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CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE Giardia spp. EM BEZERROS BUBALINOS  

 

 

RESUMO – Giardia duodenalis é um protozoário flagelado que coloniza o trato 

intestinal de hospedeiros vertebrados. A caracterização molecular de G. duodenalis 

revolucionou a compreensão da taxonomia, diversidade genética e epidemiologia da 

giardíase em seres humanos e animais. Em nosso estudo, realizamos a 

caracterização molecular de G. duodenalis em bezerros bubalinos do Estado de São 

Paulo, Brasil. Assim, foram colhidas 183 amostras fecais de animais da raça Murrah, 

com até seis meses de idade. Estas amostras foram examinadas por meio da reação 

em cadeia pela polimerase tipo para amplificação da subunidade menor do gene do 

RNA ribossômico, todas as amostras positivas por esse gene, foram caracterizadas 

para amplificação parcial dos genes beta-giardina, glutamato desidrogenase e 

triosefosfato isomerase. G. duodenalis foi verificada em 6,56% das amostras fecais e 

por meio da análise das sequências, verificou-se 100% de similaridade genética com 

“assemblage” E. Esta foi a primeira detecção de G. duodenalis “assemblage” E em 

bezerros bubalinos no Brasil. 

 

 

Palavras-Chave: búfalos, genótipo, giardíase, multilocus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Giardia spp. IN BUFFALO CALVES 

 

 

SUMMARY – Giardia duodenalis is a flagellated protozoan that colonizes the intestinal 

tract of vertebrate hosts. A molecular characterization of G. duodenalis revolutionized 

an understanding of the taxonomy, genetic diversity and epidemiology of giardiasis in 

humans and animals. In our stud, we performed the molecularly characterization of 

Giardia duodenalis in buffalo calves from State of São Paulo, Brazil. Then, 183 fecal 

samples of Murrah buffaloes were collected up to six months of age. These samples 

were examined by nested polymerase chain reaction for parcial amplification of the 

small subunit of the ribosomal RNA gene. All G. duodenalis-positive samples were 

characterized by beta-giardin, glutamate dehydrogenase and triosephosphate 

isomerase genes. G. duodenalis was detected in 6,56% of the faecal samples, and 

sequence analysis showed 100% genetic similarity with assemblage E. This was the 

first detection of G. duodenalis assemblage E in buffalo calves in Brazil. 

 

 

Keywords: buffaloes, genotype, giardiasis, multilocus
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 
 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

Giardia duodenalis (sinônimo: Giardia lamblia, Giardia intestinalis, Lamblia 

intestinalis) é um protozoário flagelado, unicelular que coloniza o trato intestinal de 

hospedeiros vertebrados, incluindo o homem (XIAO; FAYER, 2008). 

Esse parasito apresenta distribuição mundial, com 250 a 300 milhões de casos 

de infecções humanas sintomáticas, relatadas anualmente. Seu impacto é mais 

pronunciado em países em desenvolvimento, onde geralmente está associada a 

condições socioeconômicas precárias (CACCIÒ; LALLE; SVÄRD, 2017).  

Em humanos, a maioria das infecções por G. duodenalis são assintomáticas, 

no entanto, pode ocorrer diarreia aguda ou crônica, desidratação, dor abdominal, 

náuseas, vômitos e perda de peso (BARTELT; SARTOR, 2015; COTTON; BEATTY; 

BURET; 2011), afetando principalmente crianças menores que cinco anos de idade, 

indivíduos desnutridos e imunocomprometidos (ANKARKLEV et al., 2010). Distúrbios 

intestinais funcionais, como a síndrome do intestino irritável, podem ser associados a 

uma infecção prévia por G. duodenalis (HANEVIK et al., 2009). 

Crianças infectadas podem apresentar retardo no desenvolvimento, diminuição 

da função cognitiva e efeitos prejudiciais sobre o estado nutricional (ROBERTSON et 

al., 2010). 

Por meio de análises moleculares de isolados humanos e animais, foi 

demonstrado que G. duodenalis é uma espécie complexa, que abrange oito grupos 

genéticos, designados “assemblages” (A a H), dos quais os “assemblages” A e B são 

patógenos humanos e também têm sido observados em uma variedade de mamíferos, 

sendo considerados zoonóticos (FENG; XIAO, 2011). 

Em menor frequência, “assemblages” de animais foram identificados em 

humanos (ABDEL-MOEINE; SAEED, 2016; FANTINATI et al., 2016; FORONDA et al., 

2008; GELANEW et al., 2007; HELMY et al., 2014; LIU et al. 2014; ŠTRKOLCOVÁ et 

al., 2015; ZAHEDI; FIELD; RYAN, 2017).  
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A giardíase é reconhecida como uma das mais prevalentes enfermidades de 

veiculação hídrica, com diversos surtos documentados, a maioria dos quais foram 

relacionados a água potável, águas destinadas à recreação (piscinas, lagos e rios) e 

consumo de água local por viajantes (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007, 

EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017). O mais notável surto causado por 

Giardia em humanos ocorreu em Portland, Oregon, EUA, em 1954, resultando em 

aproximadamente 50.000 casos de infecções (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007). 

Falhas no processo de tratamento de água potável estão entre os motivos mais 

apontados por causar surtos de giardíase (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007). A 

maioria dos surtos têm sido relatados na América do Norte e Europa, onde há 

melhores sistemas de vigilância (FENG; XIAO, 2011). 

Devido à estreita relação deste protozoário com o saneamento básico 

deficiente e com o baixo poder aquisitivo populacional, em 2004 a giardíase foi incluída 

na Iniciativa das Doenças Negligenciadas da Organização Mundial da Saúde 

(SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006). 

Na Medicina Veterinária, o crescente interesse nesse parasito desde a década 

de 1990 foi impulsionado, principalmente, por problemas de Saúde Pública. G. 

duodenalis pode causar sinais clínicos variáveis nos animais. A infecção clínica resulta 

em diarreia que não responde ao tratamento com antibióticos ou coccidiostáticos 

(GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010). A presença de fezes pastosas a 

líquidas e com aparência mucoide pode ser indicativa de giardíase em animais jovens, 

especialmente em caninos, felinos e bovinos (THOMPSON, 2004; GEURDEN; 

VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010). 

O papel dos animais como reservatórios de G. duodenalis e seu potencial risco 

para a Saúde Pública são cada vez mais estudados (THOMPSON, 2004).  

Estudos sobre a epidemiologia de G. duodenalis focaram principalmente na 

prevalência e caracterização molecular de isolados de diferentes animais e humanos, 

a fim de elucidar o risco zoonótico. O desenvolvimento de diferentes marcadores 

moleculares facilitou a identificação de “assemblages” e “sub-assemblages” comuns 

e específicos de animais e humanos. Uma vez que os ruminantes, especialmente os 

bovinos, foram considerados como potenciais reservatórios zoonóticos para infecções 

humanas por Giardia (GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010)  
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2 TAXONOMIA E DIVERSIDADE GENÉTICA 

 

 

  De acordo com critérios morfológicos, Giardia pertence a Filo 

Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophorea, Ordem 

Diplomonadida e Família Hexamitida (Morrison et al., 2007). Com base em dados 

genéticos, estruturais e bioquímicos, Giardia é classificada como pertencente ao Filo 

Metamonada, Subfilo Trichozoa, Superclasse Eopharyngia, Classe Trepomonadea, 

Subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Família Giardiidae (PLUTZER, ONGERTH, 

KARANIS, 2010). 

  Embora este protozoário tenha sido observado pela primeira vez em 1681 por 

Anton van Leeuwenhoek, a primeira descrição detalhada do parasito foi publicada por 

Vilém Dusan Lambl em 1859, que o nomeou Cercomonas intestinalis. Em 1888, 

Blanchard sugeriu Lamblia intestinalis, que Stiles mudou para G. duodenalis em 1902. 

A taxonomia permaneceu confusa por muitos anos, com alguns pesquisadores 

sugerindo denominações de espécies com base no hospedeiro de origem e outros 

baseados na morfologia (ADAM, 2001; THOMPSON; MONIS, 2004). 

  A grande contribuição que impulsionou o entendimento da taxonomia do 

parasito ocorreu em 1951 a partir dos estudos de Filice, que com base nas diferenças 

encontradas no formato dos corpos medianos internos, bem como no formato e 

comprimento do organismo, sugeriu que apenas três espécies morfologicamente 

distintas deveriam ser reconhecidas: G. duodenalis, encontrada em mamíferos; 

Giardia agilis em anfíbios e Giardia muris em roedores (THOMPSON, MONIS, 2004).  

A partir de então, utilizando como critério as características morfológicas 

obtidas com o auxílio de microscopia eletrônica de varredura e com base em estudos 

moleculares, outras espécies foram reconhecidas: Giardia microti em roedores, 

Giardia psittaci e Giardia ardeae em aves (RYAN; CACCIÒ, 2013) e Giardia paramelis 

em marsupiais (HILLMAN et al., 2016).  

 Embora G. duodenalis seja a única espécie que causa infecção em humanos 

e em uma variedade de hospedeiros mamíferos, é considerada uma espécie 

complexa. A aplicação de técnicas moleculares, especificamente a genotipagem 

multilocus, tem revelado a diversidade genética dessa espécie (RYAN; CACCIÒ, 

2013; WIELINGA; THOMPSON, 2007). Assim, oito grupos geneticamente distintos 

(“assemblages” A a H) foram definidos (FENG; XIAO, 2011; CACCIÒ; LALLE; SVÄRD, 
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2017). Os “assemblages” A e B infectam seres humanos e vários outros mamíferos; 

C e D canídeos; E pode ser observado em ungulados; F em felinos; G em roedores e 

H em mamíferos marinhos (FENG; XIAO 2011, RYAN; CACCIÒ, 2013). Os 

assemblages A e B são ainda divididos em quatro “sub-assemblages” (AI, AII, BIII e 

BIV) (CACCIÒ; LALLE; SVÄRD, 2017). 

 

 

3 MORFOLOGIA E CICLO BIOLÓGICO  

 

 

Protozoários do gênero Giardia apresentam dois estágios, os cistos e 

trofozoítos (O’HANDLEY; OLSON et al, 2006). O trofozoíto é a forma móvel ativa, 

encontrada no duodeno e porções iniciais do jejuno do hospedeiro, medindo 12 a 

20µm de comprimento por 5 a 9 µm de largura. Possui simetria bilateral, com contorno 

piriforme e corpo com achatamento dorsoventral. Em sua superfície ventral está 

localizado o disco ventral e no interior do citoplasma, um par de núcleos, dois pares 

de feixes de fibras longitudinais (axonema) e quatro pares de flagelos (BENCHIMOL; 

DE SOUZA, 2011). 

O cisto é o estágio resistente, principal responsável pela transmissão, tem 

aspecto ovoide, medindo entre 8 a 14µm de comprimento e 7 a 10 µm de largura suas 

estruturas internas estão duplicadas em relação ao trofozoíto (ADAM, 1991; 

BENCHIMOL; DE SOUZA, 2011). 

Giardia tem um ciclo de vida direto e se reproduz por replicação assexuada. A 

infecção inicia-se com a ingestão de cistos infectantes por um hospedeiro susceptível. 

A excistação ocorre pela ação de ácidos gástricos e enzimas pancreáticas e 

rapidamente emergem os trofozoítos, que se aderem à mucosa do intestino delgado 

por meio do disco ventral (ADAM, 2001; O’HANDLEY; OLSON, 2006). Cada cisto 

produz dois trofozoítos móveis, os quais geralmente colonizam o duodeno e o jejuno 

do hospedeiro, multiplicando-se por fissão binária. Alguns destes trofozoítos 

desprendem-se da mucosa e iniciam o processo de encistamento na porção final do 

intestino delgado (O’HANDLEY; OLSON, 2006). Os cistos são imediatamente 

infectantes quando eliminados junto às fezes do hospedeiro (ADAM, 1991). 

  Os cistos e trofozoítos são transmitidos pela via fecal-oral, de maneira direta ou 

indireta. Os mecanismos potenciais de propagação incluem: pessoa para pessoa, 
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animal para animal, zoonótica, alimentos contaminados (CACCIÒ et al., 2005) 

veiculação hídrica por meio de água potável ou durante atividades recreativas 

(EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017). 

 

 

4 EPIDEMIOLOGIA  

   

 

  Em ruminantes, G. duodenalis é um dos parasitos mais comuns em todo o 

mundo (O’HANDLEY; OLSON, 2006). Sua transmissão é facilitada por alguns fatores, 

como a alta eliminação de cistos durante o pico da infecção (106 por grama de fezes), 

baixa dose infectante (10 cistos) e a resistência dos cistos no ambiente (GEURDEN; 

VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010; O’HANDLEY; OLSON, 2006).   

  A prevalência de Giardia em bovinos pode variar em decorrência de fatores 

como a idade dos animais, práticas de manejo, condições climáticas, geográficas e 

de acordo com o teste empregado para o diagnóstico (GEURDEN; VERCRUYSSE; 

CLAEREBOUT, 2010; FENG; XIAO, 2011). Em estudos longitudinais já foi verificada 

prevalência cumulativa de 73% a 100% (JAGER et al., 2005; O’HANDLEY et al., 1999; 

RALSTON; MCALLISTER; OLSON, 2003; SANTIN; TROUT; FAYER, 2009; XIAO; 

HERD, 1994). Bovinos exibem uma resposta humoral extremamente fraca ao parasito, 

o que pode explicar, em alguns casos, a cronicidade da infecção (O’HANDLEY et al., 

2003). O desenvolvimento da imunidade adaptativa resulta em eliminação intermitente 

de cistos (XIAO; HERD, 1994) os quais podem ser excretados por um período de até 

25 semanas (RALSTON; MCALLISTER; OLSON, 2003).  

  Bezerros são considerados como o principal reservatório para hospedeiros 

susceptíveis (GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010), no entanto bovinos 

adultos também podem atuar como fonte de infecção, uma vez que mesmo um 

número reduzido de cistos (1-10), é suficiente para causar a infecção (CACCIÒ et al., 

2005). 

  Em estudos experimentais, foi observado que o período pré-patente de Giardia 

em ruminantes varia de três a 10 dias (XIAO; HERD, 1994; GEURDEN et al., 2006). 

  A epidemiologia molecular de G. duodenalis é amplamente estudada em 

bovinos no mundo. Esses animais podem ser infectados pelos “assemblages” A e B 

(COCKLIN et al., 2007; O’HANDLEY et al., 2000) e predominantemente pelo 
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“assemblage” E (APPELBEE et al., 2003; ASHER; HOSE; POWER, 2016; DIXON et 

al., 2011; JIAN et al, 2018; WANG et al., 2017). 

 

 

 

5 PATOGÊNESE E SINAIS CLÍNICOS 

 

 

  As manifestações clínicas da infecção por G. duodenalis, são influenciadas pela 

interação entre fatores como a virulência do parasito, estado nutricional e imunológico 

do hospedeiro, natureza da microflora intestinal e a presença ou ausência de 

coinfecções (FENG; XIAO, 2011). 

  A giardíase induz essencialmente, a alterações dos vilos e microvilosidades no 

intestino delgado. Apesar de ser um parasito predominantemente luminal, os 

trofozoítos se aderem à mucosa intestinal e alteram a sua arquitetura no local da 

adesão, promovendo atrofia vilosa de grau variável e diminuição da produção 

enzimática (BURET et al., 1990, KOUDELA; VITOVEC, 1998). Uma série de 

acontecimentos induz ao aumento da permeabilidade intestinal, levando à diarreia por 

má absorção, com consequente perda de peso (KOUDELA; VITOVEC, 1998; OLSON 

et al., 1995; RUEST; COUTURE; FAUBERT, 1997). 

  A infecção é geralmente assintomática, mas em alguns casos pode causar 

diarreia crônica, perda de peso, letargia e queda na produtividade (O’HANDLEYet al., 

1999; RYAN; CACCIÒ, 2013). 

  A presença de cistos e trofozoitos de Giardia spp. em fezes diarreicas não 

fornece evidências suficientes para concluir que este protozoário é o único agente 

etiológico deste transtorno gastroentérico em ruminantes, a qual é muitas vezes 

multifatorial, com mais de um patógeno envolvido (O’HANDLEY; OLSON, 2006). 

  Em relação às infecções por Giardia spp. em animais de produção, não há 

dados conclusivos sobre seu efeito no hospedeiro a longo prazo como também a 

respeito do decorrente impacto econômico. (GEURDEN; VERCRUYSSE; 

CLAEREBOUT, 2010). 
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6 TÉCNICAS DE DIAGNÓSTICO 

 

 

  O diagnóstico clínico de giardíase em animais de produção baseia-se em 

alguns dados como a história clínica, manejo e exclusão de outros patógenos. A 

confirmação é feita pela detecção do parasito em amostras fecais. Devido ao padrão 

de eliminação intermitente dos cistos, especialmente na fase crônica da infecção, o 

ideal é que sejam analisadas múltiplas amostras fecais do mesmo animal ou de vários 

animais que compartilham as mesmas instalações (GEURDEN; VERCRUYSSE; 

CLAEREBOUT, 2010). 

  Tradicionalmente, o diagnóstico de Giardia spp. é feito por meio da identificação 

por microscopia óptica de trofozoítos ou cistos em amostras fecais a partir de 

esfregaços corados com tricrômico, iodo, hematoxilina férrica (KOEHLER et al., 2014). 

Os cistos podem ser visualizados por meio de técnicas de concentração, utilizando 

sulfato de zinco (FAUST et al., 1939), sacarose (SHEATHER, 1923), formalina 

(RITCHIE, 1948) e o “three fecal test” (TF-Test) que apresenta resultados satisfatórios 

(CARVALHO et al., 2015).  A centrífugo-flutuação com sulfato de zinco é um dos 

métodos mais utilizados para a detecção de cistos de Giardia spp. a partir de amostras 

fecais. No entanto, a flutuação em sacarose funciona de forma adequada e 

geralmente é utilizada em amostras de ruminantes, onde também podem ser 

encontrados oocistos de Eimeria e Cryptosporidium (O’HANDLEY; OLSON, 2006). 

Trofozoítos móveis podem ser observados por exame microscópico direto de 

amostras recém-colhidas, que são imediatamente preparadas com solução salina a 

37ºC (KOEHLER et al., 2014).  

  O exame coproparasitológico é considerado um diagnóstico de custo reduzido 

para detecção de Giardia spp., permitindo também a detecção de outros parasitos 

(O’HANDLEY; OLSON, 2006).  

  A detecção do parasito em amostras biológicas pode ainda ser realizada por 

meio de métodos imunológicos, como a reação de imunofluorescência indireta (IFA) 

(XIAO; HERD, 1993), teste imunoenzimático (ELISA) e testes rápidos de 

imunocromatografia qualitativa (GARCIA et al., 2003), os quais apresentam vantagens 

sobre o diagnóstico parasitológico direto, com bons resultados de sensibilidade e 

especificidade (GEURDEN et al., 2004, GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 

2010). 
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   Dada a limitação na identificação de espécies/”assemblages” de Giardia a 

partir de técnicas parasitológicas e imunológicas, o diagnóstico baseado na biologia 

molecular, como a reação em cadeia pela polimerase (PCR) e suas variantes, seguida 

de sequenciamento automático de ácidos nucleicos, oferece uma alternativa eficiente 

para a diferenciação desses organismos (FENG; XIAO, 2011, KOEHLER et al., 2014), 

o que revolucionou a compreensão da taxonomia, diversidade genética e 

epidemiologia da giardíase em seres humanos e animais (GEURDEN; 

VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010). 

Muitos marcadores genéticos têm sido utilizados, como a subunidade menor 

do gene do RNA ribossomal (ssu rRNA), beta-giardina (bg), glutamato desidrogenase 

(gdh) e triose-fosfato isomerase (tpi), dos quais o conservado gene ssu rRNA pode 

ser utilizado para identificação de “assemblages” de G. duodenalis, porém, tem seu 

uso limitado em estudos onde a variação genética dentro dos “assemblages” precisa 

ser determinada (RYAN & CACCIÒ, 2013). Desta forma, os loci tpi, bg e gdh, por 

serem mais polimórficos, são frequentemente empregados para subtipagem 

(WIELINGA; THOMPSON, 2007). 

Atualmente, o uso da genotipagem multilocus (MLG) favorece a compreensão 

sobre a heterogeneidade genética desse protozoário, bem como o seu potencial 

zoonótico (JIN et al., 2017; LI et al, 2016; WANG et al., 2014). 

 

    

7 GIARDÍASE EM BUBALINOS 

 

 

  Em comparação aos bovinos, pouco se sabe a respeito da epidemiologia da 

giardíase em búfalos, que são animais domésticos comuns em muitos países, 

especialmente na Ásia, América Latina e algumas regiões do Mediterrâneo, 

contribuindo para a economia agrícola (ABEYWARDENA et al., 2015). Em búfalos 

existem poucos relatos sobre a infecção por Giardia (CACCIÒ et al., 2007, RINALDI 

et al., 2007, ABEYWARDENA et al., 2013, ABEYWARDENA et al., 2014, HELMY et 

al., 2014). 

Ocorrência de 18,1% (63/347) de coproantígenos de Giardia spp. foi observada 

em búfalos com idade entre uma a nove semanas, na Itália (RINALDI et al., 2007). 

Posteriormente, nessa mesma região, foi realizada a primeira caracterização 
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molecular de G. duodenalis em búfalos, com detecção do “assemblage” E e em menor 

frequância, o “assemblage” A subtipo A1, sugerindo que esta espécie animal pode 

contribuir para a contaminação ambiental com a eliminação de cistos potencialmente 

infecciosos para os seres humanos (CACCIÒ et al., 2007). Em ambos os estudos, não 

foi verificada correlação entre a infecção e a presença de diarreia em bubalinos. 

Em búfalos, na Austrália, foi verificada 13% (62/476) de positividade para G. 

duodenalis a partir da amplificação parcial do gene tpi. Os “assemblages” A e E foram 

identificados em 11,8% e 1,3% das amostras, respectivamente. O predomínio do 

“assemblage” A foi um dado inesperado, visto que em bovinos, o “assemblage” E, é 

relatado como dominante (ABEYWARDENA et al., 2013) e este foi o único genótipo 

observado em bezerros bubalinos no Sri Lanka (ABEYWARDENA et al., 2014).  

Amostras fecais de crianças, bovinos e bubalinos de uma província 

superpopulosa no Egito, foram examinadas para a detecção de coproantígenos de 

Giardia spp., seguida pela análise de genotipagem multilocus (bg, gdh e tpi). O 

“assemblage” B foi dominante em humanos, enquanto o “assemblage” E foi mais 

frequente em ruminantes, indicando uma rota de infecção antropogênica (HELMY at 

al., 2014). Importante mencionar que em duas crianças desse estudo foi verificada a 

presença do “assemblage” E de G. duodenalis. 

Embora sejam necessárias pesquisas adicionais para se determinar o papel 

epidemiológico dos búfalos na giardíase, possivelmente estes animais podem 

contribuir para a transmissão zoonótica de genótipos de G. duodenalis. 

 

 

8 OBJETIVO 

 

 

Caracterizar molecularmente G. duodenalis em amostras fecais de bezerros 

bubalinos, por meio da reação em cadeia pela polimerase (PCR) para amplificação 

parcial dos genes ssu rRNA, bg, gdh, e tpi, seguida de sequenciamento. 
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CAPÍTULO 2 – PRIMEIRA DESCRIÇÃO DE Giardia duodenalis EM BEZERROS 
BUBALINOS (Bubalus bubalis) NO BRASIL 
 

 

Resumo - Em nosso estudo, realizamos a caracterização molecular de Giardia 

duodenalis em bezerros bubalinos do Estado de São Paulo, Brasil. Assim, foram 

colhidas 183 amostras fecais de animais da raça Murrah, com até seis meses de 

idade. Estas amostras foram examinadas por meio da reação em cadeia pela 

polimerase tipo para amplificação da subunidade menor do gene do RNA ribossômico, 

todas as amostras positivas por esse gene, foram caracterizadas para amplificação 

parcial dos genes beta-giardina, glutamato desidrogenase e triosefosfato isomerase. 

G. duodenalis foi verificada em 6,56% das amostras fecais e por meio da análise das 

sequências, verificou-se 100% de similaridade genética com “assemblage” E. Esta foi 

a primeira detecção de G. duodenalis “assemblage” E em bezerros bubalinos no 

Brasil. 
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1 Introdução 

 

Giardia duodenalis é um parasito flagelado, unicelular que infecta o trato 

intestinal de uma variedade de mamíferos, incluindo o homem. O ciclo de vida deste 

protozoário é direto e a forma evolutiva, o cisto, é imediatamente infectante quando 

eliminado nas fezes. A transmissão ocorre por via fecal-oral ou pela ingestão de água 

e alimentos contaminados (FENG; XIAO, 2011). 

A infecção por Giardia tem impacto significativo tanto em humanos como em 

animais (THOMPSON; MONIS 2011), podendo ser assintomática ou caracterizada por 

dor abdominal, diarreia aquosa, esteatorreia, vômitos e náuseas no homem 

(BARTELT; SARTOR, 2015; COTTON; BEATTY; BURET, 2011). Em ruminantes, 

pode não manifestar sinais clínicos ou causar diarreia crônica, perda de peso, letargia 

e queda na produtividade (CASTRO-HERMIDA et al., 2007). 

A giardíase é reconhecida como uma das mais prevalentes enfermidades de 

veiculação hídrica, com diversos surtos documentados (EFSTRATIOU; ONGERTH; 

KARANIS, 2017; KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007). 

A identificação e caracterização molecular de Giardia é fundamental para 

investigar e compreender a sua epidemiologia (RYAN; CACCIÒ, 2013). Atualmente, 

são descritos oito diferentes genótipos (“assemblages”) de G. duodenalis, dos quais 

A e B são encontrados em humanos e animais, enquanto os outros são comumente 

associados a hospedeiros específicos (CACCIÒ et al., 2017). Já foram identificados 

“assemblages” de animais em humanos, como “assemblage” F na Etiópia (GELANEW 

et al., 2007), “assemblage” C na China e Eslováquia (LIU et al. 2014; ŠTRKOLCOVÁ 

et al., 2015) e “assemblage” E no Egito (ABDEL-MOEINE; SAEED, 2016; FORONDA 

et al., 2008, HELMY et al., 2014), Brasil (FANTINATI et al., 2016) e Austrália (ZAHEDI; 

FIELD; RYAN, 2017).  

A ocorrência e distribuição de “assemblages” de G. duodenalis tem sido 

amplamente estudada em bovinos. Esses animais podem ser infectados pelos 

“assemblages” A e B (COCKLIN et al., 2007; O’HANDLEY et al., 2000; FAVA et al., 

2013) e predominantemente pelo “assemblage” E (APPELBEE et al., 2003; ASHER; 

HOSE; POWER, 2016; DIXON et al., 2011; PAZ E SILVA et al., 2012; WANG et al., 

2017, JIAN et al, 2018).  

Em búfalos, a infecção por Giardia foi documentada em países como Itália 

(CACCIÒ et al., 2007, RINALDI et al., 2007), Austrália (ABEYWARDENA et al., 2013), 
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Sri Lanka (ABEYWARDENA et al., 2014) e Egito (HELMY et al., 2014), por diferentes 

métodos diagnósticos. No Brasil, não existem estudos sobre a investigação molecular 

deste parasito em búfalos. 

Muitos marcadores genéticos têm sido utilizados para a caracterização 

molecular de Giardia, como a subunidade menor do gene do RNA ribossomal (ssu 

rRNA), beta-giardina (bg), glutamato desidrogenase (gdh) e triose-fosfato isomerase 

(tpi), dos quais o conservado gene ssu rRNA pode ser utilizado para identificação de 

“assemblages” de G. duodenalis, porém, tem seu uso limitado em estudos onde a 

variação genética dentro dos “assemblages” precisa ser determinada (RYAN; 

CACCIÒ, 2013). Desta forma, os loci tpi, bg e gdh, por serem mais polimórficos, são 

frequentemente empregados para subtipagem (WIELINGA; THOMPSON, 2007), 

favorecendo a compreensão sobre a heterogeneidade genética desse protozoário, 

bem como o seu potencial zoonótico (ANKARKLEV et al., 2018; RYAN; CACCIÒ, 

2013). 

Aqui, relatamos a primeira detecção molecular de Giardia em bezerros 

bubalinos no Brasil.  A presença de G. duodenalis foi analisada por meio da reação 

em cadeia pela polimerase (PCR) pelos genes ssu rRNA (subunidade menor do RNA 

ribossômico) e todas as amostras positivas foram caracterizadas utilizando os genes 

bg, gdh e tpi, com posterior sequenciamento para avaliar a importância desses 

animais como reservatórios de “assemblages” zoonóticos. 

 

2 Material e Métodos 

 

2.1 Aprovação do comitê de ética 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) 

da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Medicina Veterinária de 

Araçatuba. 

 

2.2 Local do estudo 

 

A pesquisa foi realizada em oito leiterias em Alambari (23º 33’ 03” S, 47º 53’ 

55”O), município localizado na região sudoeste do Estado de São Paulo. 
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Em sete fazendas, estes búfalos eram mantidos em sistema extensivo, 

eventualmente se alimentavam de silagem e farelo quando eram encaminhados ao 

curral e ingeriam água ad libitum em minas de água no pasto e também em 

bebedouros na propriedade. Na outra leiteria, bezerros bebiam água proveniente de 

poço artesiano e o regime de criação era semi-intensivo, sendo mantidos estabulados 

no curral (bezerreiro) e alimentados com concentrado (na maior parte do tempo), 

sendo soltos em um piquete contíguo ao bezerreiro por algumas horas diariamente. A 

distância entre as propriedades era de no mínimo um quilômetro (Tabela 1). 

 

2.3 Colheita e processamento das amostras fecais 

 

Um total de 183 bezerros bubalinos, da raça Murrah, com cinco dias a seis 

meses de idade foram categorizados em dois grupos: 5 a 60 dias e 61 a 180 dias, com 

ou sem diarreia.  

Amostras fecais dos bubalinos foram colhidas diretamente da ampola retal. 

Aproximadamente, 200 mg de fezes foram congeladas em microtubos a -20°C e 

utilizadas para extração de DNA. 

 
TABELA 1. Distribuição de bezerros bubalinos (N) em cada leiteria estudada. 

Fazenda N 

An 14 

Ce 11 

Da 26 

Ju 38 

K 8 

KB 31 

ST 22 

 R* 33 

Total 183 

*Leiteria com regime de criação era semi-intensivo. 

 

2.4 Extração de DNA e PCR 

 

O DNA genômico dos cistos foi extraído utilizando-se o QIAamp DNA Stool Mini 

Kit® (Qiagen), seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante, após diluição da 

amostra em tampão ASL e 5 etapas de congelamento em nitrogênio líquido, por 1 
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minuto, e descongelamento em termomixer, por 3 minutos, a 99ºC. O DNA foi eluído 

em 50 microlitros de tampão AE e conservado a -20°C. 

 A caracterização genética de Giardia foi realizada por meio da reação em 

cadeia pela polimerase (nPCR) utilizando o gene ssu rRNA em todas as amostras 

fecais. Todas as amostras positivas pelo ssu rRNA foram analisadas com o uso de 

marcadores genéticos adicionais: bg, gdh e tpi. Os protocolos de nPCR para 

amplificação dos genes bg, gdh e tpi foram conduzidos com base em condições e 

protocolos previamente descritos (Tabela 2). 

Para amplificação do gene ssu rRNA foram utilizados os oligonucleotídeos 

iniciadores previamente descritos (APPELBEE et al., 2003; HOPKINS et al., 1997),  

gerando um fragmento de 292 bp. As seguintes condições de reação foram utilizadas 

para ambas as reações: 12,5 μL de JumpStart Taq ReadyMix® (Sigma-Aldrich), 5% 

de DMSO, 400 nM de cada oligonucleotídeo iniciador, 2,5 μL e 1 μL de DNA nas 

reações primária e secundária, respectivamente, e a quantidade de água ultrapura 

necessária para completar o volume final de 25 μL de solução. As amostras foram 

submetidas à desnaturação inicial do DNA a 94º C por 3 minutos, seguida de 39 ciclos 

de desnaturação por 30 segundos a 94º C, anelamento por 30 segundos a 58ºC e 

extensão por 60 segundos a 72º C, com extensão final a 72ºC, por 7 minutos. Na 

reação secundária a temperatura de anelamento foi de 57ºC. 
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TABELA 2. Protocolos para detecção de Giardia em amostras fecais de búfalos no Brasil – marcadores 

genéticos, temperatura de anelamento e tamanho do fragmento utilizados para a nested PCR. 

Gene Primer (5’-3’) 
Temperatura 

de anelamento 
(ºC) 

Tamanho 
(pb) 

Referência 

ssu 
rRNA 

AAGTGTGGTGCAGACGGACTC 
58 

292 

(APPELBEE et al., 
2003) CTGCTGCCGTCCTTGGATGT 

CATCCGGTCGATCCTGCC 
57 

(HOPKINS et al., 
1997) AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG 

 

Bg 

AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTC 
61 

511 

(CACCIO et 
al.,2002) AGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC 

GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 
55 

(LALLE et al., 
2005) CTCGACGAGCTTCGTGTT 

 

Gdh 

TTCCGTRTYCAGTACAACTC  
52 

530 
(CACCIO et al., 

2008) 

ACCTCGTTCTGRGTGGCGCA 

ATGACYGAGCTYCAGAGGCACGT 
55 GTGGCGCARGGCATGATGCA  

 

Tpi 

AAATIATGCCTGCTCGTCG 
54 

530 
(SULAMAIMAN et 

al., 2003) 

CAAACCTTITCCGCAAACC 

CCCTTCATCGGIGGTAACTT 
54 

GTGGCCACCACICCCGTGCC 

 

 

2.5 Purificação e sequenciamento das amostras 

 

Os produtos da PCR foram visualizados por meio de eletroforese em gel de 

agarose 1,5% corado com Gel Red® (Biotium), purificadas utilizando-se o kit 

QIAquick® Gel Extraction (Qiagen) e submetidas a sequenciamento por eletroforese 

capilar em aparelho ABI3730 (Applied Biosystems), utilizando-se polímero POP7 e 

BigDye v3.1® (Applied Biosystems). As reações de sequenciamento foram feitas nas 

duas direções, com os oligonucleotídeos iniciadores da reação secundária. Para 

determinação da sequência consenso foi utilizado o software Codoncode Aligner 

versão 4.0.1 (CodonCode Corporation Dedham®, MA, USA). O alinhamento das 

sequências consenso dos fragmentos amplificados por nPCR foi feito com o auxílio 

dos programas Clustal W (THOMPSON et al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment 

Editor (HALL, 1999), tomando-se como base sequências homólogas disponíveis no 

GenBank. As sequências geradas foram depositadas no “Genbank” (MG958615, 

MG958616, MG958617, MG958618). 
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3 Análise estatística 

 

A análise dos dados consistiu de estatística descritiva e inferencial (Teste Exato 

de Fisher) para verificar associação entre a ocorrência de Giardia  com cada uma das 

variáveis estudadas (consistência fecal e faixa etária). O intervalo de confiança a 95% 

foi calculado usando o método Wilson ('Wilson' Score interval) (Sergeant, 2017) e a 

análise estatística foi considerada significativa quando P<0,05. 

  

4 Resultados 

 

 Por meio da nPCR pelo gene ssu rRNA, Giardia spp. foi detectada em 6,56% 

(12/183) das amostras fecais dos bezerros analisados em nosso estudo. Das quais, 

cinco, quatro e três amostras foram positivas pelos genes tpi, bg e gdh, 

respectivamente (Tabela 3). Em todos os fragmentos sequenciados foi observada 

100% de similaridade genética com “assemblage” E de G. duodenalis. 

As sequências geradas a partir do gene ssu rRNA apresentaram 100% de 

similaridade com sequências obtidas de bovinos no Brasil (JF957620), enquanto as 

sequencias geradas a partir do gene gdh, foram idênticas às sequências já descritas 

em búfalos (KJ124966) e humanos (KJ124968) no Egito. Adicionalmente, as 

sequências obtidas a partir dos genes bg e tpi foram idênticas às sequências descritas 

em búfalos no Egito (KJ125024) e Austrália (KF019197), respectivamente. 

 Não foi verificada associação significativa com a faixa etária (P = 0,9997) e 

com a consistência fecal (P = 0,3332) nos búfalos (Tabela 4). Giardia spp. foi 

detectada em sete leiterias com sistema de manejo extensivo. 

  

TABELA 3. Amostras positivas para Giardia pela nested PCR, de acordo com os marcadores 
moleculares ssu rRNA, tpi, bg e gdh. 

Marcadores genéticos 
Amostras 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

ssu rRNA + +a +a +a + a + + + +  +a + + 

Tpi - +a - +a - + + - - + - - 

Bg +a +a - - -  +a - - - - - + 

Gdh - +a +a - + - - - - - - - 
a Amostras que foram sequenciadas. 
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TABELA 4. Ocorrência de Giardia (gene ssu rRNA) em amostras fecais de bezerros bubalinos de 
acordo com as variáveis consistência fecal e faixa etária. 

Variável Categoria  

PCR 

P** Nº Positivos/Nº amostras  
(% positivos; 95% CI*) 

Consistência Fecal 
Normal  7/130 (5,38; 2,63-10,7%) 

0,3332 
Diarreica 5/53 (9,43; 4,10-20,25%) 

Faixa etária 
(dias) 

5 a 60 5/75 (6,67; 2,88-14,68%) 
0,9997 

61 a 180 7/108 (6,48; 3,17-12,78%) 

*95% Intervalo de Confiança; **Teste exato de Fisher. 

 

5 Discussão 

 

 O nosso estudo representa a primeira detecção molecular de G. duodenalis em 

bezerros bubalinos no Brasil. A caracterização molecular a partir dos genes ssu rRNA, 

tpi, bg e gdh revelou a presença de “assemblage” E de G. duodenalis em bezerros 

bubalinos.  

Somente na amostra 2 (Tabela 2) houve amplificação dos quatro genes. O gene 

ssu rRNA é adequado para a triagem de um grande número de amostras, pois devido 

ao seu alto número de cópias, confere maior sensibilidade à reação (RYAN; CACCIÒ, 

2013; WIELINGA; THOMPSON, 2007). Pelo fato deste locus ser muito conservado 

para detectar a variabilidade intra “assemblage” (WIELINGA; THOMPSON, 2007), o 

uso de marcadores mais polimórficos, como bg, tpi e gdh, são necessários (SPRONG; 

CACCIÒ; VAN DER GIESSEN, 2009).  

Pela nPCR, a partir do gene ssu rRNA foi constatada 7% de positividade. Em 

estudos anteriores, realizados na Austrália e Sri Lanka, em que foram utilizadas 

exclusivamente técnicas moleculares, a ocorrência de G. duodenalis foi de 13% 

(ABEYWARDENA et al., 2013) e 0,7% (ABEYWARDENA et al., 2014), 

respectivamente. A ocorrência de Giardia pode variar em decorrência de fatores como 

a idade dos animais, práticas de manejo, condições climáticas, geográficas, 

delineamento experimental e de acordo com o teste empregado para o diagnóstico 

(FENG; XIAO, 2011; GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010).  

Assim como em outras pesquisas de G. duodenalis já realizadas em bubalinos, 

nós realizamos somente uma coleta de amostras fecais e desta forma, a ocorrência 

pode estar subestimada, uma vez que há a possibilidade da liberação intermitente de 

cistos deste protozoário, o que já foi verificado em bovinos (APPELBEE et al., 2003; 

O’HANDLEY et al., 1999, SANTÍN et al., 2009). 
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A presença de G. duodenalis não foi associada à diarreia em nosso estudo e 

isso já foi observado em bezerros bubalinos (HELMY et al., 2015). A presença de 

cistos de Giardia em fezes diarreicas não fornece evidências suficientes para concluir 

que a giardíase é a causa da diarreia em ruminantes, a qual muitas vezes é 

multifatorial, com mais de um patógeno envolvido (O’HANDLEY; OLSON et al., 2006).  

Em nossa pesquisa, observamos G. duodenalis em bezerros bubalinos com até 

seis meses de idade, sendo que um dos animais positivos pela PCR tinha apenas 

cinco dias de vida. A giardíase ocorre tipicamente em bovinos com cinco a 10 

semanas de idade, mas já foi observada a eliminação de cistos de Giardia em animais 

a partir de quatro dias de idade (GEURDEN et al., 2006; XIAO; HERD, 1994).  

Com base na análise filogenética, todas as sequências obtidas no presente 

estudo foram classificadas como “assemblage” E, considerado o assemblage 

dominante na espécie bovina (APPELBEE et al., 2003; ASHER; HOSE; POWER, 

2016; DIXON et al., 2011; JIAN et al, 2018; PAZ E SILVA et al., 2012; WANG et al., 

2017). Pesquisas com bezerros bubalinos, também verificaram predomínio de 

“assemblage” E, em países como Sri Lanka (ABEYWARDENA et al., 2014), Egito 

(HELMY et al., 2015) e Itália (CACCIÒ et al., 2007), sendo que somente na Austrália 

o “assemblage” A foi dominante (ABEYWARDENA et al., 2014). 

Importante relatar que recentemente, esse “assemblage” foi encontrado em 

humanos, no Brasil (FANTINATI et al., 2016), Egito (ABDEL-MOEIN; SAEED, 2016; 

FORONDA et al., 2008, HELMY, et al., 2015) e Austrália (ZAHEDI et al., 2017).  

Com base nestas informações, pode-se inferir sobre a possibilidade de 

transmissão zoonótica do referido “assemblage”, sendo que os bubalinos podem 

representar um importante reservatório na epidemiologia desta enfermidade. 

Interessante mencionar que G. duodenalis foi detectada somente nas leiterias 

com sistema extensivo em nosso estudo. Nestas propriedades, os animais tinham 

acesso a fontes naturais de agua no pasto e talvez isto tenha propiciado a infecção 

dos bubalinos. Por outro lado, na fazenda em que não encontramos o referido 

parasito, os animais eram alimentados com concentrado, tendo acesso a piquetes 

próximos ao curral onde havia bebedouros de água proveniente de poço artesiano. 

Embora não tenhamos comparado o mesmo número de leiterias que adotavam 

sistemas de manejo semelhantes, não podemos descartar a possibilidade da 

ocorrência do parasito ter sido influenciada pelo tipo de manejo adotado em cada 

propriedade. 
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Os resultados da nossa pesquisa, fornecem informações úteis sobre a 

prevalência de G. duodenalis em bezerros bubalinos, com detecção de “assemblage” 

E que também foi recentemente identificado em seres humanos.  

A partir da detecção de G. duodenalis “assemblage” E nestes bezerros 

bubalinos e as evidências recentes do seu potencial zoonótico, surge a necessidade 

da realização de investigações moleculares relacionadas às infecções por este 

parasito em humanos e animais. 

 

6 Conclusão   

   

Nós detectamos G. duodenalis “assemblage” E em bezerros bubalinos de 

maneira inédita no Brasil.  
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