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Resumo:

O objetivo desse trabalho foi investigar Giardia duodenalis e suas
assemblages em hortalicas cultivadas em municipios da Mesorregidao Norte
Central do Parana. Foram analisadas 80 amostras de hortalicas, sendo 68
coletadas de produtores que comercializavam as verduras na "Feira do
Produtor" de Maringad e 12 amostras do Unico produtor do municipio de
Angulo. As amostras foram coletadas em sacos novos e 50 g da porcéo
mais externa de cada amostra foram lavados com 100 mL de Tween 80 a
1% por 1 minuto, seguido de filtragdo em membrana de acetato de celulose.
Todo material retido foi extraido mecanicamente com espatula plastica. O
liguido resultante foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado resultando em um sedimento de 0,5 mL, do
gual foi extraido o DNA com o Kit comercial “PureLink PCR Purification®”. O
fragmento de aproximadamente 432 pares de base do gene Glutamato-
Desidrogenase foi amplificado numa reacdo de seminested-PCR. A
genotipagem foi realizada pela técnica de polimorfismo do comprimento do
fragmento de restricdo (PCR-RFLP) com a utilizagdo da enzima de restricdo
Nla IV. Das 80 hortalicas analisadas, 13/80 (16,25%) apresentaram PCR
positiva, sendo 3/12 amostras de Angulo e 10/68 de Maringa. A genotipagem
por PCR-RFLP foi possivel em quatro amostras de Maringa, que
apresentaram as “assemblages” All (3/4 — 75%) e Al (1/4 — 15%). Nesse
estudo encontrou-se uma elevada frequéncia de G. duodenalis nas
hortalicas consumidas cruas, e “assemblages” que podem infectar humanos,
indicando que as hortalicas podem ser possiveis fontes de infeccao.
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Introducao

O consumo de verduras cruas, contaminadas e lavadas inadequadamente,
tem constituido um importante meio de transmissdo de varias doencas
infecciosas e parasitarias, devido a frequente pratica de irrigacdo de hortas
com agua contaminada por material fecal ou mesmo adubadas com dejetos
humanos e/ou animais (COLLI et al., 2015). Por isso, a investigagdo de
possiveis parasitos que possam estar presentes em hortalicas € de suma
importancia, pois servem como meios de prevencgao, fazendo com que haja
interrupcédo do ciclo de transmisséo destes.

Causador da giardiase, Giardia duodenalis (sinbnimos: G. lamblia e G.
intestinalis) € o protozoario mais comumente encontrado no intestino
delgado do homem e outros animais domeésticos e selvagens (FENG e
XIAO, 2011; COLLI et al.,, 2015). Este parasito apresenta duas formas
evolutivas: o cisto que € infectante e resistente ao meio ambiente e o
trofozoito que coloniza o epitélio intestinal causando a doenca, que vai de
assintomaticas a diarreias crbnicas com ma absor¢cdo. A contaminacao
ocorre basicamente pela ingestao acidental de cistos em agua ou alimentos
contaminados (FENG e XIAO, 2011). O importante papel desse protozoario
em varios surtos epidémicos de veiculacao hidrica e alimentar coloca em
evidéncia as hortalicas que, por serem ingeridas cruas, favorecem a
aguisicao da giardiase (SILVA et al., 2005).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, como a reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) e a técnica de polimorfismo do comprimento

do fragmento de restricdo (RFLP), foi possivel detectar diferencas genéticas

entre cepas de Giardia morfologicamente idénticas (FENG e XIAO, 2011).

Como consequéncia, um grande numero de espécies e gendtipos de

Giardia sado agora reconhecidos, e diferem principalmente em seu

hospedeiro. Isolados de G. duodenalis sao classificados em 8

“assemblages”, que sdo morfologicamente idénticas, porém, geneticamente

distintas (FENG e XIAO, 2011). As “assemblages” A e B de G. duodenalis

afetam uma ampla gama de hospedeiros, incluindo os seres humanos. O

gene codificador da glutamato desidrogenase (GDH), tém sido muito

utiizado para caracterizacdo molecular deste protozoario, permitindo

identificar diferentes “assemblages” desta espécie (COLLI et al., 2015).

O objetivo desse trabalho foi investigar G. duodenalis e suas “assemblages”

em hortalicas cultivadas em municipios da Mesorregido Norte Central do

Parana.
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Materiais e métodos

1.Area de estudo: A mesorregido Norte Central Paranaense esta
localizada, em sua maior por¢cdo, no Terceiro Planalto Paranaense. Essa
regido é constituida por 79 municipios, dos quais Angulo (23°11'41"S,
51°54'55"W) e Maringd (23°25'31"S, 51°56'19"W) (IPARDES) foram
investigados.

2.Coleta das amostras: As hortalicas cultivadas em contato direto com
0 solo foram obtidas de produtores que comercializavam as verduras na
"Feira do Produtor" de Maringa e do Unico produtor do municipio de Angulo.
Foram coletadas em sacos plasticos novos e encaminhadas ao Laboratério
de Parasitologia Ambiental e de Alimentos da UEM, para serem analisadas.

3.Processamento das amostras e extracdo do DNA: 50g da porcéo
mais externa de cada amostra foram lavados com 100 mL de solucédo de
Tween 80 a 1% mediante agitagdo mecanica por 1 minuto, seguido de
filtracdo em membrana de acetato de celulose. Todo material retido foi
extraido mecanicamente, duas vezes, com espatula plastica com auxilio de
solucdo de Tween 80 a 0,1%. O liquido resultante foi centrifugado a 2500
rpm por 10 minutos (NISHI et al., 2009). O sobrenadante foi descartado
resultando em um sedimento de 0,5 mL, do qual, 100 pL foram utilizados
para extragdo do DNA, com a utilizagdo do Kit comercial “PureLink PCR
Purification®”, conforme recomendacdes do fabricante.

4.Anélises moleculares: O fragmento de aproximadamente 432 pares
de base do gene GDH foi amplificado em reacdo de seminested-PCR. Os
iniciadores utilizados foram: GDHeF (12 reacdo), GDHiF (22 reacgédo) e
GDHIR (12 e 22 reagdes). Os produtos da PCR foram visualizados em gel de
poliacrilamida e revelados com sais de prata. A genotipagem de G.
duodenalis foi realizada por PCR-RFLP, com a utilizagdo da enzima Nla IV
para digestdo dos produtos amplificados (COLLI et al., 2015). Os perfis
obtidos para as amostras isoladas de hortalicas foram comparados com
amostras referencias de diferentes gendtipos de G. duodenalis e também
entre si para verificar se existe ou néo relacao entre eles.

Resultados e Discussao

Foram coletadas 80 amostras de hortalicas, que sdao consumidas cruas,
sendo 68 da cidade de Maringa e 12 da cidade de Angulo, das quais 18
eram pés de racula, 18 macos de almeirdo, 32 pés de alface, 6 magos de
salsa e 6 pés de chicoria.

Das amostras de hortalicas analisadas, 13 (16,2%) apresentaram PCR
positiva, sendo estas: 5/32 (15,6%) de alface, 2/18 (11,1%) de rucula, 3/18
(16,7%) de almeiréo, 2/6 (33,3%) de salsa e 1/6 (16,7%) de chicoria. Trés
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amostras positivas sdo de Angulo e 10 de Maringad. A contaminacdo de
hortalicas por cistos de G. duodenalis pode ocorrer por exemplo durante o
processo de irrigagdo com 4gua contaminada ou pelo contato direto com o
solo. A genotipagem por PCR-RFLP foi possivel em quatro amostras de
Maringa, que apresentaram as assemblages All (3/4 — 75%) e Al (1/4 —
15%). Essas duas assemblages podem infectar humanos e outros
mamiferos (FENG e XIAO, 2011), indicando que as hortalicas podem ser
possiveis fontes de infeccdo de G. duodenalis. Nas demais amostras
positivas pela PCR, a genotipagem ndo foi possivel provavelmente pela
baixa quantidade de material genético do parasito.

Conclusodes

Nesse estudo encontrou-se uma elevada frequéncia de G. duodenalis nas
hortalicas consumidas cruas, nos municipios investigados. Indicando a
necessidade de melhorias nas condi¢cdes de cultivo, bem como medidas de
educacdo em saude aplicadas aos produtores de hortali¢as.
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