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Resumo:

O diagndstico laboratorial do protozoario Giardia duodenalis é realizado por
meio de técnicas de concentracdo de cistos, como o método de Ritchie.
Técnicas mais sensiveis como a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
podem melhorar o diagndstico, principalmente em amostras com baixa carga
parasitaria. Todavia, 0s reagentes utilizados nos meétodos parasitologicos
podem interferir no DNA e no processo de analise molecular. Assim, o
objetivo desse estudo foi verificar a influéncia do método de obtencéo de
cistos de G. duodenalis na qualidade do DNA a ser amplificado pela PCR.
Uma amostra positiva para G. duodenalis foi processada (duplicata) pelo
método de Ritchie convencional e modificado (substituindo o formol pela
dgua destilada). O sedimento resultante foi utilizado para contagem
(triplicata) do numero de cistos/uL e para a extracdo do DNA. Este foi
quantificado (triplicata) por espectrofotometria e amplificado em reacéo de
semi-nested PCR com alvo no gene da Glutamato Desidrogenase (GDH).
Os produtos da amplificacdo foram visualizados por eletroforese. Na
quantificacdo microscopica, 0 método convencional resultou em
aproximadamente 112 cistos/pUL e o método modificado em 125 cistos/pL,
nao havendo muita variagdo entre as técnicas. No entanto, o método
modificado proporcionou quase trés vezes mais quantidade de DNA (5,9
ng/uL) em relacdo ao meétodo convencional (2,3 ng/puL). Somente as
amostras processadas pelo método modificado amplificaram o gene de
GDH. Conclui-se que o método modificado € melhor por recuperar mais
cistos com melhor rendimento e recuperagdo de DNA, indicando que o
formol pode interferir no processo extracdo/amplificacdo do DNA.
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Introducao

Giardia duodenalis, agente etioldgico da giardiase, € o protozoario mais
comumente encontrado no intestino delgado do homem. Este parasito
possui duas formas evolutivas: o cisto que € infectante e altamente
resistente aos fatores ambientais e o trofozoito que coloniza o epitélio
intestinal causando a doenca. A transmissao da Giardia ocorre pela ingestéao
acidental de cistos em agua e alimentos contaminados. Prevalente em todo
mundo, a giardiase pode variar da forma assintomética a diarreias crénicas
com ma absorcéo intestinal e influenciar no crescimento e desenvolvimento
intelectual de criancas (Cotton et al., 2011).

O diagndstico laboratorial desse protozoario € realizado pela deteccédo de
cistos nas fezes obtidos por métodos de concentracdo que auxiliam na
remocao de detritos fecais e facilitam a identificacdo dos cistos. Dentre os
métodos coproparasitolégicos de concentracdo tém-se, principalmente, os
de sedimentacdo por centrifugacdo como o método de Ritchie (Ritchie,
1948).

Outros métodos, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), também
sdo Uteis na deteccdo do parasito, especialmente em amostras com baixa
carga parasitaria. Ainda permitem identificar diferencas genéticas entre as
assemblages morfologicamente idénticas da espécie G. duodenalis (Colli et
al., 2015). Recentes estudos relataram que o0s métodos moleculares
permitem uma maior precisdo na obtencédo de dados de prevaléncia quando
comparados aos métodos convencionais de diagnostico (Mejia et al., 2013;
Colli et al., 2015).

Ainda ndo se tem clareza se o0s reagentes utilizados nos métodos
convencionais de obtencédo de cistos interferem na qualidade do DNA e do
produto amplificado pela PCR. Por exemplo, o método de Ritchie utiliza
reagentes como o éter etilico e o formol, mas devido a dificuldades para
amplificacdo do DNA estudos recentes descreveram modificacdes nesta
metodologia (Colli et al., 2015). O objetivo desse estudo foi comparar o
método de Ritchie convencional e modificado afim se obter um DNA de G.
duodenalis de boa qualidade para a amplificacdo in vitro do gene da
Glutamato Desidrogenase (GDH).

Materiais e métodos

1. Concentracdo dos cistos de Giardia duodenalis e Aspectos Eticos. Os
cistos de G. duodenalis que foram utilizados neste estudo foram isolados de
amostras fecais humanas com consentimento livre e esclarecido e aprovado
pelo Comité de FEtica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
(COPEP/UEM-439/2009). As amostras foram processadas no Laboratério de
Parasitologia Ambiental e de Alimentos (LPAA) da Universidade Estadual de
Maringa (UEM) e encontravam-se preservadas a - 20°C.

2. Métodos Parasitolégicos e Analise Microscopica. Os cistos provenientes
da mesma amostra fecal humana e contendo o mesmo numero de cistos por
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grama de fezes, foram processados pelo método de Ritchie convencional e
modificado, neste caso substituindo o formol pela agua destilada (Colli et al.,
2015). A partir de cada método foram retirados 130 pl, sendo 30 pl utilizados
para a contagem do numero de cistos/ul em Camara de Neubauer, em
triplicata, e 100 pl para a extracdo do DNA.

3. Extracdo e quantificacdo do DNA. O DNA foi extraido utilizando o Kit
comercial PureLink PCR Purification®, conforme as recomendacées do
fabricante e quantificado, em triplicata, por espectrofotometria no Termo
Scientific Nano Drop 200.

4. Amplificacdo do gene GDH. O fragmento de aproximadamente 432pb do
gene de GDH foi amplificado em reacdo de semi-nested PCR. Foram
utilizados os iniciadores GDHeF e GDHIR na primeira reacdo e GDHIF e
GDHIR na segunda reacédo de acordo com as modificagdes realizadas por
Colli e colaboradores (2015). As condicOes da reacao foram: desnaturacéo
inicial a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos: 94°C por 45 segundos, 55°C por 30
segundos, 72°C por 45 segundos, 72°C por 5 minutos.

5. Deteccao dos produtos amplificados. Os produtos amplificados pela PCR
foram visualizados pela eletroforese em gel de poliacrilamida a 4,5%
revelados com sais de prata, fotografados e documentados digitalmente.

Resultados e Discussao

A média da contagem em numero de cistos pela microscopia foi de
aproximadamente 112 cistos/pL para o método de Ritchie convencional e
125 cistos/uL para o método modificado havendo uma pequena variacdo na
recuperacdo de cistos entre os dois métodos avaliados. O resultado da
meédia da quantidade de DNA recuperado foi de 2,3 ng/uL e 5,9 ng/uL para o
Ritchie convencional e modificado respectivamente. A quantidade de DNA
recuperada pelo método modificado foi 2,5 vezes maior em relacdo ao
meétodo convencional. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que o
formol na concentracdo de 10% pode degradar total ou parcialmente o DNA.
Um fragmento de aproximadamente 432 pb foi observado pela eletroforese
somente para as amostras processadas pelo método modificado. As
amostras processadas pelo método convencional foram todas negativas,
indicando uma falha no processo de amplificacdo do gene alvo. Um estudo
realizado por Srinivasan e colaboradores (2002), mostrou que o formol pode
interagir de quatro formas distintas com a molécula de DNA, podendo causar
sua fragmentacéo e inibir o processo de amplificacao in vitro do DNA.

Conclusbes
O método de Ritchie modificado proporcionou maior quantidade de cistos

recuperados e maior quantidade de DNA extraido. Além disso, foi o Unico
meétodo capaz de recuperar cistos para extracdo do DNA que pudesse ser
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amplificado pela PCR tendo como molécula alvo o gene GDH. Conclui-se
também que o formol interfere na amplificacdo do DNA, sendo o método
modificado recomendado quando abordagens moleculares estao envolvidas.
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