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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Giardia spp. EM BEZERROS BUBALINOS

RESUMO - Giardia duodenalis € um protozoério flagelado que coloniza o trato
intestinal de hospedeiros vertebrados. A caracterizacdo molecular de G. duodenalis
revolucionou a compreensédo da taxonomia, diversidade genética e epidemiologia da
giardiase em seres humanos e animais. Em nosso estudo, realizamos a
caracterizagao molecular de G. duodenalis em bezerros bubalinos do Estado de Sao
Paulo, Brasil. Assim, foram colhidas 183 amostras fecais de animais da raca Murrah,
com até seis meses de idade. Estas amostras foram examinadas por meio da reacdo
em cadeia pela polimerase tipo para amplificagcdo da subunidade menor do gene do
RNA riboss6mico, todas as amostras positivas por esse gene, foram caracterizadas
para amplificacdo parcial dos genes beta-giardina, glutamato desidrogenase e
triosefosfato isomerase. G. duodenalis foi verificada em 6,56% das amostras fecais e
por meio da analise das sequéncias, verificou-se 100% de similaridade genética com
“assemblage” E. Esta foi a primeira deteccdo de G. duodenalis “assemblage” E em

bezerros bubalinos no Brasil.

Palavras-Chave: bufalos, gendétipo, giardiase, 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 S&o 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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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Giardia duodenalis (sinbnimo: Giardia lamblia, Giardia intestinalis, Lamblia
intestinalis) € um protozoario flagelado, unicelular que coloniza o trato intestinal de
hospedeiros vertebrados, incluindo o homem (XIAO; FAYER, 2008).

Esse parasito apresenta distribuicdo mundial, com 250 a 300 milhdes de casos
de infeccbes humanas sintomaticas, relatadas anualmente. Seu impacto € mais
pronunciado em paises em desenvolvimento, onde geralmente estd associada a
condi¢des socioecondmicas precéarias (CACCIO; LALLE; SVARD, 2017).

Em humanos, a maioria das infeccdes por G. duodenalis sdo assintomaticas,
no entanto, pode ocorrer diarreia aguda ou cronica, desidratacdo, dor abdominal,
nauseas, vomitos e perda de peso (BARTELT; SARTOR, 2015; COTTON; BEATTY;
BURET,; 2011), afetando principalmente crian¢gas menores que cinco anos de idade,
individuos desnutridos e imunocomprometidos (ANKARKLEYV et al., 2010). Disturbios
intestinais funcionais, como a sindrome do intestino irritdvel, podem ser associados a
uma infeccao prévia por G. duodenalis (HANEVIK et al., 2009).

Criancas infectadas podem apresentar retardo no desenvolvimento, diminui¢ao
da funcao cognitiva e efeitos prejudiciais sobre o estado nutricional (ROBERTSON et
al., 2010).

Por meio de andlises moleculares de isolados humanos e animais, foi
demonstrado que G. duodenalis é uma espécie complexa, que abrange oito grupos
geneéticos, designados “assemblages” (A a H), dos quais os “assemblages” A e B séo
patdgenos humanos e também tém sido observados em uma variedade de mamiferos,
sendo considerados zoondéticos (FENG; XIAO, 2011).

Em menor frequéncia, “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; STRKOLCOVA et
al., 2015; ZAHEDI; FIELD; RYAN, 2017).
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A giardiase é reconhecida como uma das mais prevalentes enfermidades de
veiculacdo hidrica, com diversos surtos documentados, a maioria dos quais foram
relacionados a dgua potével, 4guas destinadas a recreacao (piscinas, lagos e rios) e
consumo de agua local por viajantes (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007,
EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017). O mais notavel surto causado por
Giardia em humanos ocorreu em Portland, Oregon, EUA, em 1954, resultando em
aproximadamente 50.000 casos de infec¢cdes (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007).

Falhas no processo de tratamento de 4gua potavel estdo entre os motivos mais
apontados por causar surtos de giardiase (KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007). A
maioria dos surtos tém sido relatados na América do Norte e Europa, onde ha
melhores sistemas de vigilancia (FENG; XIAO, 2011).

Devido a estreita relacdo deste protozoario com o saneamento basico
deficiente e com o baixo poder aquisitivo populacional, em 2004 a giardiase foi incluida
na Iniciativa das Doencas Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude
(SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006).

Na Medicina Veterinaria, o crescente interesse nesse parasito desde a década
de 1990 foi impulsionado, principalmente, por problemas de Saude Publica. G.
duodenalis pode causar sinais clinicos variaveis nos animais. A infec¢éo clinica resulta
em diarreia que ndo responde ao tratamento com antibiéticos ou coccidiostaticos
(GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010). A presenca de fezes pastosas a
liguidas e com aparéncia mucoide pode ser indicativa de giardiase em animais jovens,
especialmente em caninos, felinos e bovinos (THOMPSON, 2004; GEURDEN,;
VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010).

O papel dos animais como reservatorios de G. duodenalis e seu potencial risco
para a Saude Publica sdo cada vez mais estudados (THOMPSON, 2004).

Estudos sobre a epidemiologia de G. duodenalis focaram principalmente na
prevaléncia e caracterizagcdo molecular de isolados de diferentes animais e humanos,
a fim de elucidar o risco zoondtico. O desenvolvimento de diferentes marcadores
moleculares facilitou a identificacdo de “assemblages” e “sub-assemblages” comuns
e especificos de animais e humanos. Uma vez que os ruminantes, especialmente os
bovinos, foram considerados como potenciais reservatorios zoonoéticos para infecgdes
humanas por Giardia (GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010)
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2 TAXONOMIA E DIVERSIDADE GENETICA

De acordo com critéerios morfoldgicos, Giardia pertence a Filo
Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophorea, Ordem
Diplomonadida e Familia Hexamitida (Morrison et al., 2007). Com base em dados
genéticos, estruturais e bioquimicos, Giardia é classificada como pertencente ao Filo
Metamonada, Subfilo Trichozoa, Superclasse Eopharyngia, Classe Trepomonadea,
Subclasse Diplozoa, Ordem Giardiida e Familia Giardiidae (PLUTZER, ONGERTH,
KARANIS, 2010).

Embora este protozoério tenha sido observado pela primeira vez em 1681 por
Anton van Leeuwenhoek, a primeira descri¢cdo 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 denominacdes de espécies com base no hospedeiro de origem e outros
baseados na morfologia (ADAM, 2001; THOMPSON; MONIS, 2004).

A grande contribuicdo que impulsionou o entendimento da taxonomia do
parasito ocorreu em 1951 a partir dos estudos de Filice, que com base nas diferencas
encontradas no formato dos corpos medianos internos, bem como no formato e
comprimento do organismo, sugeriu que apenas trés espécies morfologicamente
distintas deveriam ser reconhecidas: G. duodenalis, encontrada em mamiferos;
Giardia agilis em anfibios e Giardia muris em roedores (THOMPSON, MONIS, 2004).

A partir de entdo, utilizando como critério as caracteristicas morfologicas
obtidas com o auxilio de microscopia eletronica de varredura e com base em estudos
moleculares, outras espécies foram reconhecidas: Giardia microti em roedores,
Giardia psittaci e Giardia ardeae em aves (RYAN; CACCIO, 2013) e Giardia paramelis
em marsupiais (HILLMAN et al., 2016).

Embora G. duodenalis seja a Unica espécie que causa infeccdo em humanos
e em uma variedade de hospedeiros mamiferos, € considerada uma espécie
complexa. A aplicacdo de técnicas moleculares, especificamente a genotipagem
multilocus, tem revelado a diversidade genética dessa espécie (RYAN; CACCIO,
2013; WIELINGA; THOMPSON, 2007). Assim, oito grupos geneticamente distintos
(“assemblages” A a H) foram definidos (FENG; XIAO, 2011; CACCIO; LALLE; SVARD,
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2017). Os “assemblages” A e B infectam seres humanos e varios outros mamiferos;
C e D canideos; E pode ser observado em ungulados; F em felinos; G em roedores e
H em mamiferos marinhos (FENG; XIAO 2011, RYAN; CACCIO, 2013). Os
assemblages A e B séo ainda divididos em quatro “sub-assemblages” (Al, All, Blll e
BIV) (CACCIO; LALLE; SVARD, 2017).

3 MORFOLOGIA E CICLO BIOLOGICO

Protozoérios do género Giardia apresentam dois estdgios, os cistos e
trofozoitos (O’HANDLEY; OLSON et al, 2006). O trofozoito é a forma moével ativa,
encontrada no duodeno e porc¢des iniciais do jejuno do hospedeiro, medindo 12 a
20um de comprimento por 5 a 9 um de largura. Possui simetria bilateral, com contorno
piriforme e corpo com achatamento dorsoventral. Em sua superficie ventral esté
localizado o disco ventral e no interior do citoplasma, um par de nucleos, dois pares
de feixes de fibras longitudinais (axonema) e quatro pares de flagelos (BENCHIMOL,;
DE SOUZA, 2011).

O cisto € o estagio resistente, principal responsavel pela transmisséo, tem
aspecto ovoide, medindo entre 8 a 14um de comprimento e 7 a 10 um de largura suas
estruturas internas estdo duplicadas em relagcdo ao trofozoito (ADAM, 1991,
BENCHIMOL; DE SOUZA, 2011).

Giardia tem um ciclo de vida direto e se reproduz por replicacdo assexuada. A
infeccéo inicia-se com a ingestao de cistos infectantes por um hospedeiro susceptivel.
A excistacdo ocorre pela acdo de acidos gastricos e enzimas pancreaticas e
rapidamente emergem os trofozoitos, que se aderem a mucosa do intestino delgado
por meio do disco ventral (ADAM, 2001; O'HANDLEY; OLSON, 2006). Cada cisto
produz dois trofozoitos moveis, os quais geralmente colonizam o duodeno e o jejuno
do hospedeiro, multiplicando-se por fissdo binaria. Alguns destes trofozoitos
desprendem-se da mucosa e iniciam o processo de encistamento na por¢ao final do
intestino delgado (O’HANDLEY; OLSON, 2006). Os cistos sdo imediatamente
infectantes quando eliminados junto as fezes do hospedeiro (ADAM, 1991).

Os cistos e trofozoitos sao transmitidos pela via fecal-oral, de maneira direta ou

indireta. Os mecanismos potenciais de propagac¢éo incluem: pessoa para pessoa,
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animal para animal, zoon6tica, alimentos contaminados (CACCIO et al., 2005)
veiculacdo hidrica por meio de agua potavel ou durante atividades recreativas
(EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017).

4 EPIDEMIOLOGIA

Em ruminantes, G. duodenalis € um dos parasitos mais comuns em todo o
mundo (O’'HANDLEY; OLSON, 2006). Sua transmissao é facilitada por alguns fatores,
como a alta eliminacgéo de cistos durante o pico da infeccdo (108 por grama de fezes),
baixa dose infectante (10 cistos) e a resisténcia dos cistos no ambiente (GEURDEN,;
VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010; O'HANDLEY; OLSON, 2006).

A prevaléncia de Giardia em bovinos pode variar em decorréncia de fatores
como a idade dos animais, praticas de manejo, condi¢cfes climéticas, geogréficas e
de acordo com o teste empregado para o diagnéstico (GEURDEN; VERCRUYSSE;
CLAEREBOUT, 2010; FENG; XIAO, 2011). Em estudos longitudinais ja foi verificada
prevaléncia 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,
0 que pode explicar, em alguns casos, a cronicidade da infeccdo (O’HANDLEY et al.,
2003). O desenvolvimento da imunidade adaptativa resulta em eliminagéo intermitente
de cistos (XIAO; HERD, 1994) os quais podem ser excretados por um periodo de até
25 semanas (RALSTON; MCALLISTER; OLSON, 2003).

Bezerros sao considerados como o principal reservatorio para hospedeiros
susceptiveis (GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010), no entanto bovinos
adultos também podem atuar como fonte de infecgdo, uma vez que mesmo um
numero reduzido de cistos (1-10), é suficiente para causar a infec¢éo (CACCIO et al.,
2005).

Em estudos experimentais, foi observado que o periodo pré-patente de Giardia
em ruminantes varia de trés a 10 dias (XIAO; HERD, 1994; GEURDEN et al., 2006).

A epidemiologia molecular de G. duodenalis € 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 PATOGENESE E SINAIS CLINICOS

As manifestacdes clinicas da infec¢cdo por G. duodenalis, sédo influenciadas pela
interacao entre fatores como a viruléncia do parasito, estado nutricional e imunoldgico
do hospedeiro, natureza da microflora intestinal e a presenca ou auséncia de
coinfec¢des (FENG; XIAO, 2011).

A giardiase induz essencialmente, a alteracdes dos vilos e microvilosidades no
intestino delgado. Apesar de ser um parasito predominantemente luminal, os
trofozoitos se aderem & mucosa intestinal e alteram a sua arquitetura no local da
adesdo, promovendo atrofia vilosa de grau varidvel e diminuicdo da producéo
enzimatica (BURET et al., 1990, KOUDELA; VITOVEC, 1998). Uma série de
acontecimentos induz ao aumento da permeabilidade intestinal, levando a diarreia por
ma absorcdo, com consequente perda de peso (KOUDELA; VITOVEC, 1998; OLSON
et al., 1995; RUEST,; COUTURE; FAUBERT, 1997).

A infeccdo é geralmente assintomética, mas em alguns casos pode causar
diarreia crbnica, perda de peso, letargia e queda na produtividade (O’'HANDLEYet al.,
1999; RYAN; CACCIO, 2013).

A presencga de cistos e trofozoitos de Giardia spp. em fezes diarreicas nao
fornece evidéncias suficientes para concluir que este protozoario € o Unico agente
etiolégico deste transtorno gastroentérico em ruminantes, a qual é muitas vezes
multifatorial, com mais de um patdgeno envolvido (O’HANDLEY; OLSON, 2006).

Em relacdo as infec¢cbes por Giardia spp. em animais de producdo, ndo ha
dados conclusivos sobre seu efeito no hospedeiro a longo prazo como também a
respeito do decorrente impacto econdmico. (GEURDEN; VERCRUYSSE;
CLAEREBOUT, 2010).
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6 TECNICAS DE DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico de giardiase em animais de producdo baseia-se em
alguns dados como a histéria clinica, manejo e exclusdo de outros patégenos. A
confirmacéo é feita pela deteccdo do parasito em amostras fecais. Devido ao padréo
de eliminacao intermitente dos cistos, especialmente na fase crbénica da infeccao, o
ideal € que sejam analisadas multiplas amostras fecais do mesmo animal ou de varios
animais que compartilham as mesmas instalacbes (GEURDEN; VERCRUYSSE;
CLAEREBOUT, 2010).

Tradicionalmente, o diagnostico de Giardia spp. € feito por meio da identificacéo
por microscopia Optica de trofozoitos ou cistos em amostras fecais a partir de
esfregacos corados com tricrémico, iodo, hematoxilina férrica (KOEHLER et al., 2014).
Os cistos podem ser visualizados por meio de técnicas de concentragao, utilizando
sulfato de zinco (FAUST et al.,, 1939), sacarose (SHEATHER, 1923), formalina
(RITCHIE, 1948) e o “three fecal test” (TF-Test) que apresenta resultados satisfatérios
(CARVALHO et al., 2015). A centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco é um dos
métodos mais utilizados para a deteccéo de cistos de Giardia spp. a partir de amostras
fecais. No entanto, a flutuacdo em sacarose funciona de forma adequada e
geralmente € utilizada em amostras de ruminantes, onde também podem ser
encontrados oocistos de Eimeria e Cryptosporidium (O’'HANDLEY; OLSON, 2006).
Trofozoitos moveis podem ser observados por exame microscopico direto de
amostras recém-colhidas, que sdo imediatamente preparadas com solucéo salina a
37°C (KOEHLER et al., 2014).

O exame coproparasitologico é considerado um diagnostico de custo reduzido
para deteccdo de Giardia spp., permitindo também a detec¢do de outros parasitos
(O’HANDLEY; OLSON, 2006).

A deteccéo do parasito em amostras biologicas pode ainda ser realizada por
meio de métodos imunologicos, como a reagdo de imunofluorescéncia indireta (IFA)
(XIAO; HERD, 1993), teste imunoenzimatico (ELISA) e testes rapidos de
imunocromatografia qualitativa (GARCIA et al., 2003), os quais apresentam vantagens
sobre o diagndstico parasitologico direto, com bons resultados de sensibilidade e
especificidade (GEURDEN et al., 2004, GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT,
2010).
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Dada a limitacdo na identificacdo de espécies/’assemblages” de Giardia a
partir de técnicas parasitolégicas e imunoldgicas, o diagnostico baseado na biologia
molecular, como a reacéo em cadeia pela polimerase (PCR) e suas variantes, seguida
de sequenciamento automatico de acidos nucleicos, oferece uma alternativa eficiente
para a diferenciacédo desses organismos (FENG; XIAO, 2011, KOEHLER et al., 2014),
0 que revolucionou a compreensdo da taxonomia, diversidade genética e
epidemiologia da giardiase em seres humanos e animais (GEURDEN;
VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010).

Muitos marcadores genéticos tém 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 identificacdo de “assemblages” de G. duodenalis, porém, tem seu
uso limitado em estudos onde a variacao genética dentro dos “assemblages” precisa
ser determinada (RYAN & CACCIO, 2013). Desta forma, os loci tpi, bg e gdh, por
serem mais polimorficos, sdo frequentemente empregados para subtipagem
(WIELINGA; THOMPSON, 2007).

Atualmente, o uso da genotipagem multilocus (MLG) favorece a compreensao
sobre a heterogeneidade genética desse protozoario, bem como o seu potencial
zoonodtico (JIN et al., 2017; LI et al, 2016; WANG et al., 2014).

7 GIARDIASE EM BUBALINOS

Em comparacao aos bovinos, pouco se sabe a respeito da epidemiologia da
giardiase em bufalos, que sdo animais domésticos comuns em muitos paises,
especialmente na Asia, América Latina e algumas regides do Mediterraneo,
contribuindo para a economia agricola (ABEYWARDENA et al., 2015). Em bufalos
existem poucos relatos sobre a infec¢éo por Giardia (CACCIO et al., 2007, RINALDI
et al., 2007, ABEYWARDENA et al., 2013, ABEYWARDENA et al., 2014, HELMY et
al., 2014).

Ocorréncia de 18,1% (63/347) de coproantigenos de Giardia spp. foi observada
em bufalos com idade entre uma a nove semanas, na lItalia (RINALDI et al., 2007).

Posteriormente, nessa mesma regido, foi realizada a primeira caracterizagao
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molecular de G. duodenalis em bufalos, com deteccdo do “assemblage” E e em menor
frequancia, o “assemblage” A subtipo Al, sugerindo que esta espécie animal pode
contribuir para a contaminag&do ambiental com a eliminag&o de cistos potencialmente
infecciosos para os seres humanos (CACCIO et al., 2007). Em ambos os estudos, n&o
foi verificada correlacéo entre a infeccao e a presenca de diarreia em bubalinos.

Em bufalos, na Australia, foi verificada 13% (62/476) de positividade para G.
duodenalis a partir da amplificacéo parcial do gene tpi. Os “assemblages” A e E foram
identificados em 11,8% e 1,3% das amostras, respectivamente. O predominio 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 Unico genadtipo
observado em bezerros bubalinos no Sri Lanka (ABEYWARDENA et al., 2014).

Amostras fecais de criangas, bovinos e bubalinos de uma provincia
superpopulosa no Egito, foram examinadas para a deteccdo de coproantigenos de
Giardia spp., seguida pela analise 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 infecgéo antropogénica (HELMY at
al., 2014). Importante mencionar que em duas criancas desse estudo foi verificada a
presenca do “assemblage” E de G. duodenalis.

Embora sejam necessarias pesquisas adicionais para se determinar o papel
epidemiologico dos bufalos na giardiase, possivelmente estes animais podem
contribuir para a transmissdo zoondética de genétipos de G. duodenalis.

8 OBJETIVO

Caracterizar molecularmente G. duodenalis em amostras fecais de bezerros
bubalinos, por meio da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para amplificacao

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

Resumo - Em nosso estudo, realizamos a caracterizacdo molecular de Giardia
duodenalis em bezerros bubalinos do Estado de S&o Paulo, Brasil. Assim, foram
colhidas 183 amostras fecais de animais da raca Murrah, com até seis meses de
idade. Estas amostras foram examinadas por meio da reacdo em cadeia pela
polimerase tipo para amplificagéo da subunidade menor do gene do RNA ribossémico,
todas as amostras positivas por esse gene, foram caracterizadas para amplificacdo
parcial dos genes beta-giardina, glutamato desidrogenase e triosefosfato isomerase.
G. duodenalis foi verificada em 6,56% das amostras fecais e por meio da analise das
sequéncias, verificou-se 100% de similaridade genética com “assemblage” E. Esta foi
a primeira deteccdo de G. duodenalis “assemblage” E em bezerros bubalinos no

Brasil.

Palavras-Chave: bufalos, gendétipo, giardiase, multilocus
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1 Introducéo

Giardia duodenalis € um parasito flagelado, unicelular que infecta o trato
intestinal de uma variedade de mamiferos, incluindo o homem. O ciclo de vida deste
protozoario € direto e a forma evolutiva, o cisto, € imediatamente infectante quando
eliminado nas fezes. A transmissao ocorre por via fecal-oral ou pela ingestao de agua
e alimentos contaminados (FENG; XIAO, 2011).

A infecg&o por Giardia tem impacto significativo tanto em humanos como em
animais (THOMPSON; MONIS 2011), podendo ser assintomatica ou caracterizada por
dor abdominal, diarreia aquosa, esteatorreia, vOmitos e nauseas no homem
(BARTELT; SARTOR, 2015; COTTON; BEATTY; BURET, 2011). Em ruminantes,
pode ndo manifestar sinais clinicos ou causar diarreia cronica, perda de peso, letargia
e queda na produtividade (CASTRO-HERMIDA et al., 2007).

A giardiase é reconhecida como uma das mais prevalentes enfermidades de
veiculagdo hidrica, com diversos surtos documentados (EFSTRATIOU; ONGERTH,;
KARANIS, 2017; KARANIS; KOURENTI; SMITH, 2007).

A identificacdo e caracterizacdo molecular de Giardia € fundamental para
investigar e compreender a sua epidemiologia (RYAN; CACCIO, 2013). Atualmente,
sdo descritos oito diferentes gendtipos (“assemblages”) de G. duodenalis, dos quais
A e B sao encontrados em humanos e animais, enquanto 0s outros sdo comumente
associados a hospedeiros especificos (CACCIO et al., 2017). Ja foram identificados
“assemblages” de animais em humanos, como “assemblage” F na Etiopia (GELANEW
et al., 2007), “assemblage” C na China e Eslovaquia (LIU et al. 2014; STRKOLCOVA
et al., 2015) e “assemblage” E no Egito (ABDEL-MOEINE; SAEED, 2016; FORONDA
etal., 2008, HELMY et al., 2014), Brasil (FANTINATI et al., 2016) e Australia (ZAHEDI,
FIELD; RYAN, 2017).

A ocorréncia e distribuicdo 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 bdfalos, a infeccdo por Giardia foi documentada em paises como ltalia
(CACCIO et al., 2007, RINALDI et al., 2007), Australia (ABEYWARDENA et al., 2013),



31

Sri Lanka (ABEYWARDENA et al., 2014) e Egito (HELMY et al., 2014), por diferentes
meétodos diagnosticos. No Brasil, ndo existem estudos sobre a investigacdo molecular
deste parasito em bufalos.

Muitos marcadores genéticos tém sido utilizados para a caracterizacdo
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 identificacédo de
“assemblages” de G. duodenalis, porém, tem seu uso limitado em estudos onde a
variagcdo genética dentro dos “assemblages” precisa ser determinada (RYAN;
CACCIO, 2013). Desta forma, os loci tpi, bg e gdh, por serem mais polimérficos, s&o
frequentemente empregados para subtipagem (WIELINGA; THOMPSON, 2007),
favorecendo a compreensdo sobre a heterogeneidade genética desse protozodrio,
bem como o seu potencial zoonético (ANKARKLEYV et al., 2018; RYAN; CACCIO,
2013).

Aqui, relatamos a primeira detecgdo molecular de Giardia em bezerros
bubalinos no Brasil. A presenca de G. duodenalis foi analisada por meio da reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) pelos genes ssu rRNA (subunidade menor do RNA
ribossémico) e todas as amostras positivas foram caracterizadas utilizando os genes
bg, gdh e tpi, com posterior sequenciamento para avaliar a importancia desses

animais como reservatérios de “assemblages” zoonéticos.
2 Material e Métodos
2.1 Aprovacéao do comité de ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo Animal (CEEA)
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracgatuba.

2.2 Local do estudo

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

55”0), municipio localizado na regido sudoeste do Estado de Séo Paulo.



32

Em sete fazendas, estes bufalos eram mantidos em sistema extensivo,
eventualmente se alimentavam de silagem e farelo quando eram encaminhados ao
curral e ingeriam &gua ad libitum em minas de agua no pasto e também em
bebedouros na propriedade. Na outra leiteria, bezerros bebiam agua proveniente de
poco artesiano e o regime de criacao era semi-intensivo, sendo mantidos estabulados
no curral (bezerreiro) e alimentados com concentrado (na maior parte do tempo),
sendo soltos em um piquete contiguo ao bezerreiro por algumas horas diariamente. A

distancia entre as propriedades era de no minimo um quilémetro (Tabela 1).

2.3 Colheita e processamento das amostras fecais

Um total de 183 bezerros bubalinos, da ragca 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 extracdo de DNA.

TABELA 1. Distribuicdo 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 criagdo era semi-intensivo.

2.4 Extracéo de DNA e PCR

O DNA gendmico dos cistos foi extraido utilizando-se o QIAamp DNA Stool Mini
Kit® (Qiagen), seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante, apds diluicdo da

amostra em tampédo ASL e 5 etapas de congelamento em nitrogénio liquido, por 1
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minuto, e descongelamento em termomixer, por 3 minutos, a 99°C. O DNA foi eluido
em 50 microlitros de tampé&o AE e conservado a -20°C.

A caracterizagdo genética de Giardia foi realizada por meio da reacdo 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
amplificagéo dos genes bg, gdh e tpi foram conduzidos com base em condi¢cbes e
protocolos previamente descritos (Tabela 2).

Para amplificacdo do gene ssu rRNA foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores previamente descritos (APPELBEE et al., 2003; HOPKINS et al., 1997),
gerando um fragmento de 292 bp. As seguintes condi¢des de reacao foram utilizadas
para ambas as reagdes: 12,5 yL de JumpStart Taq ReadyMix® (Sigma-Aldrich), 5%
de DMSO, 400 nM de cada oligonucleotideo iniciador, 2,5 uL e 1 uyL de DNA nas
reacdes primaria e secundaria, respectivamente, e a quantidade de agua ultrapura
necessaria para completar o volume final de 25 yL de solucdo. As amostras foram
submetidas a desnaturacao inicial do DNA a 94° C por 3 minutos, seguida de 39 ciclos
de desnaturacdo por 30 segundos a 94° C, anelamento por 30 segundos a 58°C e
extensdo por 60 segundos a 72° C, com extensdao final a 72°C, por 7 minutos. Na

reacao secundaria a temperatura de anelamento foi de 57°C.
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TABELA 2. Protocolos para deteccao de Giardia em amostras fecais de bufalos no Brasil — marcadores

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

Temperatura

Gene Primer (5°-3’) de anelamento Tamanho Referéncia
(°C) (pb)
AAGTGTGGTGCAGACGGACTC - (APPELBEE et al.,
ssy CTGCTGCCGTCCTTGGATGT 2003)
'RNA CATCCGGTCGATCCTGCC 292 (HOPKINS et al
AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG 57 1997)
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTC 61 (CACCIO et
AGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC al.,2002)
Bd GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 511 (LALLE etal
CTCGACGAGCTTCGTGTT 55 "
2005)
TTCCGTRTYCAGTACAACTC -
ACCTCGTTCTGRGTGGCGCA (CACCIO et al
Gdh  ATGACYGAGCTYCAGAGGCACGT 530 2008)
GTGGCGCARGGCATGATGCA 55
AAATIATGCCTGCTCGTCG 54
Toi CAAACCTTITCCGCAAACC 530 (SULAMAIMAN et
CCCTTCATCGGIGGTAACTT 54 al., 2003)

GTGGCCACCACICCCGTGCC

2.5 Purificagdo 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 polimero POP7 e
BigDye v3.1® (Applied Biosystems). As reacdes de sequenciamento foram feitas nas
duas dire¢cdes, com os oligonucleotideos iniciadores da reacdo secundéaria. Para
determinacdo da sequéncia consenso foi utilizado o software Codoncode Aligner
versao 4.0.1 (CodonCode Corporation Dedham®, MA, USA). O alinhamento das
sequéncias consenso dos fragmentos amplificados por nPCR foi feito com o auxilio
dos programas Clustal W (THOMPSON et al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment
Editor (HALL, 1999), tomando-se como base sequéncias homodlogas disponiveis no
GenBank. As sequéncias geradas foram depositadas no “Genbank” (MG958615,
MG958616, MG958617, MG958618).
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3 Andlise estatistica

A andlise dos dados consistiu de estatistica descritiva e inferencial (Teste Exato
de Fisher) para verificar associagéo entre a ocorréncia de Giardia com cada uma das
variaveis estudadas (consisténcia fecal e faixa etaria). O intervalo de confianca a 95%
foi calculado usando o método Wilson ('Wilson' Score interval) (Sergeant, 2017) e a

andlise estatistica 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 trés 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 sequéncias geradas a partir do gene ssu rRNA apresentaram 100% de
similaridade com sequéncias obtidas de bovinos no Brasil (JF957620), enquanto as
sequencias geradas a partir do gene gdh, foram idénticas as sequéncias ja descritas
em bdfalos (KJ124966) e humanos (KJ124968) no Egito. Adicionalmente, as
sequéncias obtidas a partir dos genes bg e tpi foram idénticas as sequéncias descritas
em bufalos no Egito (KJ125024) e Austrélia (KF019197), respectivamente.

N&o foi verificada associacao significativa com a faixa etaria (P = 0,9997) e
com a consisténcia fecal (P = 0,3332) nos bufalos (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.

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

Marcadores genéticos

ssu rRNA + +a +a  +a  t+a 4 + + + +a + +
Tpi - +a - +a - + + - - + . .

Bg +a +a - - - +a - - - - _ +
Gdh - +a +a - + - - - - - - -

a Amostras que foram sequenciadas.
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TABELA 4. Ocorréncia de Giardia (gene ssu rRNA) em amostras fecais de bezerros bubalinos de
acordo com as variaveis consisténcia fecal e faixa etéria.

PCR
Variavel Categoria N° Positivos/N° amostras P
(% positivos; 95% CI*)
Normal . - 0
Consisténcia Fecal ) ) 7/130 (5,38; 2,63-10,7%) 0,3332
Diarreica 5/53 (9,43; 4,10-20,25%)
Faixa etaria 5a60 5/75 (6,67; 2,88-14,68%) 0.9997
(dias) 61 a 180 7/108 (6,48; 3,17-12,78%) '

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

5 Discusséao

O nosso estudo representa a primeira detec¢cdo molecular de G. duodenalis em
bezerros bubalinos no Brasil. A caracterizacdo molecular a partir dos genes ssu rRNA,
tpi, bg e gdh revelou a presenca de “assemblage” E de G. duodenalis em bezerros
bubalinos.

Somente na amostra 2 (Tabela 2) houve amplificacdo dos quatro genes. O gene
ssu rRNA é adequado para a triagem de um grande nimero de amostras, pois devido
ao seu alto nimero de copias, confere maior sensibilidade a reacéo (RYAN; CACCIO,
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 polimorficos, como bg, tpi e gdh, sdo necesséarios (SPRONG;
CACCIO; VAN DER GIESSEN, 2009).

Pela nPCR, a partir do gene ssu rRNA foi constatada 7% de positividade. Em
estudos anteriores, realizados na Australia e Sri Lanka, em que foram utilizadas
exclusivamente técnicas moleculares, a ocorréncia de G. duodenalis foi de 13%
(ABEYWARDENA et al, 2013) e 0,7% (ABEYWARDENA et al., 2014),
respectivamente. A ocorréncia de Giardia pode variar em decorréncia de fatores como
a idade dos animais, praticas de manejo, condi¢cdes climaticas, geograficas,
delineamento experimental e de acordo com o teste empregado para o diagndéstico
(FENG; XIAO, 2011; GEURDEN; VERCRUYSSE; CLAEREBOUT, 2010).

Assim como em outras pesquisas de G. duodenalis ja realizadas em bubalinos,
nos realizamos somente uma coleta de amostras fecais e desta forma, a ocorréncia
pode estar subestimada, uma vez que ha a possibilidade da liberacdo intermitente de
cistos deste protozoario, o que ja foi verificado em bovinos (APPELBEE et al., 2003;
O’HANDLEY et al., 1999, SANTIN et al., 2009).
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A presenca de G. duodenalis ndo foi associada a diarreia em nosso estudo e
isso ja foi observado em bezerros bubalinos (HELMY et al., 2015). A presenca de
cistos de Giardia em fezes diarreicas néo fornece evidéncias suficientes para concluir
que a giardiase é a causa da diarreia em ruminantes, a qual muitas vezes é
multifatorial, com mais de um patodgeno 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 giardiase ocorre tipicamente em bovinos com cinco a 10
semanas de idade, mas ja foi observada a eliminagéo de cistos de Giardia em animais
a partir de quatro dias de idade (GEURDEN et al., 2006; XIAO; HERD, 1994).

Com base na andlise filogenética, todas as sequéncias 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 predominio de
“assemblage” E, em paises como Sri Lanka (ABEYWARDENA et al., 2014), Egito
(HELMY et al., 2015) e Italia (CACCIO et al., 2007), sendo que somente na Austrélia
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 Australia (ZAHEDI et al., 2017).

Com base nestas informacfes, pode-se inferir sobre a possibilidade de
transmissao zoondética do referido “assemblage”, sendo que os bubalinos podem
representar um importante reservatério 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 infecgao
dos bubalinos. Por outro lado, na fazenda em que ndo encontramos o referido
parasito, os animais eram alimentados com concentrado, tendo acesso a piquetes
proximos ao curral onde havia bebedouros de agua proveniente de pogo artesiano.
Embora ndo tenhamos comparado o mesmo numero de leiterias que adotavam
sistemas de manejo semelhantes, ndo podemos descartar a possibilidade da
ocorréncia do parasito ter sido influenciada pelo tipo de manejo adotado em cada

propriedade.
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Os resultados da nossa pesquisa, fornecem informacfes Uteis sobre a
prevaléncia de G. duodenalis em bezerros bubalinos, com detec¢éo de “assemblage”
E que também foi recentemente identificado em seres humanos.

A partir da deteccdo de G. duodenalis “assemblage” E nestes bezerros
bubalinos e as evidéncias recentes do seu potencial zoonatico, surge a necessidade
da realizacdo de investigacbes moleculares relacionadas as infeccbes por este

parasito em humanos e animais.

6 Concluséao

No6s detectamos G. duodenalis “assemblage” E em bezerros bubalinos de

maneira inédita no Brasil.
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