gendtipo E obtidas do GenBank revelou um nimero pequeno de
SNPs (Quadro 7), os quais geram aminoacidos diferentes na tradugédo para a sequéncia da
proteina (Figura 31).

A arvore consenso construida utilizando-se sequéncias dos gendtipos E, A e B de
diversos hospedeiros, em sua maioria obtidas no Brasil, alocou cada um dos genotipos em um
ramo separado, com altos valores de bootstrap (Figura 32).
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Figura 30. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas para o gene gdh dos isolados obtidos neste estudo e de sequéncias de bactérias do género
Bifidobacterium (nimeros de acesso: B. longum AP010888; B. asteroides CP003325; B. dentium CP001750). Identidade de aminoacido ao
isolado C15 representada por ponto. Delecdo representada por traco.
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Quadro 7. Analise das sequéncias para o gene gdh, comparadas com a sequéncia referéncia do genoma completo do isolado P15, demonstrando
substituicdes nucleotidicas.

Isolado Posicdo Nucleotidica* e Substituicao
56448 56517 56589

P15 (GLP15_4574) G A G

Ca39 (AB569388) : G T

GC-155 (AB182127) A G T

B6 (EF507644) A G T

C15

Legenda: Identidade nucleotidica ao isolado P15 representada por ponto.*Posi¢do nucleotidica dos sitios polimérficos na sequéncia de referéncia

(GLP15_4574). Fragmento da sequéncia analisado: 56442-56666 (225pb).

1o 20 an 40 50 &l 70
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Figura 31. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos traduzidas das sequéncias nucleotidicas da amostra de caprino obtida neste estudo e
sequéncias publicadas no GenBank. Identidade de aminoacido ao isolado P15 representada por ponto.
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74 GC-155 AB182127
82| | BovinoBR B6 EF507644
100 || Ca39 AB569388 GeotipoE
P15 gdh GLP15 4574
35 25! A C15
H8 BR EF507652
=5] [ BOvinoBR B4 EF507642
&1 B GL50803 21942
F26 BR EF507610
GS gdh genB GL50581 4496
100 Lii443 BR EF507682 Gendtipo B
83 L Afu97 BR HM134210
Giardia ardeae AF069060

Genotipo A
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Figura 32. Relacdo geneética entre os isolados de Giardia intestinalis baseado no
sequenciamento parcial do gene gdh (tamanho do fragmento analisado: 227pb), inferida
pelo algoritmo “neighbor-joining” utilizando o modelo Kimura-2 parametros. As
sequéncias obtidas do GenBank estdo indicadas por seus numeros de acesso. Foram
utilizadas as seguintes sequéncias referéncia do genoma: GL50803_21942 (gendtipo A);
GL50581 4496 (gendtipo B) e GLP15 4574 (genotipo E) obtidas de
www.giardiadb.org. Aindica isolados obtidos neste estudo.
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5 DISCUSSAO
5.1 Diagnéstico parasitoldgico de fezes

O presente estudo, conduzido em duas propriedades de criacdo de caprinos
destinadas a exploracdo leiteira, diagnosticou Giardia intestinalis, somente na
propriedade A, nesta 0S animais mais jovens apresentavam-se positivos, sendo
considerado um percentual elevado comparando-se a outras pesquisas (54,8%). Os
estudos de prevaléncia da giardiase em caprinos sdo escassos no mundo, com dados
relatados variando de menos de 10% a mais de 40% (ROBERTSON, 2009). Esta
variacdo se deve ndo s as diferencas inerentes a cada regido, mas também a idade do
animal, ao tipo de amostra utilizada e ao tipo de técnica empregada no diagndstico. Ruiz
et al. (2008) em um estudo conduzido nas llhas Canarias, diagnosticaram positividade
de 42,2% em 315 animais jovens associando trés técnicas diagnosticas (microscopia,
imunofluorescéncia e PCR). No entanto, se for considerado apenas o resultado obtido
da analise parasitoldgica de fezes, a positividade seria de apenas 26%, ressaltando a
necessidade da associacao de técnicas para um diagnostico mais confiavel.

Acredita-se que a utilizacdo de apenas uma técnica diagndstica, aliada ao uso de
uma unica amostra fecal de cada animal, possa ter subestimado a real prevaléncia deste
protozoario na regido estudada, uma vez que a intermiténcia na eliminacdo de cistos é
uma caracteristica do ciclo biologico (BURET et al., 1990; GUIMARAES et al., 2009).
Além disso, estudos comprovam que devido a facilidade de transmissdo e a alta
viabilidade dos cistos no meio ambiente, as prevaléncias podem chegar a 100%
(BURET et al. 1990; KOUDELA; VITOVEC, 1998; BECHER et al., 2001). A
utilizacdo de uma Unica amostra de fezes no presente estudo ocorreu em virtude da
dificuldade em se obter mdltiplas amostras nos hospedeiros estudados.

Nossos resultados revelaram uma alta positividade para Giardia intestinalis em
caprinos, assim como relatado por Bomfim et al. (2005) em estudo realizado na regido
serrana do estado do Rio de Janeiro, onde foi encontrada 30,6% de positividade em
animais jovens. Desta forma, os dados obtidos no presente estudo se tornam bastante
relevantes, pois retratam uma regido ndo montanhosa do mesmo estado, confirmando a
alta frequencia deste protozoario em caprinos e chamando a atencdo para a importancia
destes animais como contaminadores ambientais (ROBERTSON, 2009).

Um estudo epidemiolégico de trés anos em ovinos realizado por Craig et al.
(2007) na Escécia, encontraram uma associacao significativa da frequencia de Giardia
intestinalis com a idade do hospedeiro, sendo esta mais elevada em animais jovens,
corroborando os dados obtidos no presente estudo.

O encontro apenas de animais jovens infectados pode ser explicado por estes
possuirem um sistema imune ainda em desenvolvimento e eliminarem uma quantidade
maior de cistos nas fezes, facilitando desta forma um diagnéstico positivo para Giardia
(XIAO, 1994; KOUDELA; VITOVEC, 1998). Por outro lado, os animais adultos
adquirem imunidade e eliminam pequenas quantidades de cistos nas fezes, as quais
podem ndo ser detectadas em um Unico exame parasitoldgico (XIAO, 1994; CASTRO-
HERMIDA et al., 2005; DEGERLI et al., 2005).

Castro-Hermida et al. (2005), estudaram apenas caprinos adultos e constataram
uma frequencia de até 30%, sendo que a maior eliminacdo de cistos ocorreu em fémeas
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nas primeiras semanas ap6s o parto. No entanto, este estudo utilizou a
imunofluorescéncia direta, a qual apresentou uma sensibilidade maior que a
microscopia convencional, além de as amostras terem sido coletadas durante o periodo
de nascimentos. Desta forma, as diferencas metodoldgicas podem ter contribuido para
as discrepancias observadas entre o resultado do presente estudo e aquelas descritas por
Castro-Hermida et al. (2005).

Além das diferencas inerentes a metodologia de pesquisa utilizada, diversos
autores ressaltam que as diferencas no manejo e nas condi¢des higiénico-sanitarias entre
as propriedades podem influenciar na taxa de infeccdo (BOMFIM et al. 2005;
GEURDEN et al., 2010; GEURDEN et al., 2012). Dentre estas, o tipo de material
utilizado nas instalagbes (ripas de madeira ou alvenaria) foi citado como sendo um
importante fator de risco para transmissdo de parasitos (BOMFIM et al., 2005). As
instalacbes com piso de ripas de madeira favorecem o acumulo de fezes no solo abaixo
das instalacbes e a proliferacio de moscas, as quais podem funcionar como
transportadores de cistos (DOIZ et al., 2000; GRACZYK et al., 2005; CONN et al.,
2007). J& os pisos de alvenaria favorecem o acimulo de umidade e dejetos, mantendo o
ambiente contaminado e favorecendo a reinfeccdo (MADDOX-HYTTEL et al., 2006).

Ao compararmos as instalaces dos animais jovens e adultos da propriedade A,
foi possivel diagnosticar cistos de Giardia apenas nos animais alojados em instalacdes
com piso de ripas de madeira, uma vez que 0s animais adultos, criados de forma semi-
intensiva e em instalacbes de alvenaria, ndo apresentaram positividade para este
parasito. No entanto, o tipo de instalacdo ndo pode ser considerado como Unico fator
envolvido na transmissdo, uma vez que 0s animais da propriedade B, que nao
apresentaram infeccdo, também eram criados de forma intensiva e em instalaces de
piso com ripas de madeira.

E importante ressaltar que, apesar das condicdes de higiene das duas
propriedades terem sido classificadas como insatisfatorias, na propriedade B as fezes
acumuladas abaixo do ripado de madeira eram retiradas e depositadas em esterqueiras;
enquanto que na propriedade A as fezes permaneciam embaixo das instalacdes, o que
contribui para a proliferacdo de moscas e contaminacdo ambiental por cistos carreados
pela 4gua da chuva. Além disso, foi observada a presenca de galinhas na area de
acumulo deste material fecal, o que poderia favorecer a veiculacdo mecénica dos cistos
(MAJEWSKA et al., 2009; BERRILLI et al., 2012).

A presenca de animais domésticos em instalagdes dos caprinos também tem sido
relatada como um fator de risco para infeccdo de Giardia (BOMFIM et al., 2005;
MARK-CAREW et al., 2012; BERRILLI et al., 2012). No presente estudo, foi
observada a presenca de cées e aves domésticas no interior das instalagdes dos caprinos
jovens apenas na propriedade A no ato da coleta das amostras fecais. Esta constatacéo
se torna ainda mais significativa pelo encontro de cistos de Giardia intestinalis em trés
amostras fecais caninas. Segundo Traub et al. (2003), os cdes podem ser reservatorios
deste parasito ou apenas atuar como transportadores mecanicos de cistos, contribuindo
assim para a contaminacdo ambiental e favorecendo a infec¢do dos caprinos.

Desta forma, é possivel que a alta taxa de infeccdo dos animais jovens da
propriedade A esteja relacionada a um conjunto de fatores, sugerindo: contaminacdo da
agua utilizada para consumo animal; criacdo intensiva de animais jovens em instalacbes
com piso ripado de madeira, associado ao acumulo de fezes abaixo das instalacGes; e
além dos caprinos a presenca de outros animais domésticos nas instalacées.
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5.2 Otimizacao da Nested-PCR para diagndstico de Giardia intestinalis

Os cistos de Giardia intestinalis sdo estruturas extremamente resistentes, o que
dificulta seu rompimento durante o processo de extracdo de DNA. Assim, para que se
tenha uma reacdo de PCR com alta sensibilidade, faz-se necessario um metodo de
extracdo de DNA eficaz (NANTAVISAI et al., 2007). Diversos protocolos de extragdo
de DNA ja foram descritos na literatura, com variados graus de eficacia na recuperacao
de quantidades de DNA suficientes para posterior analise molecular (NANTAVISAI et
al., 2007; YU et al., 2009; ADAMSKA et al., 2010; BABAEI et al., 2011).

Um estudo realizado por Adamska et al. (2010) comparou 24 protocolos
diferentes para extragdo de DNA de cistos de Giardia intestinalis, onde foi observada
uma baixa eficiéncia de extracdo quando ndo se realizam acgbes para 0 prévio
rompimento da parede do cisto, antes da utilizagdo dos kits comerciais de extracdo
testados. De forma semelhante, Babaei et al. (2011) compararam o kit comercial de
extracdo em material fecal com a técnica de fenol/cloroférmio, ambos associados a
utilizacdo de pérolas de vidro e/ou congelamento seguido de fervura como tratamento
prévio das amostras. Os autores observaram que o pré-tratamento das amostras e
utilizagdo posterior de um kit comercial de extragdo de DNA, foi mais eficiente do que
0 procedimento utilizando fenol/cloroformio. Isto provavelmente esta relacionado ao
processo de purificacdo que faz parte de uma das etapas quando se utiliza um kit
comercial, o qual reduz de forma mais eficiente os inibidores presentes na amostra
fecal, os quais podem interferir no produto final da reagcdo da PCR.

Apesar da utilizacdo do protocolo de extracdo acrescido de uma etapa prévia de
tratamento para rompimento dos cistos, conforme descrito por Adamska et al. (2010), as
concentracdes de acido nucléico obtidas no presente estudo foram bastante variaveis,
ndo sendo proporcionais a0 nimero de cistos observados na microscopia. Acredita-se
que este fato possa estar relacionado a grande diversidade de microrganismos presentes
nas amostras fecais, o que pode gerar elevadas quantidades de DNA total extraido, no
entanto, sem que este seja representativo para o protozoario do estudo. Além disso, as
etapas de purificacdo para remocdo de inibidores presentes no protocolo do kit
comercial utilizado (Qiamp DNA stool mini kit® - Qiagen) podem contribuir para a
reducdo da quantidade final de DNA, principalmente em amostras que contenham uma
pequena quantidade de cistos (ADAMSKA et al., 2010).

Alguns estudos utilizando separacdo imunomagnética para concentracdo de
cistos nas amostras fecais, como uma etapa prévia aos métodos moleculares, tem se
mostrado bastante promissor, permitindo a amplificacgio do DNA de amostras que
contenham uma baixa quantidade de cistos (COKLIN et al. 2011). No entanto, estas
técnicas ainda possuem um custo muito elevado, além de necessitarem de mais ensaios
de padronizacdo para garantir um bom resultado.

A qualidade de material genético obtido no processo de extracdo também é um
ponto importante no sucesso da amplificacdo do DNA por métodos moleculares, pois
impurezas presentes na amostra podem inibir as reacGes enzimaticas ou interferir nos
padrdes de migracdo em gel de agarose (ROMANO; BRASILEIRO, 1999; CHIARI et
al., 2009). Uma forma de se avaliar a pureza do DNA extraido é atraves da
quantificacdo da relacdo de absorbancia 260/280, onde razdes entre 1,8 e 2,0 indicam
pureza do DNA, enquanto que razdes abaixo de 1,8 apontam para contaminacdo do
material por proteinas e acima de 2,0 indicam contaminacdo por fendis (ROMANO;
BRASILEIRO, 1999).

A grande maioria das razbes obtidas através da quantificagdo do DNA das
amostras do presente estudo estava abaixo do valor ideal de 1,8. Isto pode estar
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relacionado a uma maior concentracdo de proteinas presentes nas amostras em virtude
da etapa inicial de lise utilizada, as quais ndo foram totalmente degradadas pela
proteinase K. Adamska et al. (2010) demonstraram que a utilizagdo de uma incubacéo
“overnight” em proteinase K, foi mais eficiente no processo de extracdo do que a
incubagéo por trés horas utilizada no presente estudo.

Vale ressaltar também que o protocolo do kit de extracdo utilizado é
recomendado para extracdo de DNA de fezes humanas ou em outros tipos de amostras
com altas concentragdes de inibidores. A quantificacdo e pureza do DNA obtido em
fezes de caprinos foram menores quando comparados ao obtido nas fezes caninas, que
possuem um sistema digestivo e alimentagdo mais semelhantes ao do ser humano.
Portanto, em virtude do kit ter sido desenvolvido para uso principalmente em fezes
humanas, isto pode ter contribuido para um menor rendimento, tanto na quantificacdo
quanto na pureza, da extracao de DNA observada neste estudo.

Além da quantidade e qualidade do DNA obtido, o sucesso de um método
molecular esta diretamente relacionado aos primers escolhidos, as temperaturas
utilizadas no ciclo termal e ao balango correto dos reagentes utilizados na reacao.

Os primers possuem temperaturas tedricas de anelamento, as quais podem
variar, sendo influenciado por reagentes e equipamentos utilizados no laboratorio, o que
torna dificil a reproducédo de protocolos descritos por outros autores. Asher et al. (2012)
testaram diversos protocolos publicados na literatura para deteccdo molecular de
Giardia sp., comprovando a dificuldade de se reproduzir técnicas descritas por outros
autores, e ressaltando a necessidade de se adotar protocolos padrdes que sejam
reprodutiveis.

A utilizacdo de gradientes de temperatura e de variagdes na concentracdo de
MgCl, sdo ferramentas bastante Uteis na otimizacdo de reacdes moleculares, permitindo
a adequacdo da reacdo as condicBes disponiveis em cada laboratorio. Entretanto, é
importante ressaltar que as alteracbes de temperatura devem ser empregadas com
cautela, pois temperaturas baixas de anelamento podem produzir produtos inespecificos,
enquanto que temperaturas muito elevadas podem diminuir o nimero de produtos
obtidos na reacdo (HANFELD-VIEIRA et al., 2001).

Os gradientes de temperatura utilizados nas reacbes para 0s trés genes-alvo
pesquisados permitiram o ajuste das temperaturas para otimizar as reacdes. As maiores
alteracdes foram feitas para os genes-alvo tpi e gdh, onde a temperatura descrita
originalmente (50°C) pelos autores (SULAIMAN et al., 2003; CACCIO et al., 2008)
foi aumentada para 55°C (gdh) e 52°C e 57°C (tpi) com a finalidade de reduzir os
produtos inespecificos.

Apesar do gene codificador da proteina f-giardina ser considerado bastante
especifico por ser unico para o género Giardia, este possui uma unica copia no genoma
deste parasito (CACCIO et al, 2002; RAMOS, 2010), tornando mais dificil a
amplificacdo de produtos da PCR em amostras com pouco DNA. Portanto, 0 aumento
da quantidade de DNA template utilizada na rea¢do da PCR melhorou a visualizacdo de
bandas. Além disso, o aumento da quantidade de DNA tornou a reacdo de Nested-PCR
para 0s genes fS-giardina e tpi mais eficiente do que a reagdo para o gene gdh, o qual
teve um limite de deteccdo inferior.

5.3 Nested-PCR das amostras coletadas
Os resultados da microscopia foram confirmados atraves da amplificacdo do

DNA em pelo menos um gene-alvo para todas as amostras de caprinos, na amostra de
agua e em 6/7 amostras de cées. Vale ressaltar que a amostra de cdo que nao gerou
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amplificacdo em nenhum dos trés genes-alvo também ndo foi positiva pela analise
microscopica. A reacdo de PCR-Nested para o gene g-giardina foi mais eficiente,
gerando a amplificagdo de fragmentos esperados em 14/17 amostras de caprinos, 6/7
amostras de cdes e na amostra de agua.

Grande parte das amostras apresentou uma baixa quantidade de cistos na
microscopia, associado a uma baixa quantificacdo de DNA ap0és a extracdo, 0 que gerou
uma pequena quantidade de produto final apés amplificacdo e purificacdo. Vale
ressaltar também que, normalmente, a quantidade de cistos presentes nas amostras de
agua para consumo € bastante pequena, abaixo de 1 cisto/L, 0 que torna sua deteccao
bastante dificil, mesmo por métodos moleculares (YU et al., 2009).

Quando se compara a quantidade de cistos presentes durante a avaliacdo
microscépica (determinada de forma subjetiva), é possivel notar que grande parte das
amostras que foram classificadas com baixa quantidade de cistos (+) puderam ser
amplificadas apenas em um Unico gene-alvo; enquanto que amostras classificadas com
alta quantidade de cistos (+++ ou ++++) puderam ser amplificadas em dois ou trés
genes-alvo. Assim, somente 12/21, 7/18 e 5/11 produtos, respectivamente, para 0s
genes-alvo p-giardina, gdh e tpi obtiveram quantificacbes suficientes para serem
submetidos a técnica de sequenciamento.

A falha na amplificacdo e sequenciamento de amostras positivas pela
microscopia também foi relatada por outros autores (VOLOTAO et al., 2007;
CASTRO-HERMIDA et al., 2007; LEBBAD et al., 2010; MARK-CAREW et al., 2012;
PAZ E SILVA et al., 2012a). De acordo com Castro-Hermida et al. (2007), esta
caracteristica foi observada quando amostras possuiam uma pequena quantidade de
cistos na microscopia (menos de um cisto por campo), o que também foi observado no
presente estudo.

Lebbad et al. (2010) observaram através de um estudo multilocus (gdh, tpi e S-
giardina) com amostras de diversos hospedeiros, que alguns isolados inicialmente nao
amplificados apresentavam substituicbes de nucleotideos na regido de anelamento dos
primers, o que foi resolvido com o desenho de novos primers. Caccio e Ryan (2008),
também chamam a atencdo para o uso de locus génicos que apresentam grande
variabilidade, pois apesar de terem um maior poder discriminatorio, podem dificultar o
anelamento dos primers, resultando em uma menor sensibilidade da PCR.

De fato, a reacdo para o gene-alvo tpi apresentou uma menor eficiéncia de
amplificacdo em relacdo aos outros dois genes-alvo estudados, o que também foi
observado por Lebbad et al. (2010). Isto pode ser explicado pela maior taxa de
substituicdo deste gene em relacdo aos outros dois genes-alvo estudados (Wielinga;
Thompson, 2007), o qual poderia interferir no sitio de anelamento dos primers.

5.4 Genotipagem de Giardia intestinalis

O sequenciamento gerou cromatogramas de boa qualidade em 8/12, 6/7 e 4/5
amostras, respectivamente, para 0s genes-alvo p-giardina, gdh e tpi. Esta perda no
sequenciamento provavelmente ocorreu devido a baixa concentracdo de DNA, pois as
amostras possuiam as menores quantificagdes, abaixo de 40ng/uL.

Gomez-Mufioz et al. (2012) realizaram um estudo multilocus (gdh, tpi, p-
giardina e ssurRNA) de amostras provenientes de ovinos da Espanha, onde apenas
71/120 amostras positivas puderam ser sequenciadas nos quatro locus génicos
estudados. Da mesma forma, Lebbad et al. (2010) em um estudo multilocus (gdh, tpi e
S-giardina) com amostras de diversos hospedeiros relataram ter conseguido a
genotipagem em 89/114 amostras nos trés genes estudados.
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Os produtos de Nested-PCR das amostras de cdes e de agua geraram bandas
pouco evidentes nos géis de eletroforese, além de apresentarem diversos anelamentos
inespecificos, sendo necessaria uma nova eletroforese para separa¢do do produto de
tamanho esperado, para posterior purificacdo e sequenciamento. No entanto, como 0
acréscimo desta etapa gera perdas de material genético durante o processo, as
quantificagdes finais de DNA foram insuficientes para serem submetidas ao
sequenciamento.

Das 18 amostras com cromatogramas de boa qualidade, foi possivel determinar
0 gendtipo em apenas 12 amostras de caprinos (8 para o gene f-giardina, 1 para o gene
gdh e 4 para o gene tpi), todas caracterizadas como genotipo E. Cinco amostras
sequenciadas para o gene gdh, apesar de terem cromatogramas de boa qualidade,
geraram sequéncias muito divergentes das depositadas no GenBank para Giardia
intestinalis, sendo mais semelhantes as sequéncias de outros microrganismos, em
grande parte bactérias presentes na microbiota intestinal.

Como a enzima glutamato desidrogenase esta presente em outros
microrganismos, € bastante provavel que as sequéncias codificadoras sejam
semelhantes. Assim, uma busca no BLAST utilizando a sequéncia dos primers revelou
que a porcao final destes (sentido 3°- 57) era idéntica a sequéncias provenientes de
outros microrganismos, 0 que poderia levar a anelamentos inespecificos. Esta hipdtese
foi comprovada ao se realizar o alinhamento de sequéncias do género Bifidobacterium
com as sequéncias obtidas neste estudo, as quais apresentaram mais identidade com
estes microrganismos do que com as sequéncias de Giardia intestinalis. E importante
lembrar que, como as técnicas de sequenciamento geralmente detectam o DNA que se
encontra em maior quantidade na amostra, os primers utilizados precisam ser o mais
especifico possivel, para que ndo sejam amplificados DNA de outros microrganismos
que possam estar em maior quantidade no material fecal, principalmente bactérias
componentes da microbiota intestinal.

Além da especificidade do primer, outro ponto que merece destaque durante a
escolha dos primers utilizados na reacdo é a posicao do fragmento amplificado no gene
a ser estudado, para permitir a comparacdo entre sequéncias geradas por diferentes
pesquisadores. No caso do gene-alvo gdh, existe um grande nimero de primers sendo
utilizados na literatura, o que impediu a comparagdo da sequéncia obtida deste estudo
com todas as sequéncias obtidas no GenBank para hospedeiros caprinos e demais
ruminantes.

Grande parte dos estudos de genotipagem de Giardia intestinalis provenientes
de ruminantes relata uma maior ocorréncia do genétipo E nestes animais, sendo 0s
genotipos A e B menos frequentes (CACCIO et al., 2007; CASTRO-HERMIDA et al.,
2007; MENDONCA et al., 2007; GEURDEN et al., 2008; GOMEZ-MUNOZ et al.,
2009; ROBERTSON et al., 2010; KHAN et al., 2011; SWEENY et al., 2011; MARK-
CAREW et al.,, 2012; BUDU-AMOAKQO et al., 2012; GEURDEN et al., 2012; SANTIN
et al., 2012; ZHANG et al., 2012).

No entanto, Geurden et al. (2008) e Berrilli et al. (2012) relataram o encontro do
genotipo A em cabras na Bélgica e na Republica de Cdte d’lvore, respectivamente;
enquanto que Lim et al. (2012) relataram o0s genotipos A e B infectando cabras na
Malésia. Estes achados sugerem que cabras poderiam ser potenciais fontes de infeccao
para 0s genotipos zoondticos.

Apesar de ndo terem sido observados genétipos zoondticos na populacdo
estudada, assim como relatado por Ruiz et al. (2008) e Castro-Hermida et al. (2007), o
gendtipo E ja foi detectado em humanos vivendo em contato préximo com bovinos,
sugerindo assim um potencial para transmissdo zoondtica em circunstancias particulares

81



(FORONDA et al., 2008). Em virtude de grande parte das caprinoculturas no Brasil
serem de pequeno porte e muitas das vezes para subsisténcia, muitos tratadores residem
na propriedade ou no entorno; assim, a aproximacdo com estes animais poderia
representar um risco para transmissdo zoonética deste protozoario.

Os genotipos zoondticos A e/ou B ja foram relatados em cdes, gatos, primatas
ndo humanos, bovinos, animais exoticos e silvestres no Brasil (VOLOTAO et al., 2007;
SOUZA et al., 2007; VOLOTAO et al., 2008; VOLOTAO et al., 2011; GOMES et al.,
2011; SOARES et al., 2011; PAZ E SILVA et al., 20123; PAZ E SILVA et al., 2012b),
sugerindo existir um potencial para contaminacdo ambiental e risco para a infeccdo
caprina.

Em virtude das sequéncias obtidas dos isolados nos genes-alvo g-giardina e tpi
apresentarem 100% de identidade com amostras de outros paises, estes achados
sugerem uma distribuicdo mundial do gendtipo E. Vale ressaltar também que a maioria
das ragas de cabras criadas no Brasil é originaria da Europa e Africa, tendo estas sido
introduzidas no pais durante a colonizacdo, e sendo ainda hoje importadas para
aumentar a producéo leiteira. Desta forma, isto pode ter contribuido para a introducao e
disseminacdo deste genotipo no pais. Entretanto, estudos de epidemiologia molecular
com amostras provenientes de outros estados e hospedeiros ruminantes distintos,
juntamente com estudos de paleoparasitologia utilizando coprolitos de ruminantes do
periodo colonial, devem ser conduzidos para se estabelecer a origem, evolucdo e
epidemiologia da Giardia intestinalis em caprinos no Brasil.

A sequéncia obtida com o gene-alvo gdh obteve 100% de identidade com uma
sequéncia obtida em bovinos no estado de Sdo Paulo (SOUZA et al., 2007) e com a
sequéncia referéncia do genoma do isolado P15 (GLP15 4574) obtida de suinos,
corroborando com a suposicdo de uma disseminacdo deste gendtipo no pais.

Os resultados de genotipagem das amostras nos trés genes alvo provenientes
deste trabalho foram concordantes, diferindo de estudos publicados por Lebbad et al.
(2010) e Gomez-Mufoz et al. (2012). Estes pesquisadores relataram discordancias
relacionadas principalmente as infecgdes mistas por genétipo A e E, as quais foram
observadas apenas em alguns genes-alvo. Caccio et al. (2008) também discutem a
importancia do estudo multilocus para uma correta determinacdo dos genotipos de
Giardia intestinalis, principalmente em amostras humanas do gendtipo B, as quais
apresentam grande heterogeneidade.

Almeida et al. (2010) sugerem a utilizacdo da PCR em tempo real para melhorar
a sensibilidade do diagndstico molecular, pois ao serem utilizados primers especificos
para cada gendtipo, seria possivel detectd-los simultaneamente em amostras de
infeccBes mistas. Além disso, Adamska et al. (2010) ressaltam que a PCR em tempo
real possui a vantagem de poder ser monitorada continuamente, sem a necessidade da
realizacdo de eletroforese, diminuindo assim o risco de contaminacdo com produtos
amplificados. Entretanto, a utilizacdo desta metodologia ainda é bastante custosa em
relacdo as técnicas de PCR convencional, o que dificultam sua difusdo no Brasil.

O alinhamento das sequéncias obtidas dos isolados deste estudo com sequéncias
depositadas no GenBank demonstraram heterogeneidade intra-genotipica, independente
do gene-alvo estudado. Esta heterogeneidade também foi observada por outros autores
em diferentes hospedeiros (LALLE et al., 2005; VOLOTAO et al., 2007; SPRONG et
al., 2009; BONHOMME et al., 2011; SIRIPATTANAPIPONG et al., 2011; GOMEZ-
MUNOZ et al., 2012) e foi discutida em uma reviséo sobre o tema publicada por Caccid
e Ryan (2008). O locus génico tpi foi o que apresentou maior variabilidade, o que
também foi evidenciado por Gomez-Mufioz et al. (2012). Entretanto, como 0s SNPs
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podem representar artefatos de sequenciamento, heterozigose de sequéncias ou
infec¢Oes mistas, devem ser cuidadosamente avaliados.

Segundo Andersson (2012), os picos duplos e os SNPs observados durante o
sequenciamento podem ser decorrentes de infec¢cdes mistas ou de trocas de material
genético entre 0s cromossomos, 0 que torna a interpretacdo dos resultados de
sequenciamento bastante dificeis.

Ankarklev et al. (2012) utilizou micromanipulacdo para isolar um 0nico
trofozoita e um Unico cisto de Giardia intestinalis (gen6tipo B), com o proposito de
avaliar se a heterogeneidade genética, seria pela heterozigose de sequéncias alélicas,
mistura de subgendtipos ou uma combinacdo das duas hipOteses. Estes autores
observaram picos duplos no sequenciamento de amostras contendo uma Unica célula,
indicando divergéncia de sequéncias nos diferentes alelos. No entanto, é importante
lembrar que os picos duplos no sequenciamento nem sempre podem estar presentes,
pois alguns alelos variantes podem ocorrer em menor quantidade do que outros, ndo
sendo detectados durante o sequenciamento.

Vale ressaltar que a heterogeneidade encontrada nas sequéncias de nucleotideos
gerou alteragdes na traducdo da sequéncia de aminoacidos sem, no entanto, mudar a
proteina, uma vez que houve 100% de identidade com g-giardina, gdh e tpi quando foi
realizada uma busca no BLAST. Entretanto, é possivel que uma substituicdo de
aminoacidos por outros de carga ou polaridades diferentes, gere alteracdes na
conformagdo da proteina. Portanto, sdo necessarios mais estudos para se determinar a
real importéancia destas alteracdes para 0 metabolismo e patogénese do protozoario.

Este estudo foi o primeiro de caracterizacdo molecular de Giardia intestinalis
em caprinos no Brasil e apresentou altas taxas de infeccdo, chamando atencdo para a
necessidade de outros estudos com amostras de varias areas geograficas no pais. Neste
sentido, além de caprinos, outros hospedeiros animais e humanos devem ser avaliados
para que seja determinada a importéancia de varios hospedeiros na cadeia de transmissao
zoonotica de Giardia intestinalis, para que possam ser estabelecidas possiveis medidas
profilaticas eficazes para reduzir a contaminacdo ambiental e os riscos de transmissao.
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6 CONCLUSOES

e Através do diagndstico parasitologico de fezes de caprinos e da avaliacdo das
caracteristicas das propriedades estudadas, é possivel observar uma alta taxa de infeccéo
dos animais jovens na propriedade A.

eCom a técnica de Nested-PCR otimizada para as condi¢cdes laboratoriais
utilizadas no presente estudo é possivel melhorar a obtengdo de fragmentos de DNA,
possibilitando a genotipagem das amostras obtidas.

e¢Os caprinos das propriedades estudadas apresentaram-se infectados pelo
gendtipo E, havendo uma heterogeneidade nas sequéncias obtidas.

¢ O trabalho registra a primeira caracterizacdo molecular de Giardia intestinalis

em amostras fecais de caprinos no Brasil, contribuindo para tracar a epidemiologia
molecular deste protozoario no pais.
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ANEXO 1 - Roteiro para avaliagdo das condigfes das propriedades / informacdes
da propriedade

Data: Propriedade:

Local: Proprietario:

1) Informacdes gerais sobre o local:

a) Tamanho da propriedade:

b) Area de pasto:

) Raga:

d) Tipo de producéo:

e) Sistema de criacdo: ( ) intensivo () extensivo () semi-intensivo

f) Procedéncia da agua:( ) poco ( )rio ( )lago/acude ( ) Outro

g) Localizagdo desta 4gua na propriedade:

h) Outros animais de producdo
- Animais domésticos:

- Animais sinantrépicos:
-Animais silvestres:

2) Instalacdes:

2.1) Limpeza: () lavadas ( )raspadas ( )cal / Freqgiéncia:

2.2) Material usado nas instalacdes:

a) Piso: () madeira ( )alvenaria ( )outro / Suspenso? () Sim () Néo

b) Parede: () madeira ( )alvenaria ( )outro

c) Telhado: () madeira ( )alvenaria ( )outro

d) Presenca de sol? () Sim () Né&o

e) Tipo de ventilagdo: () Apenas efeito do vento ( ) ventilador ( ) aspersor ( )outro

) uso de cama: () N&o (' )Sim — Tipo: Frequéncia de troca:

2.3) Local de depdsito de fezes: ( ) fossa ( ) rio ( ) esterqueira ( ) vala ( ) outros

2.4) Reservatorio de alimentos:

2.5) Reservatorio de agua:

3 — Informacdes sobre o manejo dos animais:

3.1) Ordenha: () manual ( ) mecanica

a) Manejo adotado na ordenha: () nenhum () lavagem do Ubere () Outro

b) Colostro: () Ndo ( ) Sim — ( )amamentacao ( )mamadeira ( )balde

¢) Amamentacao do cabrito: ( ) mama apos ordenha ( ) mamadeira ( ) balde

d) Idade ao desmame:

3.2)Foi realizada compra de novos animais no ultimo ano?
( )N&o () Sim—houve quarentena? () Sim ( )N&o

3.3)Separacdo dos animais por idade?
() Nao ( )Sim — Descrever:

3.4) Manejo Reprodutivo:
(  )Montanatural (  )IA ( )Outro:
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3.5) Manejo sanitério:

3.6) Manejo alimentar:
( )Pasto ( )Leguminosas nadieta ( ) Gramineas nadieta ( ) Silagem ( ) Feno

( )Cereais ( ) Concentrados

a) Freqliéncia de alimentacéo:

3.7) Tratamento antiparasitario adotado (droga / manejo / Gltima administracao)

4) Condicdes higienico-sanitarias:

4.1) Condices de higiene das instalagdes dos animais adultos:

4.2)Condigdes de higiene das instalagfes dos animais jovens:

5) Informagdes sobre 0s animais:

a) Total de animais adultos:

(machos: / fémeas: )
b) Total de animais jovens (0-6 meses):
(machos: / fémeas: )

c) Tempo de permanéncia com a mée:

6) Informacdes sobre os trabalhadores:

a) Quantidade de pessoas que trabalham na propriedade:

b) Quantidade de pessoas que residem no local:

¢) Residéncia proxima aos animais? () Sim () Néo

d) Saneamento basico? () Sim () Nao

e) Fonte de agua para uso doméstico: () nascente ( ) poco ( )rio ( )encanada ( )
acude

f) Tratamento da &gua para uso doméstico: ( ) fervida ( ) filtrada ( ) coada ( )
outro

Observacdes
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ANEXO 2 - Informag0es individuais sobre os animais.

Data: Propriedade:
Nome e/ou ndmero: Sexo:
Idade: Identificacdo da amostra:

Classificacdo das fezes: () diarréicas ( ) normais ( ) presenca de sangue
() presenca de estruturas parasitarias visiveis () cauda e jarrete sujos

Tratamento anti-parasitario? ( ) Sim () Nao
Ultima administraco:
Droga utilizada:

Observagoes:
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