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RESUMO 

 

Apesar dos protozoários intestinais apresentarem uma distribuição global, a sua 

recuperação do material arqueológico é ainda rara. Esta escassez poderia estar associada a 

dificuldades na detecção devido as técnicas usadas e a fragilidade das estruturas parasitárias. 

O objetivo deste trabalho foi pesquisar a presença de protozoários intestinais, principalmente 

os zoonóticos, em coprólitos de origem humana e animal usando diferentes abordagens 

metodológicas. Para isto, foram selecionadas 70 amostras provenientes de 15 sítios 

arqueológicos da América do Sul. Com o objetivo de padronizar as metodologias de 

identificação de protozoários em material antigo, os testes foram realizados primeiramente 

em coprólitos experimentais. A detecção imunoenzimática foi realizada em todas as amostras 

usando-se um kit ELISA específico para Giardia duodenalis, Cryptosporidium sp. e 

Entamoeba histolytica/dispar. As amostras positivas para G. duodenalis foram analisadas 

pela microscopia na tentativa de identificar estruturas parasitárias características preservadas 

no material. Finalmente, e usando-se as mesmas amostras, fragmentos dos genes B-giardina e 

gdh foram amplificados por PCR e sequenciados. Este estudo representa o primeiro relato de 

G. duodenalis e Cryptosporidium sp. em amostras de origem humana e animal e o primeiro 

registro de E. histolytica/dispar em material arqueológico do Brasil. A presença de G. 

duodenalis em coprólitos de origem humana e animal do mesmo sítio arqueológico sugere a 

circulação zoonótica do parasito no passado. G. duodenalis não foi detectada pela 

microscopia óptica nas amostras arqueológicas. As fezes usadas no preparo do coprólito 

experimental tinham abundantes cistos antes da dessecação, contudo após dessecação e 

reidratação estruturas identificáveis foram escassas e a perda de morfologia característica 

prejudicou o diagnóstico. Finalmente, a padronização das condições de amplificação nas 

fezes frescas mostrou-se eficiente ao ser testada no coprólito experimental. Da mesma forma, 

os alvos desenhados para detectar o gene gdh foram capazes de identificar G. duodenalis em 

uma amostra arqueológica caracterizada como genótipo zoonótico A. Este achado reforça a 

evidência sobre a transmissão zoonótica do parasito na América do Sul em tempos pré-

colombianos.  

Palavras-chaves: paleoparasitologia, protozoários intestinais, Giardia duodenalis, coprólitos, 

ELISA, DNA antigo.  



15 

 

ABSTRACT 

 

Although intestinal protozoa present a worldwide distribution, their recovery from 

archaeological contexts is still exceptional. This scarcity might be associated with difficulties 

in their detection through traditional microscopy techniques and the sensitivity of their 

parasitic structures. The aim of this study was to investigate the presence of enteric protozoa, 

mainly the zoonotic, in coprolites of human and animal origin using different methodological 

approaches. For this purpose, we selected 70 samples from 15 archaeological sites in South 

America. In order to standardize the identification of protozoa in ancient remains, tests were 

performed in experimental coprolites as well. Immunoenzymatic detection was performed in 

all the samples using an ELISA kit specific for Giardia duodenalis, Cryptosporidium sp., and 

Entamoeba histolytica/dispar. Positive samples for G. duodenalis were then analyzed under 

the microscope in order to identify characteristic parasitic structures preserved in the samples. 

Finally, fragments of the B-giardin and gdh genes were amplified by PCR in the same 

samples and sequenced. This study represents the first record of G. duodenalis and 

Cryptosporidium sp. in samples of human and animal origin and the first identification of E. 

histolytica/dispar in archaeological remains from Brazil. The presence of G. duodenalis in 

coprolites of human and animal origin from the same archaeological site, suggests the 

zoonotic circulation of the parasite in the past. No positive sample was found by microscopy 

in the archaeological samples. The feces used to prepare the experimental coprolite had 

abundant cysts before desiccation; nonetheless, after desiccation and rehydration, identifiable 

structures were scarce and the loss of characteristic morphology impaired the diagnosis. 

Finally, the standardization of amplification conditions in fresh feces showed to be successful 

when tested in the experimental coprolite. Likewise, the primers designed to detect the gdh 

gene were able to identify G. duodenalis in one archaeological sample, which was possible to 

assign to genotype A. This finding reinforces the evidence suggesting a zoonotic transmission 

of G. duodenalis in pre-Columbian South America. 

Key words: paleoparasitology, intestinal protozoa, Giardia duodenalis, coprolites, ELISA, 

ancient DNA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Parasitismo e relações parasitárias 

 

O parasitismo constitui uma das associações mais comuns entre os seres vivos. É um 

fenômeno de interdependência entre espécies que influencia a organização e a evolução da 

vida, estruturando a biodiversidade tanto do hospedeiro como do parasito e suas histórias 

evolutivas
1
. Os parasitos são encontrados em todos os organismos vivos, constituindo-se em 

agentes importantes na regulação de populações e ecossistemas, mediante o impacto sobre a 

reprodução do hospedeiro, seu crescimento e sobrevivência
2
. Eles representam mais da 

metade de todas as espécies vivas, o que sugere que todas sofrem de algum grau de infecção
3
.  

O estudo dos protozoários teve seu início com a descoberta do microscópio no século 

XVII por Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723). Os protozoários são organismos 

unicelulares que apresentam uma ampla distribuição em diversos habitats. O grupo inclui os 

agentes etiológicos de algumas das doenças com maior prevalência de óbitos no mundo, e 

outros agentes que cumprem algum papel em cadeias alimentares, mantêm o balanço de 

ecosistemas ou atuam como comensais de várias espécies.  

 

1.2.  Biologia dos protozoários 

 

Dentre os protozoários que infectam humanos, exceto pelo gênero Balantidium cuja 

dimensão está em torno de 150 µm, a maioria deles apresenta um tamanho reduzido, com 

uma membrana plasmática que os separa do exterior e organelas especializadas que auxiliam 

na locomoção, sendo elas pseudopódes, flagelos ou cílios. O DNA encontra-se organizado 

em cromossomos contidos em um ou mais núcleos. A maioria dos protozoários é aeróbica e 

contêm mitocôndrias que lhes fornecem energia, embora vários protozoários intestinais sejam 

capazes de crescimento anaeróbico mediante o uso de hidrogenossomas, mitossomas ou 

glicossomos. Os protozoários apresentam duas formas de reprodução, uma assexuada por 

fissão binaria, fissão múltipla e formação de esporos, e uma sexuada por conjugação ou 

produção de gametas. A alimentação é realizada em alguns casos através da membrana 

plasmática, em outros é necessária a presença de estruturas especializadas. O estágio que se 

alimenta e cresce é conhecido como trofozoíta, porém sob condições adversas alguns 

protozoários podem se transformar em cistos que resistem à falta de alimento, pH e 
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temperaturas elevadas, propriedades que lhes permitem atingir novos hospedeiros e favorecer 

a transmissão
4,5

. 

Este estudo foi dirigido a três protozoários intestinais (Giardia duodenalis, Entamoeba 

histolytica/dispar, e Cryptosporidium sp.) que contribuem para os casos de morbidade por 

doença diarreica, principalmente nos países em desenvolvimento. Também não são incomuns 

em países desenvolvidos, onde são responsáveis por surtos de diferentes dimensões. Todos 

eles compartilham várias características, pois todos possuem estágios parasitários dentro do 

hospedeiro, todos têm o potencial para causar doença e morte em alguns casos, e produzem 

cistos ou oocistos que sobrevivem no meio ambiente, assegurando a sua transmissão.  

 

1.3. Protozoários intestinais de importância médica 

 

1.3.1. Giardia duodenalis 

 

 A infecção por Giardia spp. vem sendo estudada há cerca de 300 anos, desde que o 

cientista holandês, Antonie van Leeuwenhoek, constatou sua presença pelo exame das suas 

próprias fezes mediante microscópios construídos por ele mesmo
6
. Desde então, 

descreveram-se diversas espécies e genótipos deste protozoário, tendo por base seu encontro 

em hospedeiros diferentes e a morfologia do parasito.  

 Giardia spp. é um parasito que infecta a uma ampla variedade de hospedeiros 

vertebrados
7
, com mais de 50 espécies descritas na primeira metade do século XX

8
. Seis 

espécies de Giardia spp. são aceitas atualmente, sendo elas G. agilis, G. ardeae, G. psittaci, 

G. muris, G. microti e G. duodenalis (quadro 1). Análises filogenéticas do gene SSU rRNA 

(subunidade menor do RNA ribossomal) e vários genes constitutivos codificando para 

glutamato deidrogenase (gdh), triose-fosfato isomerase (tpi), beta-giardina (β giardina) e 

fator de elongação 1-alfa  (ef1 α)
9,10

, têm confirmado uma grande variabilidade em G. 

duodenalis, sugerindo que esse protozoário deveria ser considerado um complexo com 

genótipos distintos, similares em morfologia e com diferenças nos hospedeiros específicos
11-

18
.  
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Quadro 1 

Espécies de Giardia consideradas como válidas 

Espécies Descrita por Ano Genótipo Hospedeiros principais 

Giardia duodenalis Davaine 1875 

A 

Humanos, primatas não humanos, 

ruminantes, alpacas, suínos, equinos, 

canídeos domésticos e silvestres, 

felídeos, roedores e marsupiais 

B 

Humanos, primatas não humanos, 

bovinos, cães, equinos, coelhos e 

castores 

C, D Canídeos domésticos e silvestres 

E Ruminantes domésticos e suínos 

F Felinos 

G Ratos 

H Pinípedes 

Giardia agilis Kunstler 1882 - Anfíbios 

Giardia microti 
Benson 1908 - Roedores 

Giardia muris 

Giardia ardeae Noller 1920 
- Aves 

Giardia psittaci Erlandsen & Bemrick 1987 

Fonte: modificada de Feng & Xiao
10 

 

Potencial zoonótico de Giardia duodenalis.  

Para determinar o potencial zoonótico da infecção por G. duodenalis, é importante 

considerar o espectro dos hospedeiros das diferentes espécies, seus genótipos, o potencial de 

transmissão entre espécies e os fatores ambientais e de risco relacionados à exposição ao 

parasito. G. duodenalis tem sido isolada de vários hospedeiros, mostrando a existência de 

espécies específicas e de dois genótipos particulares com um amplo espectro de distribuição e 

de caráter zoonótico
19

. A ocorrência destes genótipos (A e B) em hospedeiros humanos e não 

humanos na mesma área geográfica, apóia o potencial de transmissão zoonótica
20-33

. 

 

Epidemiologia molecular de Giardia spp.  

A detecção de cistos de Giardia spp. em amostras fecais é o método mais usado para o 

diagnóstico da giardíase, e ensaios imunoenzimáticos, imunocromatográficos e de 

imunofluorescência estão disponíveis para a detecção de G. duodenalis em forma de kits 

comerciais
34

. Embora no campo de diagnóstico de rotina ensaios moleculares sejam 

incipientes, no campo da pesquisa a análise por PCR tradicional vem aumentando como 

ferramenta de diagnóstico para detectar Giardia spp., em conjunto com outros protozoários 
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intestinais como Cryptosporidium spp., E. histolytica e Dientamoeba fragilis, mostrando alta 

sensibilidade e especificidade quando comparada aos métodos convencionais
35-44

.  

A maioria dos estudos moleculares sobre Giardia spp. depende da análise dos genes-alvo 

SSU rRNA, beta giardina, gdh  e tpi. O gene-alvo conservado SSU rRNA é usado para a 

genotipagem e diferenciação entre as espécies do gênero, enquanto o gene tpi, mais variável, 

é usado para a subgenotipagem. O gene beta giardina é um gene de cópia única específico 

para Giardia
45

 e o gene gdh codifica a enzima que mantém o potencial redox intracelular do 

protozoário
7
, apresentando taxas de substituição intermediárias entre os genes SSU rRNA e 

tpi
46

. O uso de diferentes loci tem mostrado inconsistências nos resultados das genotipagens, 

em consequência, a análise multilocus está sendo cada vez mais usada na caracterização de 

G. duodenalis em humanos e animais
47

. 

 

1.3.2. Cryptosporidium spp. 

 

As primeiras observações de Cryptosporidium foram feitas no ano de 1907, quando 

Ernest Edward Tyzzer descreveu a espécie C. muris
48

 e mais tarde C. parvum
49-50

. 

As espécies de protozoários pertencentes ao gênero Cryptosporidum infectam um amplo 

espectro de vertebrados, incluindo a espécie humana (tabela 1). A maioria dos casos humanos 

de criptosporidíase no mundo são provocados por C. parvum, C. hominis
51-56

 e C. 

meleagridis
57-58

. Entre as cinco espécies mais comuns diagnosticadas em humanos, C. 

parvum e C. hominis são responsáveis por mais de 90% dos casos na maioria das áreas
59

. 

 

Tabela 1 

Espécies de Cryptosporidium que acometem humanos 

Espécies Descrita por Ano Hospedeiros principais 

Cryptosporidium parvum Tyzzer 1912 Artiodátila, humanos 

Cryptosporidium meleagridis Slavin 1955 Aves, humanos 

Cryptosporidium felis Iseki 1979 Gatos 

Cryptosporidium canis 
Fayer, Trout, Xiao, 

Morgan, Lal, Dubey 
2001 Cães 

Cryptosporidium hominis 

Morgan-Ryan, Fall, Ward, 

Hijjawi, Sulaiman, Fayer, 

Thompson, Olson, Lal, Xiao 

2002 
Humanos, 

primatas não humanas 

Fonte: modificado de Xiao et al.
60
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Potencial zoonótico de Cryptosporidium spp.  

Biologicamente, C. parvum e C. hominis diferenciam-se na especificidade do hospedeiro, 

apoiando a teoria da co-evolução parasito-hospedeiro no gênero Cryptosporidium
60

. A 

natureza hospedeiro-específica de Cryptosporidium spp. indica que a maioria das espécies 

provavelmente não representa um risco de infecção aos humanos. Porém, enquanto as 

espécies ou genótipos podem infectar preferencialmente algumas espécies de hospedeiros, 

não implica que o parasito não possa potencialmente infectar outras
59,61

.  

C. parvum tem recebido maior atenção na transmissão zoonótica da criptosporidíase, 

infectando grande parte dos mamíferos, porém a caracterização genética de Cryptosporidium 

spp. de vários animais tem mostrado a sua ausência em mamíferos silvestres
62,63

. Enquanto a 

infecção por C. hominis é mais comum em áreas urbanas, a infecção por C. parvum tem 

maior prevalência em áreas rurais, onde parece se sustentar nas práticas de criação de 

animais
61

. Vários estudos tem mostrado uma dominância de C. hominis em humanos em 

países em desenvolvimento, responsáveis por 70-90% das infecções
64-72

.  

 

Epidemiologia molecular de Cryptosporidium spp.  

Tradicionalmente, o diagnóstico da criptosporidíase dependia de técnicas de coloração, 

mas outras técnicas alternativas vêm sendo usadas, incluindo o teste ELISA e vários ensaios 

de PCR
73-76

. O gene SSU rRNA é geralmente usado na genotipagem de Cryptosporidium spp. 

em humanos, animais e amostras de água, por ser de cópia múltipla e exibir tanto regiões 

semi-conservadas como hiper variáveis, que facilitam o desenho de alvos específicos para o 

gênero
77

. Para estudar a transmissão de espécies em distintos hospedeiros, tem sido usada a 

análise da glicoproteina 60kDA (gp60), marcador polimórfico único identificado no genoma 

de Cryptosporidium que dirige a neutralização da resposta imune em humanos
78

.  

 

1.3.3. Entamoeba spp. 

 

No ano 1875, Fedor Losch descreveu a presença de trofozoítas de uma ameba em fezes 

disentéricas, as quais chamou de Amoeba coli, sem lhe atribuir uma significância etiológica. 

Mais tarde em 1903, Schaudinn introduziu o termo Entamoeba coli para as espécies não 

patogênicas isoladas de pacientes assintomáticos e E. histolytica para aquelas que causavam 

disenteria
79

. Atualmente é conhecido o papel de E. histolytica como agente etiológico da 

amebíase intestinal não invasiva, em geral assintomática; e das formas invasivas restritas ao 
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trato intestinal e associadas ou não à forma extraintestinal, sendo a forma invasiva 

responsável pela alta morbidade e mortalidade por diarreia e outros agravos à saúde em 

países em desenvolvimento
80,81

. O parasito infecta 500 milhões de pessoas por ano, causando 

doença em 50 milhões dos casos, óbito em 100.000 indivíduos ao ano
82

 e constituindo a 

terceira causa de morte por doença infecciosa, depois da malária e esquistossomose
83

.  

O gênero Entamoeba inclui muitas espécies, das quais seis tem por hábitat o lúmen 

intestinal humano
84,85

 (tabla 2). Embora as espécies E. histolytica, E. dispar e E. moshkovskii 

sejam morfologicamente idênticas, apresentam diferenças em aspectos bioquímicos e 

genéticos
86-91

, sendo patogênica somente a primeira. 

 

Tabela 2 

Espécies de Entamoeba com hábitat intestinal que infectam humanos 

Espécie Descrita por Ano Hospedeiro principal 

Entamoeba histolytica Schaudinn 1903 Humanos e outros primatas 

Entamoeba dispar Brumpt 1925 Humanos 

Entamoeba moshkovskii Tshalaia 1941 Humanos 

Entamoeba polecki Prowazek 1912 Suínos e outros primatas 

Entamoeba coli Grassi 1879 Humanos 

Entamoeba hartmanni Prowazek 1912 Humanos 

Fonte: modificado de Ponce-Gordo & Martínez Díaz
93 

 

E. histolytica tem por hábitat o intestino grosso, multiplicando-se e formando cistos que 

são eliminados com as fezes, podendo infectar outros indivíduos quando ingeridos com água 

ou alimentos contaminados. Os parasitos podem invadir a parede intestinal causando 

ulcerações e diarreia sanguinolenta, conhecida como disenteria amebiana. Se estes 

alcançarem a circulação, podem ser transportados a outros tecidos
79,92

. 

 

Potencial zoonótico de Entamoeba spp.  

O risco no campo da saúde coletiva pela transmissão zoonótica de E. histolytica é 

mínimo. O cão pode ser uma fonte potencial de infecção humana após o consumo de água e 

alimentos contaminados por fezes humanas, porém o parasito raramente o infecta, 

apresentando neste um baixo índice de encistamento
94

. Outras espécies potencialmente 

zoonóticas de Entamoeba spp. (E. coli, E. polecki e E. hartmanni) têm sido reportadas em 

humanos
95,96

, primatas não humanos
96,97

, cães e marsupiais
98,99

. 
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Epidemiologia molecular de Entamoeba spp.  

A microscopia óptica não consegue distinguir entre E. histolytica, E. dispar e E. 

moshkovskii, constituindo uma técnica obsoleta no diagnóstico da amebíase, embora a 

detecção de hemácias dentro de trofozoítas seja mais comum na infecção por E. 

histolytica
100,101

. Os ensaios antigênicos ELISA específicos para E. histolytica usam 

anticorpos policlonais ou monoclonais, mostrando ser mais sensíveis e específicos que a 

microscopia ao obter testes positivos em 60-90% dos casos
102

. Atualmente existen kits 

imunoenzimáticos específicos para E. histolytica, mas ainda não são muito usados; a maioria 

dos testes disponíveis no mercado distinguem somente as amebas como um complexo E. 

histolytica-E. dispar.  

Um grande número de ensaios de PCR estão disponíveis para detecção de Entamoeba 

spp., mostrando excelente sensibilidade e especificidade
91,103

, baseada na amplificação de 

sequências de DNA espécie-específicas usando diferentes modalidades das técnicas de 

PCR
90,104-106

. 

 

1.4. Abordagens metodológicas para detecção de protozoários em material moderno. 

 

A maioria dos laboratórios de microbiologia médica usam procedimentos de diagnóstico 

convencionais, como cultura, testes imunológicos e microscopia. A microscopia apresenta 

algumas desvantagens ao depender da experiência e habilidades do microscopista para a 

detecção e identificação correta de parasitos. Além disso, a intermitência da eliminação de 

cistos e oocistos pode levar a resultados falsos negativos
107

. No entanto, a microscopia possui 

a vantagem de permitir a identificação de diversas espécies de parasitos na amostra analisada, 

o que não é sempre possível fazer nos testes imunológicos específicos
108

. 

A detecção por antígenos é uma alternativa rápida e efetiva para vários parasitos, porém 

sua sensibilidade é limitada, precisando de um teste para cada espécie
34

. As ferramentas 

moleculares também oferecem uma detecção rápida e sensível dos parasitos intestinais, 

embora mantendo-se limitada devido aos altos custos de implementação, inibidores nas 

amostras fecais
109

 e necessidade de laboratórios especializados. 

Na última década, vários métodos têm sido publicados para a detecção de DNA 

parasitário; métodos mais simples e efetivos têm sido desenvolvidos
36,110

, além de 

equipamentos mais sofisticados e de amplificação mais rápida com a capacidade de detecção 
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de mais de um parasito em uma mesma PCR, como PCR multiplex e PCR em tempo real
111-

113
.  

 

1.5. Parasitos antigos e evolução 

 

Há 50.000-70.000 anos que Homo sapiens saiu do sudeste africano
114-118

, se expandindo 

ao Oriente Médio e, de forma independente e em várias ondas migratórias, à Europa e Ásia 

até habitar todos os espaços do globo. Porém, levou consigo diversos parasitos que o 

acompanharam nas suas migrações.  

O estudo de parasitos em material antigo, seja arqueológico ou paleontológico, faz parte 

da paleoparasitologia, disciplina que tem reunido múltiplos estudos, desde a descrição 

pioneira de ovos de Schistosoma haematobium em múmias egípcias por Sir Armand Ruffer 

no início do século XX
119

. Seu desenvolvimento inicialmente foi concomitante ao da 

paleopatologia, quando as duas baseavam-se no estudo de corpos mumificados, geralmente 

provenientes de populações do Antigo Egito, para o diagnóstico histológico de doenças em 

tecidos. 

A análise de coprólitos propriamente dita teve seu início na segunda metade do século 

XX
120

 com a introdução da técnica da reidratação em fosfato trissódico
121

 e análise 

microscópica. Os primeiros trabalhos mostraram a antiguidade da relação parasito-

hospedeiro, tentando entender o processo saúde e doença de povos indígenas, as relações 

evolutivas entre humanos, animais, parasitos e a distribuição de zoonoses ao longo do tempo 

em diferentes lugares
122,123

. 

O estudo de parasitos no passado depende da distribuição e disponibilidade dos restos 

antigos, a ecologia das doenças infecciosas e o uso de técnicas adequadas para sua detecção. 

Uma grande variedade de parasitos têm sido recuperada em material antigo, tanto no Velho 

Mundo como nas Américas, sendo a maioria dos achados de helmintos
124

. Apesar dos 

protozoários exibirem uma distribuição global, eles não são facilmente recuperados de 

contextos arqueológicos. Esta escassez pode estar relacionada às dificuldades na sua detecção 

usando microscopia óptica e à fragilidade das estruturas parasitárias que são menos 

resistentes aos processos tafonômicos, levando a uma subestimação da presença dos 

protozoários no passado. 
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1.6. Abordagens metodológicas para detecção de protozoários em material antigo 

 

1.6.1. Análise macroscópica e microscópica 

 

Apesar de se encontrar limitada à preservação do corpo e pontos de referência 

específicos, o exame macroscópico de lesões tem sido a técnica mais usada na aproximação 

às doenças no material arqueológico. Como exemplo, encontraram-se alterações indicativas 

de doença de Chagas no intestino grosso de uma múmia pré-colombiana nos Estados Unidos 

da América
125

, e posteriormente confirmada pelo diagnóstico molecular
126

, como também em 

múmias do Brasil
127,128

. Há também descrições de lesões sugestivas de doença de Chagas em 

número considerável de corpos mumificados da região andina
129

. 

A busca de documentos históricos já oferece um método indireto para se estudar as 

infecções no passado. Revisando documentos médicos, relatos de autópsias e registros de 

óbito feitos por médicos da corte dos Medici, Gino Fornaciari e colaboradores, conseguiram 

reconstruir a história médica de uma das famílias mais influentes do Renascimento italiano
130-

132
. De forma similar, a origem da leishmaniose nas Américas foi discutida baseada em 

documentos etno-históricos e representações de cerâmica Mochica (huacos), exibindo lesões 

parecidas às encontradas na leishmaniose mucocutânea
133

. 

A microscopia tem sido o método tradicional de identificação de parasitos na 

paleoparasitologia. Os primeiros achados de protozoários em fezes fossilizadas (coprólitos) 

foram assim descritos
134-136

. Lamentavelmente, a maioria desses achados não foram 

registrados por fotografias ou imagens, dificultando comparações com estudos posteriores. 

 

1.6.2. Imunodiagnóstico de proteínas antigas 

 

Apesar de ter sugerido que a diagênese pode alterar a antigenicidade de proteínas 

antigas
137

, alguns estudos propõem que elas retêm uma maior integridade e especificidade 

antigênica
138

, sendo mais resistentes do que o DNA antigo ao decaimento tafonômico
139-141

. 

Este enfoque tem incluido proteínas antigas de plantas e animais que têm persistido no 

tempo
140,142-146

. A detecção de antígenos em material antigo tem utilizado diversas técnicas, 

incluindo imunocromatografia, detecção imunoenzimática (ELISA) e análise 

imunohistoquímica
130,131, 147-152

.  
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Na paleoparasitologia, a imunofluorescência e os ensaios imunoenzimáticos têm sido as 

técnicas mais utilizadas no reconhecimento de antígenos no material arqueológico
153-157

. 

Técnicas bioquímicas foram usadas inicialmente em 1989, quando Faulkner e colaboradores 

aplicaram imunofluorescência indireta para identificar cistos de Giardia em coprólitos 

humanos datados de 2177 ± 145 antes do presente (AP)
158

. 

 

1.6.3. DNA antigo 

 

A recuperação de sequências de DNA mitocondrial de uma quagga
1160 

e a clonagem 

molecular de DNA de uma múmia egípcia
161

 foram as primeiras tentativas de recuperar DNA 

antigo, porém, com ausência da técnica de PCR, o isolamento de clones portadores da mesma 

sequência era um objetivo difícil de atingir. O desenvolvimento da PCR
162,163

 tornou possível 

a produção ilimitada de número de cópias escassas de DNA. As primeiras aplicações da PCR 

em DNA antigo
164,165

 apontaram à duas dificuldades técnicas, o dano molecular e a 

contaminação com DNA moderno
166-169

. 

Os primeiros estudos de DNA antigo usaram tecido mole e osso, por ser o último 

abundante no registro fóssil e preservar melhor o DNA. O estudo de coprólitos como fonte de 

DNA antigo começou no ano 1998 e desde então, a variedade de fontes tem incluído também 

cabelo, concheiros de roedores do gênero Neotoma, sedimento, penas e cascas de ovos, entre 

outros
170

. 

Uma segunda revolução na pesquisa em DNA antigo foi introduzida no ano 2005
 
com o 

uso de sequencimanto de DNA de última geração
171

. Estas tecnologias aumentaram em 300 

vezes a recuperação de DNA quando comparadas com o sequenciamento tradicional Sanger, 

permitindo reconstruir vários genomas mitocondrais antigos, seja por sequenciamento por 

shotgun ou em combinação com PCR multiplex ou hibridização molecular
172-175

. 

O progresso na pesquisa de DNA antigo tem sido principalmente dirigido pela tecnologia. 

Além destas grandes revoluções existem abordagens metodológicas (tais como a melhoria 

nas técnicas de extração de DNA e modificações da PCR) que, apesar de representarem um 

menor avanço, também têm trazido sua contribuição. Os primeiros estudos de DNA antigo 

em paleoparasitologia foram realizados em múmias animais experimentais, mostrando que as 

técnicas moleculares também conseguiam recuperar DNA parasitário de material 

                                                           
1
 Equus quagga é um equídeo da Africa do Sul que foi extinto em 1883

159
. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Equus
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arqueológico
176

. Contudo, a biologia molecular tem sido utilizada principalmente para a 

confirmação dos achados, tendo já identificado malária, leishmaniose visceral e doença de 

Chagas. Atualmente, a biologia molecular não tem sido utilizada na identificação de 

protozoários intestinais em material antigo. 

Apesar dos protozoários intestinais apresentarem uma distribuição global, eles não são 

recuperados com facilidade do registro arqueológico, sendo ainda muito raros na literatura. 

Essa escassez poderia estar relacionada às dificuldades da sua detecção pela técnica 

tradicional da microscopia óptica e ao caráter frágil das estruturas parasitárias que não 

apresentam uma boa preservação. Esta pesquisa foi principalmente dirigida ao estudo de G. 

duodenalis, dada à existência de publicações prévias identificando o parasito em material 

arqueológico. Ao proporcionar uma detecção mais sensível e específica, o uso da biologia 

molecular em material antigo permitiria a identificação ao nível de genótipo do parasito, 

oferecendo uma abordagem interessante ao estudo do potencial zoonótico de G. duodenalis 

no passado, ênfase ainda pouco explorada na literatura.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Investigar a presença de protozoários intestinais, principalmente de caráter zoonótico, em 

coprólitos humanos e animais mediante o uso de diferentes técnicas de diagnóstico 

parasitológico. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Comparar as técnicas usadas na recuperação de protozoários intestinais, através de uma 

revisão sistemática dos achados em material arqueológico. 

 

 Examinar coprólitos experimentais positivos para G. duodenalis mediante microscopia 

óptica, para visualizar diferenças morfológicas nas estruturas observadas tanto neles 

quanto nas amostras arqueológicas, e diagnóstico molecular, a fim de padronizar as 

metodologias a serem empregadas nas amostras arqueológicas. 

 

 Identificar a presença de G. duodenalis, Cryptosporidium sp. e E. histolytica/dispar em 

coprólitos experimentais e amostras arqueológicas mediante o uso de ensaios de 

imunoadsorção enzimática (ELISA) específicos para cada protozoário. 

 

 Examinar por microscopia óptica as amostras arqueológicas positivas para G. duodenalis 

pelo diagnóstico imunoenzimático. 

 

 Caracterizar molecularmente isolados de G. duodenalis em amostras arqueológicas. 

 

 Confirmar molecularmente a origem zoológica dos coprólitos de origem não humana. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Breve resumo da metodologia 

 

Primeiramente foi feita uma revisão sistemática de literatura com o objetivo de comparar 

as metodologias usadas no estudo de protozoários no passado. Selecionou-se material fecal 

moderno positivo para cada protozoário e, com a finalidade de padronizar as técnicas de 

recuperação de protozoários em material antigo, foram preparados coprólitos experimentales 

usando parte deles. Tanto as amostras experimentais quanto as arqueológicas foram 

processadas e sedimentadas (fig. 1). Todas as amostras foram submetidas a testes 

imunoenzimáticos específicos para cada protozoário. As amostras positivas para G. 

duodenalis pelo teste ELISA foram analizadas pela microscopia óptica (fig. 2) e 

posteriormente testadas pela biologia molecular (fig. 3). Todos os testes foram padronizados 

em material fecal moderno, testados em material experimental e finalmente aplicados nas 

amostras arqueológicas. 

 

 

Fig. 1. Fluxograma do processamento das amostras 
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Fig. 2. Fluxograma do diagnóstico imunoenzimático e microscopia óptica. 

 

 

Fig. 3. Fluxograma do diagnóstico molecular. 

 

3.2. Revisão sistemática de literatura  

 

A revisão de literatura teve como objetivo identificar e sumarizar a distribuição 

geográfica dos protozoários provenientes de material arqueológico humano no passado, 

enfatizando a metodologia usada nos estudos. Os descritores usados na pesquisa em bases 

eletrônicas incluiram assuntos relacionados a paleoparasitologia, arqueologia e 

paleopatologia. As principais bases utilizadas foram PubMed e ScienceDirect, além de 

consultas a autores com publicações nestas áreas. Os dados analisados nas publicações, foram 

principalmente espécies de protozoários identificadas, sítios arqueológicos, datações, 
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metodologia empregada e resultados. Não houve exclusão quanto ao ano de publicação ou 

idioma.  

 

3.3. Amostras 

 

Material fecal moderno.  

Material fecal positivo para G. duodenalis (origem humana e de felino), C. parvum 

(ruminante) e E. histolytica (humano), foi selecionado de material coletado a fresco 

depositado no laboratório de Parasitologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia 

da Universidade Federal Fluminense, laboratório de Protozoologia da Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), e do Departamento de Ciências Biológicas 

(ENSP/FIOCRUZ) respectivamente. O material fecal positivo foi usado como controle 

positivo no teste imunoenzimático e a amostra positiva para G. duodenalis foi usada também 

na padronização e teste das condições de amplificação da PCR. 

 

Coprólitos experimentais.  

Com o objetivo de padronizar a metodologia de identificação de protozoários em material 

antigo, os testes foram realizados primeiramente em coprólitos experimentais. Estes foram 

preparados colocando-se 2,5 gramas de material fecal positivo para os protozoários 

propostos, em uma estufa a ~37-40ºC  e pesados periodicamente até não haver mais perda de 

peso.  

 

Coprólitos e sedimento.  

Foram selecionados 70 coprólitos e/ou sedimento, de origem humana e animal, 

provenientes de 14 sítios arqueológicos em três países da América do Sul (fig. 4, quadro 2), 

priorizando aquelas com  origem e datação conhecida. Todos eles fazem parte da coleção do 

laboratório de Paleoparasitologia do Departamento de Ciências Biológicas da Escola 

Nacional de Saúde Pública Sérgio Arouca, Fundação Oswaldo Cruz (ENSP/FIOCRUZ).  
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Fig. 4. Mapa mostrando a localização aproximada dos sítios arqueológicos usados neste estudo.  
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Quadro 2 

 Descrição das amostras arqueológicas usadas neste estudo 

Nº ID 

amostra 

Sítio arqueológico Datação Origem 

Coprólito Sedimento 

1 4  

 

 

 

Gruta do Gentio II 

(Minas Gerais, Brasil) 

 

 

3490±120 a 430±70 AP Humano 
 

- 

2 5a 

3 16 

4 17 

5 22 

6 28B 

7 29 

8 38 

9 43 

10 44a 

11 337 

Boqueirão da Pedra 

Furada  

(Piaui, Brasil) 

7230±80 AP 

 

Humano - 

12 338 

13 1882 

14 1883A 

15 1883B 

16 350 

Roedor 

 

- 

 
17 351 

18 356 

19 359 8170±80 AP Roedor - 

20 353 9800±60 AP 

Humano - 21 1884 
9800±60 AP 

22 1876 

23 848 

Sítio do Meio 

(Piaui, Brasil) 

9150±60 AP Felídeo  - 

24 934 SI 
Roedor - 

25 944 SI 

26 985 a.2 SI - I 

27 1020 SI Humano  - 

28 1474 

Sítio Fonseca 

(São Paulo, Brasil) 
1010±100 AP - Humano 

29 1476 

30 1477 

31 1478 

AP: antes do presente; AD:Anno Domini; SI: sem informação, mas do periodo pré-colombiano;  

I: origem incerta; -: não se aplica. Nota: detalhes providos ao nível de acurácia permitido pelas 

fontes originais 
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Quadro 2 

(continuação) 

Nº ID 

amostra 

Sítio arqueológico Datação Origem 

Coprólito Sedimento 

32 510 

Furna do Estrago 

(Pernambuco, Brasil) 

4000-5000 AP 

Humano - 

33 511 

34 728N SI 

35 729a SI 

36 730b SI 

37 731a SI 

38 1608 

Toca dos Coqueiros 

(Piaui, Brasil) 
8870±60 AP 

- I 

39 1633 Canídeo - 

40 1670 Felídeo  - 

41 1042 

Humano - 42 1618 

43 1678 

44 1140 

 

Toca da Baixa dos 

Caboclos  

(Piaui, Brasil) 

SI - I 

45 1172C 

400±50 AP 

Humano - 

46 1172D 

Roedor - 47 1186 

48 1192 

49 768 
Toca da Cima dos Pilões 

(Piaui, Brasil) 
2290±60 AP Roedor - 

50 773 
Sítio Antonião 

(Piaui, Brasil) 
9670±140 AP Roedor - 

51 1580 
Toca do Extrema  II 

(Piaui, Brasil) 
4730±110 AP Roedor - 

52 1590 
Toca do Morcego  

(Bahia, Brasil) 
9200 AP Felídeo  - 

53 M05 

San Pedro de Atacama 

(Antofagasta, Chile) 

940-1240 AD 

Humano 

 

- 

 

54 M09 

55 M12 

56 M06 
100-500 AD 

57 M33 

58 M17 900-1450 AD 

59 M23 1300 AC-500 AD  

60 637 Horizonte Meio 

750-1100 AD 61 654 

AP: antes do presente; AD:Anno Domini; SI: sem informação, mas do periodo pré-colombiano;  

I: origem incerta; -: não se aplica. Nota: detalhes providos ao nível de acurácia permitido pelas 

fontes originais 
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Quadro 2 

(continuação) 

Nº ID 

amostra 

Sítio arqueológico Datação Origem 

Coprólito Sedimento 

62 665 

Caserones Tarapaca 40 

(Iquique, Chile) 

 

900 AC-800 AD 

 

Humano - 
63 683 

64 643 

65 678 

66 628 
Huayuri 

(Huánuco, Peru) 

Período Intermediário 

Tardio 

1200-1400 AD 

Humano - 67 639 

68 676 

69 1565 Vale do rio Chillon 

(Lima, Peru) 
Período Incaico Tardío Humano - 

70 1567 

AP: antes do presente; AD:Anno Domini; SI: sem informação, mas do periodo pré-colombiano;  

I: origem incerta; -: não se aplica. Nota: detalhes providos ao nível de acurácia permitido pelas 

fontes originais 

 

3.4. Processamento das amostras 

 

As amostras arqueológicas e os coprólitos experimentais foram processados no 

laboratório de Paleoparasitologia (ENSP/FIOCRUZ). Dependendo da disponibilidade, entre 

0,5-2 gramas de cada coprólito foram selecionadas, sendo primeiramente reidratadas em 

solução de fosfato trissódico à 0,5%
121

 por 72 horas no mínimo. Posteriormente foram 

homogeneizadas na mesma solução, filtradas em gaze para reter macro-resíduos e submetidas 

à sedimentação espontânea pela técnica de Lutz
177

 por 24 horas na geladeira. O sedimento 

obtido foi coletado em tubos de 15 mL, codificado e imediatamente estocado em geladeira, 

sem uso de conservantes. Uma alíquota (200 µL) de cada amostra foi armazenada em freezer 

para o diagnóstico molecular.  

 

3.5. Pesquisa parasitológica 

 

3.5.1. Diagnóstico imunoenzimático (ELISA) 

 

A detecção de antígenos em material antigo foi realizada no laboratório de 

imunodiagnóstico do Departamento de Ciências Biológicas (ENSP/FIOCRUZ), usando-se o 
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ensaio imunoenzimático ELISA (IVD Research) para a detecção de proteínas de parede 

específicas para cada protozoário. 

O uso de sedimento versus sobrenadante foi testado para G. duodenalis e 

Cryptosporidium sp. em uma seleção aleatória de amostras antigas, seguindo o protocolo dos 

fabricantes e algumas modificações padronizadas por Gonçalves et al.
154

 para material antigo. 

Os coprólitos experimentais e o material fecal fresco, a partir do qual eles foram produzidos, 

foram testados também durante a padronização com o objetivo de comparar a intensidade do 

sinal obtido, tanto entre eles quanto entre as amostras antigas.  

Os resultados foram analisados visualmente a partir de mudanças na cor dentro dos poços 

e pela leitura da densidade óptica (DO) em um espectrofotômetro leitor de placas (leitura 

bicromática a 450/620-650 nm).  Amostras que apresentaram valores de densidade óptica 

iguais ou superiores a 0.08 foram consideradas positivas para G. duodenalis e 

Cryptosporidium sp., enquanto valores iguais ou superiores a 0.15, foram considerados 

positivos para E. histolytica/dispar, segundo indicações do fabricante. Os testes foram 

replicados para todas as amostras com o uso de um segundo kit para cada protozoário. As 

amostras que foram diagnosticadas como positivas para a presença de G. duodenalis no 

ensaio imunoenzimático foram posteriormente analisadas por microscopia óptica e 

diagnóstico molecular, com a finalidade de comparar as diferentes técnicas de detecção. O 

diagnóstico molecular seria capaz de genotipar o isolado, identificando por ventura algum 

com caráter zoonótico, o que as demais técnicas não seriam hábeis em apontar. 

 

3.5.2. Diagnóstico microscópico 

 

Sedimento do coprólito experimental foi usado para montar lâminas que foram coradas 

com lugol e observadas em microscopio óptico em aumento de 100X e 400X, com a 

finalidade maior de identificar alterações na estrutura dos cistos e se ainda assim estes seriam 

identificáveis. Sedimento de cada amostra arqueológica positiva para a presença de G. 

duodenalis no ensaio imunoenzimático foi analisado pela leitura microscópica de 4 lâminas 

por cada amostra. Eventualmente algumas estruturas observadas com tamanho ou morfologia 

compatível aos cistos de G. duodenalis atuais foram fotografadas e medidas. 
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3.5.3. Diagnóstico molecular 

 

3.5.3.1. Padronização das condições de diagnóstico em material fecal moderno 

 

Amostras.  

As análises de DNA foram realizadas nos laboratórios de Biologia Molecular de Parasitos 

da Universidade Federal Fluminense. A extração de DNA da amostra fecal de felino foi 

realizada usando o kit comercial QIAamp® DNA Stool Min Kit (Qiagen) com algumas 

modificações padronizadas por Adamska et al.
178

 e por Leles et al.
179

 para extração de DNA 

de parasitos com estruturas resistentes, como cistos de Giardia spp. e ovos de Ascaris spp., 

respectivamente.  

Na padronização das condições de cada PCR foram usadas: a) uma diluição 1:10 de uma 

amostra já extraída de trofozoítas de G. duodenalis da cepa de cultivo WB 

(AACB00000000.2); b) uma amostra fecal de humano e outra de felino, diagnosticadas como 

positivas para cistos de G. duodenalis pela microscopia óptica e c) água ultrapura autoclavada 

como controle negativo da reação.  

 

Desenho dos alvos.  

Os alvos para G. duodenalis foram desenhados a partir da sequência do genoma completo 

do parasito, depositada no GenBank. Para o gene conservado B-giardina, foi desenhado um 

par de alvos para obter um fragmento de 324 pb; um segundo par de alvos incluido dentro do 

fragmento anterior foi desenhado para maximizar a especificidade da região desejada. Como 

o gene B-giardina é de cópia única, e como o material antigo encontra-se altamente 

fragmentado, foram desenhados alvos para obter um fragmento de 214 pb do gene gdh, 

presente em múltiplas cópias. Foram usadas bases nucleotídicas degeneradas em ambos os 

genes-alvos com o objetivo de detectar os dois grandes grupos de genótipos zoonóticos A e 

B, e alguns genótipos animais (quadro 3). 
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Quadro 3 

Descrição dos oligonucleotídeos usados neste estudo 

 Nome Sequência Região Tamanho produto (pb) Organismo Referências 

H
o
sp

ed
ei

ro
 

h
u

m
a
n

o
 

BgiarF1/ BgiarR1 
5’-TGAACCAGCGCGTCAGCAGG-3’ 

B-giardina* 
324 

Giardia duodenalis Este estudo 

5’-GGCGTCGTTRTGGATGGCGA-3’ 

BgiarR2 5’-GCCTGGCGCTTCCTCGACTC-3’ 147 

GdhF1/ GdhR1_H 
5’-CTTCCGYGTBCCMTGGATGG-3’ 

Gdh 214 
5’-RAAGTCGGAGCCGCCCTTRC-3’ 

L16234/ H16422 
5’-CACATCAACTGCAACTCCAA-3’ 

HVS1 188 Homo sapiens Leles
182 

5’-ATTGATTTCACGGAGGATGG-3’ 

H
o
sp

ed
ei

ro
  

n
ã
o
 h

u
m

a
n

o
 

GdhF1/ GdhR1_A 
5’-CTTCCGYGTBCCMTGGATGG-3’ 

Gdh 214 Giardia duodenalis 

Este estudo 

5’-RAAGTCRGAGCCRCCCTTGC-3’ 

DTcytbF/ DTcytbR 
5’-TTGACCTCCCAGCACCATCT-3’ 

Citocromo b 

 

210 Cerdocyon thous 
5’-TGGAGGCACCATTTGCATGT-3’ 

KRcytbF/ KRcytbR 
5’-TCCCTTCGTCATCGCAGCCCT-3’ 

205 Kerodon rupestris 
5’-TGGGTCACCGAGGAGGTCGG-3’ 

PCcytbF/ PCcytbR 
5’-TGCAATCCTCCGATCCATCCCCA-3’ 

204 Puma concolor 
5’-GGATGTTCTACGGGTTGGCCGC-3’ 

* também detecta alguns genótipos animais.
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Para confirmar a presença de inibidores nas amostras, assim como a origem do material 

arqueológico, alvos para os diferentes hospedeiros foram testados previamente à realização 

da PCR para Giardia sp. Para as amostras humanas foram usados primers já descritos na 

literatura (quadro 3), na tentativa de identificar amostras possivelmente inibidas, e para as 

amostras identificadas pela morfometria como pertencentes a espécies de animais, diferentes 

alvos foram desenhados para detectar a presença do gene citocromo b. Como estas últimas 

provêm do Piauí, os alvos foram desenhados considerando espécies endêmicas da área. No 

caso dos felídeos, os alvos foram desenhados para identificar a espécie Puma concolor 

(onça), amplamente distribuida no Novo Mundo; para os canídeos, foram desenhados alvos 

para identificar a espécie Cerdocyon thous (cachorro do mato), espécie endêmica ao norte da 

América do Sul; e finalmente, para os roedores desenharam-se alvos para a espécie nativa do 

nordeste brasileiro, Kerodon rupestris (mocó) (quadro 3). Todos os alvos foram desenhados 

usando o programa Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

 

Amplificação de genes específicos para G. duodenalis a partir de DNA moderno.  

Foram testadas duas condições diferentes de MgCl2 (2,5 mM e 3,0 mM) para os alvos B-

giardina e gdh, usando as amostras modernas já citadas. Cada reação de PCR foi realizada em 

um volume final de 25 µL, usando os alvos e as condições listadas nos quadros 3 e 4, 

respectivamente. Para cada uma das reações de PCR foram testadas três diferentes 

temperaturas de hibridização de oligonucleotideos (58ºC, 60ºC, 63ºC) para o gene B-giardina, 

e seis (58ªC a 63ªC) para o gene gdh. Após a eletroforese e visualização do gel, ficou definida 

a melhor condição para o ensaio. Os produtos da PCR obtidos para o alvo B-giardina foram 

logo submetidos à reação de nested-PCR nas duas concentrações de magnésio para todas as 

temperaturas. A quantidade de DNA usada na padronização foi determinada segundo 

trabalhos prévios
180

.  
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Quadro 4 

 Padronização das condições de PCR e nested-PCR para os genes-alvo usados neste estudo 

Gene alvo Quantidade de DNA 

ou template  

Reagentes (Invitrogen) 

(volume final de 25 µL) 

Ciclagem Alvos Tamanho esperado 

do produto 

B-giardina 

PCR primária: 

3 µL/ 5 µL* 

1. 2 unidades de Taq polimerase  

2. Tampão 1x  

3. 0.2 mM cada dNTP  

4. 3 mM de magnésio  

5. 0.2 µM de cada alvo  

6. Água Milli-Q autoclavada até 

completar 25 µL (considerando 

volume do template) 

94ºCx5min, 94ºCx30seg, 59ºCx30seg, 

72ºCx30seg, 72ºCx7min 

 

Nº de ciclos: 45 

BgiarF1/BgiarR1 324 pb 

 nested PCR: 

1 µL/ 2 µL* 

94ºCx5min, 94ºCx30seg, 61ºCx30seg, 

72ºCx30seg, 72ºCx7min 

 

Nº de ciclos: 35 

BgiarF1/BgiarR2 147 pb 

Gdh 1 µL/ 3 µL* 

94ºCx5min, 94ºCx30seg, 59ºCx30seg, 

72ºCx30seg, 72ºCx7min 

 

Nº de ciclos: 45 

gdhF1/gdhR1_H 

gdhF1/gdhR1_A 
214 pb 

Citocromo b 3 µL/ 5 µL* 

94ºCx5min, 94ºCx20seg, 55ºCx20seg, 

72ºCx20seg, 72ºCx7min 

 

Nº de ciclos: 35 

DTcytbF1/DTcytbR1 210 pb 

94ºCx5min, 94ºCx20seg, 60ºCx20seg, 

72ºCx20seg, 72ºCx7min 

 

Nº de ciclos: 35 

PCcytbF1/PCcytbR1 204 pb 

KRcytbF1/KRcytbR1 205 pb 

HVS1 
2 µL* + 1 µL

#
 

amplicon 

94ºCx5min, 94ºCx20seg, 55ºCx20seg, 

72ºCx30seg, 72ºCx7min 

 

Nº de ciclos: 45 

L16234/ H16422 188 pb 

* quantidade de DNA usada para amostras antigas; 
#
 adicionado nas amostras não humanas para testar inibição.
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Logo após, 8 µL de cada produto obtido foram levados à eletroforese em gel de 

agarose a 2,5% (75V por 60 minutos seguidos de 70V por 20 minutos) e corados com 

brometo de etídio (5 µg/mL) por 10 minutos. Os produtos da PCR foram purificados 

usando colunas de sílica (GE Healthcare), quantificados em espetrofotômetro 

(Nanodrop 2000, Thermo Scientific Inc) e sequenciados. Cada amostra foi sequenciada 

em ambas as fitas, usando para cada reação de sequenciamento 6,5 µL de DNA 

purificado e 1 µL do alvo na concentração de 50 ng/µL. O sequenciamento foi realizado 

na plataforma da FIOCRUZ e SeqUFF da Universidade Federal Fluminense utilizando 

o sequenciador automático Applied Biosystems® 3130 Genetic Analyzer. 

 

Amplificação de genes específicos para espécies não humanas a partir de DNA 

moderno.  

Apenas os alvos para canídeos e felídeos foram testados para fezes frescas de cão e 

gato doméstico respectivamente, usando alvos e condições indicadas nos quadros 3 e 4.  

 

Análise das sequências e alinhamentos.  

A qualidade dos cromatogramas foi analisada usando o programa Chromas Lite 

versão 2.1 (Technelysium Pty Ltd 2007). As sequências obtidas foram editadas e 

comparadas às depositadas no GenBank através da ferramenta BlastSearch
181

, 

disponível no Centro Nacional para Informação em Biotecnologia (NCBI). 

 

3.5.3.2. Coprólito experimental 

 

O coprólito experimental foi processado nos laboratórios usados para trabalho com 

DNA moderno. Foram realizadas amplificações para os genes específicos de G. 

duodenalis e para o gene citocromo b de felino, uma vez que o coprólito experimental 

foi feito a partir de fezes de um gato doméstico, usando alvos e condições listadas nos 

quadros 3 e 4. Além disso, foi realizada uma reação de PCR prévia a PCR convencional 

sem incluir os oligonucleotídeos
183

, com o objetivo de comparar a qualidade da 

recuperação do DNA, usando DNA direto do coprólito experimental versus o uso do 

template da PCR reconstrutiva. Os produtos das amplificações foram posteriormente 

comparados com aqueles obtidos para DNA moderno e antigo. 
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3.5.3.3. DNA antigo 

 

Critérios de autenticidade.  

Vários critérios de autenticidade têm sido propostos para a pesquisa em DNA 

antigo
166

. Neste estudo foram usadas as seguintes precauções: a) seleção das amostras: 

quando possível, as amostras foram retiradas do interior de fragmentos desprendidos 

mecânicamente dos coprólitos na tentativa de evitar contaminantes exteriores; b) 

extração e controles: múltiplos brancos de extração, contendo água destilada, e 

controles negativos de PCR foram processados junto com as amostras para verificar 

alguma eventual contaminação com DNA moderno ou contaminação cruzada entre as 

amostras arqueológicas processadas; c) reagentes e equipamento de uma via: foi 

garantido o isolamento físico do laboratório de extração e do laboratório de preparo da 

PCR. Todos os reagentes e equipamentos utilizados naquela etapa foram usados 

unicamente naquele procedimento. Adicionalmente os resultados positivos serão 

replicados em outro laboratório. 

 

Extração de DNA antigo.  

As extrações de DNA antigo foram realizadas em um laboratório físicamente 

separado dos laboratórios para trabalho com DNA moderno, usando o kit comercial 

QIAamp® DNA Stool Min Kit (Qiagen) com algumas modificações padronizadas por 

Adamska et al.
178

, para extração de DNA de cistos de G. duodenalis e por Leles et 

al.
184

, para extração de DNA de material antigo.  

Inicialmente, ~200 µL de cada amostra positiva no teste ELISA foram submetidos a 

um tratamento físico de 3 ciclos de ferve-congela (fervura a ~98°C por 3 minutos, 

seguida por congelamento em nitrogênio líquido por 3 minutos) para promover o 

rompimento da parede do cisto. As amostras foram extraídas em grupos de cinco 

incluindo sempre um branco de extração. Após extração, todas as amostras foram 

eluídas em 50 µL de tampão AE (fornecido pelo fabricante), purificadas usando-se o kit 

GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) e congeladas. 
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Amplificações de genes específicos a partir de material antigo – Teste de inibição.  

Assim como acontece com vários fósseis, os coprólitos contêm fortes inibidores 

com peso molecular, tamanho e cargas similares ao DNA. Inibidores da PCR são 

geralmente co-extraídos com DNA antigo, já que as amostras têm sido expostas a 

contaminantes ambientais por milhares de anos. Sendo assim, a inibição da PCR pelas 

amostras arqueológicas humanas foi testada mediante a amplificação de um fragmento 

pequeno do gene HVS1 e nas amostras arqueológicas de origem não humana foram 

testados alvos das espécies respectivas (quadros 3 e 4). A agrupação taxonômica dos 

coprólitos foi determinada no contexto de pesquisas prévias a partir da morfometria do 

coprólito
185

. Adicionalmente, para as amostras identificadas previamente como de 

origem humana, para afastar possibilidades de erro optou-se por adicionar um amplicon 

humano no intuito de amplificar o gene HVS1. 

 

Amplificações de genes específicos a partir de material antigo – Teste de 

contaminação.  

O DNA antigo encontra-se geralmente muito degradado, assim quando o tamanho 

do amplicon é maior do que 300 pb
186

, é considerado um indicador de amplificação 

preferencial de fragmentos extensos e intactos de DNA moderno. Para descartar 

contaminação com DNA parasitário moderno durante a extração, todos os brancos 

foram testados para amplificar um fragmento de 511 pb do gene B-giardina (GiarF, 5’-

GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3’; GiarR,5’-CTCGACGAGCTTCGTGTT-3’), 

usando as condições citadas em Lalle et al.
187

.   

 

Amplificação de genes específicos de G. duodenalis a partir de material antigo.  

No intuito de reconstruir em parte o DNA fragmentado, foi realizada uma reação de 

PCR prévia a PCR convencional sem incluir os oligonucleotídeos
183

. A mesma foi feita 

nas seguintes condições: 1U de Platinum Taq, 2.5 µL tampão 10x, 0.2 µL de 25 mM 

dNTP, 1.5 µL de MgCl2 (Invitrogen) em um volume final de 25 µL. A ciclagem usada 

foi de 94ºC por 2 min, 20 ciclos de 94ºC por 4 seg, 50ºC por 4 seg e 72ºC por 40 seg, 

sem uso da extensão final. O template da PCR reconstrutiva foi usado posteriormente 

nas amplificações de PCR no material antigo para os alvos B-giardina e gdh, usando os 

alvos e as condições listadas nos quadros 3 e 4 respectivamente. Contudo, também se 
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realizou PCR convencional, utilizando-se como template diretamente o DNA, conforme 

condições já mencionadas previamente, na tentativa de averiguar em quais das PCRs 

obteria-se melhor rendimento, com ou sem o uso da PCR reconstrutiva. 

Os produtos amplificados foram purificados e sequenciados como já descrito para 

DNA moderno. Da mesma forma, as sequências foram analisadas usando os programas 

já mencionados. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Revisão sistemática de literatura 

 

Quarenta e oito publicações relacionadas ao estudo de protozoários em material 

antigo foram recuperadas das bases de dados eletrônicas, de 1954 a 2012. Pôde se 

observar com este levantamente bibliográfico que a maioria dos estudos se concentra 

em protozoários sistêmicos, como aqueles que causam doença de Chagas, leishmanioses 

e malária, em detrimento dos protozoários inestinais. Ressalta-se a inexistência de 

trabalhos de biologia molecular com protozoários intestinais (quadro 5). Para maiores 

detalhes ver o artigo completo (anexo). 
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Quadro 5 

Resumo dos achados de protozoários em material antigo de origem humana 

Protozoário 
Origem 

(sítio arqueológico) 
Período Métodos 

Resultados 

(positivas/ total analisadas) 
Referências 

Giardia duodenalis 

Nahal-Mishmar (Israel) 160 AD
 

Microscopia NI/2 Witenberg
135 

Big Bone Cave, Tennessee 

(Estados Unidos) 
2177±145 AP

 
IFI

 
NI/8 Faulkner et al.

158 

Múmias pré-colombianas (Andes) 3000-500 AP 
IFI 7/20 

Allison et al.
153 

ELISA 2/7 

Antelope House, Arizona 

(Estados Unidos) 
1200-1300 AD 

ELISA 3/83 Gonçalves et al.
154 

Lübeck (Alemanha) 1500-1600 AD 

Namur (Bélgica) Século XVIII AD 

Los Gavilanes (Peru) 2375-1525 AC
 

IFI 
1/18 

Ortega & Bonavia
188 

Manache (Peru) 500-900 AD 1/2 

Chevennez (Suiça) Séculos VII-IX AD ELISA 5/5 Le Bailly
189 

La Mothe (França) Séculos X-XI AD ELISA, IFI 1/9 Le Bailly et al.
157 

Acre (Israel) Século XIII AD ELISA 1/8 Mitchell et al.
190 

Entamoeba spp. 

 

El Plomo (Chile) Pré-colombiano Microscopia 1/1 Pizzi & Schenone
134 

Nahal-Mishmar (Israel) 160 AD Microscopia NI/2 Witenberg
135 

Huari (Peru) 

Pré-colombiano 
Microscopia; 

ELISA 

2/7; 0/3 

Fouant et al.
136 

Alto Ramírez (Chile) 2/11; 0/9 

Atacama (Chile) 3/26; 0/21 

Cabuza (Chile) 3/29; 0/20 

Tihuanaco (Chile) 1/5; 0/5 

AD: anno Domini; NI: não informado; AP: antes do presente; IFI: imunofluorescência indireta; ELISA: ensaio de imunoadsorção enzimática;  

AC: antes de Cristo. 
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Quadro 5 

 (continuação) 

Protozoário 
Origem 

(sítio arqueológico) 
Período Métodos 

Resultados 

(positivas/ total analisadas) 
Referências 

Entamoeba spp. 

 

Fortin Minana (Argentina) Século XIX AD 

ELISA 

 

9/11 

Gonçalves et al.
154 

Namur (Bélgica) Séculos XIV-XVIII AD 2/12 

Castillon-du-Gard (França) Século III AD 2/14 

Gresine (França) 2500 AP 1/5 

Arbon (Suiça) 5300 AP 3/5 

Canyon De Chelly (Estados Unidos) 800-700 AP 3/17 

Hornstaad-Hörnle I, Stockwiesen, 

Torwiesen II, Taschenwiese, 

Gründwiesen (Alemanha) 

3900-2500 AC 

ELISA 

 

0/30 

Le Bailly & Bouchet
156 

Arbon-Bleiche 3, Chevenez (Suiça) 3400 BC-século IX AD 5/11 

Chalain, Lattes, Pineuilh, Épinal 

(França) 
3200 BC-século XVII AD 4/23 

Vilnius (Lituânia) Século XIX AD 0/6 

Kouphovouno (Grécia) 5000-2000 AC 5/5 

Alexandria, Saqqarah (Egito) 715 BC-século VII AD 0/11 

Sai (Núbia) 275 BC-350 AD 0/3 

Shillourokambos (Chipre) 7500-7000 AC 0/3 

Qumram (Israel) 100 AC 0/2 

Meadowlark (Estados Unidos) Século XIX AD ELISA 3/5 
Le Bailly & Bouchet

156
; 

Le Bailly et al.
191 

Acre (Israel) Século XIII AD ELISA 6/8 Mitchell et al.
190 

AD: anno Domini; NI: não informado; AP: antes do presente; IFI: imunofluorescência indireta; ELISA: ensaio de imunoadsorção enzimática;  

AC: antes de Cristo. 
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Quadro 5 

 (continuação) 

Protozoário 
Origem 

(sítio arqueológico) 
Período Métodos 

Resultados 

(positivas/ total analisadas) 
Referências 

 

Cryptosporidium parvum 

 

Andes (Chile-Peru) 3000-500 AP ELISA 8/15 Allison et al.
153 

PV35-4 (Peru) 770-830 AD IFI 1/2 Ortega & Bonavia
188 

Acre (Israel) Século XIII AD ELISA 0/8 Mitchell et al.
190 

La Mothe (França) Séculos X-XI AD IFI 0/9 Le Bailly et al.
157 

Chilomastix mesnili Nahal-Mishmar (Israel) 160 AD Microscopia NI/2 Witenberg
135 

Isospora belli 

Andes (Chile-Peru) 3000-500 AP IFI 

16/20 

Allison et al.
153 Cyclospora cayetanensis 2/20 

Sarcocystis hominis 1/20 

AD: anno Domini; NI: não informado; AP: antes do presente; IFI: imunofluorescência indireta; ELISA: ensaio de imunoadsorção enzimática;  

AC: antes de Cristo. 
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4.2. Detecção imunoenzimática de protozoários em coprólitos e material antigo 

 

Os valores de densidade óptica obtidos usando sedimento e sobrenadante não 

apresentaram diferenças significativas (tabela 3), porém, considerando o relato de 

sedimentação de oocistos não viáveis em fezes após centrifugação
192

, foi usado o sedimento 

no teste das amostras arqueológicas. No caso de Cryptosporidium sp., o ensaio 

imunoenzimático não detectou positividade para o protozoário, apesar da amostra ter sido 

diagnosticada como positiva pela microscopia óptica. 

 

Tabela 3 

Teste de detecção parasitária em sedimento e sobrenadante  

pelo ensaio imunoenzimático 

Protozoários Valores DO
a
 t

b 

Sedimento Sobrenadante 

G. duodenalis 0.103 0.095 0.057 

Cryptosporidium sp. 0.0059 0.0036 0.454 
a
DO>0.08 indica positividade para G. duodenalis e Cryptosporidium sp.; 

b
 P valor<0.05  

 

Ao comparar os valores de densidade óptica para o material fecal e os coprólitos 

experimentais (tabela 4), não se observou uma diminuição significativa na intensidade do 

sinal nos últimos. No caso de E. histolytica/dispar, o ensaio imunoenzimático não detectou 

positividade para o protozoário, apesar da amostra ter sido diagnosticada como positiva pela 

microscopia óptica. 

 

Tabela 4 

Valores de densidade óptica (DO) para material fecal e coprólitos experimentais. 

Protozoários Valores DO
a
 t

b 

Material fecal Coprólitos experimentais 

G. duodenalis 1.76 0.986 0.383 

Cryptosporidium sp. 0.989 0.338 0.623 

E. histolytica/dispar 0.016 0.005 0.688 
a
DO>0.08 indica positividade para G. duodenalis e Cryptosporidium sp., DO>0.15 indica positividade para E. 

histolytica/dispar; 
b
 P valor<0.05 
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Um total de 29 amostras (41,42%) foram positivas para o antígeno de G. duodenalis, 18 

(25.71%) para Cryptosporidium spp. e 3 (4,28%) para E. histolytica/dispar (tabela 5). A 

leitura visual foi concordante com a espectrofotometria em todas as amostras. A descrição 

dos achados segundo sítios arqueológicos encontra-se no quadro 6. 

 

Tabela 5 

Detecção de protozoários pelo ELISA em coprólitos e sedimento  

Protozoários Amostras arqueológicas Total 

N= 70 Humanos 
N= 47 

Roedores 
N= 12 

Carnívoros 
N= 4 

Sedimento 
N= 7 

G. duodenalis 14 7 4 4 29 

Cryptosporidium sp. 9 4 1 4 18 

E. histolytica/dispar 0 0 0 3 3 
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Quadro 6 

Detecção de protozoários por ELISA em coprólitos e sedimento segundo sítios arqueológicos  

Sítio arqueológico 
Nº amostras positivas 

Humanos Roedores Felídeos Canídeos Sedimento 

Gruta do Gentio II 
2 Gd, 1 coinfecção Gd-Cs 

(amostra 29) 
- - - - 

Boqueirão da Pedra Furada 
3 Gd, 1coinfecção Gd-Cs 

(amostra 1882) 

1 Gd, 1 Cs, 1 coinfecção Gd-Cs 

(amostra 359) 
- - - 

Sitio do Meio - 1 Cs 1 Gd - - 

Sitio Fonseca - - - - 

1 coinfecção Gd-Cs 

(amostra 1474), 3 

coinfecções Gd-Cs-Ehd 

(amostras 1476,1477 e 1478) 

Furna do Estrago 
1 coinfecção Gd-Cs 

(amostra 729a) 
- - - - 

Toca dos Coqueiros - - 1 Gd 1 Gd - 

Toca da Baixa dos Caboclos 
1 coinfecção Gd-Cs 

(amostra 1172C) 
3Gd - - - 

Sitio Antonião - 1 Gd - - - 

Toca da Cima dos Pilões - - - - - 

Toca da Extrema II - 
1 coinfecção Gd-Cs  

(amostra 1580) 
- - - 

Toca do Morcego - - 1 Gd - - 

SP Atacama 
1 Gd, 2 coinfecção Gd-Cs 

(amostras M09 3 M17) 
- - - - 

Caserones-Tarapaca 40 
1 coinfecção Gd-Cs 

(amostra 643) 
- - - - 

Huayuri 
1 Cs, 1 coinfecção Gd-Cs 

(amostra 676) 

 

- 
- - - 

Vale do rio Chillon 1 Cs - - - - 

Gd: G. duodenalis; Cs: Cryptosporidium spp.; Ehd: E. histolytica/dispar; -: amostra negativa. 
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4.3. Avaliação do diagnóstico microscópico para a detecção de Giardia em material     

antigo 

 

O exame microscópico foi negativo para G. duodenalis nas amostras arqueológicas. 

Porém, algumas estruturas observadas preservaram membrana característica e tamanho 

sugestivo de Giardia sp. (10 µM x 7.5µM), mas apresentaram alterações na morfologia 

interna que impediram a identificação de estruturas parasitárias características (fig. 5A-B). As 

fezes usadas para o coprólito experimental tinham abundantes cistos de G. duodenalis antes 

de ser dessecadas, porém após dessecação e reidratação, cistos identificáveis foram escassos e 

apresentavam morfologia alterada (fig. 5C).  

 

 

Fig. 5. Estruturas compatíveis com Giardia sp. observadas em material arqueológico e experimental.  

A: estrutura recuperada de coprólito humano (Gruta do Gentio II); B: estrutura recuperada de coprólito de 

canídeo (Toca dos Coqueiros); C: cisto de G. duodenalis identificado no coprólito experimental através da 

técnica de sedimentação espontânea. 

 

4.4. Diagnóstico molecular 

 

4.4.1. Padronização das condições de amplificação para alvos específicos em material 

moderno. 

 

Padronização da PCR primária e nested PCR para o gene alvo B-giardina.  

A partir da visualização dos produtos amplificados, foi possível determinar 

aproximadamente as melhores condições para a reação da PCR primária (fig. 6).  Enquanto as 

amplificações obtidas para a amostra de trofozoita foram nítidas e únicas na altura esperada, 

as amplificações correspondentes para a amostra de fezes apresentaram bandas difusas e de 

baixa especificidade. O uso de 3 mM de MgCl2 favoreceu o aparecimento de amplificações 

na altura esperada para a amostra de fezes e, a pesar de observar maior intensidade destas 

7.5 m 7.5 m 7.5 m 
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com o aumento da temperatura, foi selecionada uma temperatura (59ºC) para usar na PCR 

primária, com a finalidade de torná-la mais permissiva para amplificação do material antigo e 

posteriormente poder aumentá-la na nested PCR.  

As amplificações para a nested PCR (fig. 7) apresentaram maior especificidade ao usar 

uma concentração menor de magnésio, porém, como a intensidade da amplificação foi baixa, 

escolheu-se uma concentração maior de magnésio a temperatura intermediária (61º) para o 

trabalho com DNA antigo. Ao repetir as amplificações para fezes de felino e trofozoítas 

usando as condições escolhidas tanto para a PCR primária quanto para a nested, observou-se 

um perfil diferente ao obtido para a padronização, exibindo amplificações únicas e intensas 

para a PCR primária e nested PCR (fig. 8). 

 

 

 

Fig. 6. Padronização da PCR para o gene B-giardina, usando 3 temperaturas de anelamento (59ºC, 

61ºC e 63ºC) e duas condições de mangnésio (2 mM MgCl2, figura superior e 3 mM MgCl2, figura 

inferior). M: marcador de peso molecular 50 pb; M’: low DNA mass de 100 pb. 1-3: DNA extraído de 

material fecal de humano positivo para G. duodenalis (3 µL); 4-6: DNA de trofozoíta (1 µL DNA); 7: 

controle negativo. Tamanho esperado do produto: 324 pb.  
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Fig. 7. Padronização da nested PCR para o gene B-giardina, usando 3 temperaturas de anelamento 

(59ºC, 61ºC e 63ºC) e duas condições de magnésio (2 mM MgCl2, figura superior e 3 mM MgCl2, 

figura inferior). M: marcador de peso molecular 50 pb; M’: low DNA mass de 100 pb. 1-3: DNA 

extraído de material fecal de humano positivo para G. duodenalis (2 µL); 4-6: DNA de trofozoíta (1 

µL DNA); 7: controle negativo da PCR primária; 8: controle negativo da nested PCR. Tamanho 

esperado do produto: 147 pb.  

 

 

Fig. 8. Amplificação do gene B-giardina segundo as condições escolhidas para a PCR primária (1-3) e 

nested PCR (4-7). M: marcador de peso molecular 50 pb; M’: low DNA mass de 100 pb. 1 e 4: DNA 

extraído de material fecal de felino positivo para G. duodenalis (3 µL); 2 e 5: DNA de trofozoíta (1 µL 

DNA); 3 e 6: controles negativos da PCR primária; 7: controle negativo da nested PCR. Tamanho 

esperado do produto para PCR primária e nested PCR (indicado por uma seta): 324 pb e 147 pb, 

respectivamente. 
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Padronização da PCR para o gene alvo gdh.  

A figura 9 ilustra a padronização da PCR para a amplificação do gene alvo gdh em 

humanos usando como template a diluição de material com DNA de trofozoíta. Obtiveram-se 

amplificações únicas na altura esperada, exibindo maior intensidade ao aumentar a 

concentração de magnésio na reação. Para a detecção do gene de Giardia sp. em fezes foi 

selecionada uma temperatura de 59ºC e uma concentração de 3 mM MgCl2. A amplificação 

do gdh para humanos e animais foi posteriormente testada em fezes (fig. 10), obtendo para 

ambos amplificações únicas na altura esperada. Observaram-se amplificações inespecíficas 

na amostra de trofozoíta ao serem usados os alvos do gene para animais, em concordância 

com a origem humana do trofozoíta.  

 

Fig. 9. Padronização da PCR para o gene gdh em humanos (1 µL DNA trofozoíta de G. duodenalis), 

usando seis temperaturas de anelamento (58ºC a 63ºC) e duas condições de magnésio (1-6: 2 mM 

MgCl2; 7-12: 3 mM MgCl2;13: controle negativo). M-M’: marcadores de peso molecular 50 pb. 

Tamanho esperado do produto: 214 pb. 

 

 

 Fig. 10. Amplificação do gene gdh segundo as condições escolhidas para o gene em humanos (1 e 3) e 

animais (4 e 6). M: marcador de peso molecular 50 pb; 1 e 4: DNA extraído de material fecal de felino 

positivo para G. duodenalis (3 µL); 2 e 5: DNA de trofozoíta (1 µL DNA); 3-6: controles negativos. 

Tamanho esperado do produto: 214 pb. 
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Padronização do gene alvo citocromo b em amostras animais modernas.  

Obtiveram-se amplificações na altura esperada para o gene citocromo b em material fecal 

de gato doméstico e de cachorro (fig. 11). 

 

 
 

Fig. 11. Amplificação do gene citocromo b em fezes modernas. 1: DNA extraído de fezes de cachorro 

(3 µL); 3: DNA extraído de fezes de gato doméstico (3 µL); 2 e 4: controles negativos. M: marcador 

de peso molecular 50 pb. Tamanho esperado do produto: 210 e 204 pb respectivamente. 

 

Sequenciamento.  

O sequenciamento dos produtos obtidos identificou a presença de G. duodenalis para a 

trofozoíta e as fezes de felino. A primeira confirmou-se como genótipo A, enquanto as 

segundas como genótipo F. A origem taxonómica dos animais foi confirmada em ambos 

casos. 

 

 

4.4.2. Amplificação para alvos específicos no coprólito experimental 

 

Quando testados usando DNA do coprólito experimental, os alvos para o gene B-giardina 

na PCR primária amplificaram na altura esperada. Usando as condições padronizadas, não foi 

possível amplificar o fragmento esperado para a nested PCR, devido a um excesso de DNA, 

inclusive quando em testes posteriores foi usado 1µL do template e 3 µL na PCR primária. 

Obtiveram-se amplificações na altura esperada para o gene gdh de humanos e animais, 

porém, dado que o coprólito experimental foi preparado usando fezes de felino, a 

amplificação para o gene gdh de animais foi mais específica (fig. 12). Os mesmos alvos 

foram amplificados usando o template da PCR reconstrutiva do coprólito experimental, 

obtendo-se amplificações mais específicas para todos os casos (fig. 13). Portanto, as 
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amplificações posteriores em material arqueológico foram realizadas usando o template da 

PCR reconstrutiva. 

 

 
 

Fig. 12. Amplificação para os alvos específicos de G. duodenalis usando DNA do coprólito experimental. 

1: B-giardina, 5 µL (tamanho esperado de 324 pb); 3: nested B-giardina, 2 µL (tamanho esperado de 147 

pb); 5-6: gdh em humanos e animais, 5 µL (tamanho esperado de 214 pb); 2, 4 e 7: controles negativos. 

M: low DNA mass de 100 pb. 

 

 
 

Fig. 13. Amplificação para os alvos específicos de G. duodenalis e citocromo b do felino usando o 

template da PCR reconstrutiva. 1: B-giardina (5 µL); 3: nested B-giardina (1 µL); 5: gdh em humanos (5 

µL); 7: gdh em animais (5 µL ); 9: citocromo b (5 µL); 2, 4, 6, 8, 10: controles negativos. M: marcador de 

peso molecular 50 pb. Tamanhos esperados (indicados por setas): 324 pb para o B-giardina; 214 pb para a 

nested B-giardina; 210 pb para o gdh em humanos e animais; 204 pb para o citocromo b no felino. 

 

4.4.3. Amplificação para alvos específicos em material antigo 

 

Apenas uma das 29 amostras testadas apresentou inibidores da PCR, mesmo após 

segunda purificação. No caso do teste de contaminação, ao tentar amplificar um fragmento 

maior do gene B-giardina, não se obtiveram amplificações nas amostras arqueológicas nem 

nos brancos de extração, descartando a presença de DNA moderno do parasito nas amostras. 
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Amplificação do gene alvo B-giardina em material antigo.  

Das 29 amostras arqueológicas consideradas positivas pelo diagnóstico imunoenzimático, 

3 tiveram amplificação na altura esperada para o gene alvo B-giardina na PCR primária (fig. 

14) e 6 na nested PCR (fig 15).  

 

 
 

 
 

 
 

Fig. 14. Amplificação para o gene B-giardina (PCR primária) em amostras arqueológicas humanas 

positivas para G. duodenalis pelo ELISA (5 µL). Neg: controle negativo. M: marcador de peso molecular 

50 pb; M’: low DNA mass de 100 pb. Tamanho esperado do produto (indicado por uma seta): 324 pb. 
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Fig. 15. Amplificação para o gene B-giardina (nested PCR) em amostras arqueológicas humanas positivas 

para G. duodenalis pelo ELISA (2 µL). Neg: controle negativo. M: marcadores de peso molecular 50 pb; 

M’: low DNA mass de 100 pb. Tamanho esperado do produto (indicado por uma seta): 147 pb. 

 

Amplificação do gene alvo gdh de humanos e animais em material antigo.  

Das 29 amostras arqueológicas consideradas positivas pelo diagnóstico imunoenzimático, 

24 apresentaram amplificação na altura esperada para o gene alvo gdh humano (fig. 16) e 21 

para o gdh animal (fig. 17). 
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Fig. 16. Amplificação do gene gdh de humanos em amostras arqueológicas positivas para G. duodenalis 

pelo ensaio ELISA (5 µL). Neg: controle negativo. M: marcadores de peso molecular 50 pb; M’: low DNA 

mass de 100 pb. Tamanho esperado do produto: 214 pb. 
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Fig. 17. Amplificação do gene gdh de animais em amostras arqueológicas positivas para G. duodenalis 

pelo ensaio ELISA (5 µL). Neg: controle negativo. M: marcador de peso molecular 50 pb; M’: low DNA 

mass de 100 pb. Tamanho esperado do produto: 214 pb. 

 

Amplificação do gene alvo citocromo b em amostras arqueológicas de origem animal.  

Das amostras de roedor foi apenas possível obter uma amplificação na altura esperada 

para o gene alvo (fig. 18). Nenhuma amplificação foi obtida para amostras de canídeos ou 

felídeos. 

 
 

Fig. 18. Amplificação para o gene citocromo b em Kerodon rupestris. 1-8: amostras arqueológicas de 

roedor (5 µL); 9: controle negativo. M: marcadores de peso molecular 50 pb; M’: low DNA mass de 100 

pb. Tamanho esperado do produto (indicado por uma seta): 205 pb. 
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4.4.4. Sequenciamento  

 

O genótipo F de G. duodenalis foi identificado apenas para o gene gdh de animais, desde 

que o coprólito experimental foi preparado usando fezes de felino. No coprólito experimental, 

a origem taxonómica do hospedeiro também foi confirmada. 

Das 24 amostras que exibiram amplificação no tamanho esperado para o gene gdh de 

humanos, 11 apresentaram cromatogramas de boa qualidade. Em um caso foram observados 

altos níveis de similaridade (99%) com sequências do genótipo A de G. duodenalis 

depositadas no GenBank. No caso do gene gdh de animais, das 21 amostras consideradas 

positivas, obtiveram-se 9 cromatogramas de boa qualidade, contudo não foi possível 

identificar a presença do parasito, onde a maioria das amplificações obtidas apontaram serem 

outros microorganismos. Os controles negativos que apresentaram amplificações, mesmo não 

estando na altura esperada, foram sequenciados e não mostraram similaridade com 

sequências de nenhum organismo depositado no GenBank.  
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Quadro 7 

Detecção de protozoários no material arqueológico estudado. 

1 
Estrutura compatível com cisto; Pos: amostra positiva; -: amostra negativa; R: cromatograma de baixa qualidade; NA: não se aplica. 

ID 

amostra 

ELISA 
Microscopia 

Biologia molecular 

Gd Cs Ehd Bgiar Resultados  seq. nBgiar Resultados  seq. Gdh_H Resultados  seq. Gdh_A Resultados  seq. 

4 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

5a - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

16 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

17 + - - - + R - - + Micromonospora + R 

22 + - - cisto
1 

- - - - + R + R 

28B - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

29 + + - larvas + cisto - - + R + R - - 

38 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

43 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

44a - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

337 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

338 + - - - - - - - + R + R 

350 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

351 + - - - - - - - + Kocuria rhizophila + R 

353 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

356 - + - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

359 + + - - - - - - + Anaeromyxobacter 

dehalogenans 

+ Thermobifida fusca 

A. dehalogenans 

1882 + + - - - - - - + A. dehalogenans 

Sanguibacter keddieii  

Gordonia 

polyisoprenivorans 

- - 

1883A - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1883B + - - - - - - - - - - - 

1884 + - - - - - + R + R + A. dehalogenans 

S. keddieii  

G. polyisoprenivorans 

1876 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

848 + - - - - - - - + R - - 

934 - + - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_71914138
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_269095543
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_375755245
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_375755245
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_269095543
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_375755245
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Quadro 7 

(continuação) 

 
1 
Estrutura compatível com cisto; Pos: amostra positiva; -: amostra negativa; R: cromatograma de baixa qualidade; NA: não se aplica. 

ID 

amostra 

ELISA 
Microscopia 

Biologia molecular 

Gd Cs Ehd Bgiar Resultados  seq. nBgiar Resultados  seq. Gdh_H Resultados  seq. Gdh_A Resultados  seq. 

944 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

985 a.2 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1020 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1474 + + - - - - - - - - + Corynebacterium 

aurimucosum 

Bifidobacterium 

adolescentis 

Arthrobacter 

aurescens  

1476 + + + - - - + R + G. duodenalis + R 

1477 + + + - - - - - - - + R 

1478 + + + - - - - - - - + R 

510 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

511 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

728N - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

729a + + - - + R - - + R + R 

730b - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

731a - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1042 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1608 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1618 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1633 + - - Ovo de  acantocéfalo 
+ cisto 

+ R - - + R + R 

1670 + - - - - - - - + R - - 

1678 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1140 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1172C + + - - - - + R + R + R 

1172D + - - - - - - - + Coprococcus catus - - 

1186 + - - - - - - - + R + Brachybacterium 

faecium 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_227452846
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_227452846
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_118764602
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_118764602
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_119947346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_119947346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_256558041
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_256558041
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Quadro 7 

(continuação) 

1 
Estrutura compatível com cisto; Pos: amostra positiva; -: amostra negativa; R: cromatograma de baixa qualidade; NA: não se aplica. 

 

ID 

amostra 

ELISA 
Microscopia 

Biologia molecular 

Gd Cs Ehd Bgiar Resultados  seq. nBgiar Resultados  seq. Gdh_H Resultados  seq. Gdh_A Resultados  seq. 

1192 + - - - - - - - + Arthrobacter 

phenanthrenivorans 

+ R 

768 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

773 + - - - - - - - + R + R 

1580 + + - - - - - - + A. dehalogenans 

Anaeromyxobacter sp 

S. keddieii 

+ A. dehalogenans 

G. polyisoprenivorans 

Anaeromyxobacter sp 

1590 + - - - - - - - + R + A. dehalogenans 

S. keddieii  

G. polyisoprenivorans 

M05 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

M06 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

M09 + + - - inibida - Inibida - Inibida - inibida - 

M12 -  - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

M17 + + - - - - - - + Porphyra yezoensis + A. dehalogenans 

S. keddieii  

G. polyisoprenivorans 

M23 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

M33 + - - - - - + R - - + A. dehalogenans 

S. keddieii  

G. polyisoprenivorans 

628 - + - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

637 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

639 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

643 + + - - - - + R + A. dehalogenans 

Anaeromyxobacter sp 

+ A. dehalogenans 

S. keddieii  

654 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

665 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_323467537
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_323467537
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_196170270
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_269095543
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_375755245
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_196170270
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_269095543
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_375755245
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_269095543
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_375755245
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_269095543
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_375755245
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_196170270
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_85772941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_269095543
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Quadro 7 

(continuação) 

1 
Estrutura compatível com cisto; Pos: amostra positiva; -: amostra negativa; R: cromatograma de baixa qualidade; NA: não se aplica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ID 

amostra 

ELISA 
Microscopia 

Biologia molecular 

Gd Cs Ehd Bgiar Resultados seq.  nBgiar Resultados seq. Gdh_H Resultados seq. Gdh_A Resultados seq. 

676 + + - cisto - - - - + Phenylobacterium 

zucineum 

A. dehalogenans 

Corynebacterium 

urealyticum 

- - 

678 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

683 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1565 - + - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

1567 - - - NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=0&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=F37PNV2J01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_196476886
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=0&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=F37PNV2J01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_196476886
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=0&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=F37PNV2J01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_219952977
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_171850984
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_171850984
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Detecção microscópica de G. duodenalis em coprólitos 

 

As primeiras descrições de protozoários intestinais em material arqueológico foram 

secundárias a achados de parasitos de maiores dimensões
134,135,158

. Subsequentemente e com a 

crescente disponibilidade de kits comerciais para diagnóstico de protozoários, o número de 

estudos aumentou. Por exemplo, G. duodenalis, C. parvum e Entamoeba spp. têm sido 

identificados com êxito em amostras tanto do Novo como do Velho Mundo, datado de 5300 

AP ao século XIX (Frías et al.
193

, anexo). 

Vários parasitos de espécies animais têm sido recuperadas de coprólitos de origem 

humana, sugerindo falso parasitismo em alguns casos e zoonoses em outros. A maioria destes 

estudos têm sido realizados com helmintos. Contudo, muitas das infecções consideradas 

zoonoses, como a criptosporidíase e a giardíase, podem ser confirmadas só pela 

caracterização molecular de genótipos e subgenótipos. Não existem relatos do diagnóstico 

por biologia molecular para protozoários intestinais em material arqueológico, sendo ainda 

preteridos em relação a outras protozooses e, mesmo nestes poucos trabalhos, amostras 

animais não têm sido testadas. A microscopia foi a primeira técnica usada no diagnóstico 

paleoparasitológico. No caso de G. duodenalis, existem apenas dois trabalhos usando 

microscopia óptica como método de detecção; o primeiro não obteve resultados positivos 

para o parasito
135

 e o segundo só detectou cistos em uma das 83 amostras analisadas
154

. 

Estudos posteriores fizeram uso da técnica de imunofluorescência indireta para identificar 

protozoários em material arqueológico, encontrando G. duodenalis em amostras de vários 

sitios arqueológicos do Novo Mundo e em um sítio na Europa mostrando ser possível a 

preservação da morfologia do cisto
153,157,158,188

.  

No presente estudo, G. duodenalis não foi identificada mediante a microscopia óptica no 

material arqueológico. Estruturas semelhantes a Giardia foram observadas em algumas 

lâminas porém, dada à perda de morfologia característica, não foi possível fazer um 

diagnóstico preciso. Contudo, o estudo a partir do coprólito experimental permitiu observar 

que houve uma perda considerável na visualização dos cistos quando comparado ao material 

moderno. A morfologia de alguns cistos ficou completamente alterada principalmente quanto 

as estrutura internas, prejudicando o seu diagnóstico. Sendo assim, e considerando-se que o 

material arqueológico esteve submetido a uma condição de dessecação mais extrema e por 
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um tempo maior, é provável que o mesmo tenha se passado nos cistos do protozoário em 

material arqueológico em escala muito maior. Tal fato corroboraria a escassez de achados 

deste protozoário ou sua completa ausência até o momento pelos métodos convencionais de 

microscopia óptica. Porém, dada a intensidade da alteração na morfologia dos cistos do 

coprólito experimental o qual foi proveniente de um material previamente visualizado a 

fresco que continham muitos cistos com morfologia características, é possível que algumas 

das estruturas observadas sejam cistos de Giardia sp. A imunofluorescência indireta poderia 

ajudar na confirmação do diagnóstico de Giardia nas amostras que apresentarem um 

diagnóstivo incerto, uma vez que esta tem mostrado resultados mais promissores no material 

arqueológico e necessitando basicamente da morfologia externa do cisto. 

 

5.2. Diagnóstico imunoenzimático de protozoários em material antigo 

Neste estudo obteve-se um grande número de amostras arqueológicas positivas para o 

antígeno de G. duodenalis. Os testes imunoenzimáticos para G. duodenalis usados nas 

diferentes pesquisas em material arqueológico (TechLab, Alexon ProSpecT e IVD Research
†
) 

detectam a mesma proteína de membrana altamente estável do cisto de Giardia (CWP1), 

produzida e liberada por trofozoítas em encistamento
194

. A questão dos falsos positivos já foi 

considerada em trabalhos anteriores
190

 onde se infereriu que dada a ausência de falsos 

positivos com microorganismos comensais do trato gastrointestinal, reações cruzadas com 

microorganismos comensais do solo seriam improváveis. No entanto, os resultados obtidos a 

partir dos testes imunoenzimáticos devem ser interpretados com cautela, uma vez que o 

material arqueológico apresenta contaminantes não testados na padronização dos testes. 

Uma característica do ciclo de vida de G. duodenalis que poderia estar favorecendo a 

obtenção de um maior número de resultados positivos pela análise imunoenzimática, é a 

eliminação contínua de antígenos
195

, ao contrário da eliminação  de cistos que é intermitente. 

Além disso, a melhor preservação antigênica no tempo foi considerada
153

, no entanto não 

existe evidência que sustente a detecção diferencial de G. duodenalis e microorganismos 

presentes no solo. 

                                                           
†
 Teste para Giardia doTechLab, Inc., Blacksburg, VA, usado por Mitchell et al.

190 
e LeBailly et al.

157
; ensaio de 

microplaca da Alexon ProSpecT Giardia (Alexon, Inc., Sunnyvale, CA), usado por Gonçalves et al.
154

; e o kit 

para a detecção de Giardia (IVD Research , Inc., Cartsbad, CA) utilizado neste estudo. 
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Os resultados obtidos neste estudo através do testes imunoenzimáticos revelaram a 

presença dos três protozoários pesquisados no material arqueológico do Novo Mundo. A 

detecção de G. duodenalis e Cryptosporidium sp. em várias espécies animais constitui uma 

primeira aproximação ao estudo de protozoários de potencial zoonótico em animais, onde 

além da presença de co-infecção de G. duodenalis e Cryptosporidum sp. em algumas 

amostras de origem humana e animal, observou-se G. duodenalis em coprólitos humanos e 

animais provenientes do mesmo sítio arqueológico. G. duodenalis é um parasito ubíquo que 

pode ser transmitido com facilidade entre espécies, sendo os animais importantes 

reservatórios para o parasito. Kerodon rupestris, uma espécie endêmica do nordeste 

brasileiro, apresentou uma alta prevalência do parasito, atuando como um potencial portador 

de genótipos zoonóticos. 

Devido a muitas espécies poderem infectar-se por Cryptosporidum sp., existe um grande 

número de potenciais reservatórios. O ensaio imunoenzimático não indica especificidade para 

as espécies zoonóticas de Cryptosporidium, portanto não é possível saber se a deteção 

corresponde à mesma espécie em todos os casos. Apesar de C. parvum apresentar uma alta 

prevalência em gado, neste estudo o gado pode ser excluído como reservatório, uma vez que 

a maior parte dos animais de criação não existiam em tempos pré-colombianos no Brasil, 

sendo introduzidos posteriormente pelos Europeus. Por outro lado, a introdução ocasional do 

parasito em populaçãoes de animais domésticos por animais silvestres deve ter acontecido de 

forma regular. A domesticação do cobaia (Cavia sp.), tem sido reportada em tempos pré-

colombianos
196

, onde o armazenamento de grãos teria aproximado roedores silvestres dos 

domesticados. De qualquer forma, distinguir as espécies zoonóticas daquelas próprias de 

roedores representa ainda um grande desafio para a paleoparasitologia. 

Além dos achados anteriores, foi registrado o primeiro caso de E. histolytica/dispar no 

Brasil em amostras recuperadas de um enterramento atribuído à tradição Tupi-Guarani em 

Itapeva, Estado de São Paulo
197

.  

 

5.3. Diagnóstico molecular de G. duodenalis em material arqueológico 

Extração de DNA parasitário.  

A pesquisa em DNA antigo caracteriza-se por tentar se sobrepor ao problema da escassa 

preservação de DNA em vários estados de degradação. A maioria dos métodos de extração 

têm sido desenhados para tratar espécimes frescos de células intactas e DNA de alto peso 
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molecular. Em espécimes antigos, estruturas celulares preservadas não são geralmente 

encontradas e, devido a modificações químicas, pode ser difícil recuperar DNA em uma 

solução aquosa
198

. Além disso, o DNA antigo encontra-se degradado de várias formas
164,167

, 

por isso os métodos de extração também têm que evitar tratamentos agressivos, como 

temperaturas altas ou uso de detergentes fortes
199,200 

que adicionam danos ao DNA antigo.  

O primeiro problema a se enfrentar no trabalho com DNA antigo, que se torna um 

problema maior na paleoparasitologia molecular, é o processo de extração, onde DNA 

endógeno é extraído da amostra em conjunto com DNA de bactérias e fungos acumulados 

nela, tanto de microorganismos vivendo no sedimento ao redor da amostra, quanto daqueles 

introduzidos durante a coleta e armazenamento. Além do mais, a quantidade de DNA 

exógeno extraído excede em várias vezes a quantidade de DNA endógeno
201-203

. 

Neste estudo foi utilizado o kit comercial QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) para a 

extração de DNA parasitário. Este kit já foi testado em paleoparasitologia, porém visando a 

extração de DNA de helmintos
184

, parasitos que por serem multicelulares apresentam 

quantidades maiores de DNA quando comparados com protozoários. Além disso, o trabalho 

com helmintos permite o isolamento do espécime das fezes, como por exemplo seus ovos, 

aumentando a qualidade do DNA e facilitando amplificações posteriores. A principal 

dificuldade durante este estudo foi a qualidade/disponibilidade do DNA extraído, o que pode 

estar refletindo em uma baixa quantidade de DNA parasitário disponível, uma alta 

degradação dificultando a amplificação e/ou altas quantidades de DNA de outros organismos.  

 

Amplificação de DNA parasitário.  

O sucesso da amplificação depende da padronização da sensibilidade dos alvos e 

especificidade e homogenização das temperaturas de anelamento. O tamanho máximo de 

amplificação de fragmentos encontra-se limitado pelo grau de fragmentação do template de 

DNA antigo, onde é recomendado o uso de alvos menores do que ~300 pb
186

. Neste estudo, 

observou-se a amplificação de produtos pequenos, o que pode estar refletindo amplificação 

preferencial de fragmentos pequenos presentes em número maior devido à fragmentação do 

DNA antigo.  

Os coprólitos contêm grandes quantidades de inibidores de PCR que interferem na 

amplificação de DNA e são co-purificados com o DNA antigo. O desempenho da PCR variou 

entre os diferentes genes alvos e entre as diferentes abordagens metodológicas. Ao usar o 

DNA do coprólito experimental para amplificar o gene B-giardina, obteve-se uma 
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amplificação única de baixa intensidade, enquanto que ao usar a PCR reconstrutiva como 

template, a recuperação foi menor, não conseguindo obter uma amplificação na altura 

esperada. O contrário observou-se no caso do gene gdh, onde o uso do template da PCR 

reconstrutiva permitiu uma amplificação única de intensidade forte na altura esperada. 

Segundo o anterior, optou-se pelo melhor rendimento no gdh que, ao ser multicópias, poderia 

aumentar as chances de recuperar DNA antigo. A ausência de amplificações para o gene 

citocromo b, pode estar indicando a baixa preservação do DNA antigo do hospedeiro, uma 

vez que as amostras não estavam inibidas. 

A padronização das condições de amplificação em material moderno mostrou ter êxito ao 

ser testada no coprólito experimental. Da mesma forma, os alvos desenhados para detectar o 

gene gdh em amostras arqueológicas mostraram serem capazes de identificar G. duodenalis 

em pelo menos uma amostra que foi possível atribuir ao genótipo A. 

O DNA antigo é altamente modificado por processos oxidativos que são os principais 

responsáveis pela baixa taxa de recuperação de DNA não danificado de espécimes 

arqueológicos
203

. No caso das amostras arqueológicas, os fatores que impediram a 

amplificação de DNA antigo podem ter apresentado variações entre sítios arqueológicos, se 

originando tanto do ambiente dos restos na forma de ácidos húmicos, fúlvicos, taninos e 

DNA exógeno, quanto da degradação do próprio espécime
164,204

. Outro fator influindo na 

preservação de DNA antigo é a temperatura na área de onde o fóssil se originou. Estudos têm 

mostrado que amostras provenientes de climas áridos apresentam uma taxa de amplificação 

menor quando comparada com amostras recuperadas de climas frios
205,206

.   

Apesar dos alvos serem específicos para detectar o gene B-giardina e o gdh de Giardia 

sp. de humanos e animais, ao sequenciar os produtos, obtiveram-se sequências para diversas 

espécies de bactérias, principalmente de solo, fato este que não havia sido observado nas 

amostras fecais modernas. Devido ao alto grau de contaminação das amostras, coletadas em 

diferentes épocas e usando diferentes abordagens metodológicas, determinar quando estas 

bactérias passaram a fazer parte da amostra, torna-se complexo. De fato, é possível que a 

baixa detecção do parasito pela biologia molecular esteja relacionada à baixa recuperação de 

cistos pela microscopia óptica. Além disso, a presença de altas concetrações de DNA de 

outros organismos em algumas amostras pode levar a uma competição durante a amplificação 

e o sequenciamento, dificultando a detecção de DNA do parasito. 

Uma forma de superar este problema seria a implementação de uma série de alvos para 

obter fragmentos pequenos (~150 pb incluindo os alvos) que sobrepostos gerariam 
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sequências mais longas específicas do protozoário. Uma abordagem metodológica que tem 

mostrado ser eficiente na pesquisa de DNA antigo é o uso da PCR quantitativa, focada em 

registrar a quantidade do amplicon presente durante a fase exponencial da PCR. As vantagens 

da PCR quantitativa na pesquisa de DNA antigo incluem a otimização da recuperação do 

DNA, a detecção de inibidores da PCR, a avaliação rápida da preservação, a autenticidade do 

DNA antigo
207

 e a menor manipulação do material, diminuindo uma exposição a eventuais 

outros contaminantes.  

 

5.4. Sobre o uso de coprólitos experimentais.  

 

Mais do que descobertas revolucionárias ou a obtenção de resultados esperados, a 

paleoparasitologia precisa dedicar uma linha de pesquisa ao desenvolvimento de tecnologias, 

metodologias e modelos experimentais que permitam um maior e melhor aproveitamento do 

material que muitas vezes é esgotado no mesmo proceso de análise. Neste sentido, a 

dedicação de recursos orientados à experimentação torna-se quase uma responsabilidade dos 

mesmos pesquisadores com o patrimônio arqueológico que está sendo pesquisado. 

Apesar dos coprólitos constituirem uma fonte importante de informação, eles são muito 

frágeis e a sua descoberta muitas vezes ao acaso. O uso de modelos experimentais na 

paleoparasitologia tem permitido a experimentação sem a perda de material escasso
176,208,209

. 

No caso dos coprólitos, fezes frescas com as características desejadas a serem analisadas nos 

coprólitos, são colocadas durante semanas em uma estufa simulando o processo de 

dessecação responsável pela preservação da maior parte dos coprólitos. Porém, como a 

pesquisa em coprólitos tem se focado em entender variáveis afetando a recuperação de 

helmintos, aspectos dos processos tafonômicos que podem estar afetando a recuperação de 

protozoários intestinais podem ter sido negligenciados. 

O problema da transferência de DNA entre estratos causando contaminação têm sido 

referido previamente
210

, mostrando a necessidade de ampliar as variáveis a serem 

controladas. Testar as condições que facilitam o movimento de moléculas livres de DNA 

entre estratos constituiria uma abordagem importante, permitindo entender melhor as relações 

do coprólito com o seu ambiente próximo.  

Este estudo representa o primeiro relato de G. duodenalis e Cryptosporidium sp. em 

amostras de origem humana e animal e o primeiro registro de E. histolytica/dispar em 

material arqueológico do Brasil. Os protozoários intestinais têm sido diagnosticados em 
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material arqueológico usando diferentes abordagens metodológicas. Dada à sua baixa 

sensibilidade, a microscopia óptica por si só, não é uma técnica recomendada na pesquisa de 

protozoários intestinais em material antigo. A detecção imunoenzimática, por sua vez, 

oferece un diagnóstico rápido e específico para cada protozoário. Porém, esta técnica não 

permite a identificação ao nível de genótipo da espécie. A biologia molecular mostrou-se uma 

ferramenta capaz de identificar o genótipo zoonótico A do parasito em pelo menos uma 

amostra arqueológica, porém sua sensibilidade é ainda muito baixa, podendo levar à obtenção 

de falsos negativos.  

 

 

6. CONCLUSÕES 

 

 A detecção dos três protozoários intestinais em material arqueológico mostra a presença 

deles no passado. Neste estudo foi descrito o primeiro registro de E. histolytica/dispar em 

material arqueológico do Brasil. 

 

 A identificação de G. duodenalis em coprólitos de origem humana e animal, pelo ensaio 

imunoenzimático, sugere a circulação zoonótica deste parasito em tempos pré-

colombianos.  

 

 A microscopia óptica mostrou-se uma técnica de baixa sensibilidade na detecção de G. 

duodenalis em coprólitos experimentais, o que pode explicar a baixa recuperação do 

parasito em contextos arqueológicos.  

 

 Este estudo representa a primeira tentativa de detecção molecular de G. duodenalis em 

amostras arqueológicas de origem humana e animal. A biologia molecular mostrou-se 

uma ferramenta capaz de identificar o genótipo zoonótico A do parasito em pelo menos 

uma amostra arqueológica, porém a sua sensibilidade é ainda muito baixa, podendo levar 

a obtenção de falsos negativos. 

 

 Não foi possível confirmar molecularmente a origem zoológica dos coprólitos animais. 
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Since the beginning of the last century, paleoparasi-
tology has been focused on understanding the origin and 
evolution of infectious diseases, relying on archaeological 
and paleontological material to do so. A wide diversity of 
intestinal parasites has been retrieved from ancient re-
mains, primarily from helminths (Gonçalves et al. 2003). 
However, although protozoa exhibit a global distribution, 
they are not recovered easily from archaeological con-
texts. This scarcity might be related to difficulties in de-
tecting these organisms using traditional optical micros-
copy and to the sensitivity of parasitic structures, which 
are less resistant to taphonomic processes, leading to a 
low estimation of protozoa in the archaeological record.

This literature review aims to identify and summarise 
the geographic distribution of protozoa in the archaeologi-
cal record, with an emphasis on protozoa associated with 
humans, including both intestinal and tissue parasites and 
the methodologies used to study them in ancient remains. 
An electronic database search was performed targeting 
studies on protozoa in the fields of paleoparasitology, 
archaeology and paleopathology and authors showing 
previous research efforts on this subject. The search com-
prised all publications found on this topic in PubMed and 
ScienceDirect and their bibliographies were screened as 
well. The data extracted from the literature included para-
site species, archaeological sites and dates, the methods 
applied and the results of the studies. There were no exclu-
sions related to publication dates or languages.

Methodological approaches to the identification 
of protozoa

Although macroscopic examinations of lesions are 
generally limited to making observations of body pres-
ervation and the presence of specific landmarks, this 

technique is the most direct way of approaching disease 
in archaeological remains. For example, Chagas disease 
was diagnosed based on an altered large intestinal tract 
in a pre-Columbian mummy (Reinhard et al. 2003) and 
later confirmed via molecular biological methods (Ditt-
mar et al. 2003). However, this finding was exceptional, 
as the majority of infectious diseases will not be detect-
ed using such methodology. Consulting historical docu-
ments provides an indirect method for approximating 
protozoan infections. By reviewing medical documents, 
autopsy reports and original death certificates recorded 
by court physicians, Gino Fornaciari et al. (2010a, b)  
reconstructed the medical history of one of the most in-
fluential families of the Italian Renaissance, the Medici 
(Nerlich et al. 2012).

In a similar manner, the origin of leishmaniasis in the 
Americas was discussed based on ethno-historical docu-
ments and anthropomorphic representations on Mochica 
ceramics (huacos) showing lesions similar to those found 
in mucous leishmaniasis (Altamirano-Enciso et al. 2003).

Microscopy has been the traditional method for par-
asite identification in paleoparasitological analyses and 
the first protozoa found in fossilised faeces (coprolites) 
were described using this technique (Pizzi & Schenone 
1954, Witenberg 1961, Fouant et al. 1982). Unfortunate-
ly, most of these early findings were not accompanied 
by photographs or images, preventing comparisons with 
later studies.

Immunofluorescence and enzyme-linked immuno-
sorbent assays (ELISA) have been the most commonly 
employed techniques for antigen recognition in ancient 
remains. Biochemical techniques were initially used in 
this field in 1989, when Faulkner et al. (1989) applied 
indirect immunofluorescence to identify Giardia cysts 
from human coprolites dated to 2,177 ± 145 years before 
present (BP). Since that time, various intestinal para-
sites have been successfully identified via these tech-
niques in coprolites around the world (for a review, see 
Gonçalves et al. 2003).

With the development of methods for ancient DNA 
recovery, tracing parasitic diseases became possible. 
Analyses of ancient DNA in the field of paleoparasi-

Financial support: CNPq, FAPERJ
+ Corresponding author: adauto@ensp.fiocruz.br
Received 1 October 2012
Accepted 23 November 2012

Studies on protozoa in ancient remains - A Review

Liesbeth Frías1, Daniela Leles2, Adauto Araújo1/+

1Escola Nacional de Saúde Pública-Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil 2Departamento de Microbiologia e Parasitologia,  
Instituto Biomédico, Universidade Federal Fluminense, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Paleoparasitological research has made important contributions to the understanding of parasite evolution and 
ecology. Although parasitic protozoa exhibit a worldwide distribution, recovering these organisms from an archaeo-
logical context is still exceptional and relies on the availability and distribution of evidence, the ecology of infectious 
diseases and adequate detection techniques. Here, we present a review of the findings related to protozoa in ancient 
remains, with an emphasis on their geographical distribution in the past and the methodologies used for their re-
trieval. The development of more sensitive detection methods has increased the number of identified parasitic spe-
cies, promising interesting insights from research in the future.

Key words: paleoparasitology - mummies - coprolites - infectious diseases - protozoa - paleoepidemiology



Paleoparasitology of protozoa • Liesbeth Frías et al.2

tology were first performed in experimental animal 
mummies and demonstrated that molecular techniques 
could recover parasitic DNA from archaeological mate-
rial (Bastos et al. 1996). In paleoparasitology, molecular 
biological methods have been used primarily for species 
confirmation, resulting in the identification of falcipar-
um malaria, visceral leishmaniasis (VL) and Chagas dis-
ease. However, there are limitations to these techniques. 
The need to retrieve small DNA fragments from para-
sitic structures that are difficult to preserve and are usu-
ally associated with material of uncertain archaeological 
dates makes further analyses difficult.

Several parasites of animal species have been recov-
ered from coprolites of human origin, suggesting false 
parasitism in some cases and zoonosis in others. Most of 
these studies have been performed on helminths. How-
ever, many of the infections considered to be zoonoses, 
such as cryptosporidiosis and giardiasis, can only be 
confirmed through molecular characterisation of geno-
types and subgenotypes. No enteric protozoa have been 
identified by these methods to date. Nevertheless, be-
yond the application of these techniques for diagnostic 
purposes, they would expand the ability to study proto-
zoan infections in the past.

A brief history of studies on protozoa in ancient 
remains

The analysis of protozoa in the archaeological record 
(Fig. 1) relies on the distribution and availability of an-
cient remains, the ecology of infectious diseases and the 
use of adequate detection techniques. Studies conducted 
in amber specimens have provided an idea of how old the 
association with protozoans is (Table I). The discovery of 
a trypanosomatid (of the genus Paleoleishmania) within 
a female sandfly in Cretaceous Burmese amber indicates 
that vector-borne parasites already existed by the Early 
Cretaceous (Poinar & Poinar 2004). The description of a 
trypanosomatid from faecal droplets adjacent to Triatoma 
dominicana provides the first fossil evidence of a triatom-
ine-trypanosomatid vector association, dating to the mid-
Tertiary era (Poinar 2005a). The presence of Plasmodium 

dominicana in a Tertiary Dominican Republic amber 
specimen establishes a minimum age for the genus Plas-
modium and places avian malaria in the Americas by the 
mid-Tertiary, supporting earlier theories that some species 
responsible for primate malaria could have evolved in the 
Americas (Poinar 2005b). Indirect evidence based on the 
frequency of erosive lesions found in tyrannosaurids sug-
gests infection by a Trichomonas gallinae-like protozoan 
and represents the first report of an avian-transmissible 
disease in non-avian theropod dinosaurs (Wolff et al. 
2009). Cysts similar to those of the extant genus Entamoe-
ba have been preserved in coprolites from the Early Cre-
taceous, enabling the description of two new genera and 
species, Entamoebites antiquus (Poinar & Boucot 2006) 
and Endamoebites proterus (Poinar 2009). Unsporulated 
coccidian oocysts (Archeococcidia antiquus sp. nov. and 
Archeococcidia nothrotheriopsae sp. nov.) have also been 
described in coprolites from a Shasta ground sloth (No-
throtheriops shastensis) (Schmidt et al. 1992).

In addition, Eimeria oocysts from various animal 
species have been retrieved from archaeological con-
texts. The first such report refers to oocysts in deer co-
prolites dated to 9000 BP from northeastern Brazil, for 
which a new species (Eimeria lobatoi) was suggested 
(Ferreira et al. 1992) and oocysts of Eimeria macusani-
ensis and Eimeria ivitaensis have been detected in mum-
mified camelids from Peru (Leguía et al. 1995, Leguía 
1999). More recently, E. macusaniensis was recovered 
from various archaeological sites in Santa Cruz, Argen-
tina (Fugassa & Barberena 2006, Fugassa & Guichón 
2006, Fugassa 2007, Fugassa et al. 2007, Beltrame et al. 
2010), where the host specificity of this species enabled 
more reliable identification of camelids in archaeological 
deposits. Furthermore, by comparing the dimensions of 
oocysts from these archaeological sites, a temporal trend 
was established indicating a size reduction over time (Fu-
gassa et al. 2008). This discovery offers insight into host-
parasite coevolution and paleoenvironmental changes.

A large number of publications have addressed the 
study of mummified human remains, which have shown 
preservation varying from excellent to very poor (Lyn-

Fig. 1: paleodistribution of enteric protozoa (white spots) and blood protozoa (black spots) in humans.
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nerup 2007). Soft tissue preservation depends on rapid 
dehydration overtaking postmortem decay and can be 
brought about either by natural conditions (a hot or very 
cold dry climate) or via artificial means (mortuary prac-
tices preventing degradation). Hence, the dry and salty 
climate of the Saharan and Atacama Deserts, the cold 
winds and permanent ice of the Andean Cordillera and 
the aridity of the Argentinean Pampas and Brazilian Sa-
vannah (Cerrado and Caatinga) present ideal conditions 
for tissue preservation. Similarly, bodies within sealed 
tombs are generally well preserved, facilitating the iden-
tification of diseases that do not necessarily leave traces 
in bone (Cockburn et al. 1998, Aufderheide 2003).

Enteric protozoa are expected to be found worldwide, 
as gastrointestinal infections represent one of the oldest 
and most common associations of infectious disease with 
humanity. In addition, these organisms do not require 
specific vectors, as they are generally transmitted by con-
taminated food and water. Blood protozoa, on the other 
hand, depend strongly on the distribution of their vectors 
and, consequently, on various environmental factors.

Forty-eight publications addressing protozoa found 
in human remains (Table II) were retrieved from the 
electronic databases, ranging from the year 1954-2012. 
The number of publications from the present century was 
equal to the number published from the 1950s-1990s. The 
first descriptions of enteric protozoa in archaeological 
remains were secondary to findings of larger parasites 
(Pizzi & Schenone 1954, Witenberg 1961, Faulkner et al. 
1989). Subsequently and with the growing availability of 
commercial kits that enable parasite retrieval from cop- 
rolites, the number of studies on protozoa increased. For 
example, Giardia duodenalis, Cryptosporidium parvum 
and Entamoeba spp have been successfully identified in 
samples from both the New and the Old World, dating to 
between 5300 BP and the XIX century (Gonçalves et al. 
2004, Le Bailly & Bouchet 2006).

Unlike enteric protozoa, blood protozoa have histori-
cally attracted the interest of more researchers, prima- 
rily because of their epidemiological importance in pub-
lic health. The use of molecular techniques has enabled 
confirmation of Chagas disease in Andean mummies 
dating back to 9000 BP (Aufderheide et al. 2004) and 
falciparum malaria in ancient Egyptian mummies dating 
to 5200 BP (Miller et al. 1994, Cerutti et al. 1999, Rabino 
Massa et al. 2000, Nerlich et al. 2008).

Blood protozoa - Chagas disease in the pre-Columbi-
an Americas - Trypanosoma cruzi, the causative agent of 
American trypanosomiasis, or Chagas disease, is trans-
mitted through the faecal droppings of infected vectors 
from the subfamily Triatominae. T. cruzi is geographi-
cally restricted to the Americas and occurs primarily in 
Latin America, where it is endemic (Moncayo & Silveira 
2009). Its paleodistribution was also constrained to the 
New World, comprising the Andean area, a small region 
in the Brazilian savannah and part of the Chihuahuan 
Desert in North America (Fig. 2, Table III).

Descriptions of cases of T. cruzi infections in the past 
are relatively abundant in the literature. The identifica-
tion of amastigote nests in cardiac fibres from a Peru-
vian mummy (Fornaciari et al. 1992) and visceral lesions 
in Chilean mummies (Rothhammer et al. 1985) con-
firms the occurrence of both the infection and disease 
in pre-Columbian times. Humans were infected early in 
their history and were likely infected in various ways, 
depending on how they interacted with their environ-
ment. The existence of Chagas disease in pre-Columbi-
an populations predates sedentism and domestication by 
several thousand years, suggesting other means of initial 
contagion. Some authors propose that accidental infec-
tion of humans occurred due to contact with natural T. 
cruzi foci (Guhl et al. 2000) and that human dwellings 
and domestication would have subsequently facilitated 
its establishment in domestic settings (Aufderheide et al. 
2004). Various alternatives have been put forth regard-
ing how this would have happened. The ingestion of raw 
infected meat was suggested as a potential route of in-
fection by Neghme (1982), but archaeological evidence 
was not provided until almost 20 years later, when Rein-
hard et al. (2003) reported finding unburned bones and 
hair from woodrats in coprolites from an area where a 
case of Chagas disease was described and later molecu-
larly confirmed (Dittmar et al. 2003). The occupation 
of caves and rock shelters, before dwellings were intro-

TABLE II
Publications on protozoa in ancient human remains

Publications
(n)

TotalNew World Old World

Enteric protozoa 10 5 15
Blood protozoa 16 17 33

Total 26 22 48

Fig. 2: paleodistribution of Trypanosoma cruzi studies in humans 
(white spots). Grey area approximately represents the current geo-
graphic extent of Chagas disease in Central and South America 
(adapted from Silveira 1999).
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duced, would also have increased the risk of infection 
by triatomine species adapted to live in rocks (Araújo 
et al. 1998, Ferreira et al. 2000). The T. cruzi infections 
described from the archaeological record were reviewed 
by Ferreira et al. (2011) regarding the origin and spread 
of Chagas disease.

Malaria - Human malaria is one of the most com-
mon infectious diseases in the world. It is transmitted 
by infected female mosquitoes of the genus Anopheles, 
which inject malaria parasites while feeding. There are 
five species known to infect humans, among which Plas-
modium falciparum accounts for the death of more than 
one million people every year (Snow et al. 2005). This 
infection exhibits a widespread distribution in tropical 
and subtropical areas, with the highest transmission cur-
rently found in the Amazonas, Sub-Saharan Africa, In-
dia and parts of Oceania (CDC 2012).

Studies in ancient remains have provided evidence 
of endemic malaria in Egypt and Italy (Fig. 3, Table IV), 
where proximity to river valleys would have resulted in 
a high risk of acquiring malaria, as river flooding pro-
duces perfect breeding sites for mosquitoes. Despite the 
lack of treatments for malaria and references to disease 
symptoms in ancient Egyptian texts, some texts do note 
the presence of mosquitoes and the use of nets to avoid 
them (Strouhal 1992, Nunn 2001, Herodotus 2008). 
Symptoms including an enlarged spleen accompanied 
by fever are mentioned in the Papyrus Ebers (Ebbell 
1937), but no clear description of malaria is given. In 
the vicinity of the Tiber, the discovery of a large Roman 
children’s cemetery, dating to 430 BC (Soren et al. 1995), 
suggests that an epidemic outbreak of malaria occurred, 
as falciparum malaria is known to cause a high rate of 
premature deliveries in non-immune pregnant women.

It is worth noting that malaria antigen detection tests 
are not as sensitive as microscopy. Although some re-
searchers have been able to recover P. falciparum histi-
dine-rich protein 2 using the ParaSight™-F test (Miller 
et al. 1994, Cerutti et al. 1999), some of these results 
were not reproducible in further investigations (Taylor 
et al. 1997). Subsequently, studies on living patients 
showed cross-reaction of the monoclonal IgG antibody 
used in this test with the rheumatoid factor in blood, 
resulting in false positive tests for malaria (Iqbal et al. 
2000, Moody 2002).

The occurrence of malaria in the Americas has been 
subject to great debate among historians (for a review, 
see Bruce-Chwatt 1965). Those defending its pre-Co-
lumbian presence argue that there is linguistic evidence 
indicating the symptoms of the disease (Guerra 1964, 
cited in Bruce-Chwatt 1965, p. 378) and botanical evi-
dence of the therapeutic use of cinchona bark (Jaramil-
lo-Arango 1950, cited in Bruce-Chwatt 1965, p. 379). 
Nevertheless, the historical evidence for and against a 
pre-Columbian existence of malaria is controversial; 
there are no known references to the disease nor to the 
cinchona plant in the available written records from the 
Incas, Mayas or Aztecs. Moreover, for one or two gener-
ations after the first arrival of the Spaniards, there were 
no reports of diseases that might be considered to be ma-
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laria, not even in localities that were later known to be 
associated with a high malaria burden (Ashburn 1947). 
Regarding the use of bark, it is believed that the native 
Indians of Peru would have transmitted their knowledge 
of its use to Jesuit missionaries after the Conquest, in 
1527 (Bruce-Chwatt 1965). Recent phylogenetic analy-
ses and Approximate Bayesian Computation methods 
suggest independent introductions of two clusters of P. 
falciparum from African origins in South America, fa-
vouring multiple introductions from Africa during the 
transatlantic slave trade (Yalcindag et al. 2012).

Leishmaniasis - Leishmaniasis is a parasitic disease 
caused by protozoa of the genus Leishmania. It is en-
demic in southern Europe, North Africa, the Middle 
East, Central and South America and India (Piscopo & 
Azzopardi 2007). Infections involving this parasite are 
regarded as cutaneous (CL), mucocutaneous (ML) or 
VL, which present different geographic distributions and 
clinical manifestations. More than 90% of all VL cases 
occur in India, Bangladesh, Nepal, Sudan, Ethiopia and 
Brazil, 90% of all CL is reported in Afghanistan, Al-
geria, Iran, Saudi Arabia, Syria, Brazil, Colombia, Peru 
and Bolivia and more than 90% of all cases of ML occur 
in Bolivia, Brazil, Ethiopia and Peru (WHO 2012).

The antiquity of leishmaniasis in the New World 
has been inferred from the existence of huacos with 
facial mutilations, references from chroniclers of the 
Conquest and Colonial Period and the persistence of 
some quechua words that make allusions to the disease 
(Altamirano-Enciso 2000). The evidence of Leishma-
nia in the archaeological record is scarce. The presence 
of these parasites in the high-altitude Atacama Desert, 
where the disease is not normally found, suggests a pat-
tern of mobility from endemic areas (Costa et al. 2009, 
Marsteller et al. 2011) dating to as early as 1000 BP 
(Fig. 4, Table V). An analogous situation was proposed 
for leishmaniasis in Egypt, where expeditions to Nubia 
(modern Sudan), currently a highly endemic country 

Fig. 3: paleodistribution of Plasmodium falciparum studies in humans (white spots). Grey area approximately represents the current geographic 
distribution of the disease (CDC 2012).

for VL (Zink et al. 2006), would explain the high inci-
dence of Leishmania DNA in the Middle Kingdom, as 
opposed to its absence in earlier or later periods. Leish-
mania infantum was recently identified in Eleanor of 
Toledo (1522-1562), a Spanish noble woman and wife of 
Cosimo I de’Medici and in mummies from the Brazilian 
Colonial Period, 1530-1815 (ongoing research), which 
is in accordance with studies confirming the recent 
importation of this parasite into the New World from 
southwest Europe (Kuhls et al. 2011).

Enteric protozoa - Paleoparasitological evidence of 
protozoans is scarce. Because their cysts and oocysts are 
fragile microstructures compared to helminth eggs, the 
identification of these organisms from archaeological re-
mains via optical microscopy has been infrequent. The 
application of ELISA greatly improved the detection of 
protozoa infections in coprolites and latrine soils in the 
Americas and Europe (Table VI) and Gonçalves et al. 
(2002) concluded that the sensitivity of this technique 
was greater than that offered by microscopy for diag-
nosing G. duodenalis. Cryptosporidium spp and G. duo-
denalis have been identified based on immunofluores-
cence analysis in archaeological remains in Peru, dating 
to as early as 4300 BP (Ortega & Bonavia 2003), while 
in Europe, Le Bailly et al. (2008) identified G. duodena-
lis in samples from medieval times using immunofluo-
rescence and ELISA. More recently, the detection of G. 
duodenalis and Entamoeba histolytica in archaeological 
samples from the Middle East has confirmed written 
evidence of the occurrence of infective diarrhoea in the 
Crusader period (Mitchell et al. 2008).

The case of Toxoplasma gondii - T. gondii is a wide-
spread zoonotic protozoan that infects most species of 
mammals, birds, fish, amphibians and reptiles. To de-
tect this parasite in ancient remains, one of the following 
scenarios must occur. In the first scenario, the infective 
stage of the parasite (oocysts) must be found in the co-
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Fig. 4: paleodistribution of Leishmania spp studies in humans (white 
spots). Grey areas approximately represent the current distribution 
of visceral leishmaniasis (dark grey) and cutaneous-mucocutaneous 
(light grey) in the New World.

prolites of felids, as they are the only definitive host for 
T. gondii. In the second scenario, encysted forms of the 
parasite (bradyzoites) have to be retrieved from various 
tissues of the body, either from intermediary hosts (ani-
mals, including humans) or infected cats. The complex 
life cycle of T. gondii limits the potential for its identi-
fication in coprolites because, although its oocysts are 
shed in the faeces of adult cats in some cases, oocyst 
excretion usually occurs only in young felids, which 
are less immunocompetent (Dubey et al. 1977, Dubey 
1995). Toxoplasma has not yet been detected in ancient 
remains, although successful recovery of its DNA has 
been accomplished from desiccated mouse tissue (Terra 
et al. 2004). Although methodological difficulties must 
be considered, the worldwide dispersion of the infec-
tion today suggests the possibility of finding the parasite 
through systematic examinations of mummies and ar-
chaeological remains.

The ecology of infectious diseases in humans en-
tails more than the risk of acquiring an infection. It also 
involves the likelihood of exposure, the conditions of 
establishment and favourable circumstances that lead 
to successful transmission. While adapting to harsh 
environments, human populations have become part of 
various parasitic life cycles. For malaria, proximity to 
marshy areas favours the incidence of disease, as seen in 
the Nile Delta (Rabino Massa et al. 2000) and the fringes 
of the Tiber valley (Sallares & Gomzi 2001). Addition-
ally, members of the Medici family are known to have 
hunted in areas of Tuscany endemic for malaria (Forna-
ciari et al. 2010a, b). Chagas disease is thought to have 
originated from a human intrusion into the T. cruzi syl-
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vatic cycle, gradually transitioning into a domestic cycle 
(Aufderheide et al. 2004, Araújo et al. 2009, Ferreira et 
al. 2011) and leishmaniasis would have increased in the 
New World due to travel to endemic zones or migration 
from such areas (Costa et al. 2009).

The probability of detecting parasites is sometimes 
enhanced by the methodology applied. Studies on en-
teric protozoa have increased with the availability of 
commercial kits that facilitate the processing of a large 
number of samples simultaneously. Molecular biological 
techniques offer a more sensitive methods to retrieve in-
formation from archaeological contexts and even though 
limitations associated with ancient DNA must be consid-
ered (such as sample preservation, age and contamina-
tion), examination of enteric protozoa using these means 
would offer an interesting perspective on the zoonotic 
potential of Giardia spp and Cryptosporidium spp in the 
archaeological record, an emphasis that has not yet been 
explored in the literature.
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