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Introducéao:

O protozoario Giardia lamblia € considerado um dos mais importantes
agentes etioldgicos de diarreia nos seres humanos e nos animais em todo o
mundo (ADAM, 2001). No Brasil, a giardiase esta entre as trés principais
causas de morbidade em criancas de zero a cinco anos de idade. A
comunidade cientifica acreditava, até meados da década de 90, que a infeccéo
por G. lamblia ocorria somente pela ingestdo de cistos presentes na agua e
alimentos, e pelo contato direto com pessoas parasitadas. Entretanto, os
estudos de biologia molecular e de filogenética possibilitaram a identificacao de
dois gendtipos zoondticos de G. lamblia. A utlizacdo de ferramentas
moleculares, principalmente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando o gene glutamato desidrogenase (gdh), tem permitido observar a
diversidade genética das populagbes de G. lamblia, bem como caracterizar
genotipos desta espécie em diferentes hospedeiros (THOMPSON, 2004).
Atualmente, sdo reconhecidos sete genotipos de G. lamblia (A, B, C, D, E, F e
G). Os gendtipos A e B parasitam o homem e outros mamiferos (zoonoéticos),
enguanto que os demais genoétipos sao especificos para animais (READ et al.,
2004).

Nos bovinos, a infec¢do por gendtipo E (ndo zoondtico) de G. lamblia é
mais frequente, porém foi demonstrado em estudos realizados no Canada e
Australia que 20% do rebanho pode albergar genoétipo A, considerado o mais
frequente em humanos.

Diante da diversidade genética deste parasito os métodos baseados na
deteccdo de DNA, especialmente a PCR, tém sido cada vez mais utilizados e
descritos como uma metodologia de alta sensibilidade para deteccdo desse
parasito em amostras de fezes tanto de humanos como de animais. Este
estudo teve como objetivo a aplicacdo da técnica de PCR para diagndéstico
molecular de G. lamblia em fezes de bovinos, para posteriormente ser utilizada
na genotipagem do protozoario.

Metodologia

A partir de quatro amostras de fezes bovinas positivas para cistos de
G. lamblia, obtidas de propriedades rurais do Rio Grande, pelo método de
centrifugo flutuacdo em solucdo de sulfato de zinco (Técnica de Faust)
realizou-se a extracdo de DNA, utilizando o QIAamp DNA stool mini kit
(QIAGEN) de acordo com as instrugbes do fabricante, com o acréscimo de trés
ciclos de choque térmico em nitrogénio liquido seguido de aquecimento a 60°C
por cinco minutos. Apos o término da extragdo o DNA foi eluido em 100uL de
tampéao de eluicdo e armazenado a —20°C.

Amplificacdo do DNA por reacdo em cadeia da polimerase (PCR): O DNA
extraido foi amplificado utilizando primers especificos para o gene gdh de G.
lamblia, tendo como produto um fragmento de 1190 pb. Os primers utilizados



foram GDH-FO e #579Il. Foi utilizada uma reagéo de 50 pL contendo: 20 mM
de Tris-HCI pH 8.4, 50 mM de KCI, 2,5 % de DMSO, 200 uM de dNTPs, 2,0
mM de MgCl,, 10 pmol de cada primer, 1U de Taq DNA polimerase e 6uL do
DNA extraido. As condi¢cbes de ciclagem foram: 94°C por 3 min, seguido de 35
ciclos de 94°C por 30s, 56°C por 30s e 72°C por 120s com uma extensao final
de 72°C por 5 min.

Eletroforese em gel de agarose: ap0s amplificacdo os produtos gerados
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% utilizando brometo de
etidio como revelador.

Resultados e discussao

Das quatro amostras positivas para G. lamblia foi possivel extrair DNA
de todas, enquanto a amplificagdo do fragmento de interesse foi possivel em
trés das quatro amostras submetidas a técnica de PCR (Figura 1).

1190pb

Figural: Analise de PCR baseado na amplificacdo do gene gdh de G.lamblia. Gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. M: marcador de peso molecular A Hind 1lI; 1, 2, 3 e 4:
amostras.

ApOs o processamento inicial por PCR utilizando o protocolo para
amplificacdo de um fragmento de DNA de G. lamblia tendo como alvo o gene
gdh, foi observado que em uma das amostras testadas ndo houve
amplificagéo. Tal fato pode estar relacionado com a baixa quantidade de cistos
presente na amostra comprometendo a eficiéncia da extracdo de DNA e
também a presenca de componentes que podem degradar o DNA e prejudicar
as reacbes de PCR, através da inibicdo da atividade da enzima DNA
polimerase.

Apesar de serem resultados preliminares, ja se pode observar a
importancia da utilizacdo de técnicas de biologia molecular para o diagnéstico
de G. lamblia em amostras de fezes. Neste estudo, foi possivel padronizar a
metodologia para extracdo do DNA gendmico, bem como a amplificacdo do



gene gdh do parasito, que sao ferramentas necessarias para posterior
genotipagem do protozoario.
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