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RESUMO

Giardia duodenalis (G. duodenalis) é um protozoério entérico patogénico distribuido
mundialmente e apresenta amplo espectro de hospedeiros mamiferos, incluindo
humanos. Isolados deste parasito possuem grande diversidade genética,
apresentando sete genétipos (A-G) e diversos subtipos. No entanto, apenas 0s
gendtipos A e B infectam o homem e no subtipo Al concentra-se o potencial
zoon6tico do parasito. Andlise das sequéncias de amplicons de determinados
marcadores moleculares demonstrou resultados discordantes na genotipagem de G.
duodenalis evidenciando a necessidade de identificar novos marcadores. A proposta
desse trabalho foi avaliar a aplicabilidade do locus da enzima malica (ME)
comparando os resultados obtidos com o gene da [(B-giardina (Bg) usando a PCR
convencional seguida de sequenciamento para deteccdo e genotipagem de
amostras clinicas. Foi desenvolvida uma PCR em Tempo Real - ME para detectar,
guantificar e genotipar isolados de G. duodenalis diretamente de amostras de fezes.
Foram usadas 100 amostras clinicas (83 humanas e 17 caninas) positivas segundo
exame parasitologico e imunolégico. A N - PCR convencional - Bg amplificou 61%
destas (52 amostras humanas e sete caninas) e todas foram caracterizadas como
genotipo A, sendo 42 subtipo Al (38 humanas e quatro caninas) e 19 subtipo A2 (16
humanos e trés caninas). A N - PCR convencional - ME detectou apenas nove
amostras (9%) positivas e todas pertencentes ao genotipo A, sendo seis humanas
(quatro pertencentes ao subtipo Al, uma subtipo A2 e uma com subtipo
indeterminado) e trés caninas (todas Al). Ao correlacionar a genotipagem por
ambos marcadores, observou-se concordancia na identificacdo do gendtipo. A
comparacao do limite de deteccédo da PCR convencional ME com a PCR em Tempo
Real - ME demonstrou que esta Ultima foi aproximadamente 10* vezes mais
sensivel. Analise estatistica dos resultados obtidos com as réplicas da curva-padréo
indicou reprodutibilidade do método e determinou que amostras negativas Ssao
aquelas com valores de Ct > 37. Desta forma, 71 amostras clinicas (71%) foram
positivas na PCR em Tempo Real - ME com sonda para subtipo Al, destas 62
(87,3%) eram amostras humanas e nove (13,4%) caninas. A quantificacao relativa
de DNA de G. duodenalis nas amostras clinicas com a PCR em Tempo Real - ME,
demonstrou que a concentracdo de cistos nas amostras analisadas variou de 4,21
ng a 204 fg (respectivamente, 22.000 e 1,0 cistos). A PCR em Tempo Real - ME
apresentou maior sensibilidade em relagcdo a N - PCR convencional - ME, indicando
a necessidade de utilizacdo de novos iniciadores, pois os utilizados encontram-se
em regides polimorficas, como demonstrado pela andlise das sequéncias de ME.
Apesar da necessidade de mais estudos, os resultados obtidos neste trabalho
indicam que a PCR em Tempo Real - ME possui potencial aplicabilidade nos
estudos de epidemiologia molecular da giardiase.

14



ABSTRACT

Giardia duodenalis (G. duodenalis) is an intestinal protozoan parasite found
worldwide in various mammalian hosts, including humans. G. duodenalis isolates
display high genetic diversity with seven genotypes (A-G) and subtypes. However,
only A and B assemblages have been detected in humans. The subtype Al parasite
presents the strongest zoonotic potential. Discordant genotyping and detection
results of G. duodenalis isolates have been previously reported using amplicon
sequence analysis from certain molecular markers. Therefore, this leads to the
search of novel ones. The purpose of this work was to compare conventional PCR,
followed by sequencing, using malic enzyme (ME) and [B-giardin gene (Bg) as
molecular markers for the detection and genotyping of the parasite found in faecal
samples. Likewise, an approach involving Real Time PCR - ME for detecting,
guantifying and genotyping G. duodenalis isolates was developed. We collected 100
positive faecal samples (83 humans and 17 canines) according to parasitological
exam and immunoassays. N - PCR - Bg detected 61 positive samples (61%) from
which 52 were human and seven were canine. All those samples were characterized
as genotype A. Subtype Al and A2 were determined in 42 (38 humans/4 canines)
and 19 (16 humans/3 canines) samples, respectively. However N - PCR - ME
analyses revealed that only nine faecal samples (9%) were positive (6 humans/3
canines) for genotype A. Six human samples were subtyped as Al (4), A2 (1) and
one not-determined, and the three canine samples were subtype A2. However, when
correlating the sample genotyping using both markers, we have observed an
agreement in the identification of the genotypes. The comparison of the detection
limit between the N - PCR - ME and the Real Time PCR - ME showed that the latter
one was approximately 10*fold more sensitive. The statistical analysis of the data
from the standard curve replicates indicated reproducibility of the method.
Furthermore, Ct values > 37 were established as an indicative for negative samples.
Therefore, Real Time PCR - ME analysis revealed that 71 samples (71%) were
positive for subtype Al from which 62 (87.3%) and nine (13.4%) samples were
humans and canines, respectively. The relative quantification of G. duodenalis DNA
in the clinical samples using Real Time PCR - ME varied from 4.21 ng to 204.0 fg
corresponding to 22.000 and one cyst, respectively. Overall, Real Time PCR — ME
analysis showed to be more sensitive than N - PCR - ME. It, thus, suggest the need
to design different primers, because the ones used were within a polymorphic region
of the ME sequence. Although more investigation is yet to be done, the results
achieved in this work indicate that Real Time PCR - ME has a great potential in the
applicability for molecular epidemiological studies of giardiasis.
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l. INTRODUCAO
1.1. Histérico

Giardia foi inicialmente descrita por van Leeuwenhoek em 1681, quando
examinava suas proprias fezes diarréicas ao microscopio (apud Dobell, 1920). Esse
organismo foi descrito com mais detalhes por Lambl, em 1859, que achou que o
mesmo pertencia ao género Cercomonas e o nomeou Cercomonas intestinalis. Em
1879, Grassi nomeou um organismo em roedores, agora conhecido como sendo
uma espécie de Giardia, de Dimorphus muris, aparentemente sem saber da
descricao ja feita por Lambl (Stiles, 1902). O termo genérico Giardia foi estabelecido
por Kunstler quando encontrou o flagelado no intestino de um girino (Kunstler, 1882).
Em 1888, Blanchard sugeriu Lamblia intestinalis, que Stiles (1902) trocou para
Giardia duodenalis. Em seguida, Kofoid e Christiansen propuseram 0S nomes
Giardia lamblia em 1915 e Giardia enterica em 1920. Por outro lado, em 1922,
Simon usou critérios morfologicos para diferenciar G. lamblia de G. muris e aceitou o
primeiro nome para formas humanas. A controvérsia sobre o nimero de espécies de
Giardia continuou apos muitos anos, com alguns pesquisadores sugerindo a
nomenclatura com base na origem do hospedeiro e outros focados na morfologia.
Mais de 40 nomes de espécies foram propostos baseados no hospedeiro de origem
(Adam, 2001). Em 1952, Filice publicou uma detalhada descricdo morfologica da
Giardia propondo trés nomes para espécie: G. duodenalis, G. muris e G. agilis. A
nomenclatura G. lamblia tornou-se amplamente aceita por volta de 1970. Desde
1980, alguns arriscaram a utilizar o nome de G. duodenalis, e nos anos de 1990, o
nome G. intestinalis foi colocado em uso por outros pesquisadores (Adam, 2001).

De acordo com as Normas de Nomenclatura Zoolégica se a forma presente
nos coelhos for considerada idéntica a forma presente nos humanos, duodenalis
seria a nomenclatura correta. Entretanto, se forem consideradas as inumeras formas
em humanos, coelhos, roedores e outros animais como distintas, uma nova
nomenclatura devera ser sugerida para as formas que ocorrem em humanos.
Embora a nomenclatura duodenalis pareca ser a mais correta, 0s nomes intestinalis
e lamblia sdo bastante usados, particularmente para isolados de origem humana
(Monis et al., 2009).
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1.2. Giardia spp.

O género Giardia € composto por protozoarios flagelados, parasitos intestinais
de um amplo espectro de hospedeiros, mas somente a G. duodenalis infecta
hospedeiros mamiferos (Adam, 2001; Caccio & Ryan, 2008).

Este organismo possui duas formas celulares, a forma trofozoita e a forma
cistica, que sdo adaptadas a ambientes diferentes. A primeira forma coloniza o
intestino dos hospedeiros e a segunda sobrevive no ambiente (Gillin, Reiner &
McCaffery, 1996).

Giardia é um protozoario flagelado pertencente ao filo Sarcomastigophora,
subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, a ordem Diplomonadida e a familia
Hexametidae. Usando critérios baseados na morfologia (forma do trofozoito, do
corpo mediano e no tamanho do disco ventral em relacdo ao comprimento da
célula), Filice (1952) prop0s trés espécies: G. duodenalis, G. muris e G. agilis.
Outros autores considerando o0 hospedeiro de origem e caracteristicas
ultraestruturais dos trofozoitos, definiram as espécies G. ardeae, G. microti e G.
psittaci (Monis et al., 1999; Adam, 2001).

G. duodenalis (sinbnimo G. lamblia e G. intestinalis) infecta a maioria dos
mamiferos, incluindo o homem, animais de companhia, de pasto e silvestres. G.
agilis, possui os anfibios como hospedeiros; G. microti e G. muris infectam roedores;
G. psittaci e G. ardeae sdo especificas para passaros (Thompson, Hopkins &
Homan, 2000).

1.3. Biologia celular da G. duodenalis

Giardia € um organismo unicelular que apresenta algumas caracteristicas de
células eucaridticas tais como nucleos com envoltorio nuclear conectados ao reticulo
endoplasmatico, citoesqueleto complexo e vacuolos periféricos (VP) localizados sob
a membrana plasmatica. Entretanto, este organismo ndo possui outras organelas
gue sdo comuns aos eucariotos como nucléolos e peroxissomos. Seu metabolismo é
anaerobio (microaerofilo), obtendo energia através do metabolismo fermentativo
(Adam, 2001; Carranza & Lujan, 2009), sendo que a atividade glicolitica presente é
mais semelhante a descrita em bactérias do que em outros eucariotos (Suguri et al.,
2001), ndo apresentando mitocéndria ou qualguer componente de fosforilacdo
oxidativa (Gillin, Reiver & McCaffery, 1996). Estruturas como complexo de Golgi

estdo ausentes nos trofozoitos, mas presentes durante o processo de encistamento.
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O reticulo endoplasmatico bem desenvolvido forma vesiculas secretoras como as de
encistamento-especificas (VSES), na qual transporta componentes da parede do
cisto para a superficie da célula (Reiner, McCaffery & Gillin, 1990; Lujan et al., 1995;
Carranza & Lujan, 2009).

O trofozoito é a forma vegetativa capaz de se proliferar, apresentando forma
de meia péra com aproximadamente 12 a 15 um de comprimento, 5 a 9 um de
largura e 1 a 2 um de espessura. Os trofozoitos possuem dois nucleos simétricos
gue estdo localizados anteriormente, sendo ativos para transcricdo e dividindo-se
simultaneamente (Kabnick & Peattie, 1990; Carranza & Lujan, 2009) (Figura 1.1 e
1.2). Em seu citoplasma encontram-se lisossomos, ribossomos e granulos de
glicogénio (Adam, 2001). Seu citoesqueleto complexo, que mantém a forma do
parasito, inclui um corpo mediano, um disco ventral e quatro pares de flagelos
(anterior, posterior, caudal e ventral).

O corpo mediano esta localizado na linha média e consiste em um grupo de
microttbulos contendo 13 protofilamentos justapostos. E Gnico para as espécies de
Giardia e sua morfologia ajuda a definir as diferentes espécies do género (Meng et
al., 1996).

O disco ventral € uma estrutura Unica do género Giardia, aparentemente
rigido, cbncavo e importante na fixacao no intestino participando da divisdo nuclear.
Associa-se a membrana plasmatica por fibras curtas compostas por a- e B-tubulinas,
proteinas contracteis e por um grupo de proteinas acidas denominadas giardinas
(Carranza & Lujan, 2009). Estas proteinas compreendem cerca de 20% das
proteinas do citoesqueleto da forma trofozoita e sdo especificas do parasito
(Holberton & Ward, 1981; Crossley & Holberton, 1985).

Os trofozoitos possuem quatro pares de flagelos compostos de microtubulos
organizados em axonemas que sao construidos a partir do corpo basal e entre os
nucleos. A mobilidade e ligacdo as células hospedeiras sdo essenciais para o ciclo
de vida deste parasito e durante o processo de excistamento (Carranza & Lujan,
2009). Os microtubulos do citoesqueleto organizam o0s oitos corpos basais, 0s

flagelos, o disco ventral e o corpo mediano (Elmendorf et al., 2005).
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Figura 1.1. Microscopia eletrbnica de transmisséo do corte longitudinal de trofozoito de G.
duodenalis. N: ndcleos, F: flagelo, V: vacuolos, ER: reticulo endoplasmatico (Adam, 2001).

Figura 1.2. Microscopia eletrdnica de transmissdo do corte transversal de trofozoito de G.
duodenalis. VD: disco ventral, N: nlcleos, V: vesiculas periféricas, F: axonemas flagelares,
ER: reticulo endoplasmético (Benchimol M, 2004).

A outra forma celular € a cistica, que representa o estagio latente do parasito.
Apresenta forma ovoide e possui cerca de 10 um de comprimento e 7 um de largura
com dois a quatro nucleos (Adam, 2001). O cisto possui uma parede dupla de 0,3 a
0,5 um de espessura composta por camada de filamentos interna e externa (Figura
1.3). Seu citoplasma contém dois ou quatro ndcleos, dependendo do estagio de
maturacdo, da contracdo flagelar e da porcdo de fragmentos do disco ventral. O

cisto € composto por carboidratos e proteinas da parede cistica (CWP) (Carranza &
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Lujan, 2009). E relativamente inerte, podendo sobreviver em uma grande variedade

de ambientes, sendo a forma infectante do parasito.

Figura 1.3. Cistos de G. duodenalis, obtidos in vitro, em meio contendo DMSO. (A)
Microscopia O6ptica dos cistos apresentando parede birrefringente (Barra: 5 um). (B)
Microscopia eletrénica de transmissdo do cisto maduro apresentando a parede cistica
homogeneamente distribuida ao redor da membrana celular (CW). Axonemas flagelares
(seta), N: nucleo, AD: disco ventral desagregado, PV: vesiculas periféricas. (Barra: 1 ym).
(Hausen, Freitas & Monteiro-Leal, 2006).

1.4. Transmisséo e ciclo biolégico

G. duodenalis é o agente etioldgico da giardiase, doenca gastrointestinal que
atinge homens e animais (Adam, 1991). Durante seu ciclo biolégico, o parasito
apresenta duas formas evolutivas distintas: o cisto (forma infectante) e o trofozoito
(forma vegetativa) (Adam, 1991).

A transmisséo da giardiase ocorre através da via fecal-oral por ingestao direta
dos cistos da ingestdo de agua e alimentos contaminados e de forma direta pessoa-
a-pessoa ou pessoa-animal. A transmissdo pessoa a pessoa pode ser viabilizada
pelas maos contaminadas, ocorrendo principalmente em locais de aglomeracéo
humana, como creches, orfanatos, asilos e entre familiares.

A giardiase pode também ser considerada uma doenca de transmissao
sexual uma vez que préticas que envolvam o contato com superficies contaminadas
com fezes podem levar a contaminacdo (Hopkins et al., 1997; Thompson, 2000;
Adam, 2001; Traub et al., 2004). A taxa de transmissdo dos cistos de Giardia é de
cerca de 20% entre os homossexuais masculinos (Hill, 1993).

A giardiase ainda pode ser transmitida aos humanos por animais domésticos
como caes e gatos, assim como podem ser transmitidas dos humanos a estes como,
por exemplo, entre criancas que frequentam creches que possuam pequenos

animais (Thompson, 1994).
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A infeccdo se inicia através da ingestdo de cistos presentes em agua ou
menos frequentemente, em alimentos que contenham fezes contaminadas com
cistos. Apos passagem pelo ambiente &cido do estdbmago, com alta concentracao de
ions de hidrogénio, e exposi¢cdo ao contetdo do intestino delgado, com enzimas
pancreaticas e pH alcalino, inicia-se o0 processo de excistamento. Este processo
ocorre em poucos minutos e de forma coordenada. Apos o excistamento, de um
Unico cisto ha formacdo de dois trofozoitos binucleados equivalentes, que fixam e
colonizam especificamente o intestino delgado humano (Carranza & Lujan, 2009).
Os trofozoitos replicam-se, utilizam seus quatro pares de flagelo para se
locomoverem no fluido luminal (Adam, 1991) e colonizam a regido abaixo da entrada
do colédoco, banhados em mistura de H*, bile, proteases e outras enzimas
digestivas, assim como alimentos ingeridos e seus produtos. Os trofozoitos podem
persistir no intestino delgado por periodo variavel, onde se proliferam e colonizam a
superficie do intestino (Smith et al., 1982). Quando carreados pelo fluxo do fluido
intestinal, os trofozoitos iniciam processo de encistamento e ao final deste a
mobilidade desaparece (Gillin, Reiner & McCaffery, 1996). A porcdo externa fica
arredondada e filamentosa e na porcéo interior evidenciam-se 0s quatro nucleos,
gue ainda ndo completaram a citocinese (Carranza & Lujan, 2009) (Figura 1.4).

Os cistos sdo eliminados pelas fezes em uma a duas semanas apo0s a
infeccdo. Em humanos, a dose infectante € cerca de 10 a 100 cistos e estes sao
imediatamente infecciosos quando excretado nas fezes, sobrevivendo de semanas a
meses no ambiente (Caccio & Ryan, 2008). Os trofozoitos também podem ser
liberados nas fezes, principalmente as diarréicas, mas nao sobrevivem por um

periodo significativo fora do hospedeiro (Vesy & Peterson, 1999).
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Figura 1.4. Ciclo biolégico da G. duodenalis no homem (Adapatado de
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Giardiasis.htm).

1.5. Giardiase

A giardiase € a maior contribuinte para surtos de doencas diarréicas humanas
causadas por parasitos (Adam, 2001; Monis et al., 2009). Giardia € um
enteroparasito ndo invasivo, que sobrevive e se multiplica, na superficie do limen do
intestino delgado dos hospedeiros vertebrados, porém € capaz de ocasionar diarréia
severa que pode levar a ma-absorcdo de nutrientes como vitaminas A e B12,
proteinas, D-xilose e ferro e deficiéncia de lactase (Solomons, 1982; Welsh et al.,
1984; Gillon, 1985; Katz & Taylor, 2001), interferindo assim, no desenvolvimento
pondo-estatural infantil. Os sintomas incluem diarréia aguda ou crbnica, nausea,
vomito, anorexia, flatuléncias, fadiga, desidratacdo e dor abdominal sdo altamente
variaveis (Thompson, Reynoldson & Lymbery, 1993). A séria leucocitaria ndo se
altera quali ou quantitativamente. Raramente, detecta-se a presenca de muco e
sangue nas fezes (Beers & Berkow, 1999; Katz & Taylor, 2001). Por outro lado, a
maioria das pessoas infectadas é assintomatica e a infeccdo frequentemente é

resolvida de forma espontanea (Adam, 1991). Desta forma, tanto a duracdo quanto a

24


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Giardiasis.htm

sintomatologia da giardiase variam em individuos imunocompetentes (Gillin, Reiner
& McCaffery, 1996).

Para distinguir a giardiase das demais infeccbes gastrointestinais
ocasionadas por virus e bactérias, as principais caracteristicas sdo a perda de peso
e 0 longo tempo de duracdo da doenca (de 7 a 10 dias apOs a primeira
manifestacao).

Quando ocorre o excistamento, os trofozoitos de Giardia utilizam seus
flagelos para alcancar a superficie das microvilosidades que recobre o duodeno e no
jejuno, onde se aderem aos enterdcitos, pricipalmente através da utilizacédo do disco
ventral (Faubert, 2000). Adicionalmente, lectinas da superficie de Giardia ligam-se
aos acUcares na superficie dos enterdcitos (Ghosh et al., 2001). O processo de
adesdo danifica as microvilosidades interferindo na absorgdo de nutrientes. A
multiplicacdo rapida dos trofozoitos gera uma barreira fisica entre os enterécitos e o
[imen intestinal, interferindo na absorcéo de nutrientes (Faubert, 2000), ocasionando
danos nos enterdcitos, atrofia das vilosidades, hiperplasia critica (Buret et al., 1992),
hipermeabilidade intestinal (Chin et al., 2002; Dagci et al., 2002) e danos na borda
em escova reduzindo a secrec¢do de enzimas como as dissacaridases (Nain, Dutt &
Vinayak, 1991).

A resposta imune, tanto inata quanto adaptativa, constitui a defesa do
hospedeiro frente infeccdo por G. duodenalis (Hawrelak, 2003). A participacao de
mecanismos de resposta imune inata como a producédo de oxido nitrico (NO) e a
producédo de defensinas ja foram descritos, assim como mecanismos da resposta
adaptativa dependentes de célula B, independentes de IgA, participacdo das células
T, neutroéfilos, macrofagos e do sistema complemento (Faubert, 2000). A infeccéo
por G. duodenalis é limitada ao Iimen intestinal, pois os trofozoitos ndo penetram no
epitélio, ndo invadem tecidos ao redor e nem entram na corrente sanguinea. Logo,
uma resposta imune efetiva deve atuar no local da infec¢édo (Faubert, 2000; Singer &
Nash, 2000; Langford et al., 2002). Entretanto, o mecanismo exato através do qual o
sistema imune interage com os trofozoitos de Giardia ainda nao foi totalmente

compreendido.
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1.5.1. Diagnostico

O diagnéstico presuntivo da giardiase é realizado na observacdo dos
sintomas da infeccdo e o diagndstico definitivo através da deteccdo de cistos e
trofozoitos de G. duodenalis nas fezes. Tradicionalmente, o diagnéstico laboratorial
€ baseado no processamento das fezes por diferentes técnicas, seguido de
observacdo por microscopia Optica. A observacdo das fezes diarréicas frescas é
utilizada para deteccéo de trofozoitos enquanto, os métodos de centrifugo-flutuacao
(Faust) ou centrifugo-sedimentacéo (Ritchie) sdo mais adequados para a detecgao
de cistos em fezes diarréicas e formadas (Souza et al., 2003). Os esfregacos podem
ser obtidos por coloracdo com iodeto de Lugol ou por coloragdo permanente,
principalmente com hematoxilina férrica (De Carli, 1994). Devido a liberacdo de
cistos de G. duodenalis ocorrer em intervalos irregulares, o exame das fezes pode
fornecer resultados falso-negativos (Beers & Berkow, 1999).

Outros metodos laboratoriais envolvem testes que empregam anticorpos na
deteccéo de cistos do parasito. Os mais comuns séo: (a) fluorescéncia direta, que
utilizam anticorpos acoplados a fluoréforos sendo os cistos observados por
microscopia; (b) testes imunoenzimaticos que detectam antigenos solUveis nas
fezes (coproantigenos) (Guy et al.,, 2004). Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) tem sido utilizado tanto em amostras de fezes como em amostras hidricas
(Sogayar & Guimarédes, 2000). Também séo utilizados kits comerciais rapidos de
deteccédo de antigenos em fezes, como o Prospect T (Alexon Inc.) e Giardia CELISA
(CELLABS Pty Ltd.), assim como o ImunoCard STAT (Meridian Bioscience Inc.) e o
ColorPAC (BD - Becton, Dickinson and Company). Entretanto, esses métodos de
deteccdo de anticorpos ndo possuem sensibilidade suficiente em baixos niveis de
infeccdo e alguns consomem tempo, requerem experiéncia técnica e sdo incapazes
de diferenciar geneticamente isolados de G. duodenalis (Guy et al., 2004). Desta
forma, recomenda-se que o diagnostico definitivo seja fornecido apds a realizacéo
de repetidos exames de fezes e ensaios imunoenzimaticos que pesquisem
coproantigenos (Gardner & Hill, 2001).

As ferramentas moleculares como a PCR sdo uma alternativa para a
deteccdo de patdogenos em amostras clinicas de fezes, e quando combinadas com
outras técnicas (RFLP ou Sequenciamento de DNA), ainda permitem a genotipagem
de organismos (Amar et al., 2002; Guy et al., 2004). Adicionalmente, o avanco da

biologia molecular permitiu a elaboracdo de novas técnicas, como a PCR em Tempo
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Real, também chamada de PCR quantitativa (qPCR), oriunda da PCR convencional,
gue sera discutida mais adiante nesse trabalho (Verweij et al., 2003 e 2004).

1.6. Biologia molecular da G. duodenalis

1.6.1. Genoma

O genoma do clone C6 da cepa WB (ATCC50803) de G. duodenalis possui
aproximadamente 11,7 megabase (MB) de tamanho e é distribuido em cinco
cromossomos. Cada cisto contém dois trofozoitos que passam por varias etapas de
divisdo nuclear, resultando em até 16 cépias do genoma em cada cisto (Bernarder,
Palm & Svard, 2001). E um genoma compacto com poucos introns ou vestigios
mitocondriais. Giardia possui maquinaria simplificada para os processos de
replicacdo do DNA, transcricdo, processamento de RNA e para a maioria das vias
metabadlicas (Morrison et al., 2007).

O processamento de RNA é mais simples do que em outros eucariotos,
resumindo-se ao sinal da poliadenilacdo (AGUAAA) semelhante ao dos outros
organismos eucarioticos (AAUAA) (Adam, 1991).

Devido a presenca de dois nucleos, um alto nivel de heterozigosidade poderia
se acumular no genoma, entretanto esta foi estimada como inferior a 0,01%,
sugerindo a existéncia de um mecanismo biolégico para a manutencao da fidelidade
e reducdo da heterogeneidade entre as quatro copias do genoma de G. duodenalis
(Ramesh, Malik & Logsdon, 2005; Morrison et al., 2007). Considera-se que Giardia
apresenta reproducdo assexuada através de divisdo binaria. Entretanto, estudos
epidemiologicos e moleculares discutem que a mesma pode ser capaz de se
reproduzir sexualmente, pois ha evidéncias de genes que participam do processo da
meiose (Monis et al., 2009).

Em estudos de populacdes genéticas de Giardia em comunidades endémicas
onde a frequéncia de transmissdo € alta, foram descritas evidéncias de trocas
genéticas ocasionais no parasito. Através da analise de isolados de Giardia por meio
de eletroforese de isoenzimas, foram demonstrados padrbes de bandas multiplas,
indicando que G. duodenalis € funcionalmente dipléide, onde a reproducédo e
recombinacdo sexual podem ocorrer (Meloni, Lymbery & Thompson, 1995). Essas
observacfes sdo baseadas em estudos que indicam a existéncia de troca genética e
uma fase sexual no parasito (Monis et al., 2009). Os mesmos demonstram que
Giardia mantém parte da maquinaria meiética em funcionamento, possibilitando a

ocorréncia de cross-over e eventos recombinantes (Monis et al., 2009).
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A vantagem evolucionaria de recombinacdo deste parasito é a capacidade de
resposta as diversidades do meio, como pressdes seletivas impostas pela exposicdo
a drogas ou competicdo por co-habitacdo em casos de infec¢cdes mistas (Hopkins et
al., 1999).

As informacdes obtidas com a descricdo do genoma de G. duodenalis
elucidaram varias indagacdes, mas ainda restam questdes a serem solucionadas,
como por exemplo: o niumero e a distribuicdo dos introns e a composi¢cdo do
spliceossoma; como o parasito mantém homozigosidade através da separacdo dos
nacleos e qual a funcdo dos novos genes descobertos. Uma das elucidacdes foi a
arvore resultante de uma andlise inicial baseada em 100 genes que suporta a
profundidade da divergéncia entre Giardia e Trichomonas na histdria evolutiva dos
eucariotos. Giardia ndo possui nenhuma relacdo como essa com outros organismos
eucarioticos. Estes aspectos reforcam a hipotese de uma divergéncia precoce deste
organismo na escala evolutiva levando a simplicidade dos mecanismos moleculares,

das vias metabdlicas e da estrutura do seu citoesqueleto (Morrison et al., 2007).

1.6.2. Gendétipos

A utlizacdo de ferramentas moleculares auxiliou o entendimento da
patogenicidade e a abrangéncia de hospedeiros da Giardia obtidos de isolados de
humanos e outros mamiferos (Adam, 2001).

Os primeiros subgrupos descritos foram grupos 1, 2 e 3 (Nash et al., 1985);
grupos I, I, lll e IV (Andrews et al., 1989) e grupos Polonés e Belga (Homan et al.,
1992). Esses subgrupos foram analisados e comprovados como equivalentes e a
nomenclatura foi padronizada como “assemblages” ou gendtipos A1/A2 e B3/B4
(Monis et al., 1996; Adam, 2001).

Os isolados de G. duodenalis diferem em varias caracteristicas extrinsecas,
incluindo crescimento in vitro, susceptibilidade a drogas, infectividade, viruléncia e
especificidade de hospedeiro (Gordts et al.,, 1987; Meloni & Thompson, 1987,
Thompson, Lymbery & Meloni, 1988). As aplicacbes recentes dos critérios
intrinsecos tais como: fatores antigénicos, isoenzimas e analise de DNA, tém
confirmado que G. duodenalis é geneticamente heterogénea (Baveja et al., 1986).
Esta heterogeneidade genética tem importantes implicacdes para a taxonomia do

parasito (Meloni, Lymbery & Thompson, 1988) e inUmeros estudos utilizando varias
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ferramentas moleculares tém demonstrado esta evidéncia em isolados de G.
duodenalis oriundos de diversos hospedeiros.

Atualmente, existem sete genétipos descritos para G. duodenalis (A-G)
(Monis et al., 1999; Thompson et al., 2000). Os gendtipos de G. duodenalis isolados
de humanos sdo os gendtipos A e B, com os subtipos Al e A2, B3 e B4, sendo os
mais comuns. O subtipo Al é formado por uma mistura de isolados humanos e
animais, estritamente relacionados, que parecem ter uma distribuicdo global. A
grande discussdo sobre a transmissdo zoonotica do parasito € concentrada neste
subtipo. Enquanto que, o subtipo A2 é formado mais comumente por isolados
humanos, tendo sido isolado também de alguns outros hospedeiros mamiferos. O
gendtipo B compreende um grupo geneticamente diversificado, sendo
predominantemente composto por isolados humanos, embora alguns isolados de
outros hospedeiros mamiferos tenham sido incluidos (Monis et al.,, 1999).
Recentemente, foi demonstrada uma maior variedade intragenotipica nestes
genotipos (Franzeén et al., 2009).

Os demais gendtipos (C, D, E, F e G) séo, aparentemente, especificos para
determinado hospedeiro (Thompson et al.,, 2000; Hussein et al.,, 2009), sendo os
genodtipos C e D encontrados em caes (Hopkins et al., 1997; Monis et al., 1998); o
gendtipo E isolado de animais de pasto ou rebanho (Ey et al., 1996); o gendtipo F,
especifico para gatos (Mayrhofer et al., 1995) e o gendtipo G, encontrado

exclusivamente em ratos e camundongos (Monis et al., 1999) (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Gendtipos de G. duodenalis (Adam, 2001).

Designacédo proposta Hospedeiros

A (A1) Humanos e outros primatas, caes, gatos, animais de pasto,
roedores e outros mamiferos selvagens

A (A2) Humanos e outros primatas, caes, gatos, animais de pasto,
roedores e outros mamiferos selvagens

B (B3 e B4) Humanos, e outros primatas, cies

C Caes, coiotes e lobos

D Caes, coiotes e lobos

E Animais de pasto: vacas, ovelhas, cabras, porcos

F Gatos e outros felinos

G Roedores
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Embora a distancia genética entre grupos principais de G. duodenalis, A e B,
seja maior do que aquela detectada entre espécies de outros protozoarios
(Mayrhofer et al., 1995), ndo existe nenhuma caracteristica fenotipica que suporte ou
justifique a diferenciacdo em duas espécies (Thompson, Hopkins & Homan, 2000;
Franzén et al., 2009).

Baseado em caracteristicas morfologicas de G. duodenalis, a espécie inclui
organismos que sao ubiquotos em uma variedade de hospedeiros mamiferos.
Entretanto, essa similaridade morfologica mascara as diferencas genéticas que sao
abundantes em G. duodenalis, uma vez que a espécie é atualmente considerada um
complexo de gendtipos (Ponce-Macotela et al., 2002). Entretanto, esta questao
ainda mantém-se ndo resolvida, devido a convencdo da necessidade de diferencas
morfologicas para descricdo de uma nova espécie.

1.7. Epidemiologia

A giardiase tem distribuicdo global causando, em torno de 2,8 x 108 casos por
ano (Lane & Lloyd, 2002), sendo a causa mais comum de doencas diarréicas
humanas causadas por parasitos em paises em desenvolvimento (Read et al.,
2004). Na Asia, Africa e América Latina, cerca de 200 milhdes de pessoas tém
sintomas de giardiase com mais de 500.000 novos casos descritos a cada ano
(WHO, 1996). A prevaléncia da infeccdo varia de 2 a 7% em paises desenvolvidos e
até 40% em paises em desenvolvimento (Oyerinde, Ogumbi & Alonge, 1977; Shetty
et al., 1990; Sullivan et al., 1991; Almeida et al., 2006).

Na Europa e nos Estados Unidos, G. duodenalis continua sendo o agente
etiolégico mais frequente de surtos de doencas de transmissao hidrica (Thompson &
Meloni 1993; Marshall et al., 1997). A transmissao de G. duodenalis através de agua
para consumo e para recreacdo € documentada, porém dos 325 surtos relacionados
com protozoarios parasitos notificados até o momento, 40% (130) foram
ocasionados por G. duodenalis (Caccio & Ryan, 2008). Atualmente, nos paises
desenvolvidos, a giardiase tem sido reconhecida como uma infec¢do re-emergente,
principalmente em criancas que frequentam creches onde as condicbes para a
transmissao fecal-oral sdo conducentes (Traub et al.,, 2004). Segundo Ferson
(1997), a incidéncia de diarréia infecciosa entre criangas frequentadoras de creches

€ duas vezes maior do que a do restante da populacdo. Estima-se que 50% das
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diarréias ocorrem em criangcas com menos de trés anos de idade (Thompson et al.,
2000).

Na América Latina, a presenca de parasitos intestinais tem permanecido
como um problema de saude publica ao longo dos anos (Botero, 1981; Kilpatrick et
al., 1986; Griffin et al., 1988). Nos locais que ndo possuem saneamento bdsico
adequado com condi¢cbes climaticas que favorecem o ciclo dos parasitos, o
acometimento da populacéo torna-se uma constante (Berbet-Ferreira & Costa-Cruz,
1995; Marshall et al., 1997; Papini et al., 2005).

No Brasil, inquéritos coproparasitolégicos demonstraram que nas regides com
infra-estrutura urbana deficiente, altos indices de infeccao infantil por G. duodenalis
(Ferreira, Ferreira & Noguera, 1994). A transmissdo pessoa-a-pessoa da giardiase
tem sido documentada em instituicbes como creches, onde as condigdes de higiene
séo inferiores as ideais (Sempertegui et al., 1996). Estudos anteriores demonstraram
prevaléncias de giardiase em criangas brasileiras, variando de 14,6% a 78,3% entre
populacdes de creches e escolas. Isto ocorre devido a facilidade do contato
interpessoal (crianca-crianga, crianca-funcionario), ao treinamento precéario dos
funcionarios e fatores relacionados as proprias criancas como: imaturidade do
sistema imune, exploracdo da fase oral, habitos de higiene ainda em formacéo e
constante contato com o solo (Machado & Costa-Cruz, 1998). Em um trabalho
realizado com criancas de uma creche localizada no Rio de Janeiro, foi demonstrada
uma prevaléncia de giardiase de 27,7%, sendo concordantes com outros estudos da
regido e do Brasil, que demonstram cerca de 20 a 25% de prevaléncia (Volotao et
al., 2007; Tashima et al., 2009).

As parasitoses entéricas de animais de companhia, como cdes e gatos,
representam um grande risco para a saude dos humanos, sendo um problema em
todo o mundo (Schantz, 1994). Uma inspecédo em filhotes a serem comercializados
em Atlanta - GA, EUA, demonstrou que 34% encontravam-se infectados com Giardia
e gue nenhum apresentava diarréia ou sinais de doenca (Stehr-Green et al., 1987).
Outro estudo de inquérito parasitolégico em cédes na Califérnia - CA, EUA detectou
gue 35,9% dos cdes eram portadores de Giardia e também com auséncia de
sintomatologia (Hahn et al., 1988). Na Itélia, a prevaléncia desse parasito em caes
varia entre 5 a 80% (Capelli et al., 2006).

Além de um problema de saude, existe um problema econémico devido a
infeccdo em animais de fazenda (Franzén et al., 2009). Infeccdo em ovelhas é

relativamente comum, com prevaléncia variando de 6,2% na Espanha a 29,8% na
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Suica, chegando a 38% no Canada (Aloisio et al., 2006). Acredita-se que animais de
fazenda contribuem, em ampla escala, na propagacao dos cistos de Giardia devido
a abundancia destes nas fazendas e ao uso de suas fezes como fertilizante (Bajer,
2008).

Em 2002, foi feita uma pesquisa para determinar a prevaléncia de parasitos
intestinais em cées do estado de Sao Paulo que verificou que 12,2% (33/271) das
amostras analisadas encontravam-se positivas para G. duodenalis (Oliveira-
Sequeira et al., 2002). Em 2003, Serra, Uchoa & Coimbra desenvolveram inquérito
parasitolégico em gatos domésticos da regido metropolitana do estado do Rio de
Janeiro e verificaram uma prevaléncia de 6,1% (8/131) para Giardia. Posteriormente,
Huber, Bomfim & Gomes (2005) detectaram uma prevaléncia de 31,33% (52/166)
para G. duodenalis e observaram uma diferenca estatisticamente significante entre
as prevaléncias deste parasito em cées de abrigos (45%) e cédes de companhia
(12,3%). Em um trabalho realizado na cidade de Uberlandia, Minas Gerais foram
detectados cistos de G. duodenalis em 119 das 433 (29%) amostras de caes
analisadas (Mudim et al., 2007).

Embora a importancia clinica deste parasito em cédes seja minima, pois a
grande maioria é assintomatica, trata-se de um importante problema de saude
publica, uma vez que quando infectados os mesmos liberam cistos do parasito nas
fezes, contaminando o ambiente. Entretanto, foi relatado que em condi¢des
especificas como canis e abrigos para gatos, podem ocorrer manifestacdo da
sintomatologia nos animais infectados, o que representa um agravo na saude
publica, uma vez que o interesse e aquisicdo de animais domésticos como céaes e
gatos tem aumentado nos centros urbanos no Brasil (Oliveira-Sequeira et al., 2002).

Além disso, existem fatores responsaveis pela ocorréncia de resultados falsos
negativos para infeccbes por parasitos zoonoticos, como Giardia, tais como a
utilizacdo de métodos de diagndstico inapropriados, o manuseio incorreto da
amostra fecal, a quantidade insuficiente deste material, a intermiténcia na eliminagéo
de formas de resisténcia e o uso de diferentes marcadores moleculares que nao
conseguem uma correlacao apropriada.

Devido a eliminacdo intermitente de cistos dos parasitos nas fezes, a
prevaléncia da infeccdo em animais domésticos pode estar sendo subestimada e o
risco real de aquisicdo de infeccdes pelos proprietarios destes animais, pode ser

maior do que o assumido (Chomel, 1998).
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Acdes do governo com o intuito de informar a populagédo sobre o risco de
transmissdo de doengas e controlar zoonoses transmitidas por animais domésticos
devem ser tomadas a fim de diminuir o risco de exposi¢cdo as zoonoses (Oliveira-
Sequeira et al., 2002). O controle efetivo das zoonoses é dependente do
conhecimento detalhado do ciclo de vida do parasito e, particularmente, do papel
dos humanos na perpetuacéo da dinamica de transmissao (Robertson et al., 2000).

1.8. Epidemiologia molecular

A variacdo genética e a natureza das estratégias reprodutivas que predispde
a tais variacbes sdo frequentemente objetivo de muito interesse e controvérsia
(Tibayrenc, Kjellberg & Ayala, 1990; Sibley & Boothroyd, 1992). Uma consequéncia
da heterogeneidade genética € a producdo de diferentes genétipos. O significado
epidemiologico de tais variagcdes e o conhecimento dos processos de selecdo e dos
mecanismos reprodutivos que geram tal diversidade tem importante aplicacdo para o
controle, bem como para o entendimento da biologia evolucionaria destes
organismos (Thompson & Meloni, 1993).

Com a possibilidade de se obter facilmente a sequéncia de DNA de varios
alvos gendmicos, diversos genes passaram a ser estudados no sentido de
corroborar a heterogeneidade encontrada pelos resultados obtidos com a utilizacao
da técnica de eletroforese de enzimas, que definiam zimodemas especificos.

A deteccdo e caracterizacdo molecular de G. duodenalis em humanos e
animais na grande maioria dos estudos baseia-se na andlise da sequéncia de
nucleotideos codificantes da menor subunidade ribossémica (ssurRNA), B-giardina
(Bg), glutamato desidrogenase (gdh), fator de alongamento 1-a (ef-1), triosefosfato
isomerase (tpi), gene da fase aberta de leitura C4 (GLORF-C4) e, recentemente, da
regido espacadora intergénica (IGS — intergenic spacers) (Lee et al., 2006; Caccio &

Ryan, 2008; Ajjampur et al., 2009), como ilustra a Tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Diferentes marcadores moleculares utilizados em estudos diversos (Caccio &

Ryan, 2008).
Pais Origem da amostra (n°) Marcadores Referéncias
Moleculares
Etiopia Esporadico (59) Bg, gdh Gelanew et al., 2007
Italia Esporadico (130) ssurRNA, Bg Giangaspero et al., 2007
Noruega Esporadico (63) Bg, gdh, tpi Robertson et al., 2007
Espanha Estudo de caso controle (108) Tpi Sahagun et al., 2007
Brasil Esporéadico (37) Gdh Souza et al., 2007
Brasil Esporéadico (62) Bg Volotdo et al., 2007
Albania Esporéadico (22) SSurRNA Berrili et al., 2006
Gales Esporéadico (98) SssurRNA, gdh Giessen et al., 2006
Noruega Agua poluida (21) Bg, gdh Robertson et al., 2006
Franca Esporéadico (25) tpi Bertrand et al., 2005
Gales Surto creche (21) Tpi \
gg::;erra € Esporadico (1185) Tpi
Holanda Surto populacional (18) Gdh
Ohio, EUA Esporadico (14) SsSurRNA
Califérnia, EUA  Esporadico (2) Tpi
Canadéa Agua poluida (6) SSUrRNA
Australia Esporadico (29) sSUrRNA, gdh > Caccio et al., 2005
Surto populacional (23)
China Esporadico (8) sSurRNA
Coréia Esporadico (5) sSurRNA
Laos Esporadico (5) GLORF-C4
india Esporadico (29) tpi, ef-1
Peru Esporadico Tpi
Uganda Esporadico (3) sSurRNA
Turquia Esporadico (44) Tpi /
Bangladesh Estudo de caso controle (267) Tpi Haque et al., 2005
México Criancas (9) Bg Lalle et al., 2005
india Esporadico (12) Gdh Paintlia et al., 1998

Um importante alvo para a PCR na genotipagem de isolados de G. duodenalis

€ 0 gene codificante da menor subunidade ribossémica (ssurRNA). Esse gene foi

utilizado como alvo da PCR em varios estudos de genotipagem de isolados de G.

duodenalis e devido a natureza conservada deste segmento génico, 0 mesmo é

comumente utilizado para distincdo interespecifica de isolados do género Giardia.

Um dos alvos que também se mostrou promissor para a identificacdo e

definicAo de gendtipos foi 0 gene da g. Esse gene apresenta-se em copia Unica e é

especifico para G. duodenalis e que codifica uma proteina estrutural localizada nas

extremidades das microfitas que séo parte integral do disco ventral dos trofozoitos



do parasito (Holberton, Baker & Marshall, 1988; Faubert, 2000; Adam, 2001;).
Estudos utilizando a técnica de PCR-RFLP de produtos amplificados deste gene
possibilitaram a distincdo e a identificacdo de gendtipos de Giardia (Caccio, De
Giacomo & Pozzio, 2002; Volotéo et al., 2007; Ajjampur et al., 2009).

Outro alvo frequente é o gene codificante da glutamato desidrogenase (gdh).
Esta enzima desempenha importante papel no metabolismo de carboidratos e
assimilagdo de amobnia, sintese de aminoacidos e/ou catabolismo dos organismos
eucarioticos. Giardia, protozoario anaerobio, utiliza a enzima gdh exclusivamente na
manutencdo do potencial redox intracelular, uma vez que no seu metabolismo
anaerdébico, a glicose e outros carboidratos sdo convertidos em piruvato através da
via Embden-Meyerhoff (Lindmark, 1980; Jarroll et al., 1989). Em estudo
desenvolvido no Japdo com isolados de cades, o gene gdh mostrou-se uma
ferramenta eficiente na distingcdo entre genotipos (Abe et al., 2003).

A enzima isomerase tri-fosfato (tpi) € o centro do metabolismo de carboidratos
e atua exclusivamente no citoplasma celular de eucariotos (Keeling & Doolittle,
1997). O seu gene, tpi, tem sido utilizado como alvo para a PCR a fim de detectar e
caracterizar genotipicamente isolados de G. duodenalis, através da analise da
sequéncia dos produtos amplificados pela PCR (Lu, Baruch & Adam, 1998).

Segundo a literatura, a comparacdo desses genes demonstrou que as
sequéncias de ssurRNA, assim como do ef-la sdo Uteis para identificar diferentes
espécies de Giardia, entretanto estas sequéncias ndo possibilitam uma classificacao
genotipica de G. duodenalis, uma vez que sdo genes conservados e marcadores
gue evoluem lentamente. Ja as sequéncias dos genes gdh, tpi e Bg fornecem
informacGes mais detalhadas entre os diferentes gendtipos de G. duodenalis, por
serem regides mais polimoérficas, sendo caracterizados como marcadores de
evolucao “rapida” (Ali & Hill, 2003; Giessen et al., 2006). Trata-se de uma escolha
critica, pois optar por um marcador que evolui muito lentamente verifica-se pouca
variabilidade, ou seja, todas as semelhancas observadas serdo devidas a
ancestralidade dos alelos e ndo havera eventos novos capazes de discriminar os
grupos estudados. Se, por outro lado, escolher um marcador que evolui rapido
demais, se observa um excesso de variabilidade, ou seja, as semelhancas seréo
frequentemente devidas a convergéncia acidental dos alelos, devido ao carater finito
do espaco amostral, erros poderdo ocorrer na discriminacao dos grupos (Solé-Cava,
2001).
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Apesar da utilizacdo desses genes, estudos mostraram que a comparacao da
deteccdo e da genotipagem obtida com os mesmos gerou resultados conflitantes,
levando a busca por novos marcadores moleculares polimoérficos com potencial para
discriminar as diferentes populacées de G. duodenalis (Robertson, Hermansen &
Gjerde, 2006; Caccio et al., 2008; Geurden et al., 2009) (Tabela 1.3). A escolha de
um marcador molecular ideal é dependente de varios critérios, dentre eles, a
adequacdo do seu grau de variabilidade ao nivel da divergéncia que se deseja

estudar.

Tabela 1.3. Resultados discordantes de genotipagem utilizando marcadores moleculares
distintos.

Amostras

: . Metodologia Genes Genotipagem Referéncia
Origem Total Discordantes

Noruega 40 (100%) 18 (45%) PCR e Bag/gdh A3/B3, A2/B2  Robertson
Sequenciamento et al., 2006
Italia, 90 (100%) 9 (10%) PCRe Bo/gdh/tpi  A3/A2/A3, Caccio et
Africa e Sequenciamento A2/A2/A3, al., 2008
Croécia A3/A2/A4,
A3/A1/AS,
A3/A4/A3
Bélgica 72 (100%) A:12(16,7%) PCRe Bo/ tpi/gdh  A: (A3/A2/A2,  Geurden et
B: 37 (51,3%) Sequenciamento A3/B4/na**) al., 2009
B: (B4/B3/B3,
B1/B3/na,
B1/B4/B4, B1-
1/B4/B4, B1-
2/B4/B4, B1-
3/B4/B4, B1-
5/B4/na,
B3/B1/B4)

*Bg (B -giardina), gdh (glutamato desidrogenase), tpi (enzima isomerase tri-fosfato).** na:
nao amplificagéo.

A qualidade e o numero de ferramentas de genotipagem atuais limitam a
compreensao da epidemiologia molecular da giardiase humana. A caracterizacao de
cistos isolados do hospedeiro tem sido realizada através da analise de um unico
locus génico (Amar et al., 2002; Caccio et al., 2002; Read et al., 2004). No entanto,
outros loci que possuam alta taxa de mutacdo, poderiam auxiliar na procura de
polimorfismos a fim de se fazer uma subdivisdo mais significativa de Giardia. Isso

elucidaria a questdo do potencial zoonético deste parasito, particularmente nos focos
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endémicos e onde coexistam humanos susceptiveis, animais de pasto e domésticos.
Adicionalmente forneceria melhores ferramentas nos estudos de investigacao de
surtos e rotas de transmissao. Conforme abordado anteriormente, a identificacéo
precisa dos isolados depende da utilizacdo de ferramentas de tipagem molecular
adequadas que possibilitem a discriminacdo em niveis genotipicos com
sensibilidade, especificidade e rapidez (Savioli, Smith & Thompson, 2006).

Sendo assim, diante da ndo resolucdo da taxonomia de G. duodenalis,
principalmente em nivel intraespecifico devido a utilizagdo de métodos moleculares
limitados, faz-se necessaria a busca por marcadores com maior poder
discriminatério e por métodos mais sensiveis de deteccdo que permitam avaliar a
real prevaléncia deste parasito nas populacbes estudadas. Mais recentemente,
existe a possibilidade de monitorar a PCR em tempo real o que vem revolucionando
e permitindo uma nova forma de quantificacdo de DNA e genotipagem, com alta
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade. Dentro desta abordagem, é
possivel considerar os estudos de biologia molecular que ressaltam a evolucéo e as
caracteristicas de agentes infecciosos, permitindo a utilizacdo desse conhecimento

produzido na prevencao e no controle de diversas doencas.

1.9. Enzima méalica (ME)

Trés diferentes enzimas malicas sdo reconhecidas baseadas na
especificidade da coenzima e na capacidade de descarboxilar o oxalacetato: a ME
NADP-especifica (EC 1.1.1.40) presente em bactéria e no citosol e plastideos de
eucariotos, a ME NAD(P)-especifica (EC 1.1.1.39) encontrada na mitocondria,
hidrogenossomas e em bactérias, e uma ME NAD(P)-especifica de bactérias que é
capaz de descarboxilar o oxalacetato (EC 1.1.1.38) (Dolezal et al., 2004).

As MEs sédo encontradas amplamente distribuidas na natureza, o que
demonstra a importancia de suas func¢des bioldgicas, que sdo especificas para o
contexto metabdlico particular dos diversos organismos (Dolezal et al., 2004).

Segundo dados da literatura, a ME é polimérfica em estudos de eletroforese
de enzimas de distintos isolados de G. duodenalis, sugerindo potencial aplicacdo na
busca por polimorfismos no seu gene codificante (Bertram et al., 1983; Meloni, et al.,
1989; Proctor et al., 1989).

A ME participa da via de fixacdo do carbono nas plantas tropicais. Em fungos

e animais, o NADPH produzido pela ME é utilizado na lipogénese, e na proliferacédo
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rapida de tecidos e tumores, usam a ME mitocondrial para suprir sua necessidade
de aumento energético (Dolezal et al., 2004). Em geral, enquanto a ME NAD(P)-
dependente junto com a piruvato desidrogenase possuem um papel chave na
converséo do malato a acetil-CoA, a ME NADP-dependente fornece NADPH para as
reacdes de biossintese (Gourdon et al., 2000).

Existem trés regides bem conservadas na sequéncia da ME, sendo que duas
delas parecem estar envolvidas na ligacdo do NAD ou NADP. A funcéo da terceira
regido, localizada na parte central da enzima, ainda ndo é conhecida (Jarroll &
Paget, 1995).

Em G. duodenalis existe uma ME NADP-especifica citosélica, que cataliza a
descarboxilacdo oxidativa do malato para formar diéxido de carbono e piruvato em
concomitante reducdo do NADP" para NADPH. A reacdo também necessita de um
fon metal bivalente (Mn*? ou Mg*?) para a catélise (Lindmark, 1980).

Informacbes a respeito da sequéncia das MEs de protistas séao
particularmente limitadas. Homologos da ME ndo foram encontrados no genoma
completo de parasitos Apicomplexa e Kinetoplastida. A ME do hidrogenossoma de
Trichomonas vaginalis, bem como a ME citosélica de G. duodenalis, estdo entre as
representantes mais divergentes entre os eucariotos (Hrdy & Muller, 1995; Sanchez
et al.,1996), enquanto o homodlogo citosolico da Entamoeba histolytica esta
intimamente relacionada com enzimas de Archebactérias e foi possivelmente
adquirido por transferéncia lateral de genes (TLG) (Field et al., 2000). Apesar de G.
duodenalis possuir 15 genes adquiridos por TLG e cerca da metade esta associada
com a sobrevivéncia no ambiente anaerobico do intestino do hospedeiro, ainda nao
se sabe se 0 mecanismo de criacdo do gene da ME foi semelhante (Sun et al.,
2010).

A ME de G. duodenalis possui 558 aa, uma massa molecular de 60 KDa e um
pl de 6,84. Seu gene apresenta 1674 pb e esta presente em cépia Unica no genoma.
A identidade da sequéncia de aminoacidos da ME de G. duodenalis comparada a de
outros eucariotos é de 34% - 39% (Sanchez et al.,1996). A analise filogenética de
organismos usando a sequéncia de aminoacidos da ME como alvo foi desenvolvida

com diferentes algoritmos encontrando-se resultados consistentes (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Arvore filogenética de 24 organismos usando-se a sequéncia de aminodacidos da
ME como alvo - modelo JTT (Sanchez et al., 1996).

Em 2008, foi desenvolvida uma dissertacdo de mestrado em nosso laboratério
(Grassini, 2008) onde o gene da ME de trofozoitos da cepa de referéncia WB de G.
duodenalis foi sequenciado. Neste trabalho foram propostos novos iniciadores para
PCR com objetivo de amplificar este alvo diretamente de DNA extraido de amostras
de fezes, sem a necessidade de cultivo in vitro, excluindo assim a possibilidade de
selecdo em cultura de isolados presentes nas amostras clinicas. Com a analise das
sequéncias obtidas de isolados de G. duodenalis presente nas fezes foi observado
um alto grau de polimorfismo na sequéncia do gene ME, confirmando os dados

iniciais de eletroforese de isoenzimas.

1.10. PCR em Tempo Real

As técnicas associadas a biologia molecular e a engenharia genética
progrediram muito desde a descricdo da estrutura do DNA na década de 50. A
descoberta da PCR (Mullis) trouxe grande desenvolvimento cientifico e possibilitou
dentre outras aplicacfes o sequenciamento de genomas, expressao de genes em
sistemas recombinantes e o diagndstico rapido de doencas infecciosas.

As principais metodologias utilizadas para genotipagem de G. duodenalis sédo
baseadas na amplificacdo de genes especificos pela PCR, seguido da andlise das
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sequéncias dos amplicons produzidos e correlagcdo de SNPs com sequéncias de
gendtipos previamente definidos. Embora essa metodologia seja eficiente, é
laboriosa e requer grande tempo de execu¢do quando comparada aos métodos que
ndo demandam andlise de sequéncias de DNA como passo adicional.
Recentemente, um novo avanco tecnolégico oriundo da PCR convencional foi
desenvolvido, a PCR em Tempo Real (qQPCR). A PCR em Tempo Real permite a
deteccdo, quantificacdo e genotipagem de amostras amplificadas e tem sido
amplamente utilizada para diversos alvos (Klein, 2002; Espy et al., 2006; Hove et al.,
2007).

A PCR em Tempo Real faz o monitoramento da reacéo, ou seja, conforme a
amplificacdo esta ocorrendo, utilizando moléculas fluorescentes e medindo a
fluorescéncia emitida em cada ciclo da reacdo, onde a intensidade da fluorescéncia
atua como um indicador da quantidade de amplicons produzida.

A PCR em Tempo Real divide-se em trés fases: fase exponencial (onde o
dobro do produto € acumulado em cada ciclo e a reacdo € precisa e especifica,
assumindo eficiéncia de 100%), fase linear (na qual os componentes da reacao
estdo sendo consumidos e a velocidade da reacédo diminui) e a fase de platé (onde
todos os reagentes foram consumidos e a reacéo € finalizada). Essa tecnologia &
dotada de terminologias que serdo usadas ao longo deste trabalho como baseline,
threshold, cycle threshold (Ct), Rn, ARn, referéncia passiva, grafico de amplificacédo
(amplification plot), eficiéncia, slope, R? e curva padrao.

O baseline corresponde a fase onde a intensidade de sinal de produto
amplificado ainda n&o ultrapassou a intensidade da fluorescéncia encontrada no
meio. O threshold é o nivel de fluorescéncia onde a reacdo € detectada durante a
fase exponencial e o cycle threshold (Ct) é o ciclo em que a curva intercepta o
threshold e baseado nele consideram-se as amostras como positivas ou negativas.
O Rn (reporter normalizado) é a intensidade de emissao de fluorescéncia do corante
reporter dividida pela intensidade de emissdo de fluorescéncia do corante da
referéncia passiva. Sendo assim, o0 ARn € a magnitude do sinal gerado da reacéo
determinado pela férmula: (Rn*)-(Rn). A referéncia passiva é um fluoréforo
(geralmente ROX) que esta incluido nos kits de reagentes e consiste em um sinal
ativo usado para normalizar os resultados. Essa normalizacdo € necessaria para
corrigir flutuacbes causadas por alteracbes na concentragdo ou no volume da
reacdo. O grafico de amplificacdo é a representacao de rea¢cdo onde mostra o sinal

fluorescente em comparacdo ao numero do ciclo. A curva padrdo consiste em
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realizar diluicbes na base 10 de quantidades conhecidas de acido nucléico e é por
meio desta que a eficiéncia, slope, R? sdo calculados e analisados. O slope de uma
curva padrdo é usado para estimar a eficiéncia da amplificacdo da PCR e
corresponde a inclinacao da reta determinada pela curva padrdo. Um slope de -3,32
indica uma eficiéncia de 100%, porém slopes mais negativos indicam reacdes com
menos de 100% de eficiéncia e mais positivos indicam ma qualidade da amostra ou
problemas na execuc¢do do ensaio, principalmente no processo de pipetagem. A
eficiéncia de amplificacdo da PCR € a taxa na qual um amplicon é gerado, sendo
expressa em porcentagem e calculada através da seguinte férmula: E= (10°YP¢ _1)
x 100. O R? consiste na precisdo das réplicas utilizada no ensaio.

Resumindo, a PCR em Tempo Real quantifica os acidos nucléicos durante a
fase exponencial da amplificacdo. O Ct determina o ponto em que a fluorescéncia
emitida € maior do que o nivel basal determinando o inicio da deteccao dos produtos
amplificados. A emissédo de fluorescéncia gera um sinal que aumenta diretamente
proporcional a quantidade de amplicons gerados.

A deteccédo dos produtos amplificados pela PCR em Tempo Real pode ser
realizada pela utilizacdo do SYBR Green (corante que possui ligacdo especifica ao
DNA de fita-dupla) ou da tecnologia TagMan. A tecnologia TagMan, diferente do
SYBR Green, consiste em uma sonda especifica para a sequéncia dos produtos
amplificados apresentando em uma das suas extremidades um fluoréforo e na outra
um inibidor (molécula que aceita energia do fluoréforo na forma de luz e a dissipa
como luz ou calor), formando assim, o fenédmeno conhecido como FRET
(fluorescence resonance energy transfer). Os produtos da reacdo sdo detectados
pela fluorescéncia gerada apds atividade exonucleasica 5—3 da Taq DNA
polimerase que degrada a regido reporter da sonda, emitindo fluorescéncia (Heid et
al., 1996).

Durante a PCR em Tempo Real, a sonda TagMan hibrida com a sequéncia de
fita simples do DNA complementar alvo para amplificacdo. Durante a amplificacédo a
sonda é degradada como descrito anteriormente, resultando num aumento de
fluorescéncia que ocorre apenas quando ha hibridacdo da sonda e estabelecimento
da amplificacdo da sequéncia alvo (Heid et al., 1996).

A PCR em Tempo Real com utilizacdo da tecnologia TagMan constitui um
método sensivel na determinacdo da presenca ou ndo de sequéncias especificas
(Heid et al., 1996) podendo ser utilizada de forma Multiplex, (diferentes sondas com

fluoréforos distintos na mesma reacgdo) possibilitando a deteccdo simultdnea de
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diferentes alvos, de maneira altamente especifica, podendo discriminar sequéncias
alvo que diferem entre si por apenas um nucleotideo substituido, diminuindo o custo
e o tempo da reacgédo (Klein, 2002). Esse método possui uma vasta aplicacéo, dentre
elas, na deteccdo de SNPs, insercoes, delecdes e translocacbes, na genotipagem
de microrganismos, na deteccdo de patdégenos, na expressdo génica, na
farmacodinamica e em estudos com transgénicos.

As vantagens da PCR em Tempo Real utilizando sistema TagMan em relacéo
a PCR convencional sdo a abordagem quantitativa, maior sensibilidade, precisdo e
reprodutibilidade, rapidez e menor risco de contaminacdo, uma vez que ndo €
necessaria a manipulacdo de amplicons e menor possibilidade de contaminacao
cruzada.

A técnica de PCR em Tempo Real para detec¢do direta de G. duodenalis nas
fezes tem sido descrita com sensibilidade igual ou maior que os métodos de
microscopia, de deteccdo de antigenos e da PCR convencional (Guy et al., 2004;
Verweij et al., 2004; Ng et al., 2005; Schuurman et al., 2007).
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II. OBJETIVOS
2.1. Geral

Comparacédo da PCR convencional com a PCR em Tempo Real amplificando-
se segmento do gene da Enzima Malica (ME) de isolados de Giardia duodenalis de

hospedeiros humanos e caninos.

2.2. Especificos

e Desenvolvimento do protocolo PCR em Tempo Real para a amplificacdo de

segmento do gene da ME de Giardia duodenalis.

e Aplicacdo do protocolo desenvolvido em amostras clinicas para deteccdo e

guantificacdo de DNA de G. duodenalis.

e Comparar o desempenho das técnicas de N-PCR-ME e PCR em Tempo Real-
ME.

e Genotipagem por PCR convencional ME e Bg dos isolados de G. duodenalis

oriundos das amostras clinicas.
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I1l. MATERIAIS E METODOS
3.1. Amostras

Foram analisadas 100 amostras de fezes positivas para Giardia duodenalis no
exame parasitologico e coproantigeno, sendo 83 amostras de fezes humanas
coletadas no periodo de abril de 2006 a junho de 2007 no Hospital de Base de S&o
José do Rio Preto, SP e 17 amostras fecais de cdes atendidos no Servico do
Hospital Veterinario Halim Atigue/UNIRP (HVHA). Todas as amostras de fezes
coletadas foram mantidas sob refrigeracdo e processadas dentro de quatro horas
apos a coleta. As amostras de cédes foram avaliadas no Laboratério do HVHA,
enquanto as humanas no Centro de Investigagcdo de Microrganismos/FAMERP. A
positividade foi determinada pelo diagnostico parasitologico (método de Faust) e
confirmado pela pesquisa de coproantigenos (ProSpecT Giardia Microplate Assay,
Alexon, Inc, BIOBRAS). Uma aliquota de cada espécime fecal foi armazenada a -20
°C e enviada ao nosso laboratério para genotipagem.

3.2. Amostras padréao

Foram utilizados trofozoitos de G. duodenalis, cepa WB, previamente
caracterizada como subtipo Al, cultivada axenicamente em meio TYI-S-33
enriquecido com 10% de soro bovino e 0,1% de bile bovina por 36 h a 37 °C
(Keister, 1983). A cepa WB de G. duodenalis (ATCC 50803), foi originalmente
isolada de um paciente do sexo feminino do Afeganistdo com giardiase sintomatica
cronica pela Dr. Frances D. Gillin da Universidade da Califérnia, San Diego, EUA.

Além da cepa WB, também foi utilizado o isolado caracterizado como subtipo
A2 da amostra clinica proveniente de um paciente do sexo masculino portador do
virus HIV, de Séo José do Rio Preto (SJRP08). A genotipagem dessa amostra foi
determinada por meio de PCR-Sequenciamento-fg.

Como controle negativo foi utilizado DNA extraido de Trichomonas vaginalis
mantido em cultivo axénico em meio TYM enriquecido com 10% de soro fetal bovino
por 48 h a 37 °C cedido gentilmente pelo Dr. Fernando Costa Silva Filho do
Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas do Instituto de Biofisica

Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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3.3. Purificagéo de cistos

A purificacdo de cistos de G. duodenalis foi realizada através da metodologia
descrita por Tashima e colaboradores (2009). As fezes frescas foram diluidas em
agua Milli-Q (1:5), filtradas em gaze e posteriormente centrifugadas a 700 xg/5 min.
O sobrenadante foi descartado, o sedimento foi submetido a quatro etapas de
lavagem com suspensdao em 10 mL de &agua Milli-Q. Posteriormente, foram
adicionados 3 mL de agua Milli-Q e 3 mL de solucéo de sacarose 1 M ao sedimento
obtido e uma etapa de centrifugacéo foi realizada a 180 xg/20 min. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo, suspenso em 10 mL de agua Milli-Q e submetido
a centrifugacéo a 700 xg/10 min. Foram adicionados 3 mL de agua de Milli-Q e 3 mL
de solucéo de sacarose 0,75 M no sedimento obtido e nova etapa de centrifugacao
foi realizada a 250 xg/20 min. O sedimento foi submetido a nova lavagem com agua
Milli-Q com centrifugacao a 800 xg/10 min, a fim de obter um volume final de 500 pL.
A solucédo contendo os cistos foi estocada a 4 °C até o momento do uso.

3.4. Extracao de DNA

O DNA das amostras clinicas foi extraido através da utilizacdo do QlAamp
DNA Stool Mini kit (QIAGEN GmbH. Germany/Cat n° 51504). Inicialmente,
adicionou-se 200 puL da suspenséo de fezes diluidas em PBS (pH 7,2) cistos a um
tubo de microcentrifuga de 2 mL estéril. Em seguida, foram adicionados 1,4 mL do
tampdo ASL em cada tubo e submetido ao vortex durante 1 minuto ou até a
completa homogeneizacdo. A suspensao foi aguecida a 95 °C por 5 minutos em
banho-maria, levada ao vortex por 15 segundos e submetida a uma etapa de
centrifugacdo a 16.000 xg/1 min. Posteriormente, transferiu-se 1,2 mL do
sobrenadante para um novo tubo, descartou-se o pellet e um tablete de Inhibitex
(QIAGEN) foi adicionado a cada tubo. Agitou-se no vortex durante 1 minuto e
centrifugou-se a 16.000 xg/3 min. Todo o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo, descartou-se o tubo com o pellet e o sobrenadante foi submetido a
centrifugacdo de 16.000 xg/3 min. Em um novo tubo foi adicionado, na seguinte
ordem, 15 uL da solugéo de proteinase K, 200 uL do sobrenadante obtido da ultima
centrifugacdo e 200 uL do tampdo AL, agitado no vortex por 15 segundos e
incubado a 70 °C/10 min. Posteriormente, foi adicionado 400 uL de etanol absoluto
(100%) ao tubo contendo o lisado, agitou-se no vortex, todo o lisado foi transferido
para um tubo coletor com uma coluna (QIAmp spin collum) e mais uma etapa de
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centrifugagéo, a 16.000 xg/1 min, foi realizada. Em seguida, foram adicionados 500
uL do tampao AW1 e realizada uma etapa de centrifugacéo a 16.000 xg/1 min. Logo
apos, foi adicionado 500 pL do tampdo AW2 e uma etapa de centrifugacéo, a 16.000
xg/3 min, foi realizada. Descartou-se o tubo contendo o filtrado e adicionaram-se 100
pL do tampéo AE diretamente sobre a coluna e uma incubagdo de 1 minuto a
temperatura ambiente foi realizada. A Ultima etapa de centrifugacao foi de 16.000
xg/1 min para a eluicdo do DNA. Todo DNA isolado foi armazenado sob refrigeragéo
a -20 °C até o momento de uso.

O DNA dos trofozoitos usados como controles foi extraido utilizando o
reagente DNAzol (Invitrogen/Cat n°10503-027). Inicialmente, adicionou-se 1 mL do
reagente DNAzol a 1 a 3 x 10’ células que estejam tanto em pellet quanto em
suspensao. A lise das células foi feita através da homogeneizacédo suave da solugéo
ou inversédo do tubo. A centrifugacao foi realizada a 10.000 xg/10 min a 4 °C e, em
seguida, o sobrenadante viscoso foi transferido para um novo tubo. A precipitacao
do DNA foi feita com a adi¢do de 0,5 mL de etanol absoluto (100%) por 1 mL de
reagente DNAzol utilizado. Foi realizada a lavagem do DNA precipitado com 1 mL de
etanol 75% e o mesmo foi submetido ao contato com o ar para que evaporasse 0
etanol restante. A solubilizacdo do DNA foi realizada com a adicdo de 200 uL de

tampao TE.

3.5. Genotipagem
3.5.1. PCR e sequenciamento
3.5.1.1. Gene da ME

A PCR-ME, aplicada nas amostras de caes (n=17) e humanos (n=83), foi
realizada, como descrito por Grassini (2008), através da utilizacdo do primer forward
MEP1 (5-AGGTCAGTATGTAACAGTGC-3') e do primer reverse MEP2 (5-
GATGTTGACCCGTTAATCCC-3) em uma amplificacdo inicial originando um
amplicon de 1789pb, que foi utilizado em uma segunda amplificacdo com o primer
forward MEP5 (5-GGTTCTCCCCATCGTCTACAC-3’) e o primer reverse MEP6 (5'-
CTATCTGCTGTCAGCAACCCC-3) (Figura 3.1), originado um amplicon de 758 pb.
As condicbes de amplificacdo para a PCR-ME, em um volume final de 50 pL, foram:
tampdo 1 X, 10 uM de cada primer (MEP1 e MEP2), 2 mM de MgCl,, 200 uM de
dNTP, 2,5 U de Tag Polimerase (Invitrogen/Cat n° 11615-010) e 5 pL de DNA, em
ciclo térmico de 95 °C/5 min, 30 ciclos a 94 °C/30 seg, 62 °C/30 seg e 72 °C/1 min,
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seguido de extenséo final a 72 °C/5 min. A N-PCR-ME foi realizada em um volume
final de 50 pL, onde tampé&o 1 X, 10 puM de cada primer (MEP5 e MEP6), 2 mM de
MgCl,, 200 uM de dNTP, 2,5 U de Taqg Polimerase (Invitrogen/Cat n° 11615-010) e 2
pL de DNA. As condigdes do ciclo foram: 95 °C/5 min, 30 ciclos a 94 °C/30 seg, 62

5 —_ — 3
PCR-ME N |
MEP1 ME (1789 pb) MEP2
5 - 3
N‘PCR_ME | _
MEPS5 ME (758pb) MEPS

°C/30 seg e 72 °C/1 min, seguido de extenséo final a 72 °C/5 min.

Figura 3.1. Esquema de amplificagéo utilizado na PCR-ME e N-PCR-ME.

Os amplicons obtidos, de ambas as reacbes, foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,0% (Roche) em TBE 0,5 x, a 100 V por
aproximadamente 1 h. O padrdo molecular utilizado foi de 1 Kb (Invitrogen/Cat n°®
10787-018) e de 100 pb ladder (Invitrogen/Cat n°® 15628-050) na concentracdo 6 X.
Posteriormente, os geéis foram corados com brometo de etidio a 0,5 upg/mL,
visualizados por transiluminacdo com luz UV e as imagens foram capturadas pelo
sistema de documentacéo de gel (GelDoc, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Grassini,
2008).

Os amplicons obtidos neste ensaio foram purificados pelo kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA/Cat n°® A9282) descrito no
item 3.5. Os produtos purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento
com utilizacdo do BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit de acordo com
instrucdes do fabricante com modificacées (Applied Biosystems, Foster City, CA/Cat
n° 4336917) onde o volume final foi de 10 pL, contendo 2,3 pL de agua destilada, 3,2
UM do primer a 1 pmol/uL (MEP5 ou MEPS6), 1 puL do Big Dye Terminator, 1,5 uL do
tampédo e 2 L do produto de PCR purificado. As condi¢cdes da reacdo foram: 40
ciclos de 94 °C/10 seg, 50 °C/5 seg e 60 °C/4 min.

Posteriormente, as etapas de precipitacdo e eletroforese foram realizadas na
Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ, em Sequenciador Applied

47



Biosystems 48-Capilar ABI 3730 (Otto et al., 2007) e, pelo Laboratério de Virus
Respiratério e do Sarampo (Sequenciador Applied Biosystems 3130XL).
3.5.1.2. Gene da Bg

A fim de corroborar com a genotipagem do gene da ME, foi realizada a
genotipagem do gene da g, que também & um gene de cdpia unica, ja descrita na
literatura em diversos trabalhos (Guy, et al., 2003 e 2004; Lalle, et al., 2005a,b;
Volotdo, et al., 2007). Todas as 100 amostras foram submetidas a PCR-Bg como
descrita por Lalle e colaboradores (2005a).

O fragmento de 753 pb amplificado € parte do gene da pg. A PCR-Bg foi
realizada através da utilizacdo do par de primers G7 (5-
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3) e G759 (5-
GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’). Foram utilizados 2 pL do produto da
primeira amplificacdo para as reacdes de Nested-PCR através da utlizacdo do
primer forward BGIALF (5-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3) e do primer reverse
BGIATR (5°-CTCGACGAGCTTCGTGTT-3) amplificando um fragmento de 511 pb
(Figura 3.2).

A PCR-Bg foi desenvolvida em um volume final de 50 puL, contendo 1 X do
tampéo da polimerase, 10 uM de cada primer, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTP,
2,5 U de enzima AmpliTaq Gold polimerase (Applied Biosystems,Foster City, CA/Cat
n°®4311814) e 5 uL de DNA. A reacdao foi desenvolvida em termociclador (Eppendorf
Mastercycler Gradient) nas seguintes condicdes: 95 °C/5 min, 35 ciclos de 95 °C/30
seg, 65 °C/30 seq, 72 °C/1 min, seguido de uma extenséao final de 72 °C/7min. A N-
PCR-Bg foi desenvolvida em um volume final de 50 uL, contendo 1 X do tampéao da
polimerase, 10 uM de cada primer, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTP, 2,5 U de
enzima AmpliTaq Gold polimerase (Applied Biosystems,Foster City, CA/Cat n°
4311814) e 2 uL de DNA. A reacao foi desenvolvida em termociclador nas seguintes
condi¢Bes: 95 °C/5 min, 35 ciclos de 94 °C/30seg, 55 °C/30 seg, 72 °C/1 min,

seguido de uma extensao final de 72 °C/7 min (Lalle et al., 2005a).
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Figura 3.2. Esquema de amplificacéo utilizado na PCR-g e N-PCR-fg.

Aliquotas de 10 uL dos amplicons, das reacdes de PCR-Bg e de N-PCR-fg,
foram aplicadas em um gel de agarose a 1,0% (Roche) em tampédo TBE 0,5 x (Tris
base 89 mM, Acido borico 89 mM e EDTA 2 mM) e submetidas a eletroforese a 100
V por aproximadamente 1 h. Foi utilizado padréo de tamanho molecular de 100 pb
ladder (Invitrogen/Cat n® 15628-050) na concentracdo 6 x. O gel foi corado com
brometo de etidio 0,5 ug/mL (Sigma/Cat n° E-1510) por 20 min e descorado em agua
destilada durante 40 min. Apos a eletroforese, o gel foi observado através da
transiluminacdo com luz ultravioleta no sistema de fotodocumentacdo de gel para
visualizacdo das bandas (GelDoc, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) (Lalle et al., 2005a).

Os amplicons obtidos neste ensaio foram purificados pelo kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA/Cat n° A9282). A
purificacdo inicia-se com a adicdo de um volume de Membrane Binding Solution
igual ao volume do produto de N-PCR-Bg. Para a realizacdo da ligacdo do DNA a
coluna, insere-se a minicoluna no tubo coletor, incuba-se a mistura por 1 minuto e
centrifuga-se a 16.000 xg/1 min. A lavagem ¢é realizada com a adicdo de 700 uL da
Membrane Wash Solution, centrifugacdo a 16.000 xg/1 min e mais uma etapa de
adicdo de 500 uL da mesma solucéo e a centrifugacdo a 16.000 xg/5 min. Para eluir
o DNA, adiciona-se 50 uL de Nuclease-Free Water a minicoluna e submete-se a
uma centrfugacdo de 16.000 xg/1 min. O DNA eluido foi armazenado sob
refrigeracdo a 4 °C até o momento de uso. Os produtos purificados foram
submetidos a reacdo de sequenciamento com utilizacdo do BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit de acordo com instrucfes do fabricante com modificacdes
(Applied Biosystems, Foster City, CA/Cat n° 4336917) onde o volume final foi de 10
puL, sendo 2,3 pL de agua destilada, 3,2 yL do primer a 1 pmol/uL (BGIALF e
BGIA1R), 1 puL do mix Big Dye Terminator, 1,5 pL do tampéo e 2 pyL do produto de
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PCR purificado. As condi¢cbes da reacdo foram: 40 ciclos de 94 °C/10 seg, 50 °C/5
seg e 60 °C/4 min.

As etapas seguintes de precipitacdo e eletroforese foram realizadas no servigo
de sequenciamento da Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ,
(Sequenciador Applied Biosystems 48-Capilar ABI 3730) (Otto et al., 2007).

3.6. Caracterizacdo molecular e agrupamento

Os cromatogramas obtidos foram examinados no programa Chromas
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) e as sequéncias nucleotidicas foram
alinhadas através da utilizagédo do algoritmo CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) no
pacote do programa MEGA 4.1 (http://www.megasoftware.net) (Tamura et al., 2007).
Os agrupamentos foram desenvolvidos utilizando a estimativa de Kimura 2-
parametros e as arvores construidas utilizando o algoritmo de neighbor-joining
(Saitou & Nei, 1987). Para cada construcao, a veracidade de cada ramo foi conferida
por analise de bootstrap (1000 repeticdes). Por meio deste mesmo programa,
também foi realizada uma correlacdo da cadeia nucleotidica com a cadeia
polipeptidica. A sequéncia da cepa WB de G. duodenalis (GL50803 4812 ATCC
50803) foi utilizada como referéncia para os genes da g (as sequéncias padrao do
fragmento génico de Bg dos principais gendtipos foram utilizados) e a sequéncia da
cepa WB ME (GL50803_ 14285 ATCC 50803).

3.7. Numeros de acesso das sequéncias nucleotidicas no banco de aados
GenBank

As novas sequéncias nucleotidicas descritas neste estudo foram submetidas

ao GenBank e encontram-se em analise pela assessoria técnica do NCBI.

3.8. Desenvolvimento da PCR em Tempo Real

3.8.1. Desenho de oligonucleotideos

Baseado em dados obtidos por Grassini (2008) em nosso laboratério, que
definiram uma regido polimérfica do fragmento génico ME, foram desenhados
primers e sondas (tecnologia TagMan MGB) para amplificacdo em Tempo Real do
referido alvo (Figura 3.3). Para isto foi utilizado o software Primer Express v 2.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Posteriormente, foi utilizada a ferramenta
BLAST (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD;
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www.ncbi.nlm.nih.gov) para testar a especificidade dos oligonucleotideos propostos
e foi realizada uma busca no genoma de G. duodenalis (www.giardiadb.org) a fim de
verificar a existéncia de complementaridade com outros segmentos do genoma

deste parasito.

5 3

PCRem Tempo _ —  — —

Real-ME MEF MEA1/MEA2 MER
(70 pb)

Figura 3.3. Esquema de amplificacdo utilizado na PCR em Tempo Real para ME para
gendtipo A.

3.8.2. PCR em Tempo Real para amplificagédo do gene da ME

A PCR em Tempo Real do alvo escolhido foi padronizada utilizando a cepa
WB de G. duodenalis (ATCC 50803) como amostra referéncia para subtipo Al e de
uma amostra clinica (SJRP08) como referéncia para subtipo A2. Buscamos as
condicbes ideais como melhor temperatura de anelamento e concentracdes Otimas
dos iniciadores e sondas utilizados.

De acordo com dados de Grassini (2008), que observou uma regido
polimorfica na sequéncia da ME, foi desenhado um par de primers especificos para
0 genotipo A de G. duodenalis (MEF e MER), produzindo um amplicon de 70 pb,
correspondente a regido 396 a 466 do gene da ME. E duas sondas especificas aos
subtipos Al (regido 433 a 445) e A2 (regidao 433 a 444) foram desenhadas
respectivamente.

Para realizacdo da PCR em Tempo Real foi utilizada a tecnologia TagMan no
termociclador Step One (Applied Biosystems, Foster City, CA), onde cada amostra
foi submetida a duas reacdes: uma com sonda Al e outra com sonda A2. As duas
sondas utilizadas foram marcadas com o fluor6foro FAM (comprimento de onda =
520 nm) na extremidade 5’ e na extremidade 3’ com Minor Groove Binder (MGB)
(Figura 3.4).
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NFQ

AGGCCTTGAGAGATAT MGB

AGGCCTT ATAT

GCTACACAGTCCGGAACTCTCTATAGCATCACAC

Figura 3.4. Esquema da sonda MGB, onde R: Reporter dye (FAM), Q: Quencher, NFQ: Non-
Fluorescent Quencher e MGB: Minor Groove Binder (Tm enhancer) (Adaptado de Applied
Biosystems).

Inicialmente, foi realizada uma PCR convencional ME com os primers MEF e
MER (amplicon 70 pb) onde foram utilizados 10 uM de cada primer, 200 uM dNTP, 2
mM de MgCl,, 1X de tampéo, 2,5 U de Taq Polimerase (Invitrogen/Cat n°® 11615-
010) e 5 uL de DNA em uma reacao de volume final igual 50 pL. A reacéo foi
desenvolvida em termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient) nas seguintes
condi¢Bes: 95 °C/5 min, 30 ciclos de 94 °C/30 seg, 52 °C/30 seg, 72 °C/1 min,
seguido de uma extensao final de 72 °C/5min. Foi determinado um gradiente de 10
°C na temperatura de anelamento, onde nove temperaturas diferentes foram
testadas: 45,1 °C; 47,4 °C; 50 °C; 52,8 °C, 55 °C; 58 °C; 60,1 °C; 61,7 °C; 62,6 °C.
Aligquotas de 10 uL dos amplicons de 70 pb foram aplicadas em um gel de agarose
Metaphor a 2,0% (Metaphor, FMC) em tamp&o TBE 0,5 x (Tris base 89 mM, Acido
borico 89 mM e EDTA 2 mM) e submetidas a eletroforese a 100 V por
aproximadamente 1 h. Foi utilizado padrdo de tamanho molecular de 50 pb ladder
(Invitrogen/Cat n°® 10416-014) na concentracao 6 x. O gel foi corado com brometo de
etidio 0,5 -g/mL (Sigma/Cat n°® E-1510) por 20 min e descorado em agua destilada
durante 40 min. Posteriormente, o gel foi observado através da transiluminacdo com
luz ultravioleta no sistema de fotodocumentacdo de gel para visualizacdo das
bandas (GelDoc, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Diferentes reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas com objetivo de

realizar a titulagdo dos oligonucleotideos. Inicialmente, foi realizada uma reacgéo
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utilizando os primers em cinco concentra¢des: 10 pM, 5 pM, 1 uM, 300 nM e 500
nM. Em seguida, sete concentragdes diferentes das sondas: 500 nM, 450 nM, 400
nM, 350 nM, 300 nM, 250 nM e 200 nM foram utilizadas na PCR em Tempo Real.
Tanto as concentracdes ideais dos primers quanto das sondas foram aquelas que
apresentaram o menor valor Ct e maior valor ARn. A auséncia de formagédo de
dimeros também foi considerada na determinacdo da concentracdo ideal dos
primers.

A PCR em Tempo Real-ME foi realizada em microplacas de 48 cavidades em
um volume final de 20 pL utilizando o Kit Tag Universal Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Um volume de 5 pL do DNA foi adicionado a 10 pL do
kit, acrescido dos primers (MEF e MER) e da sonda Al nas concentracdes ideais. A
amplificagao foi desenvolvida nas seguintes condi¢des: 95 °C/10 min, 40 ciclos de
temperatura, sendo 95 °C/15 seg, 55 °C/1 min e 72 °C/1 min. Os dados da
fluorescéncia foram coletados no final de cada ciclo. Um controle sem amostra de

DNA e um controle negativo (T. vaginalis) foram incluidos em cada ensaio.

3.8.3. Curva padrao de concentracdo de DNA de G. duodenalis

A fim de verificar o limite de deteccdo da reacdo foram realizados
experimentos de quantificacdo absoluta baseado na curva padrdo de concentracéo
de DNA:

A curva padrdo baseada na quantidade de DNA foi construida através da
utilizacao de diluicdo seriada na base 10 (100 ng a 10 fg) e em triplicata do DNA de
trofozoitos da cepa WB. A concentracdo do DNA extraido foi determinada por
espectrofotometro (Ultrospec 1100 pro, Amersham Biosciences) atraves da leitura
em luz ultravioleta (UV) na absorbancia de 260 nm. O grau de pureza do DNA foi
calculado através da relacao: 260 nm/280 nm.

Os valores de Ct foram plotados contra o logaritmo da sua concentracao e
cada curva padrao foi gerada por regressao linear desses pontos. A partir do slope

de cada curva padrdo, a eficiéncia (E) da amplificacdo da PCR foi calculada de

acordo com a equacdo: E=10"%°P® -1 (Rasmussen, 2001).
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3.8.4. Analise comparativa da PCR em Tempo Real ME com Bg

Foi realizado um PCR em Tempo Real-ME e um PCR em Tempo Real-g
coforme descrito por Guy e colaboradores (2003) com algumas modificacbes. A PCR
em Tempo Real-Bg foi realizada em um volume final de 20 pL utilizando o Kit Taq
Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) no termociclador Step
One (Applied Biosystems, Foster City, CA). Um volume de 5 pyL do DNA de
trofozoitos de G. duodenalis cepa WB foi adicionado a 10 pL do kit, acrescido de 1
MM de cada primer (BGIALF e BGIALR) e 400 nM de sonda (BGIAP243). As reagdes
foram realizadas em microplacas de 48 cavidades em um volume final de 20 pL
utilizando o Kit Tag Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). Um
volume de 5 pL do DNA foi adicionado a 10 pL do kit, acrescido dos primers (MEF e
MER) e da sonda Al nas concentracdes ideais. A amplificacéo foi desenvolvida nas
seguintes condi¢cbes: 95 °C/10 min, 40 ciclos de temperatura, sendo 95 °C/15 segq,
55 °C/1 min e 72 °C/1 min.

Os dados da fluorescéncia foram coletados no final de cada ciclo. Uma
amostra sem DNA e uma amostra negativa (DNA de T. vaginalis) foram incluidos

como controles em cada ensaio.

3.8.5. Avaliacéo da especificidade analitica da PCR em Tempo Real ME

Para verificar a especificidade dos iniciadores da PCR em Tempo Real-ME,
foi utilizado DNA de outro protozoario T. vaginalis. O DNA da cepa WB foi usado

com controle positivo.

3.8.6. Aplicacdo da PCR em Tempo Real — ME nas amostras clinicas

A amplificacdo pela PCR em Tempo Real do DNA das amostras clinicas e
padrao foi desenvolvida simultaneamente. A quantificacdo absoluta foi baseada na
curva padrdo construida como descrita para a cepa WB no subitem 3.8.2. As
concentracfes de DNA das amostras foram determinadas a partir da curva padrao
correspondentes, usando os valores de Ct das dilui¢cdes utilizadas. Cada amostra foi
testada de forma bruta e diluida 50 vezes.

As reacdes foram realizadas em microplacas de 48 cavidades em um volume
final de 20 pL utilizando o Kit Taqg Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Um volume de 5 pL do DNA foi adicionado a 10 pL do kit, acrescido dos
primers (MEF e MER) e da sonda Al nas concentragdes ideais. A amplificacao foi
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desenvolvida nas seguintes condi¢cdes: 95 °C/10 min, 40 ciclos de temperatura,
sendo 95 °C/15 seg, 55 °C/1 min e 72 °C/1 min. Os dados da fluorescéncia foram
coletados no final de cada ciclo.

Cada amostra clinica foi utilizada na reacdo de forma concentrada e diluida
em agua destilada 1/50. As reacdes foram realizadas em duplicatas e foi incluida
uma curva padrao, um controle positivo, um controle negativo (T. vaginalis) e um

controle sem DNA em cada placa.

3.8.7. Estimativa do nimero de cistos presentes nas fezes

Segundo Guy e colaboradores (2003), um cisto de G. duodenalis possui 195
fg de DNA. O numero de cistos em 200 mg de amostra de fezes foi calculado como
fentogramas de DNA, concentracdo obtida na PCR em Tempo Real-ME, dividido por
195.

3.9. Comparacao da sensibilidade da PCR convencional e PCR em Tempo Real-
ME

A fim de correlacionar a quantidade minima de DNA de G. duodenalis
detectada em ambas as técnicas, o DNA foi diluido na base 10 de maneira seriada
partindo de uma concentracao inicial de 100 ng até uma concentracdo final de 10 fg.

Tanto a PCR convencional quanto a PCR em Tempo Real foram realizadas
utilizando os primers MEF e MER, que amplificam um fragmento de 70 pb. Ambas as

reacdes foram realizadas como descrito no subitem 3.8.2.

3.10. Analise estatistica

Foi elaborada e validada uma base de dados em Excel para Windows XP
(Microsoft® Office Professional 2007). As concordancias foram medidas entre os
cinco métodos (parasitologico, coproantigeno, N-PCR-ME, N-PCR-Bg e PCR em
Tempo Real-ME) utilizados usando o Coeficiente Kappa por meio do programa
Kappa.exe (software de uso livre) e que se baseou na seguinte férmula da Figura
3.5:
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Figura 3.5. Férmula utilizada no programa Kappa.

Os programas que usam o indice Kappa permitem verificar a concordancia
dos resultados entre dos métodos ou diferentes examinadores. Um indice entre 0,8
e 1,0 é considerado bom/excelente, entre 0,4 e 0,79 como moderado e um indice
menor de 0,39 é considerado pobre (Suarez-Mutis & Coura, 2006).

Para a verificacdo da variabilidade dos valores de Ct da curva-padrdo, as
variaveis analisadas com medidas de tendéncia central (média e desvio padrédo) e a
diferenca entre as variancias foi testada através do teste ANOVA usando o
programa GraphPad Prism® (v. 4.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego
California USA, www.graphpad.com). Em todos os casos foram considerados como

resultados estatisticamente significativos valores de p <0,05.
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IV. RESULTADOS

4.1. Genotipagem
4.1.1. PCR e sequenciamento
4.1.1.1. Gene da ME

A PCR-ME, utilizando os oligonucleotideos MEP1 e MEP2, foi aplicada nas
100 amostras de fezes utilizadas neste estudo. Nas amostras clinicas ndo houve
visualizacdo do amplicon de 1789 bp no gel de agarose 1%, onde apenas o controle
positivo WB apresentou a banda especifica nesta primeira etapa de amplificacéo
(Figura 4.1).

1789pb —>

Figura 4.1. Gel de agarose 1% com produtos do PCR-ME (1789 pb). Linha 1: padrédo
molecular 1 Kb. Linhas 2 e 3: controles negativos. Linha 4: controle positivo (WB). Linhas 5 a
8: produtos da PCR-ME das amostras de S&o José do Rio Preto — SP (SJRP).

Todas as amostras foram submetidas a N-PCR-ME utilizando os
oligonucleotideos MEP5 e MEP6 e foi observada a amplificacdo do fragmento
especifico de 758 pb em nove amostras (9/100 - 9%), sendo seis amostras humanas

e trés caninas (Figura 4.2).

Figura 4.2. Gel de agarose 1% com produtos do N-PCR-ME (758 pb). Linha 1: controle
negativo. Linha 2: controle positivo (WB). Linhas 3 a 10: produtos do N-PCR-ME das
amostras de S&o José do Rio Preto — SP (SJRP). Linha 11: padrdo molecular 100 pb.
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Todos os produtos obtidos na N-PCR-ME foram purificados e sequenciados
nos dois sentidos e em duplicata. Apds a obtencdo das sequéncias dos fragmentos
do gene da ME, foram montados os contigs de cada amostra, usando a sequéncia
obtida da cepa WB e a sequéncia da ME descrita no projeto genoma de G.
duodenalis (GL50803_ 14285 ATCC 50803), como referéncias.

A analise das sequéncias nucleotidicas do fragmento génico de 758 bp do
gene ME demonstrou que todas as amostras amplificadas eram genétipo A. Sete
foram caracterizadas como subtipo Al (quatro isolados de humanos e trés de caes),
uma com subtipo indeterminado e 1 amostra foi caracterizada como subtipo A2
(SJRPO8 - cao) (Tabela 4.1 e Figura 4.3). A sequéncia do produto da N-PCR-ME da
amostra SJRP07 nao foi obtida. Os oito isolados obtidos (amostras SJRPO3,
SJRPO08, SJRP31, SJRP36, SJIRP45, SJIRP49, SJIRP61 e SJRP69) apresentaram
SNPs (single nucleotide polymorphism) em relacdo a sequéncia padrao de WB. A
analise dos SNPs das sequéncias de ME de G. duodenalis de SJRP encontra-se em

anexo (Tabelal).
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Tabela 4.1. Resultado da genotipagem pela ME das amostras SJRP.

Amostras de Cao

Controle Interno Genotipo
SJRPO3 Al
SJRP61 Al
SJRP69 Al

Amostras de Humanos (HIV+)
SJRPO8 A2
SJRPO7 -

Amostras de Humanos (HIV-)
SJRP31 Al
SJRP36 Al
SJRP45 Al
SJRP49 Al

*Tracos correspondem a resultados negativos.

SJRP 08
SJRP 36
SJRP 31
= SJRP 61
SJRP 45
WB orf 14285
SJRP 69
SJRP 03
SJRP 49
0.001

Figura 4.3. Arvore filogenética de G. duodenalis baseada nas similaridades das sequéncias
de ME de isolados de origem humana e canina deduzida pelo algoritmo de Neighbor-Joining
utilizando Kimura 2-parametros.

Analisando a cadeia polipeptidica da regido codificante, orf (open reading
frame), da ME da cepa de referéncia WB (EDO79907.1) pode-se observar que nos
oito isolados sequenciados ocorreram 14 mudancas de aminoacidos em 12
posicées, como demonstrado na tabela 4.2. Na posicédo 93, que faz parte da regido
amino-terminal, tanto na amostra SJRP03 como na SJRP49, ocorreu mudanca de
um aminoacido polar (treonina) para um aminoacido basico (histidina). Na mesma
posicdo, a amostra SJRP69 apresenta outro aminodcido basico, a arginina. A

amostra SJIRP49 apresentou outras trés mudancas de aminoacidos, sendo que na
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posicdo 93, houve a troca da treonina para histidina; na posicdo 181, a isoleucina
(apolar) foi substituida pela treonina; nas posi¢cdes 183 e 185 houve troca do
aminoacido apolar fenilalanina para prolina e leucina (apolares), respectivamente. A
amostra SJRP61 também apresentou alteracdo na regido amino-terminal, na
posicdo 124, mudanca de valina para alanina (ambos apolares), enquanto na
posicao 289, sitio ligante da coenzima NADP, foi observada a substituicdo de uma
arginina por uma serina (basico). Houve seis mudangas de aminoacidos na amostra
SJRP36, prolina por glutamina, arginina por glicina, cisteina (apolar) por arginina,
duas glutaminas foram trocadas por duas lisinas (aminoacido béasico) e isoleucina
por lisina, respectivamente, nas posi¢cdes 332, 333, 335, 337, 338 e 339 da cadeia
polipeptidica. As amostras SJIRP08, SJIRP31 e SJRP45 apesar de possuirem SNPs
ndo apresentaram diferencas em suas sequéncias de aminoacidos quando

comparadas a sequéncia de referéncia da cepa WB (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Andlise do polimorfismo da orf de ME de isolados de algumas amostras
humanas, comparadas com sequéncia polipeptidica da cepa de referéncia WB. Pontos
indicam homologia de aminoacido a sequéncia da cepa WB.

Posicdo na Cadeia Polipeptidica*

Amostras/

Genotipo g3 154 181 183 185 280 332 333 335 337 338 339
GenétpoAl* T Vv I F F R P R C Q O

SIRPO3 H

SJRPO8

SJRP31

SJRP36 . . . . . . Q@ G R K K K

SIRP45

SIRP49 H . T P L

SJIRP61 A . . s

SIRP69 R

*Posicdo 1 corresponde ao cédon de iniciagdo da orf (ATG-metionina). **Cepa
WB_ATCC_50803.
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4.1.1.2. Gene da f3g

As 100 amostras clinicas (83 de humanos e 17 de cées) foram submetidas a
PCR-Bg, utilizando os primers G7 e G759, para amplificacdo de um fragmento de
753 pb. Na primeira amplificagdo, apenas o controle positivo WB apresentou o
fragmento esperado, ndo havendo amplificacdo das amostras clinicas e do controle

negativo (Figura 4.4).

753pb —>

1 2 3 4 5 B T

Figura 4.4. Gel de agarose 1% com produtos do PCR-Bg (753 pb). Linha 1: padrdo de
tamanho molecular 100 pb. Linha 2: controle negativo. Linha 3: controle positivo (WB).
Linhas 4 a 15: produtos da PCR-g das amostras de Sdo José do Rio Preto — SP (SJRP).

Todas as amostras foram submetidas a segunda amplificacdo, N-PCR-Bg,
com os primers BGIALF e BGIALR. Dentre as 100 amostras analisadas 61 (61%)

foram positivas, sendo 54 amostras humanas e sete amostras caninas (Figura 4.5).

<— 511pb

Figura 4.5. Gel de agarose a 1% representativo com produtos do N-PCR-Bg (511 pb). Linha
1: padrédo molecular 100 pb. Linhas 2 a 8: produtos do N-PCR-fg das amostras de Sdo José
do Rio Preto — SP (SJRP). Linha 9: controle positivo (WB). Linha 10: controle negativo.

Todos os produtos obtidos no N-PCR-Bg foram purificados e sequenciados

nos dois sentidos e em duplicata. Apds a obtencéo das sequéncias dos fragmentos
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do gene da Bg, foram montados os contigs de cada amostra, usando a cepa de
referéncia WB como referéncia, G. duodenalis (GL50803 4812 ATCC 50803).

A andlise das sequéncias do fragmento génico de 511 bp do gene fBg
demonstrou que todos os isolados de G. duodenalis das amostras amplificadas (61;
61%) eram gendétipo A, sendo 42 gendtipo Al (38 isolados de humanos e quatro de
cées) e 19 gendtipo A2 (16 de humanos e trés de cdes). Nao foi encontrado nenhum
genotipo B, C e D na populagédo analisada nesse segmento do estudo (Tabela 4.3 e
Figura 4.6). A andalise dos SNPs das sequéncias de g de G. duodenalis de SJRP

esta disponivel em anexo (Tabela I1).
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Tabela 4.3. Resultado da genotipagem pela Bg das amostras SJRP.

Amostras de Cao

Controle Interno Genétipo Controle Interno Gendtipo Controle Interno Gendtipo Controle Interno Gendtipo
SJRP 01 Al SJRP 06 Al SJRP 64 - SJRP 68 -
SJRP 02 A2 SJRP 61 - SJRP 65 - SJRP 69 -
SJRP 03 Al SJRP 62 - SJRP 66 - SJRP 70 -
SJRP 04 A2 SJRP 63 Al SJRP 67 - SJRP 71 -
SJRP 05 A2

Amostras de Humanos (HIV+)
SJRP 07 - SJRP 09 A2 SJRP 10 Al SJRP 11 Al
SJRP 08 A2

Amostras de Humanos (HIV-)
SJRP 12 Al SJRP 32 Al SJRP 52 Al SJRP 83 -
SJRP 13 A2 SJRP 33 A2 SJRP 53 Al SJRP 84 -
SJRP 14 - SJRP 34 Al SJRP 54 Al SJRP 85 -
SJRP 15 A2 SJRP 35 Al SJRP 55 A2 SJRP 86 -
SJRP 16 Al SJRP 36 Al SJRP 56 Al SJRP 87 Al
SJRP 17 Al SJRP 37 Al SJRP 57 A2 SJRP 88 -
SJRP 18 Al SJRP 38 Al SJRP 58 Al SJRP 89 -
SJRP 19 Al SJRP 39 A2 SJRP 59 Al SJRP 90 -
SJRP 20 Al SJRP 40 Al SJRP 60 Al SJRP 91 -
SJRP 21 Al SJRP 41 Al SJRP 72 - SJRP 92 -
SJRP 22 Al SJRP 42 Al SJRP 73 - SJRP 93 -
SJRP 23 Al SJRP 43 Al SJRP 74 - SJRP 94 -
SJRP 24 Al SJRP 44 A2 SJRP 75 A2 SJRP 95 -
SJRP 25 Al SJRP 45 Al SJRP 76 - SJRP 96 -
SJRP 26 Al SJRP 46 A2 SJRP 77 - SJRP 97 -
SJRP 27 Al SJRP 47 A2 SJRP 78 - SJRP 98 -
SJRP 28 A2 SJRP 48 - SJRP 79 - SJRP 99 -
SJRP 29 Al SJRP 49 A2 SJRP 80 - SJRP 100 Al
SJRP 30 Al SJRP 50 A2 SJRP 81 -
SJRP 31 A2 SJRP 51 Al SJRP 82 -

*Tragos correspondem a resultados negativos.
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Figura 4.6. Arvore filogenética de G. duodenalis baseada nas sequéncias de pg de amostras
de origem humana e canina deduzida pelo algoritmo de Neighbor-Joining utilizando Kimura
2-parametros. Sequéncias do GenBank estédo indicadas pelos numeros de acesso entre 0s
parénteses. SJRPAL e SJRPA2 correspondem as amostras analisadas que apresentaram
sequéncias idénticas ao gendtipo Al e A2, respectivamente.

Ao compararmos a genotipagem baseada nestes dois alvos, ME e fg,
observamos uma grande concordéancia de resultados (Tabela 4.4), onde os isolados
caracterizados como A1 pela Bg apresentaram 100% de identidade com a sequéncia
WB, que é gendtipo Al (SJRP03, SIJRP31, SJRP36, SJRP45 e SJRP49), assim
como o isolado da amostra SJRP08, genotipado como A2 pela Bg apresentou SNP
caracteristico em relacdo a WB. Nao foi possivel correlacionar os resultados da
genotipagem das amostras SJRP61 e SJRP69, uma vez que ndo apresentaram
amplificagdo do fragmento génico da [g. Entretanto, houve dois resultados
discordantes, referente aos isolados da amostra SJIRP36 e SJRP49, que foram
caracterizados como genétipo A1 pela g e apresentaram respectivamente 15 e oito

SNPs em relagéo a sequéncia de ME de WB.
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Tabela 4.4. Gendtipos das amostras segundo PCR e Sequenciamento de g e ME.

Amostras de Sdo José do Genatipos Namero de
Rio Preto — SP Bg ME SNPs*
SJRPO3 Al Al 4
SJRPO08 A2 A2 2
SJRP31 Al Al 1
SJRP36 Al Al 15
SJRP45 Al Al 1
SJRP49 Al Al 8
SJRP61 0] Al 3
SJRP69 7] Al 2

*SNPs em relagédo ao gene da enzima malica.** SNPs ndo detectados nas sequéncias de
genotipo A disponiveis até o momento.

4.2. Desenvolvimento da PCR em Tempo Real - ME
4.2.1. Desenho dos oligonucleotideos

Foi desenhado um par de primers e sondas para amplificacdo em tempo real
do fragmento génico ME de G. duodenalis. Os oligonucleotideos MEF e MER e as
sondas MEA1 e MEAZ2, usados nesta reacao, foram desenhados com base em uma
regido polimorfica, descrita por Grassini (2008). Esta regido apresenta 443 pb da
sequéncia padrédo de ME (GL50803_14285), do qual sera amplificado um fragmento
de 70 pb. Os primers sdo complementares as posicdes 398-417 (MEF) e 449-
467(MER) e as sondas as posi¢cdes 429-447 (MEAL) e 429-446 (MEA2) (Tabela
4.5).

Tabela 4.5. Sequéncia e posicao dos oligonucleotideos.

. . A ey o Posicao .
Oligonucleotideo Sequéncia 5’ -3 Nucliotidica Amplicon
MEF ATAGCCCACGCATCATCGTT 398-417 70 pb
MER CCACCCGTTCCCAAATCTC 449-467 70 pb
MEA1 FAM/AACACGCATTCTTGGGTTA/MGBNFQ  429-447 70 pb
MEA2 FAM/AACACGCATTCTCGGGTT/MGBNFQ 429-446 70 pb

Onde, F: primer foward; R: prime reverse, P: probe (sonda) e T/C (SNPs).

65



4.2.2. PCR em Tempo Real para amplificacdo do gene da ME

O ensaio da PCR-ME convencional com gradiente de temperatura de
anelamento foi realizado com nove temperaturas diferentes: 45,1 °C; 47,4 °C; 50 °C;
52,8 °C, 55 °C; 58 °C; 60,1 °C; 61,7 °C; 62,6 °C e 10 uM de cada primer por reacao.
Considerando a visualizacdo de bandas no gel de agarose e a temperatura de fuséo
(Tm) dos primers (60 °C), a temperatura de anelamento ideal foi 55 °C, pois é
preconizado que para uma amplificagdo 6tima da PCR se utilize uma temperatura de
anelamento que seja aproximadamente 5 °C menor que a média da Tm dos primers
(Figura 4.7).

< 70pb

Figura 4.7. Gel de agarose 2% com produtos da PCR convencional ME gradiente (70 pb)
mostrando a amplificacdo do controle positivo (DNA da cepa WB) com diferentes
temperaturas de anelamento: 1- 45,1 °C; 2- 47,4 °C; 3-50 °C; 4-52,8 °C, 5-55 °C; 6-58 °C; 7-
60,1 °C; 8-61,7 °C; 9-62,6 °C. Linha 10 - padrédo de tamanho molecular 50 pb.

Apoés a definicdo da temperatura de anelamento, foram realizadas diversas
reacdes para identificacdo das concentracdes ideais dos oligonucleotideos na PCR
em Tempo Real para amplificacdo do fragmento de 70 pb do gene da ME. Os
primers foram testados em cinco concentracdées (10 uM, 5 uM, 1 pM, 500 nM e 300
nM) e as sondas em sete concentracdes (500 nM, 450 nM, 400 nM, 350 nM, 300
nM, 250 nM e 200 nM). As condi¢cBes ideais foram determinadas na reacdo que
apresentou amplificagdo com menor valor de Ct e maior ARn.

Inicialmente, foi realizada a titulacdo dos primers e para isso a concentracao
da sonda Al foi fixada em 250 nM. Foi observado que a concentracao ideal de MEF
e MER foi de 1 pM. Posteriormente, utilizando a concentracao fixa de 1 uM de cada
primer, foi realizada a titulagdo das sondas, onde as condi¢des ideais foram obtidas
com a concentracdo de 500 nM. Como dito anteriormente, tais condic6es atenderam
aos critérios ideais, pois obtiveram o menor valor de Ct (23,77) e maior valor de ARn

(0,170) e auséncia de dimeros (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6. Titulagdo dos oligonucleotideos na PCR em Tempo Real - ME.

Primers Sonda Ct ARnN
10pM 250nM 25,13 0,175
5uM 250nM 25,01 0,180
1uM 200nM 25,83 0,045
1uM 250nM 24,13 0,110
1uM 300nM 24,6 0,080
1uM 350nM 24,3 0,100
1uM 400nM 24,57 0,090
1uM 450nM 23,86 0,140
1uM 500nM 23,77 0,170

500nM 200nM Indeterminado* Indeterminado*
500nM 250nM 23,13 0,060
500nM 300nM 26,35 0,050
500nM 350nM 25,73 0,075
500nM 400nM 25,88 0,070
500nM 450nM 24,93 0,120
500nM 500nM 25,06 0,120

* Valores de Ct ndo detectaveis.
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4.2.3. Determinagcdo da curva padrdao de concentracdo de DNA de G.
duodenalis

Diversos experimentos com eficiéncia entre 90% e 99% originaram curvas
reprodutiveis, onde o controle positivo, DNA de trofozoitos de G. duodenalis cepa
WB, nas concentracdes de 10% 10°, 10° 10°, 10* e 10° (correspondem
respectivamente a 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg e 1 pg apresentaram 0sS
respectivos valores de Ct: 20,8; 24,8; 27,9; 31,6; 34,7 e 37,8 (Tabela 4.7). Também
foram analisadas as concentra¢Ges de 100 fg e 10 fg, porém nenhum valor de Ct foi
obtido. A figura 4.8. mostra o grafico de amplificacdo em escala logaritima da curva
padrdo e figura 4.9. mostra o grafico de amplificacdo em escala linear da curva
padrdo com o slope, R? e a eficiéncia da reacéo.

Os slopes da reacéo variaram entre -3,3 e -3,5 e os valores de ARn de 0,015
a 0,140. O R? variou de 0,994 a 1.

Tabela 4.7. Concentracdo de DNA e os respectivos valores de Ct.

Concentracdo de DNA (fg) Ct
10 20,8
10’ 24,8
10 27,9
10 31,6
10" 34,7
10° 37,8
102 Indeterminado*
10l Indeterminado*

* Valores de Ct ndo detectaveis.
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Figura 4.8. Gréafico de amplificacdo em escala logaritima da curva padrdo com a sonda Al
das concentracdes de 10° (100 ng) a 10°(1 pg).
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Figura 4.9. Gréfico de amplificacdo em escala linear da curva padrdo com a sonda Al.
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Em um mesmo experimento foi realizada uma curva padrdo com a sonda MEA1
e outra curva padrdo com a sonda MEAZ2, utilizando a cepa padrdo WB nas
concentracdes de 100 ng a 100 pg (respectivamente, 102, 107, 10° e 10°). Também
foi utilizado o DNA e o produto de PCR-ME da amostra SJRP08 (padrdo para
genotipo A2) com ambas as sondas. Nao houve amplificagdo do DNA da amostra
SJRP08 em nenhuma das duas sondas, porém quando se utilizou o produto da
PCR-ME dessa amostra observou-se amplificagdo com ambas as sondas, como
demonstrado na Figura 4.10.

Outros experimentos com a sonda MEA2 e amostra SJRPO8 precisam ser
realizados, pois os resultados encontrados nao foram concordantes. Para isto, mais
aliquotas desta amostra ja foram solicitadas ao Hospital de Base de Sdo José do Rio
Preto, SP, uma vez que nao temos mais em nosso estoque. Além disso, a clonagem
do produto de PCR-ME da amostra SJRP08 e da cepa padrdo WB encontra-se em
andamento para posterior quantificacdo absoluta com curva padrdo baseada no
numero de copias do gene ME.
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Figura 4.10. Grafico de amplificacdo em escala logaritima da curva padrdo na PCR em
Tempo Real-ME. (A) Amplificacdo da cepa padrdo WB com a sonda MEAL. (B) Amplificacéo
da cepa padrdao WB com a sonda A2. (C) Amplificacdo da amostra SJRP08 com a sonda
Al, onde a curva de cor roxa representa o produto de PCR e a vermelha representa o DNA
dessa amostra. (D) Amplificacdo da amostra SJRP08 com a sonda A2, sendo gque a curva
de cor roxa representa o produto de PCR e a curva de cor vermelha representa o DNA
dessa amostra. O branco (sem DNA) da reacdo esta representado em rosa.

4.2.4. Analise Comparativa da PCR em Tempo Real

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade da reacdo foi realizada uma
comparacdo dos resultados obtidos na PCR em Tempo Real-ME com aqueles
obtidos em uma PCR em Tempo Real para outro gene de coOpia Unica de G.
duodenalis. Para isto, foi utilizada a PCR em Tempo Real-Bg, descrita por Guy e
colaboradores (2003), num experimento de quantificacdo absoluta baseada na curva
padrdao com diferentes concentracdes do DNA de trofozoitos de G. duodenalis cepa
WB. Em ambos os ensaios (ME e g) foram utilizadas duplicatas nas concentracées
de 108, 10, 10°, 10°, 10* e 10° que correspondem respectivamente a 100 ng, 10 ng,
1 ng, 100 pg, 10 pg e 1 pg.
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Em ambos os ensaios, foram obtidos valores de Cts préximos. Os Cts
obtidos no ensaio com ME foram 24,5; 27,8; 31,3; 35,2; 36,6 e 37,9 e os Cts
relacionados ao gene da g foram 25,3; 28,9; 32,6; 35,8; 37,2 e 38,5. A Tabela 4.8
mostra a comparacéo dos resultados obtidos nos dois ensaios realizados em nosso
laboratdério com os resultados obtidos por Guy e colaboradores (2003).

Tabela 4.8. Comparacéo entre os Cts obtidos nos ensaios de PCR em Tempo Real com os
genes ME e Bg com os obtidos por Guy e colaboradores (2003).

Concentracdo de DNA (fg) ME Bg Bg (Guy et al.,2003)

10 24,5 253 )

10’ 27,8 28,9 10
10" 31,3 32,6 24
10° 35,2 35,8 27
10" 36,6 37,2 30
10° 37,9 38,5 34
10 - - 38

1
10 - - -

*Tracos em negro correspondem a valores de Ct ndo detectaveis.

4.2.5. Avaliacao da Especificidade Analitica da PCR em Tempo Real-ME

O DNA gendmico de T. vaginalis foi usado na PCR Tempo Real-ME para
verificar a especificidade dos oligonucleotideos e ndo houve amplificacdo ou
amplificacdo inespecifica com os olignucleotideos MEF e MER utilizados nesse
estudo (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Gréfico de amplificacdo em escala logaritima do PCR em Tempo Real-ME
mostrando a especificidade da reacdo, onde T. vaginalis (controle negativo) esta
representado em rosa, o branco (sem DNA) da reacdo estd representado em azul e o
controle positivo WB estéa representado pela cor verde.

4.3. Aplicagdo da PCR em Tempo Real-ME nas Amostras Clinicas

Todas as 100 amostras de fezes analisadas, positivas no parasitolégico e na
pesquisa de coproantigenos, foram submetidas & PCR Tempo Real-ME. Destas,
91% (91/100) amplificaram o fragmento de 70 pb, sendo 76 amostras humanas e 15
caninas, enquanto 9% (9/100, seis humanas e trés caninas) ndo amplificaram o
fragmento especifico, apresentando Ct indeterminado (Tabela Il em anexo).

As 91 amostras clinicas apresentaram Cts entre 26 e 40 (Tabela Il em
anexo). Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram valores de Ct
menor que 37, devido a analise estatistica dos valores com descricdo das medidas
de tendéncia central (média e desvio padrédo) dos Cts da curva padrdo demonstrou
que a menor concentracdo de DNA detectada (10° fg) obteve um Ct médio de 37,8
com desvio padrdo + 0,5788 (Tabela 4.12). Com isso adotamos que valores de Ct
maior que 37 sdo considerados negativos neste ensaio, embora o software do
equipamento quantifique valores de Ct maiores.

Apenas as amostras SJRP06 (cdo), SJRP10 e SJRP24 (humanas) nao
apresentaram Cts quando utilizadas de forma bruta, porém quando diluidas (1/50)
apresentaram os respectivos Cts: 38,7; 37,4 e 36,4. Desta forma, as amostras

SJRP10 e SJRP24 foram consideradas positivas (Tabela 11l em anexo).
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De acordo com o parametro de positividade adotado, obtivemos 71 (71%)
amostras positivas na PCR em Tempo Real-ME, sendo 62 (87,3%) amostras de
humanos e nove (13,4%) de cées (Tabela 4.9).

Foi demonstrado que um cisto de G. duodenalis contém 195fg de DNA (Guy
et al., 2003) e com base nesse dado a nossa curva padrao da PCR em Tempo Real-
ME detectou até 1 pg de DNA (com Ct de 37), que corresponde a aproximadamente
cinco cistos do parasito. A PCR em Tempo Real-ME das amostras clinicas
analisadas detectou concentragdes que variaram de 4,21 ng a 204,48 fg de DNA de
G. duodenalis, em aproximadamente 200 mg de fezes. Correlacionando o resultado
da PCR em Tempo Real-ME foi possivel estimar o nUmero de cistos presentes nas
amostras clinicas analisadas que variou de um a 22.000 cistos, como demonstrado
na tabela Ill em anexo. A Tabela 4.10 demonstra a correlacdo entre os valores de
Cts obtidos com numero estimado de cistos e pode-se observar que a maioria das
amostras (n=49) apresenta 11 a 100 cistos e possuem Cts médios entre 36 e 38,
como ilustrado pelo grafico da Figura 4.12. A Tabela 4.11 demonstra as correlagdes

de diferentes resultados dos métodos utilizados.
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Tabela 4.9. Comparacao dos resultados obtidos nos diferentes métodos de diagndstico utilizados nas amostras de SJRP.

N-PCR Convencional

Amostras Parasitolégico  Coproantigeno e Bg PCR Tempo Real - ME
Humanos (n=83) 83 (83%) 83 (83%) 6 (66,7%) 54 (88,5%) 62 (87,3%)
Céaes (n=17) 17 (17%) 17 (17%) 3 (33,3%) 7 (11,5%) 9 (13,4%)
TOTAL 100 (100%) 100 (100%) 9 (9%) 61 (61%) 71 (71%)
Tabela 4.10. Quantidade relativa de cistos.
Amostras
Quantidade Relativa de Cistos _ — ~ Val,or. de Ct
Total Situacao Namero (média)
Positivas 12 37
1-10 29 Negativas 17 39
Positivas 47 36
11-100 49 Negativas 2 38
101 - 1000 10 Positivas 10 33
= 1001 3 Positivas 3 28

Tabela 4.11. Correlacdo dos resultados nos diferentes métodos de diagndstico.

Métodos
Parasitologico Coproantigeno N-PCR-ME PCR em Tempo Real-ME NUumero de Amostras
Positiva Positiva Positiva Positiva 7
Positiva Positiva Positiva Negativa 2
Positiva Positiva Negativa Positiva 59
Positiva Negativa Positiva Positiva 0
Negativa Positiva Positiva Positiva 0
Positiva Positiva Negativa Negativa 32
Negativa Negativa Negativa Negativa o*
Total 100

*Todas as amostras eram positivas no parasitologico e na detec¢éo de croproantigeno.
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Figura 4.12. Gréfico de distribuicdo dos valores de Ct correlacionados com o nimero de amostras
gue amplificaram no PCR em Tempo Real-ME.

4.4. Avaliacao da Sensibilidade Analitica da PCR-ME e PCR em Tempo Real-ME

A analise comparativa de ambas as reacbes foi através da visualizacdo dos
amplicons em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio. A sensibilidade
analitica da PCR-ME foi de 10 ng de DNA (Figura 4.13, linha 8), enquanto que a PCR em
Tempo Real detectou até 1 pg de DNA (Figura 4.14, linha 12).

70pb —>

Figura 4.13. Sensibilidade do PCR-ME. Gel de agarose 2% com produtos da PCR convencional
ME (70 pb) em diferentes concentra¢des de DNA da cepa de referéncia WB. Linha 1 e 15: padréo
de tamanho molecular 50 pb. Linha 2: controle negativo. Linha 3: DNA de T. vaginalis. Linh 4 e 5:
controle positivo (cepa WB). Linha 6: pogo vazio. Linhas 7-14: 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg,
1 pg, 100 fg de 10 fg de DNA de WB, respectivamente.
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70pb—>

Figura 4.14. Sensibilidade da PCR em Tempo Real-ME. Gel de agarose 2% com produtos da PCR
em Tempo Real-ME (70 pb) em diferentes concentragbes de DNA da cepa de referéncia WB.
Linha 1 e 15: padréo de tamanho molecular 50 pb. Linha 2: controle negativo. Linha 3: DNA de T.
vaginalis. Linha 4 e 5: controle positivo (cepa WB). Linha 6: poco vazio. Linhas 7-14: 100 ng, 10
ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg de 10 fg de DNA de WB, respectivamente.

4 5. Andlise estatistica

Foram realizadas analises estatisticas para verificar a concordancia nos resultados
dos diferentes métodos de diagndstico e para analisar a variabilidade dos valores de Ct
da curva padrdo. A concordancia resultante dos métodos utilizados foi obtida usando o
coeficiente Kappa (K) e a variabilidade da curva-padrdo foi analisada pelo programa
GraphPad Prism®.

Foi determinada a concordancia entre os cinco métodos utilizados. Os métodos 1
(parasitologico) e 2 (coproantigeno) apresentaram 100% de concordancia. A analise dos
métodos 1 e 2 com o método 3 (N-PCR-ME) e com o método 4 (N-PCR-Bg) nao
apresentou concordancia (K < 0,39). J4 a comparacéo dos métodos 1 e 2 com o método 5
(PCR em Tempo Real-ME) apresentou uma concordancia moderada (K = 0,42). As
analises comparativas dos métodos 3 e 4, a dos métodos 3 e 5 e do 4 com 0 método 5
nao apresentaram concordancia.

Ao comparar a variabilidade da Ct entre as diferentes quantidades de DNA nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p=0,7451). As réplicas da
concentracdo de 10°® fg de DNA apresentou Ct de 20,81+0,3643 (média+desvio padréo)
com 1C95% (20,51-21,12). A variancia neste ponto da curva foi de 0,13271. Os demais

valores encontram-se na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12. Andlise estatistica das réplicas da curva padréo.

Parametros Concentragdo de DNA
10 10’ 10 10 10 10

Minimo 20,10 24,00 27,20 30,80 34,00 37,20
Maxima 21,30 25,90 28,90 32,40 35,60 38,70
Média 20,81 24,81 27,91 31,61 34,71 37,80
Desvio Padrao 0,3643 0,6813 0,5463 0,6402 0,5515 0,5788
Variancia 0,1327 0,4642 0,2984  0,4099 0,3041 0,3350
Intervalo de Confianga 20,51 24,24 27,46 31,08 34,25 37,08
Intervalo de Confianga 21,12 25,38 28,37 32,15 35,17 38,52

A Figura 4.15 ilustra a distribuicdo das 100 amostras clinicas positivas pelo exame
parasitolégico e coproldgico testadas em nos trés métodos moleculares descritos. Em um
total de 100 amostras de fezes, apenas seis amostras foram concordantes em todos 0s
métodos. Das nove amostras que foram positivas no N-PCR-ME, sete apresentaram
resultados concordantes com a N-PCR-3g, oito amostras foram concordantes com a PCR
em Tempo Real-ME e nenhuma foi positiva apenas para este ensaio. Em relacdo as 61
amostras positivas na N-PCR-g, 42 foram concordantes com a PCR em Tempo Real-ME

e 18 foram positivas somente para 0 ensaio com o gene da g. Das 71 amostras positivas

na PCR em Tempo Real-ME, 27 amostras se mostraram positivas para este ensaio.

N-PCR-ME
N=9

A

gPCR-ME
N=71

N-PCR-Bg

N=61

N=100

Figura 4.15. Distribuicdo das amostras clinicas positivas nos métodos moleculares utilizados.
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V. DISCUSSAO

O género Giardia engloba protozoarios flagelados que parasitam o intestino
delgado de um amplo espectro de hospedeiros, sendo G. duodenalis o0 mais comum e
Gnico capaz de infectar hospedeiros mamiferos, incluindo o homem. Cerca de 200
milh6es de pessoas tém sintomas de giardiase, nas regides da Asia, Africa e América
Latina, com mais de 500.000 novos casos descritos a cada ano (WHO, 1996, Thompson,
2004). A prevaléncia deste parasito em humanos varia de 2 a 5% nos paises
desenvolvidos e de 20 a 60% nos paises em desenvolvimento (Almeida et al., 2006),
podendo atingir niveis superiores a 40% em criancas em creches (Ortega & Adam, 1997).

No Brasil, inquéritos parasitolégicos, em criancas de creches e escolas,
demonstraram niveis de prevaléncia de giardiase, variando de 14,6% a 78,3% (Machado
& Costa-Cruz, 1998). Segundo um estudo feito por Carvalho e colaboradores (2006) na
cidade de Botucatu — SP, 27% das criangas analisadas eram positivas para G.
duodenalis. Maia e colaboradores (2009) reportaram uma prevaléncia semelhante
(21,5%) na populacéo em estudo desenvolvido no norte do pais, em Manaus — AM.

Muitos estudos de inquéritos parasitologicos discutem a prevaléncia de giardiase
no Brasil em criancas ndo havendo maiores informacdes sobre a prevaléncia desta
infeccdo na populacdo adulta. Sabe-se que o estado de Sdo Paulo possui prevaléncia de
aproximadamente 25% (Almeida et al., 2006; Carvalho et al., 2006; Machado & Costa-
Cruz, 1998). Neste estudo utilizamos amostras da cidade de Sao José do Rio Preto — SP,

gue demonstrou uma alta prevaléncia de giardiase na regiao (dados n&o publicados).

5.1. Diagnostico de G. duodenalis

Comparando os resultados dos diferentes métodos utilizados nas 100 amostras
fecais humanas e caninas, obtivemos 100% de amostras positivas tanto no exame
parasitolégico quanto na deteccdo de coproantigenos, 9% amostras positivas na N-PCR-
ME e 71% na PCR em Tempo Real-ME.

O exame parasitolégico ainda € o método padrédo para diagndstico de amostras de
fezes, porém a sensibilidade desta técnica é dificultada, muitas vezes, pela analise de
apenas uma amostra de fezes e devido a liberagéo intermitente dos cistos nas fezes. Com
isso, sensibilidades maiores sdo obtidas ao utilizar trés amostras de fezes do individuo
(Gardner & Hill, 2001, Hove et al., 2009). Em contrapartida, 0s ensaios imunoenzimaticos
podem ser Uteis em hospitais e laboratérios menores, porém ndo possuem sensibilidade

suficiente em casos de baixos niveis de infec¢do, uma vez que sdo baseados na deteccéo
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de antigenos da parede cistica por anticorpos monoclonais, que podem gerar reacdes
cruzadas com antigenos de oocistos de Cryptosporidium sp. (Machado & Costa-Cruz,
1998; Schuurman et al., 2007). Além disso, alguns desses métodos consomem tempo e
séo incapazes de diferenciar geneticamente isolados de G. duodenalis (Guy et al., 2004).

O desenvolvimento das ferramentas moleculares, principalmente, os métodos
baseados na PCR, trouxe beneficios como o diagndstico rapido de doencas infecciosas,
além de maior sensibilidade e especificidade (Bertrand et al., 2004, Hove et al., 2009).
Entretanto, neste trabalho observamos que a N-PCR-ME convencional apresentou baixa
sensibilidade quando comparada aos outros métodos utilizados, uma vez que detectou
apenas 9% das 100 amostras positivas. Uma das possiveis justificativas é a dificuldade
de amplificacdo inerente da natureza das amostras utilizadas (fezes), que podem conter
inibidores da amplificagcdo pela PCR. Outra possibilidade, a baixa sensibilidade da PCR
pode ser consequéncia da resisténcia dos cistos de G. duodenalis aos métodos de lise
utilizados na extragdo de DNA. Dessa forma, € necessario estabelecer um protocolo com
as condicOes ideais para coleta e armazenamento das amostras de fezes, que devem ser
frescas, isto €, sem adicdo de conservantes, para estudos de epidemiologia molecular,
assim como metodos de extracdo de DNA mais eficientes, que possibilitem a aplicacao da
PCR diretamente nas amostras de fezes. Além disso, a existéncia de polimorfismos nas
sequéncias complementares dos primers MEP5 e MEPS6, utilizados na N-PCR-ME, pode
impedir a hibridacdo especifica e consequente amplificacdo deste fragmento. Maiores
estudos precisam ser realizados para o aprimoramento das condi¢cdes de amplificacdo da
N-PCR-ME.

5.2. Genotipagem por PCR-sequenciamento dos genes ME e Bg

As técnicas moleculares como a PCR providenciam uma alternativa para a
deteccdo de patégenos em amostras clinicas de fezes, e quando combinadas com outras
técnicas, como sequenciamento, permitem a genotipagem de organismos de interesse
(Amar et al., 2002; Guy et al., 2004).

A variacdo genética intraespecifica de G. duodenalis determina a producdo de
diferentes gendtipos e o conhecimento desse processo de selecdo e dos mecanismos
reprodutivos que motivam tal diversidade tem importante aplicacdo no controle e na
compreensao da biologia evolucionaria destes organismos (Thompson & Meloni, 1993).

A identificacdo de gendtipos de G. duodenalis é importante nos estudos de

epidemiologia molecular uma vez que existem gendtipos com especificidade para
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determinadas espécies de hospedeiros mamiferos e existem genoétipos com potencial
zoonotico para a giardiase. Atualmente, existem sete gendtipos descritos para G.
duodenalis (A-G) (Monis et al., 1999; Thompson et al., 2000), sendo que apenas 0s
gendtipos A e B e seus subtipos (Al, A2, B3 e B4) infectam mamiferos, entre eles, o
homem. O gendtipo A € distribuido mundialmente e apresenta um enfoque zoondtico,
principalmente no subtipo Al, pois é formado por uma mistura de isolados humanos e
animais estritamente relacionados (Rocha et al., 2003; Carvalho et al., 2006). Este é um
gendtipo previamente relatado no Brasil (Souza et al., 2007; Volotdo et al., 2007) e
apresenta menor heterogeneidade de sequéncias quando comparado ao genétipo B
(Morrison et al., 2007).

Diante da ndo resolucdo da taxonomia de G. duodenalis, principalmente em nivel
intra-especifico, com a utilizacdo dos marcadores moleculares atuais, faz-se necesséria a
busca por marcadores moleculares com maior poder discriminatorio e por métodos mais
sensiveis de deteccdo deste patdgeno para determinacdo da sua real prevaléncia nas
populacdes estudadas.

Dessa forma, a proposta desse trabalho era avaliar a aplicabilidade do locus da ME
no diagnostico de G. duodenalis. Além disso, com base nos dados encontrados no
trabalho de Grassini (2008), analisamos a aplicabilidade dos polimorfismos existentes na
sequéncia nucleotidica de ME na genotipagem deste parasito e se sdo suficientes para
uma melhor distingéo intra-especifica do parasito.

Comparando os resultados da genotipagem por g e ME nas 100 amostras clinicas
analisadas, foi visto que 61 (61%) amostras foram positivas para fg, sendo 52 amostras
humanas e sete amostras caninas. A andlise das sequéncias obtidas demonstrou que as
61 amostras eram genétipo A, sendo 42 gendtipo Al (38 de humanos e quatro de cées) e
19 gendtipo A2 (16 de humanos e trés de caes). Em relacdo a ME, apenas nove (9%)
amostras apresentaram-se positivas na PCR convencional, sendo seis amostras humanas
e trés caninas. Ao compararmos a genotipagem baseada nos dois alvos, pudemos
observar que as oito amostras amplificadas eram genoétipo A, sendo seis gendtipo Al
(quatro isolados de humanos e trés de cdes) e um gendétipo A2 (humano). Nao foi
encontrado nenhum gendtipo B, C e D na populagcédo analisada baseada no gene da g,
uma vez gue sequéncias para este gene ja foram descritas na literatura. Em relacao ao
gene da ME, isto ndo pode ser afirmado, pois ainda ndo existem descritas sequéncias de
ME oriundas de isolados de outros genétipos de G. duodenalis e que serviriam como

referéncias para esta andlise.
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A diferenca de resultados entre a N-PCR-ME e N-PCR-g pode ser consequéncia
das especificidades de cada protocolo. A baixa sensibilidade da N-PCR-ME pode ser
atribuida aos fatores descritos anteriormente, em especial a possibilidade dos primers
utilizados terem sido desenhados em regido polimérfica da ME. A andlise das sequéncias
dos isolados amplificados verificou SNPs proximos a regido de anelamento dos primers
MEPS5 e MEP6.

Os gendtipos A e B de G. duodenalis sao distribuidos mundialmente e a
prevaléncia de cada gendtipo varia de pais para pais. Na Italia, Giangaspero e
colaboradores (2007) reportaram uma prevaléncia de 54% de gendtipo A e de 32% de
gendtipo B em suas amostras utilizando o gene da Bg e ssurRNA como marcadores
moleculares. O trabalho realizado na Etiopia, utilizando o gene da Bg e gdh, teve uma
prevaléncia de gendtipo A (52%) maior do que de gendtipo B (22%) (Gelanew et al.,
2007). Em contrapartida, um estudo realizado na Noruega por Robertson e colaboradores
em 2007, demonstrou uma prevaléncia de 5% de gendtipo A e de 95% do genotipo B
através dos genes 3g, gdh e tpi. Assim como outro estudo conduzido na Australia com o
uso dos genes ssurRNA e gdh, também apresentou uma prevaléncia do gendtipo B maior
do que o A, 75% e 25% respectivamente (Caccio, et al., 2005). Estudos recentes
mostraram que a atribuicdo de gendtipos a isolados especificos de G. duodenalis nem
sempre € confiavel, pois diferentes marcadores moleculares conferem resultados
diferentes a um mesmo isolado. Isso € relevante para estudos de epidemiologia
molecular, pois a obtencao e interpretacdo dos dados da genotipagem podem determinar
diferentes conclusfes (Caccio & Ryan, 2008). Resultados corroboram a existéncia de
grupos populacionais intraespecificos em G. duodenalis como ja descrito na literatura
(Monis et al., 1998; Thompson, 2000). Apesar de dados anteriores demonstrarem que a
Bg confere genotipagem conflitante, ainda se pode concluir tal fato com os resultados
obtidos até agora neste estudo, uma vez que nao foi possivel amplificar todas as
amostras positivas ha N-PCR-Bg pela N-PCR-ME. A realizacdo da genotipagem baseada
no gene da Bg na PCR em Tempo Real utilizando a tecnologia TagMan auxiliara na
conclusao desta questao.

As similaridades genéticas encontradas entre os isolados de G. duodenalis de
hospedeiros humanos e de animais domeésticos como Canis familiris sugerem evidéncias
epidemiologicas e moleculares para a existéncia de transmissdo antropozoonética no
cenario epidemiologico das amostras estudadas (Traub et al., 2004; Eligio-Garcia et al.,
2005; Lalle et al., 2005a,b; Volotdo et al., 2007). A auséncia de sintomatologia nos céaes

demonstra que estes podem representar um risco potencial a contaminacdo ambiental
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com cistos de G. duodenalis sendo carreadores dos mesmos transitando de ambiente
para ambiente aumentando o risco e o numero de individuos infectados. Em adigéo, os
fatores socio-culturais e as condicdes de saneamento também contribuem para o
problema de salude publica e requer mais atencdo e maiores estudos.

Neste estudo foram analisadas cinco amostras de individuos HIV positivos que
apresentavam cistos de G. duodenalis nas fezes, porém os resultados obtidos na
genotipagem tanto por ME quanto por g ndo mostraram nenhuma correlagdo existente
entre genotipo do isolado e presenca de diarréia. Devido ao pequeno universo de
amostras de individuos positivos para HIV ndo se pode observar nenhuma correlagéo e
mais amostras de G. duodenalis precisam ser analisadas para melhor elucidar esta
guestdo. Portanto, este estudo se torna importante uma vez que a presenca de co-
infeccédo Giardia — HIV tem sido descrita na literatura (Fontanet et al., 2000; Capelli et al.,
2006; Bachur et al., 2008; Kurniawan et al., 2009). No Brasil, Cimerman e colaboradores
(1999) verificaram a prevaléncia de infeccdo por parasitos intestinais em pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e observaram que 16% (32/200) das
amostras analisadas eram positivas para Giardia e que os casos de diarréia eram
significativamente relacionados com casos de giardiase.

A andlise das sequéncias de aminoacidos da ME de oito isolados das amostras
utilizadas neste estudo evidenciou a presenca de 14 polimorfismos. Isto demonstra uma
relativa tolerancia do gene da ME para substituicdes de aminoacidos em regifes nao
funcionais da enzima, uma vez que nao foram encontradas alteracdes nas principais
regides funcionalmente ativas da orf de ME. Vale ressaltar que ainda ndo existem dados
disponiveis de sequéncias de ME de outros isolados que ndo o da cepa WB de G.
duodenalis, sendo estes os primeiros polimorfismos identificados neste gene.

Segundo estudos realizados por Sanchéz e colaboradores (1996), a sequéncia de
ME de G. duodenalis apresenta trés regides bem conservadas como as de outros
eucariotos. Estas regides correspondem as posicées de 143 a 167 que codifica para o
motivo conformacional Baf, nas posi¢cdes 94 e 95 que corresponde ao sitio de ligagao ao
malato e na posicdo 258 - aspartato, sitio de ligacdo do cofator da enzima (ions Mg?* ou
Mn?Y). Os polimorfismos (ndo-sinénimos) identificados ocorreram na regido
correspondente ao sitio de ligacdo a coenzima NADP. Vale ressaltar que a maioria dos
polimorfismos identificados encontra-se proxima as regides de anelamento (hibridacéo)
dos primers (MEP5 e MEPG6). Para certificacdo da real existéncia desses SNPs deve-se
desenvolver um novo esquema de amplificagcdo com novos iniciadores, que flanqueiem

regides exteriores aos primers MEP5 e MEP6.
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Dentre os isolados, a amostra SJRP36 apresentou maior nimero de SNPs na
sequéncia nucleotidica ocasionando assim, alteracbes de aminoacidos na cadeia
polipeptidica, cuja maioria das substituicbes resultou em residuos carregados
positivamente (arginina e lisina). As alteracdes observadas na SJRP36, e também nas
outras amostras, certamente refletem mudancas nas propriedades fisico-quimicas da ME,
principalmente em seu pl e massa molecular. Isto poderia justificar o padrdo de
mobilidade eletroforética diferenciado da ME em diferentes isolados como descrito em
véarios estudos de caracterizagdo isoenzimética (Bertran et al.,1983; Meloni, Lymbery &
Thompson, 1989).

5.3. PCR em Tempo Real para amplificacdo do gene da ME

O diagnostico parasitolégico da giardiase consiste no exame microscopico das
fezes para visualizacdo de cistos e/ou trofozoitos de G. duodenalis presentes nas fezes
(Adam, 1991). Apesar de todas as variacOes destes métodos parasitologicos possuirem
baixo custo, trata-se de técnicas laboriosas, que demandam tempo de execucdo e
requerem profissional com experiéncia na identificacdo das formas celulares do parasito.
Porém, a identificacdo do genotipo responsavel pela infeccdo s6 € possivel com a
utilizacdo de ferramentas moleculares. Uma vez que as formas celulares sao
morfologicamente idénticas, tal identificacdo €& necesséaria devido as diferencas
epidemiologicas dos genotipos de G. duodenalis e por auxiliar na determinacdo da fonte
de infeccdo (Thompson, 2000). Atualmente, a principal abordagem para genotipagem é a
PCR-Sequenciamento. Esta abordagem é laboriosa, necessita de pessoal especializado
para posterior analise das sequéncias obtidas e requer uma infraestrutura laboratorial
adequada que envolve um alto investimento financeiro. Atualmente, uma reacdo de
sequenciamento custa aproximadamente R$20,00, totalizando ao menos R$40,00 por
amostra analisada. Tais inconvenientes inviabilizam a utilizacdo em larga escala da PCR-
Sequenciamento como metodologia para genotipagem nos estudos de epidemiologia
molecular.

Sendo assim, a proposta deste trabalho foi desenvolver uma abordagem capaz de
detectar, quantificar e genotipar simultaneamente os isolados de G. duodenalis, com
aplicacdo direta nas amostras de fezes. A PCR em Tempo Real (gPCR), principalmente
com utilizacdo da tecnologia TagMan, tem se mostrado eficiente para essa finalidade.
VariacGes da PCR em Tempo Real tém sido descritas com sensibilidade igual ou maior

gue os métodos de microscopia e de deteccdo de antigenos (Guy, Xiao & Horgen, 2004,
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Verweij et al., 2003; Verweij et al., 2004; Ng et al., 2005; Schuurman et al., 2007; Almeida
et al., 2010; Calderaro et al., 2009; Papini et al., 2009).

No nosso trabalho desenvolvemos um esquema para amplificacdo de um
fragmento de 70 pb da regido codificante da ME da cepa padrdao WB, que continha
polimorfismos para genotipagem das populacbes do parasito. A deteccdo destes
genotipos ocorreu pela utilizagcdo de sondas complementares aos SNPs previamente
identificados. As duas sondas utilizadas foram marcadas com o fluoréforo FAM na
extremidade 5’ e na extremidade 3’ com Minor Groove Binder (MGB), que consiste em
uma sonda menor ligada a uma molécula ndo-fluorescente (NFQ). A cauda MGB aumenta
a Tm (melting temperature) das sondas e o NFQ fornece uma melhor resolugéo espectral
quando sdo utilizados mais de um fluoréforo em uma reacdo. A sonda MEA1 foi
desenhada baseada na cepa padrédo WB (referéncia do subtipo Al) e a sonda MEA2 foi
desenhada conforme a amostra SJRPO8 (referéncia do subtipo A2).

A fim de verificar o limite de deteccdo da PCR em Tempo Real-ME experimentos
de quantificacdo absoluta baseados na curva padrao com diferentes quantidades de DNA
foram realizados com diluicbes seriadas na base 10 (100 ng a 10 fg) de DNA de
trofozoitos de G. duodenalis cepa WB. A concentracdo do DNA foi determinada por
espectrofotdmetro através da leitura em luz ultravioleta (UV) na absorbancia de 260 nm e
o grau de pureza do DNA foi calculado através da relacdo: 260 nm/280 nm. Esses
resultados sé@o confiaveis devido a utilizacdo do célculo da pureza do DNA. Esse valor
pode ser usado para caracterizar a presenca de proteinas em uma preparacdo de DNA,
se o valor for maior ou igual a 2.0, a amostra de DNA pode ser considerada livre de
proteinas.

Apesar da eficiéncia ideal para um ensaio de PCR em Tempo Real ser de 100%,
nao se pode deixar de analisar outros parametros do ensaio, como a reprodutibilidade dos
valores de Ct. A eficiéncia da reacéo variou de 90 a 99% e, em todos 0s ensaios, 0S
valores de Cts obtidos foram reprodutiveis e determinaram uma faixa que variou de 20,8 a
37,8, correspondendo as concentragcbes de 100 ng a 1 pg, respectivamente. As
concentracfes de 100 fg e 10 fg ndo apresentaram nenhum valor de Ct, isso pode ser
explicado pela baixa quantidade de DNA nestas diluicbes. Os slopes estimam a eficiéncia
da amplificacdo da PCR em Tempo Real e determinam a inclinacédo da reta do grafico de
curva padrao. Os slopes demonstrados neste trabalho variaram de -3,3 a -3,5 e essa
variacdo foi menor que a descrita na literatura (Guy et al., 2003; Almeida et al., 2009;
Bertrand et al., 2009). A pequena variacdo de slope pode ser consequéncia da qualidade

da amostra ou de problemas na execucdo do ensaio, principalmente no processo de
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pipetagem, pois esta técnica é extremamente sensivel e variagdes minimas s&o
consideradas pelo termociclador. A variacdo dos valores de ARn obtidos nos ensaios
demonstra as diferentes quantidades de amplicons gerados a partir do alvo em questédo. A
precisédo obtida no ensaio é medida pelo valor de R? e quanto mais préximo de 1 mais
reprodutivel. No nosso estudo encontramos valores de 0,994 a 1 que demonstra a
precisao do protocolo desenvolvido.

Todos os parametros analisados nos sugerem a reprodutibilidade e confiabilidade
do ensaio proposto neste estudo. A andlise estatistica dos valores com descricdo das
medidas de tendéncia central (média e desvio padrdo) dos Cts da curva padrdo
demonstrou que a menor concentracdo de DNA detectada (10%fg) obteve um Ct médio de
37,8 com desvio padréo de = 0,5788 nos diferentes experimentos realizados, pois cada
ensaio baseia-se em uma curva. Desta forma adotamos que valores de Ct maior ou igual
gue 37 sdo considerados negativos neste ensaio, embora o software do equipamento
guantifique valores de Ct fora da curva padréo. Foi visto que 91% das amostras clinicas
demonstraram quantificacdo na PCR em Tempo Real-ME. Entretanto, 71 amostras foram
consideradas positivas (62 humanos e nove cées). Dentro das 91 amostras amplificadas,
as 20 amostras restantes podem ser consideradas néo positivas para a sonda MEAL.

Trés amostras clinicas utilizadas de forma bruta (uma canina e duas humanas)
apresentavam valores de Ct de 38 a 40 e foram consideradas negativas, mas quando
diluidas, as mesmas mostraram-se positivas. Isso segue um racional de diluir ndo s6 o
DNA da amostra, mas também os possiveis inibidores presentes, corroborando assim, a
problematica da aplicacdo de métodos moleculares em amostras de fezes que podem
inibir a reacdo (Schuurman et al., 2007; Thompson et al., 2008; Verweij et al., 2009).

A maioria das amostras clinicas, que amplificou o fragmento de 70 pb, apresentou
altos valores de Ct, isso se explica pelo fato da maioria das amostras apresentarem baixa
guantidade de cistos e serem oriundas de individuos adultos. Altos valores de Ct séo
considerados menos reprodutiveis devido ao baixo numero de cépias do alvo especifico
(Hove et al., 2009). Entretanto, em nosso trabalho, observamos o contrario, pois 0s
valores de Ct das amostras com baixo numero de cistos foram similares em diferentes
repeticoes.

Segundo Guy e colaboradores (2003) estima-se que cada cisto de G. duodenalis
contém 195 fg de DNA. Com base nesse dado e com a obtencdo da amplificacdo e
quantificacédo de, no minimo 1 pg (10°%) de DNA de WB com valor de Ct de 37, podemos
especular que a nossa curva padrdo da PCR em Tempo Real-ME é capaz de detectar até

cinco cistos de G. duodenalis.
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Com relacdo a quantificacé@o relativa das amostras clinicas, foi visto que o ensaio
detectou uma grande faixa de nimero de cistos, como por exemplo, as amostras SJRP26
e SJRP 41, onde se estima que a primeira contenha aproximadamente 22.000 cistos e a
Gltima contenha apenas um uUnico cisto. A amostra SJRP26 é de um individuo
imunocompetente do sexo feminino, com diarréia e sem outros sintomas da giardiase. A
amostra SJRP41 é proveniente a um individuo de sexo masculino, imunocompetente e
gue também apresentava diarréia. Desta forma, ndo foi possivel correlacionar presenca
de diarréia com a quantidade relativa de cistos presentes nas fezes do individuo.

Ao compararmos os resultados da PCR em Tempo Real-ME e 3g, 0s experimentos
de quantificacdo baseado na curva padrdo com diluicbes de DNA da cepa WB,
demonstraram valores de Cts préximos. Observa-se que nos ensaios realizados em
nosso laboratério apresentam uma coeréncia nos valores de Cts obtidos, enquanto que o
trabalho descrito na literatura apresenta uma discrepancia nos resultados. Isso pode ser
explicado pelas concentracfes diferentes de reagentes utilizados nos experimentos, onde
Guy e colaboradores (2003) utilizaram a referéncia passiva da reacdo com concentracao
menor que a recomendada pelo fabricante (Applied Biosystems). A referéncia passiva é
um fluoréforo (geralmente ROX) e consiste em um sinal ativo para normalizar os
resultados. Para fins de comparacdo com o0s resultados obtidos com a ME,
posteriormente, a PCR em Tempo Real-fg sera aplicada em todas as 100 amostras
utilizadas neste estudo.

As amostras de DNA utilizadas na validacdo da PCR em Tempo Real-ME foram
previamente submetidas a PCR-Sequenciamento ME e Bg. Incluimos este outro marcador
molecular, por também se tratar de um gene de cépia Unica. Apesar de ser amplamente
utilizado na genotipagem de G. duodenalis (Guy et al., 2003; Guy et al., 2004; Volotéo et
al., 2007; Sprong et al., 2009), existem relatos de resultados inconclusivos da
genotipagem baseada no gene Bg (Robertson et al., 2006, Sprong et al., 2009).

Segundo Wielinga & Thompson (2007) o gene Bg, que é relativamente conservado
guanto comparado aos demais marcadores moleculares como gdh e tpi, por exemplo,
pois apresenta 0,03 substituicGes por nucleotideo e uma taxa de substituicbes nao
sinbnimas de 5% do total do genoma, apresenta evidente polimorfismo entre os principais
gendtipos de G. duodenalis, apresentando o inconveniente de 60% das substituicoes
totais de um gendtipo serem Unicas. O aumento da taxa de substituicdo Unicas no gene é
decorrente da idade deste e como g é especifico de Giardia, apresenta menor idade

evolutiva e acumula polimorfismo suficiente para dividir os genétipos de G. duodenalis em
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subtipos. Entretanto esta subdivisdo ndo se mantém com a utlizagdo de outros
marcadores.

Analise comparativa dos resultados da genotipagem entre N-PCR-fg e PCR em
Tempo Real-ME com a sonda MEA1 demonstrou ndo concordancia de resultados em 13
amostras. Ao defirnirmos que amostras positivas sdo as que apresentavam valor de Ct
menor ou igual a 37 na PCR em Tempo Real-ME, obtivemos que das 100 amostras
analisadas, 29 foram negativas neste ensaio. Entretanto, 13 das 29 amostras foram
positivas na N-PCR-Bg e caracterizadas como subtipo Al apés sequenciamento. Destas
13 amostras, quatro apresentaram valor de Ct indeterminado e nove apresentaram valor
de Ct entre 37,6 e 39,9 na PCR em Tempo Real-ME, o0 que se pode especular que a
possibilidade de reajuste no valor de Ct de corte e inclui-las no conjunto das amostras
positivas para subtipo Al.

Dentre as 19 amostras caracterizadas como subtipo A2 pela N-PCR-Bg e
sequenciamento, apenas seis ndo amplificaram com a sonda MEAL, corroborando a
genotipagem com g, enquanto 13 foram positivas para a PCR em Tempo Real-ME. Tais
resultados conflitantes podem ser oriundos da presenca de amostras mistas, onde
isolados de G. duodenalis subtipo Al e A2 estejam infectando um mesmo individuo e
dependendo do método e do alvo utilizado tém-se a amplificacdo de um subtipo em
detrimento do outro ou, a discordancia dos resultados de genotipagem entre g e ME
corroboram os relatos da literatura, demonstrando que a subdivisdo da G. duodenalis
baseada no gene da g ndo se mantém com a utilizacao de outros marcadores.

A andlise da distribuicdo das amostras de acordo com os resultados apresentados
nos diferentes métodos, como ilustrado na Figura 4.15, nos leva a concluir, mais uma vez,
gue a PCR em Tempo Real-ME foi o método molecular mais sensivel, sendo capaz de
detectar um maior nimero de amostras clinicas (N=71).

Como a identificacéo correta dos subtipos de G. duodenalis € fundamental, pois no
subtipo Al concentra-se o0 potencial zoondtico deste parasito, a utilizacdo de abordagem
multilocus e a busca por novos marcadores sdo essenciais para compreensdo da
epidemiologia molecular da giardiase.

Um bom marcador genético deve exibir alto polimorfismo, reprodutibilidade e
preferencialmente, apresentar ampla distribuicdo no genoma. Em varios organismos
eucarioticos como T. cruzi, Leishmania sp. a presenca de sequéncias repetidas e
organizadas em tandem no genoma sdo marcadores ideais para genotipagem, pois Ssao

regides hipervariaveis, geralmente denominadas mini ou micro-satélites (Solé-Cava,
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2001). Porém, G. duodenalis ndo possui tais regides no seu genoma (Morrison et al.,
2007). Para genotipagem deste parasito os genes mais utilizados sado ssurRNA, gdh, tpi e
Bg. Com excecdo do gene codificante do rRNA, todos séo genes de copia Unica e sédo
capazes de diferenciar os principais genétipos do parasito, porém, apresentam limitacdes
na determinagéo da variabilidade intragenotipica (Wielinga & Thompsom, 2007).

A andlise das sequéncias de ME obtidas neste trabalho demonstrou a presenca de
SNPs, preferencialmente externos as regifes funcionalmente ativas desta enzima. Sabe-
se que dentro de um gene existem diferentes taxas de substituicdo que possibilitam que
este seja alvo para diferentes aplicacbes, como ocorre com o0 gene da ssurRNA,, cujas
extremidades 5’ e 3’ possuem polimorfismo suficiente para distinguir os principais grupos
de G. duodenalis mas a sua regido central é conservada e possibilita apenas a distingdo
em nivel de espécie. Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a existéncia de
regides polimoérficas no gene ME com potencial aplicabilidade para genotipagem deste
parasito, corroborando dados de Grassini (2008).

Com o objetivo de avaliar a especificidade analitica do ensaio, ou seja, a
capacidade do ensaio de identificar apenas o alvo desejado, o que interfere diretamente
na qualidade da reacdo, foi utilizado DNA gendmico de T. vaginalis, que € evolutivamente
relacionado com G. duodenalis. O ensaio mostrou-se especifico, obtivemos a
amplificacdo do alvo desejado e a ndo amplificacdo de DNA do outro protozoario. Nao
utilizamos sequéncias de ME das demais espécies de Giardia, pois até 0 momento ainda
nao foram descritas.

Como ja descrito na literatura (Espy et al., 2006; Hove et al., 2007), a PCR em
Tempo Real € mais sensivel que a PCR convencional. Os resultados obtidos com a
comparacao das sensibilidades destas técnicas, por visualizacdo dos amplicons em gel
de agarose, corroboram com o0s estudos anteriores, pois a PCR em Tempo Real-ME
apresentou sensibilidade de 10* vezes mais que a PCR convencional.

Para validacdo da PCR em Tempo Real-ME faz-se necessaria a utilizagdo de um
painel com maior numero de amostras, que inclua amostras clinicas negativas para G.
duodenalis, positivas para outros protozoarios intestinais e amostras com outros
gendtipos de G. duodenalis.

A medida que a utilizacdo da PCR em Tempo Real se tornar mais comum nos
laboratérios clinicos e de saude publica, os métodos baseados nesta, que séo sensiveis,
rapidos e de relativo baixo custo serdo uma importante ferramenta no diagndstico e
genotipagem de G. duodenalis. Um dos futuros desdobramentos deste projeto € a

expansdo deste ensaio para deteccdo simultdnea de varios protozodrios parasitos
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intestinais, como Entamoeba histolytica, E. dispar e Cryptosporidium sp., através da
utilizagao de uma abordagem Multiplex.
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VI. CONCLUSOES
v Foi desenvolvido o protocolo da PCR em Tempo Real-ME para a amplificagao do gene

da enzima malica nas amostras padrao (cepa WB) de G. duodenalis.

v' O ensaio padronizado de PCR em Tempo Real-ME mostrou maior sensibilidade em
relacdo a N-PCR-ME na amplificacdo de G. duodenalis de isolados humanos e

caninos.

v A eficiéncia na amplificagdo de trofozoitos de G. duodenalis mantidos in vitro também

foi verificada nas amostras fecais.

v' Confirmou-se o predominio de gendtipo Al, com maior potencial zoondtico, nas

amostras de humanos e caes testadas nesse trabalho.

v' A comparacao da genotipagem por meio da N-PCR e sequenciamento do gene da ME
com outro gene de coépia Unica, Bg, permitiu a observacdo de concordancia de

resultados.
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VIIl. ANEXOS

Tabela I. Analise dos SNPs das sequéncias de ME de G. duodenalis de SJIRP comparadas com sequéncia padrdo do gendtipo Al (publicada no
GenBank). Pontos indicam identidade nucleotidica com a sequéncia do gendtipo Al. A posicao dos nucleotideos refere-se ao alinhamento com a orf
completa do referido gene.

Amostras/ Posicdo no Alinhamento

Genotipos 276 277 278 371 441 542 547 548 549 553 555 867 993 995 996 997
Gendtipo A1 (WB
GL50803_14285)

SJRPO3 T C A : : : : : : : : : :

SJRPO8 . . . : C : : : : : : : C

SJRP31 . . . : : : : : : : : : : : : .
SJRP36 . . . : : : : : : : : : C A G G
SJRP45 . . . : : : : : : : : : C

SJRP49 . C A . . C C C C C C . .

SJRP61 . . . C . . : : . . . T C

SJRP69 . C G : : . .

Amostras/ Posi¢cdo no Alinhamento

Genotipos 1001 1002 1003 1005 1006 1007 1009 1011 1012 1014 1016 1018
Gendtipo A1 (WB
GL50803_14285)

SJRPO3 T

SJRPO8 .

SJRP31 T . : : : : : : : : : :

SJRP36 . A C A A A A A A A A A

SJRP45

SJRP49

SJRP61

SJRP69

C A C T T T T T T T T A T C C A

G T T C T G C G C G T G
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Tabela 1l. Andlise dos SNPs das sequéncias de Bg de G. duodenalis de SJRP comparadas com sequéncias padrdo dos genoétipos Al e A2
(publicadas no GenBank). Pontos indicam identidade nucleotidica com a sequéncia do gendtipo Al. A posi¢cdo dos nucleotideos refere-se ao
alinhamento com a orf completa do referido gene.

Amostras/ Posic&o no Alinhamento

Genotipos 117 119 130 132 187 194 228 256 275 286 329 333 354 373 392 440 466 515 567 595

Genbtipp A1(X14185) C G G C A C C A A A A A T A cC G A G C A
Gendtipo A2
(AY072723)

SJRPO3 . . . . . . . . . . . . . T . . . . . C
SJRP04 . . . . . . . G . . . . . . . . . . T
SJRPO5 . . . . . . . . . . . . . . . . . A T
SJRPO9 . . . . . T : : : : : : : : : : : : T
SJRP10 . . . G G : :

SJRP25 . . . . . . A . . . . . . . . .

SJRP27 . T A . . . . . G G . . . . . A . . .
SJRP28 . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
SJRP32 . . . . . . . . . . . . . . T

SJRP37 . . . . . . . . . . .

SJRP45 . . . . . . . . . . T . . . . . . . .
SJRP49 . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
SJRP52 . . . . . . . . . . . . A

SJRP54 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
SJRP55 . . . . . . . . . . . . . . . . . . T
SJRP60 . . . . . . . . . . . G . . . . .

SJRP100 T . . . . . . . . . . . . . . . G
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Tabela Ill. Valores de Ct e Quantificacdo Relativa dos Cistos das Amostras Clinicas na PCR em
Tempo Real ME.

- - Numero Presenca

Amostras ARn Ct Quantificagdo (fg) de Cistos* Resultado  Natureza de Diarr((;éia
SJRP 01 0,050 36,8 (37) 1.970 (1,97E3) 10 + Canina Sim
SJRP 02 0,080 35,2 (35) 5.782 (5,78E3) 30 + Canina Sim
SJRP 03 0,020 38,8 (39) 1.153 (1,2E3) 6 - Canina Sim
SJRP 04 0,015 38,8 (39) 1.078 (1,07E3) 6 - Canina Sim
SJRP 05 - Indeterminado - - - Canina Sim
SJRP 06 0,025 38,7 (39) 1.294 (1,29E3) 7 - Canina Sim

(1/50)**

SJRP 07 0,090 34,8 (35) 8.090 (8,09E3) 41 + Humana Sim
SJRP 08 0,090 33,8 (34) 2.370 (2,3E3) 12 + Humana Sim
SJRP 09 0,100 33,9 (34) 31.448 (3,14E4) 161 + Humana Sim
SJRP 10 0,050 37,4 (37) 3.067 (3,07E3) 16 + Humana Sim

(1/50)**

SJRP 11 - Indeterminado - - - Humana Sim
SJRP 12 0,025 38,7 (39) 1.275 (1,28EJ) 7 - Humana Sim
SJRP 13 0,075 35,6 (36) 10.333 (1,03E4) 53 + Humana Sim
SJRP 14 0,030 38,1 (38) 1.824 (1,82E3) 9 - Humana Sim
SJRP 15 0,010 39,8 (40) 622,86 3 - Humana Sim
SJRP 16 0,100 34,1 (34) 27.947 (2,79E4) 143 + Humana Sim
SJRP 17 - Indeterminado - - - Humana Sim
SJRP 18 0,050 37,2 (37) 3.486 (3,49E3) 18 + Humana Sim
SJRP 19 0,060 36,6 (37) 2.283 (2,28E3) 12 + Humana Sim
SJRP 20 0,075 36,6 (37) 2.320 (2,32E3) 12 + Humana Sim
SJRP 21 0,040 37,6 (38) 2.780 (2,78E3) 14 - Humana Sim
SJRP 22 0,040 37,2 (37) 1.512 (1,51E3) 8 + Humana Sim
SJRP 23 0,040 36,7 (37) 2.089 (2,09E3) 11 + Humana Sim
SJRP 24 0,070 36,4 (36) 6.051 (6,05E3) 31 + Humana Sim

(1/50)**

SJRP 25 0,025 38,3 (38) 1.703 (1,7E3) 9 - Humana Sim
SJRP 26 0,140 25,9 (26) 4.219.730 (4,22E6) 21.641 + Humana Sim
SJRP 27 0,050 36,9 (37) 2.535 (2,54E3) 13 + Humana Sim
SJRP 28 0,050 37 2.339 (2,34E3) 12 + Humana Sim
SJRP 29 - Indeterminado - - - Humana Sim
SJRP 30 0,030 37,6 (38) 1.561 (1,56E3) 8 - Humana Sim
SJRP 31 0,060 35,8 (36) 5.347 (5,35E3) 27 + Humana Sim
SJRP 32 0,050 36,6 (37) 3.052 (3,05E3) 16 + Humana Sim
SJRP 33 0,025 38,8 (39) 693,89 4 - Humana Sim
SJRP 34 0,125 29,7 (30) 321.429 (3,21E5) 1648 + Humana Sim
SJRP 35 0,070 34,7 (35) 11.717 (1,17E4) 60 + Humana Sim
SJRP 36 0,035 37,4 (37) 1.808 (1,81E3) 9 + Humana Sim
SJRP 37 0,100 33,3 (33) 29.798 (2,98E4) 153 + Humana Sim
SJRP 38 0,040 37,5 (37) 1.662 (1,66E3) 9 + Humana Sim
SJRP 39 0,040 37,3 (37) 1.946 (1,95E3) 10 + Humana Sim
SJRP 40 - Indeterminado - - - Humana Sim
SJRP 41 - 39,9 (40) 204,02 1 - Humana Sim
SJRP 42 0,040 37,6 (38) 1.057 (1,06E3) 5 - Humana Sim
SJRP 43 0,055 36,6 (37) 2.134 (2,13E3) 11 + Humana Sim
SJRP 44 0,100 30,6 (31) 125.657 (1,26E5) 644 + Humana Sim
SJRP 45 0,080 34,6 (35) 8.170 (8,17E3) 42 + Humana Sim
SJRP 46 0,075 35,9 (36) 3.369 (3,37E3) 17 + Humana Sim
SJRP 47 0,070 36 3.236 (3,24E3) 17 + Humana Sim
SJRP 48 0,030 37,9 (38) 837,56 4 - Humana Sim
SJRP 49 0,075 35,8 (36) 3.643 (3,64E3) 19 + Humana Sim
SJRP 50 0,050 36,9 (37) 1.662 (1,66E3) 9 + Humana Sim
SJRP 51 0,060 35,8 (36) 3.682 (3,68E3) 19 + Humana Sim
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Numero

Presenca

Amostras ARn Ct Quantificagdo (fg) de Cistos* Resultado  Natureza de Diarréia
SIJRP52 0,055 36,8 (37) 1.848 (1,85E3) 10 + Humana Sim
SIJRP53 0,055 36,6 (37) 2.147 (2,15E3) 11 + Humana Sim
SIJRP54 0,050 36,9 (37) 1.738 (1,74E3) 9 + Humana Sim
SJRP 55 0,025 38,8 (39) 447,95 2 - Humana Sim
SJRP 56 0,050 37,1 (37) 1.468 (1,47EQ) 8 + Humana Sim
SJRP 57 0,050 36,8 (37) 1.880 (1,88E3) 10 + Humana Sim
SJRP 58 0,070 35,8 (36) 10.144 (1,01E4) 52 + Humana Sim
SJRP 59 0,050 36,8 (37) 5.321 (5,32E3) 27 + Humana Sim
SJRP 60 - Indeterminado - - - Humana Sim
SJRP61 0,100 34,4 (34) 24.259 (2,43E4) 124 + Canina Sim
SJRP 62 - Indeterminado - - - Canina Sim
SJRP 63 0,030 37,9 (38) 2.922 (2,9E3) 15 - Canina Sim
SJRP 64 0,080 35,2 (35) 14.504 (1,45E4) 74 + Canina Sim
SJRP 65 0,100 34,1 (34) 28.018 (2,8E4) 144 + Canina Sim
SJRP 66 0,030 37,7 (38) 3.225 (3,32E3) 17 - Canina Sim
SJRP 67 0,125 31,8 (32) 118.579 (1,19E5) 608 + Canina Sim
SJRP 68 - Indeterminado - - - Canina Sim
SJRP 69 0,070 35,9 (36) 9.601 (9,6E3) 49 + Canina Sim
SJRP 70 0,140 26,5 (27) 2.982.917 (2,98E6) 15.298 + Canina Sim
SJRP 71 0,075 35,5 (36) 12.101 (1,21E4) 62 + Canina Sim
SJRP 72 0,075 35,4 (35) 13.307 (1,33E4) 68 + Humana Sim
SJRP 73 0,055 36,4 (36) 7.028 (7,03E3) 36 + Humana Sim
SJRP 74 0,040 37,2 (37) 2.733 (2,73E3) 14 + Humana Sim
SJRP 75 0,100 34,7 (35) 8.403 (8,4E3) 43 + Humana Sim
SJRP 76 0,025 38,3 (38) 765,93 4 - Humana Sim
SJRP 77 0,070 36,4 (36) 2.561 (2,56E3) 13 + Humana Sim
SJRP 78 0,010 39,7 (40) 288,48 1 - Humana Sim
SJRP 79 0,125 33,3 (33) 20.850 (2,09E4) 107 + Humana Sim
SJRP 80 0,125 32,5 (33) 34.568 (3,46E4) 177 + Humana Sim
SJRP 81 0,055 36,3 (36) 2.894 (2,89E3) 15 + Humana Sim
SJRP 82 0,055 36,6 (37) 2.301 (2,3E3) 12 + Humana Sim
SJRP 83 0,025 38,7 (39) 587,46 3 - Humana Sim
SJRP 84 0,025 38 906,94 5 - Humana Sim
SJRP 85 0,055 35,8 (36) 3.871 (3,87E3) 20 + Humana Sim
SJRP 86 0,055 35,9 (36) 3.638 (3,64E3) 19 + Humana Sim
SJRP 87 0,075 34,8 (35) 7.819 (7,82E3) 40 + Humana Sim
SJRP 88 0,075 35,5 (36) 4.951 (4,9E3) 25 + Humana Sim
SJRP 89 0,075 35 6.616 (6,62E3) 34 + Humana Sim
SJRP 90 0,090 34,8 (35) 7.622 (7,62E3) 39 + Humana Sim
SJRP 91 0,075 35,4 (35) 5.171 (5,17E3) 27 + Humana Sim
SJRP 92 0,045 36,7 (37) 2.211 (2,21E3) 11 + Humana Sim
SJRP 93 0,075 33,9 (34) 15.216 (1,52E3) 78 + Humana Sim
SJRP 94 - Indeterminado - - - Humana Sim
SJRP 95 0,070 36,3 (36) 2.886 (2,89E3) 15 + Humana Sim
SJRP96 0,040 37,3(37) 1.457 (1,46E3) 8 + Humana Sim
SJRP 97 0,075 35,4 (35) 5.500 (5,5E3) 28 + Humana Sim
SJRP 98 0,050 36,7 (37) 2.139 (2,14E3) 11 + Humana Sim
SJRP 99 0,050 36,9 (37) 1.945 (1,95E3) 10 + Humana Sim
SJRP 100 0,105 33 27.802 (2,78E4) 143 + Humana Sim

*Quantidade relativa de cistos presente em aproximadamente 200mg de fezes. O calculo foi

baseado na relagdo: um cisto = 195fg de DNA (Guy et al., 2003). **Numeros de cistos referentes
as amostras SJRP 06, 10 e 24 diluidas 1/50. Concentracdo bruta destas amostras: 350, 800 e 155
cistos, respectivamente.
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