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 Giardia duodenalis  é parasito  do intestino delgado de várias espécies de mamíferos, 

incluindo o homem, tendo distribuição mundial.  Entre os animais, domésticos e 

silvestres é  prevalente, independente da raça, sexo, idade e aptidão, com importância 

clínica e econômica.  Durante muito tempo, foi considerado específico para a espécie de 

hospedeiro onde era encontrado, porém recentemente descobriu-se a existência de 

relação de especificidade entre o grupo genotípico ou “assemblage” do parasito e seu 

hospedeiro. Baseado nisso, atualmente, a Giardia duodenalis é considerada um 

complexo, sendo a caracterização molecular, de isolados do parasito, de fundamental 

importância para o entendimento da transmissão da giardíase. Resultados inconsistentes 

têm sido identificados quando diferentes loci são sequenciados. Por isso a genotipagem 

multilocus torna-se a principal aliada na atribuição fidedigna das assemblages e 

subassemblages aos isolados. O objetivo desse trabalho foi caracterizar molecularmente 

os cistos de Giardia duodenalis, procedentes de cães, bovinos, ovinos e suínos 

provenientes de propriedades rurais, canis, “pet shops” e granjas da microrregião de 

Uberlândia, utilizando-se quatro marcadores. Para a determinação de positividade para 

cistos de G. duodenalis foi utilizada a técnica de Centrífugo-Flutuação em Sulfato de 

Zinco a 33%. Para a genotipagem dos isolados utilizou-se os genes glutamato 

dehidrogenase (gdh), triose fosfato isomerase (tpi), β-giardin (bg) e SSU-rRNA. Foram 

observados cistos de G. duodenalis em cães, bovinos, suínos e ovinos e as taxas de 

infecção foram 21,66%, 18,75%, 5.5% e 24, 8%, respectivamente. Na associação entre 

positividade e sexo, faixa etária, raça e aptidão a faixa etária foi a única variável que 

apresentou significância estatística em relação à infecção. Fragmentos do gene gdh 

foram amplificados em 33,3% das amostras,  do tpi em 36,8% e  do bg em 7,2%.  A 

PCR falhou em amplificar e sequenciar amostras do gene alvo SSU-rRNA. Foram 

obtidas ao todo 70 sequencias, sendo 34 (48,6%) do gdh, 25 (35,7%) do tpi e 11 

(15,7%) do bg. Observou-se predominância de assemblages espécie-específicas no 

sequenciamento dos três genes, sendo o tpi o único gene que classificou isolados como 

assemblage zoonótica; Foram observadas amostras heterogêneas, de suínos, no 

sequenciamento do gene gdh, e de bovinos e ovinos, no sequenciamento do tpi. Na 

análise da genotipagem multilocus (MLG), somente  três isolados apresentaram 

concordância utilizando-se os três genes, não sendo possível estabelecer relação entre a 

assemblage e as variáveis sexo, faixa etária, raça, aptidão e escore fecal.  
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Giardia duodenalis is parasite of small intestine of several mammalian species, 

including humans, and it is found worldwide. Among domestics and wild animals this 

specie is prevalent regardless of race, sex, age and fitness, with significant clinical and 

economic importance. For a long time the parasite was considered  specific for the host 

where it was found, but recently it was observed the existence of a relationship between 

assemblage of isolate and its host. Currently, G. duodenalis have been considered a 

complex, and molecular characterization of parasite isolates is critical for the knowledge 

about the transmission of giardiasis. Different results have been identified when various 

loci are sequenced, therefore, multilocus genotyping becomes the main ally in the 

trusted attribution of assemblages/subassemblages to the isolates. The aim of this study 

was to genetically characterize G.duodenalis cysts from dogs, cattle, pigs and lambs 

from kennels, pet shops, and farms from microregion of  Uberlândia, using four 

markers. To determine the positivity of G. duodenalis cysts a flotation technique was 

employed. For genotyping, the genes glutamate dehydrogenase (gdh), triose phosphate 

isomerase (tpi), β-giardin (bg) and SSU-rRNA was used. Cysts of G.duodenalis were 

found in dogs, cattle, pigs and lambs and the infection rates were 21,66%, 18,75%, 

5.5% e 24,8%, respectively. In association between positivity and sex, age, race and 

fitness, only age was significant regarding the infection. Fragments of gdh, tpi and bg 

was amplified in 33,3%, 36,8 and 7,2% of samples, respectively. PCR detection of 

SSU- rRNA   failed to amplify and to sequence DNA samples. A total of 70 sequences 

were obtained, 34 (48,6%) from gdh, 25 (35,7%) from tpi and 11 (15,7%) from bg. The 

predominace of host-adapted assemblages was observed in all genes, and tpi was the 

only gene that classified isolates as zoonotic assemblage. Heterogeneous samples were 

found in gdh (pigs) and tpi (cattle and lambs). On multilocus genotyping (MLG) only 

three samples demonstrated concordance using the three genes, thus it was not possible 

to establish any relationship between assemblage and the variables sex, age, race fitness 

and fecal score.   
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Giardia duodenalis é protozoário do intestino delgado de várias espécies de 

animais, inclusive o homem. A localização do parasito ao longo do trato gastrintestinal, 

aparentemente, varia de acordo com o hospedeiro e a alimentação, não ocorrendo 

invasão de tecidos (THOMPSON e MONIS, 2004). Apesar de a prevalência ser 

subestimada, devido ao padrão intermitente de eliminação e da dificuldade de 

reconhecimento dos estágios do parasito no momento do exame de fezes, sabe-se que o 

índice desse parasito no meio ambiente vem aumentando (VERONESI et al., 2010). A 

giardíase tem sido reconhecida como uma das mais prevalentes enfermidades veiculadas 

pela água. O parasitismo, por esse, agente vem chamando a atenção científica pelo 

potencial zoonótico, com graves implicações na saúde pública  (FENG e XIAO, 2011).   

Taxonomicamente, o parasito está inserido no Reino Protista, Sub-reino 

Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophorea, 

Ordem Diplomonadida, Subordem Diplomonadina Família Hexamitidae, Gênero 

Giardia (LEVAINE et al., 1980).   

O microorganismo, unicelular, flagelado e binucleado, possui distribuição 

mundial, sendo de grande importância epidemiológica e clínica pela alta  prevalência 

(ADAM, 2001). Estima-se que 250 milhões de pessoas tenham giardíase e 500 mil  

novos casos sintomáticos ocorram por ano. Por isso, foi incluída no programa de 

doenças negligenciadas da Organização Mundial de Saúde (ANKARKLEV et al, 2010).  

Entre os animais, domésticos e silvestres é o parasito mais prevalente, 

independente da raça, sexo, idade e aptidão com importância clínica e econômica 

(OLSON et al, 2004).  Porém com diferenças significantes entre as taxas de prevalência 

(VERONESI et al., 2010). 

A prevalência de Giardia duodenalis, em humanos, alcança taxas entre 2% a 5% 

em países industrializados e acima de 20% em países em desenvolvimento (ELEGIO-

GARCIA et al., 2005).  Em nações industrializadas, a giardíase é referida como 

enfermidade parasitária re-emergente devido a crescente e reconhecida importância em 

surtos de doenças diarreicas em creches e em epidemias transmitidas pelo consumo de 

água contaminada (READ et al., 2002; MONIS et al., 2003; SULAIMAN et al., 2003)  

A transmissão, desse parasito, ocorre pela ingestão de cistos viáveis, pelo 

 contato fecal oral direto ou indireto e  pela água e alimento contaminados (MONIS e 

THOMPSON, 2003). 

Reconhecida como complexo de espécies, devido à diversidade genética 

observada nos isolados do parasito, Giardia duodenalis abrange oito assemblages 
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(genótipos) distintas, sendo duas zoonóticas e seis espécie-específica (CACCIÒ e 

RYAN, 2008). 

Embora os isolados de Giardia duodenalis de diferentes espécies de hospedeiros 

sejam morfologicamente indistinguíveis entre si  podem ser diferenciadas por técnicas 

moleculares como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) associada à análise de 

sequências gênicas (CACCIÒ e RYAN, 2008).   

A baixa resolução das atuais ferramentas de genotipagem tem limitado o 

potencial para a exploração da transmissão da giardíase (CACCIÒ e RYAN, 2008). Até 

recentemente, a maioria dos estudos confiava na caracterização de um a dois loci 

derivados de cistos de humanos e animais (CACCIÒ et al., 2005), levando a alguns 

problemas de interpretações de dados. Em adição, pesquisas demonstraram 

inconsistências nos resultados genotípicos, quando diferentes loci são utilizados. Com 

isso a Genotipagem Multilocus (MLG) é crescentemente requerida para a caracterização 

de isolados de G. duodenalis provenientes de humanos e animais (CACCIÒ et al., 

2008).   

Embora,  trabalhos pelo mundo sobre a caracterização molecular de isolados  

que infectam animais de produção e de companhia sejam comuns, no Brasil  são 

escassos e, os poucos existentes, são restritos a determinadas localidades  e não 

representam a situação na totalidade. As implicações dessa escassez faz com que o 

entendimento sobre virulência, patogenia e epidemiologia da doença fiquem 

prejudicados.  Baseado nisso, trabalhos que enfoquem esses aspectos, tornam-se 

fundamentais para o conhecimento do padrão de assemblages estabelecido e seus 

desdobramentos, contribuindo para implantação de medidas eficazes de controle, 

diagnóstico e tratamento.  

 

1.1 – Histórico 

Há consenso entre os estudiosos do assunto de que o primeiro relato do encontro 

deste parasito foi feito por Antony van Leeuwenhoek, em 1681, em suas próprias fezes, 

na forma, hoje, conhecida como trofozoíto e que na época foi denominado de 

“Animálculo” (HORAK, 1990). Durante alguns anos o descobrimento deste protozoário 

foi atribuído à Vilem Lambl (1859) que o descreveu com detalhes, e relatou a presença 

no intestino de humanos. Por isto, Blanchard, em 1888, deu o nome Lamblia ao gênero. 

Em 1920, Clifford Dobell, traduzindo cartas de Leeuwenhoek, concluiu que 
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efetivamente este era o responsável pela proeza. Com a visualização do parasito foi 

possível observar que o organismo, possuía várias características não usuais, incluindo, 

a ausência de mitocôndrias e peroxissomos e a presença de dois núcleos diploides ativos 

e do disco ventral de sucção (THOMPSON e MONIS, 2004; MORRISON et al., 2007). 

(Figura 1) 

Embora Leeuwenhoek e Lambl tenham visto e descrito o organismo que, 

atualmente, conhecemos como Giardia, não há evidências de que o fizeram com a 

forma cística deste parasito. Em 1879 Grassi observou, pela primeira vez, os cistos 

deste protozoário, supondo serem,  coccídios, e associando-os,  mais tarde, (1881,1888) 

à forma flagelada do organismo (HORAK, 1990). 

 Em 1952, Filice baseando-se nas diferenças morfológicas dos espécimes, dividiu-os 

em três espécies, sendo Giardia agilis, parasito de anfíbios, Giardia muris, de roedores 

e Giardia duodenalis (sin. G. lamblia e G. intestinalis) parasito de vários mamíferos, 

inclusive o homem. A classificação, em partes, é mantida até hoje, porém com o avanço 

tecnológico novas diferenças puderam ser observadas e mais três espécies identificadas: 

Giardia microti (BENSON, 1908) em roedores e Giardia ardea (NOLLER, 1920) e 

Giardia psittaci (ERLANDSEN e BEMRICK, 1987) em aves.  

Ao longo dos anos, a taxonomia e classificação da Giardia duodenalis foram se 

modificando, sendo baseadas na origem do hospedeiro ou nos aspectos morfológicos do 

parasito (ADAM, 2001).  
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Figura 1 – Trofozoíto de Giardia duodenalis – Monis et al., 2003  

 

1.2 – Taxonomia molecular  

Mesmo sendo a única espécie encontrada em humanos e outros mamíferos, G. 

duodenalis é considerada, atualmente, um complexo de espécies, devido à divergências 

genéticas existentes entre os isolados que infectam diferentes hospedeiros (MONIS e 

THOMPSON, 2003).  A esse complexo são atribuídas oito assemblages distintas, porém 

com morfologias semelhantes, duas, preferencialmente, humanas e seis animais.  Os 

isolados recuperados de fezes humanas e de outras espécies de mamíferos, foram 

identificados pela análise de aloenzimas e classificados em dois grupos genéticos 

denominados, na Europa, de “Polish” e “Belgian” e  na Austrália, de assemblages ou 

genótipos A e B (HOMAN et al., 1992; EY et al., 1997). Devido à diversidade 

genotípica atribuída as assemblages A e B elas foram subdivididas em seis (AI a AVI) e 
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dois subgrupos (BIII e BIV), respectivamente.  As linhagens animais são consideradas 

espécies-específicas (C a H ) (LASEK-NESSELQUIST et al., 2010), sendo que as 

assemblages C e D ocorrem predominantemente em cães,  E em ungulados, F em gatos, 

G em ratos e a assemblage H em vertebrados marinhos (FENG e XIAO, 2011) (Tabela 

1)  

Tabela 1. Espécies de Giardia e assemblages de Giardia duodenalis 

Espécies/Assemblages  Principais hospedeiros 

G. agilis Kunstler, 1882 Anfíbios 

G. ardeae Noller, 1920 Aves 

G. microti Benson, 1908 Ratos almiscarados e ratazanas  

G. muris Benson, 1908 Roedores 

G. psittaci Erlandsen e Bemrick, 1987 Aves 

G. duodenalis Davaine, 1875 Mamíferos 

Assemblage A Humanos, primatas, ruminantes 

domésticos e selvagens, alpacas, 

suínos, cavalos, cães domésticos 

e selvagens, gatos, furão, 

roedores, marsupiais, outros 

mamíferos 

Assemblage B Humanos, primatas, gados, cães, 

cavalos, coelhos, castores, 

roedores silvestes 

Assemblage C Cães domésticos e selvagens 

Assemblage D Cães domésticos e selvagens 

Assemblage E Ungulados  

Assemblage F Gatos 

Assemblage G Camundongos, ratos 

Assemblage H Focas  

Feng e Xiao (2011) 
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Tendo em vista a especificidade do hospedeiro e as características genéticas das 

assemblages do parasito, nova nomenclatura foi sugerida por Monis et al. (2009).  

Inicialmente, detectou-se distância filogenética considerável entre as assemblages A e 

B, semelhante àquela existente entre duas espécies. Posteriormente, percebeu-se a 

existência de distâncias, também, entre as outras assemblages do complexo, sugerindo 

de forma contundente que a nomenclatura atual, deveria ser revista e as asssemblages 

consideradas espécies separadas, e, portanto,  nomeadas como tal. Segundo os autores, 

essa mudança conseguiria dirimir as dúvidas e confusões existentes na taxonomia atual 

da G. duodenalis. A tabela 2 apresenta a nova proposta nomenclatural.  

 

Tabela 2. Nova nomenclatura proposta para as assemblages de Giardia duodenalis  

Espécies (Assemblages) Principais hospedeiros 

G. agilis  Anfíbios 

G. ardeae  Aves 

G. microti  Ratos almiscarados e ratazanas  

G. muris  Roedores 

G. psittaci  Aves 

G. duodenalis (Assemblage A) Humanos, primatas, ruminantes 

domésticos e selvagens, alpacas, 

suínos, cavalos, cães domésticos e 

selvagens, gatos, furão, roedores, 

marsupiais, outros mamíferos 

G. entérica (Assemblage B) Humanos, primatas, gados, cães, 

cavalos, coelhos, castores, 

roedores silvestes 

G. canis (Assemblages C/D) Cães domésticos e selvagens 

G. bovis (Assemblage E) Ungulados  

G. catis (Assemblage F) Gatos 

G. simiondi (Assemblage G)  Camundongos, ratos 

Monis et al. (2009)  
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1.3 - Biologia da Giardia duodenalis   

Giardia duodenalis possui dois estágios em seu ciclo de vida, sendo os cistos as 

formas infectantes,  medindo  8,0 a 12,0 µm de comprimento por 7,0 a 10,0 µm de 

largura. Esses são circundados por  parede de 0,3 µ de espessura e podem conter  dois a 

quatro núcleos, corpos basais e elementos estruturais do disco ventral (THOMPSON et 

al., 1993). São frequentemente encontrados em fezes formadas e apresentam alta 

resistência ao meio ambiente, permanecendo viável por vários meses (LANE e LLOYD, 

2002).  

Os trofozoítos, formas vegetativas do parasito, possuem forma de pêra, medindo 

aproximadamente 12 a 15 µm x 5 a 9 µm. O citoesqueleto inclui um corpo mediano, 

quatro pares de flagelos (anterior, posterior, caudal e ventral), e um disco ventral.  

Após ingerido, pelo hospedeiro, o cisto sofre a ação ácida do pH estomacal e das 

enzimas pancreáticas, o que faz com que as paredes se rompam promovendo o 

excistamento e a consequente liberação de dois trofozoítos. Os trofozoítos aderem-se, 

desenvolvem-se e colonizam  a superfície da mucosa do intestino delgado, onde se 

multiplicam assexuadamente por divisão binária, utilizando-se dos nutrientes presentes 

na mucosa e no lúmen intestinais. (ADAM, 2001). A medida que os trofozoítos passam 

pelo  intestino,  se encistam e são excretados nas fezes.  O ciclo é direto, não havendo 

estágio intracelular.  

 

1.4 - Formas de transmissão  

A transmissão do parasito ocorre pela ingestão de cistos viáveis pelo contato 

oral fecal direto ou indireto pela água, alimentos e fômites contaminados (MONIS e 

THOMPSON, 2003). 

A água é importante veículo de transmissão de G. duodenalis, constituindo sério 

problema em saúde pública (THOMPSON, 2000). O parasito, na forma cística, é 

altamente resistente à cloração e ozonização, sendo a filtração o processo efetivo para a 

remoção dos cistos. (LANE e LLOYD 2002). Surtos associados ao consumo de água 

não filtrada ou proveniente de sistemas subterrâneos contaminados por fontes da 

superfície foram relatados por Hoque et al. (2002); Jakubowski e Graun. (2002) e 

Thompson (2004).  

A transmissão pelo contato homem-animal também é possível, porém acredita-

se que os surtos de giardíase no homem podem ocorrer mais pela transmissão por outros 
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humanos do que por animais. O contato direto é a principal via de transmissão. Mesmo 

com as comuns infecções de bovinos, suínos e  de outros animais que vivem em 

fazendas,  não existem evidências que caracterizem esses animais, como reservatório da 

infecção para o homem (CACCIÒ e RYAN, 2008).  

 

1.5 – Patogenia da Giardíase  

A patogenese da Giardia não é claramente compreendida, embora pareça 

envolver a atrofia das vilosidades e danos aos microvilos. Essas alterações são, em 

parte, correlacionadas com deficiências enzimáticas na superfície da mucosa o que 

decresce a absorção nutricional, levando a desaceleração do crescimento, do 

desenvolvimento e até à morte dos animais (PRADO, et al. 2005).  Na maioria das 

vezes, quando a infecção consegue ser combatida  os índices retornam ao nível normal 

de atividade.  

A diarreia persistente é sinal clínico  comum, mas redução do ganho de peso, 

redução do peso da carcaça, diminuição da produção de leite, e desidratação podem ser 

percebidos. Acredita-se que em 60% dos casos, a giardíase seja assintomática, e 

naqueles, nos quais os sintomas são visíveis, estima-se  intervalo de um a 45 dias para 

as primeiras manifestações (FENG e XIAO, 2011).  

Os fatores de risco atribuídos à giardíase, ainda não são totalmente compreendidos. 

Entretanto, sabe-se que aqueles relacionados ao hospedeiro, como situação nutricional e 

resposta imune, além dos relacionados ao parasito, virulência e genótipo, interferem 

diretamente no curso da doença (SAHAGÚN et al., 2008; TRAUB et al., 2009).  

A idade é fator contribuinte para a ocorrência da doença, e o protozoário tende a ser 

mais prevalente,  em organismos jovens do que em adultos ( BECHER et al., 2004).   

   

1.6 –Prevalência  

Giardia duodenalis tem distribuição global, no entanto, as taxas de prevalência 

podem variar entre países, provavelmente,  por reflexo das diferenças de hábitos, 

manejo, clima e tipo de estudo empregado para determinação do diagnóstico das 

infecções (OLSON et al., 1997a; APPELBEE et al., 2003). O desenvolvimento 

econômico do país também têm grande influência sobre os índices (ELEGIO-GARCIA 

et al., 2005).   
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Em cães, estudo na Europa, observou prevalência de 24,8% (EPE et al., 2010); no 

Canadá,  nos Estados Unidos e na Argentina  as taxas variaram de 0,1 a 12,9%,  3,3 a 

15,6% e 1,3 a 8,9%,  respectivamente (LIU et al., 2008; OLSON et al., 2010; 

SORIANO et al., 2010).  

Em bovinos as taxas da infecção variam significativamente nos diferentes estudos, 

sendo 43,6% na Dinamarca (LANGKJAER et al., 2007),  acima de 38% na Alemanha 

(JERLSTROM-HULTQVIST et al., 2010),  30% na Itália (BERRILLI et al., 2004),  9% 

em Portugal (MENDONCA et al., 2007) e 10,2% no Vietnã (GEURDEN et al., 2008).  

Infecções pelo parasito em suínos foram descritas na Austrália, Ásia, Europa, e 

América do Norte, com taxas variando de 0,1 a 20% na maioria dos estudos (HAMNES 

et al., 2007).  

A prevalência de G. duodenalis em ovinos foi registrada em estudos na Bélgica, 

Itália, Espanha, México e Estados Unidos, entre outros, com  taxas de  25,5%, 1,5%, 

19% a 42%, 55,6% e 25,4%, respectivamente (GEURDEN et al., 2008; 

GIANGASPERO et al., 2005; TROUT et al., 2007; GOMEZ-MUÑOZ et al., 2009).  

No Brasil, trabalhos em cães são, relativamente, comuns. Huber et al. (2005); 

Volotão et al. (2007); Campos Filho et al. (2008) e Katagiri e Oliveira-Cerqueira (2008)  

relataram índice de giardíase variando de 0,8 a 36,8%. Em contrapartida,  dados sobre a 

prevalência de G. duodenalis em bovinos e ovinos  ainda são escassos.  Torrico et al. 

(2008) em estudo em Botucatu, São Paulo detectaram prevalência de 8% em bovinos. 

No mesmo estado, Veríssimo et al. (2012) encontraram  taxa de infecção de 1,9% em 

ovinos (dados não publicados) e no Rio Grande do Norte, a o índice em ovinos, foi de 

18,75% ( SILVA et al., 2011). Não foram encontrados trabalhos que relatem a 

prevalência de G. duodenalis em suínos no Brasil.  

 Na microrregião de Uberlândia, área abrangida por esse estudo só existem 

trabalhos sobre  G. duodenalis em cães. Mundim et al. (2007) observaram 29% de 

parasitismo.  

  

1.7 – Epidemiologia molecular da Giardia duodenalis  

 

Em cães, as assemblages predominantes são a C e D, no entanto, as zoonóticas, A e 

B, também podem ser encontradas (BERRILLI et al., 2004; ITAGAKI et al., 2005; 

LALLE et al., 2005; VOLOTÃO et al., 2007).  
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Bovinos, suínos e ovinos são susceptíveis à infecção pela assemblage espécie-

específica E, mas também pelas zoonóticas A e B de Giardia duodenalis 

(O’HANDLEY et al., 2000; VAN KEULEN et al., 2002; APPELBEE et al., 2003; 

GIANGASPERO et al., 2005;  ALOÍSIO et al., 2006). 

Estudos na Europa, Austrália e América do Norte, reiteram a prevalência da 

assemblage E nas infecções de bovinos (BECHER et al., 2004; TROUT et al., 2004; 

TROUT et al., 2005;  LANGKJAER et al., 2007; SANTIN et al., 2009 ). A única 

exceção, foi um estudo na Nova Zelândia, no qual nenhuma infecção por assemblage E 

foi identificada, e as assemblages zoonóticas A e B foram predominantes. (HUNT et al., 

2000). Os poucos estudos envolvendo subassemblages em bovinos,  relatam ser a 

subassemblage AI a mais prevalente (SPRONG et al., 2009). Infecções mistas entre as 

assemblages A e E são muito comuns em bovinos. Essa grande variedade 

intragenotípica, revela a alta intensidade da transmissão do protozoário entre esses 

animais (FENG et al., 2008).  

Estudos em ovinos mostram a predominância da assemblage E e relatam a baixa 

frequência de infecções por isolados pertencentes as assemblages zoonóticas (RYAN et 

al., 2005; GOMEZ-MUÑOZ et al., 2009). Nos poucos casos relatados de infecções pela 

assemblage A, percebe-se a predominância da subassemblage AI (ALONSO et al., 

2010).  

Em suínos  a assemblage E a mais comum nas infecções, entretanto a assemblage A 

também  é relatada para esses animais (ARMSON et al., 2009). Em estudos realizados 

na Europa, Austrália e Dinamarca quando há a presença da assemblage A a 

subassemblage AI é a prevalente  (LANGKJAER et al., 2009; SPRONG et al., 2009).  

 

1.8 – Métodos diagnósticos 

O método convencional de diagnóstico inclui a técnica de concentração-flutuação 

fecal para a observação de cistos de G. duodenalis, sendo a de Centrífugo-flutuação em 

Sulfato de Zinco 33% (FAUST et al., 1938) a mais eficiente (ZAJAC et al., 2002). 

Entretanto, a subjetividade da técnica, associada ao padrão intermitente de eliminação 

do parasito, favorecem o aparecimento de resultados não fidedignos.  

Ensaios imunoenzimáticos, foram desenvolvidos para utilização em amostras fecais. 

Embora sejam testes rápidos, práticos e, de fácil interpretação (FEDORKO et al., 2000; 

VIDAL e CATAPANI, 2005), a variabilidade antigênica contida em isolados desse 
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protozoário, faz com que os  níveis de sensibilidade e especificidade sejam menores que 

os desejados, fazendo com que esses testes sejam, as vezes, menos sensíveis que as 

técnicas microscópicas (HANSON e CARTWRIGHT, 2001 ).  

As técnicas moleculares baseadas na detecção do DNA, principalmente a Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) foram introduzidas e são descritas como sensíveis para 

detecção desses patógenos em amostras fecais (MORGAN et al., 1998).  

O ensaio simples de PCR é comumente utilizado para detecção de patógenos nas 

amostras fecais.  A utilidade dessa ferramenta é determinada pela escolha do gene alvo, 

o número de loci utilizados e a especificidade do ensaio (WELINGA e THOMPSON, 

2007).  

 

1.9 – Genotipagem multilocus (MLG) 

 

Comparados a outros protozoários, técnicas de genotipagem de Giardia duodenalis  

não são, particularmente, avançadas. A baixa resolução das ferramentas de genotipagem 

atuais, limita o potencial, dessas técnicas, para a caracterização da transmissão da 

giardíase. Com isso a análise da genotipagem multilocus é cada vez mais requerida para 

a caracterização dos isolados de G. duodenalis de humanos e animais (CASTRO-

HERMIDA et al., 2006; CACCIÒ et al., 2008) 

Estudos recentes, têm sido baseados na análise da subunidade ribossomal RNA 

(ssu-RNA), dos gene β-giardin (bg), glutamato dehidrogenase (gdh), triose fosfato 

isomerase (tpi), fator de enlongação 1-alpha (ef-1) e GLORF-C4 (C4), e mais 

recentemente da região espaçadora rRNA intergenômica (IGS) (BATCHELOR et al., 

2008; WIELINGA e THOMPSON, 2007; CACCIÒ e RYAN, 2008).   

Com o sequenciamento completo do genoma de um isolado de Giardia 

duodenalis (isolado WB, assemblage A, subassemblage AI), tornou-se possível a 

localização desses genes ao longo do cromossomo. Isso mostra que os genes 

mencionados acima, são desvinculados ao genoma do parasito, o que é uma propriedade 

importante para estudos genéticos (BECK et al., 2012).  

O sequenciamento revelou que os genes são completamente diferentes entre si, 

sendo gdh e tpi os mais variáveis, e o bg, C4, ef-1 e ssu-RNA os mais conservados 

(MONIS et al., 2009). Isso é refletido pelas diferenças no padrão de substituição.  Os 

genes Bg e ef-1 apresentam pouca ou nenhuma substituição, ao passo que tpi e gdh 

parecem tolerar substituições de aminoácidos (WIELINGA e THOMPSON, 2007).  
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A especificidade e a natureza de múltiplas cópias, dos genes mais conservados, 

faz com que, tradicionalmente, eles sejam usados para diferenciação de espécies e 

assemblages, enquanto os mais variáveis são indicados para subgenotipagem, visto que 

fornecem informações detalhadas sobre subassemblages (WIELINGA e THOMPSON, 

2007; CACCIÒ e RYAN, 2008).  

Resultados inconsistentes têm sido identificados quando diferentes loci são 

sequenciados. Isso pode ser atribuído  ao alto padrão de substituição de nucleotídeos 

que alguns isolados possuem, o que altera o polimorfismo do gene levando a 

divergência de resultados (CACCIÒ et al., 2008; CACCIÒ e RYAN, 2008; GOMEZ-

MUÑOZ et al., 2012). Por isso a genotipagem multilocus torna-se a principal aliada na 

atribuição fidedigna das assemblages e subassemblages aos isolados.   

As subassemblages BIII e BIV, originalmente descritas por estudos 

eletroforéticos de aloenzimas, não são suportadas por análises da sequência do DNA, 

fazendo com que não haja dados suficientes para a determinação de subgrupos dentro 

dessas subassemblages (WIELINGA e THOMPSON, 2007).  

Muitos subtipos também são vistos na assemblage E. (RYAN et al., 2005; 

WIELINGA e THOMPSON, 2007; RUIZ et al., 2008) Embora isolados pertencentes a 

essa assemblage infectem vários ungulados, não há consenso entre qual assemblage 

infecta determinado hospedeiro.  Não existem evidências suficientes para avaliar 

subestruturas das outras assemblages (C, D, F, G e H) (WIELINGA e THOMPSON, 

2007).  

Para caracterizar sistematicamente a diversidade genética intra-assemblage e 

promover tipagem mais fiel de G. duodenalis, Cacciò et al. (2008) propuseram um 

sistema de nomenclatura de subtipos para a assemblage A baseado na análise da 

genotipagem multilocus com os genes bg, gdh e tpi. Esse sistema procura reduzir 

confusões na terminologia dos subtipos e melhorará o entendimento da segregação dos 

hospedeiros (CACCIÒ et al., 2008).  

1.10– Relação entre assemblage, faixa etária, aptidão, raça  e escore fecal 

 

Estudos que compararam, em diversas regiões geográficas, a prevalência dos 

genótipos de Giardia duodenalis em bovinos com aptidão para corte e leite e indicaram 

que 90% desses animais possuíam infecções com a assemblage não-zoonótica de 

G.duodenalis (genótipo E). A prevalência do genótipo A em bezerros varia entre os 
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animais  (O´HANDLEY et al., 2000; HUETINK et al., 2001; ALPPELBE et al., 2003), 

podendo chegar até a 50% das propriedades rurais estudadas (TROUT et al., 2004).   

Em estudo feito com bovinos leiteiros na Austrália, durante vários meses, 

demonstrou-se que  100% dos bezerros infectaram-se durante as primeiras doze 

semanas de vida e que todos os animais analisados apresentaram  Giardia duodenalis  

genótipo E, considerada específica de bovinos (THOMPSON, 2004). 

Em suínos  pesquisas relacionaram a assemblage com idade e escore fecal dos 

animais.  Armson et al. (2009) associaram a presença da assemblage E com fezes 

diarreicas e assemblage A com fezes formadas.   No mesmo estudo, observou-se 

predominância da assemblage espécie-específica  em indivíduos  jovens e adultos, não 

havendo relação entre assemblage e idade nesses animais.   

Em relação a ovinos, de acordo com  Sweeny et al.  (2011) animais adultos 

tendem a ter maior proporção de assemblage A do que animais jovens.  

Não foram encontrados na literatura trabalhos que enfoquem essas relações em 

cães. 
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2.1 – Objetivo geral: 

♦ Caracterizar molecularmente os cistos de Giardia duodenalis, procedentes de 

cães, bovinos, ovinos e suínos provenientes de propriedades rurais, canis, “pet 

shops” e granjas da microrregião de Uberlândia, utilizando-se os genes glutamato 

dehidrogenas (gdh), triose fosfato isomerase (tpi), β-giardin e SSU-rRNA   

 

2.2 – Objetivos específicos: 

♦ Detectar e purificar cistos de Giardia nas fezes destes animais; 

♦ Determinar molecularmente as assemblages e sub-assemblages dos isolados;  

♦ Verificar a existência de variabilidade genotípica entre os isolados de Giardia 

duodenalis procedentes das diferentes espécies de animaisç 

♦ Observar as concordâncias e discordâncias dos resultados fornecidos pelos 

marcadores em relação as assemblages identificadas;  

♦ Relacionar a assemblage encontrada com o sexo, a  raça, a idade, a aptidão e o 

escore fecal do animal. 
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3.1 - Comitê de ética:  

Esse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais da 

Universidade Federal de Uberlândia (CEUA-UFU)  sob o protocolo 003/12. 

 

3.2 – Área de estudo: 

 A microrregião de Uberlândia localiza-se do lado oeste do estado de Minas 

Gerais. Pertencente à mesorregião do Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba, possui 

população estimada, pelo  IBGE em 2012, de 838.094 habitantes, divididos em 

dez municípios, com área total de 18.790 km². Apresenta temperatura média de 23,1º e 

índice pluviométrico de 1500 a 1600 mm.  

 A população total dos rebanhos é estimada em 5.866.693 cabeças, 

compreendidas entre criações de bovinos, suínos, eqüinos, ovinos, aves dentre outras 

espécies (IBGE, 2002).  

 O estudo foi realizado em 43 propriedades particulares, divididas em canis, “pet 

shops”, granjas, e fazendas, situadas em perímetro urbano e rural da microrregião de 

Uberlândia.  

 

3.3 – População de estudo:  

 Foram incluídos no projeto cães com até um ano de idade, bovinos e ovinos com 

até 10 meses e suínos com até 70 dias (pré-creche e creche), independente de raça, sexo 

ou aptidão.  

 As fezes de cães foram coletadas em oito canis comerciais e em sete “pet shops” 

do município de Uberlândia.  

As fezes de bovinos foram provenientes de 12 propriedades rurais, todas da 

microrregião de Uberlândia. Dessas, duas criadoras da raça Holândesa (PO), de aptidão 

leiteira e 10 da raça Girolando, de aptidão dupla.  

O material fecal de suínos foi oriundo de 10 granjas, da microrregião de 

Uberlândia, criadoras da raça Landrace.  As fezes de ovinos foram oriundas de uma 

única fazenda criadora da raça Corriedale, da microrregião de Uberlândia,  de dupla 

aptidão.   
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3.4 – Coleta do material:  

Foram coletadas três amostras de fezes de cada animal, exceto para suínos, em 

dias alternados devido ao padrão intermitente de eliminação do parasito, visando 

aumentar a confiabilidade dos resultados.  

3.4.1 – Cães: 

As amostras foram recolhidas, de forma individual,  do chão ou assoalho do 

recinto utilizados pelo animal e colocadas em frascos coletores identificados. Após o 

acondicionamento, em caixa térmica, as fezes foram transportadas, imediatamente,  até 

o Laboratório de Parasitologia para o processamento.  

3.4.2 – Bovinos: 

Amostras de fezes foram coletadas, individualmente, diretamente da ampola 

retal de cada animal e colocadas em sacos plásticos identificados com o número da 

fazenda, do animal, aptidão, idade e a data. Após a coleta, as fezes foram transportadas 

em caixa de isopor com gelo, até a Universidade Federal de Uberlândia - Laboratório de 

Parasitologia, onde foram processadas.  

3.4.3 – Suínos: 

Nas granjas tecnificadas foram realizadas coletas por compartimento, somente 

nos animais locados nas pré-creches e creches (até 70 dias).  As baias abrigavam em 

média 30 animais de ambos os sexos.  

As fezes foram obtidas, em forma de “pool”, de quatro pontos do assoalho das 

baias, tomando-se o cuidado de coletar do bolo fecal mais fresco e da parte superior do 

mesmo. Após a coleta, estas foram colocadas em saco plástico, identificados, 

acondicionados em caixa térmica  e transportados ao Laboratório de Parasitologia. 

Deve-se ressaltar que na coleta de “pool” de fezes, esta foi identificada de acordo com 

categoria da idade. 

 

3.4.4 – Ovinos: 

 As amostras de ovinos foram coletadas diretamente da ampola retal do animal e 

colocadas em sacos plásticos previamente identificados, acondicionadas, em caixa de 

isopor com gelo, e então encaminhadas ao Laboratório de Parasitologia.  
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3.5 – Escore fecal:  

 Para análise das fezes foram atribuídos escores de acordo com o Fecal Scoring 

(Purina Fecal Scoring System for Animals – Nestlé Purina). Para bovinos o escore 

compreende o intervalo de  um  a três, para cães, ovinos e suínos de um a quatro, a 

relação entre o escore a as consistências das fezes está demonstrado abaixo.  

 Escore 1 – Diarréia líquida 

Escore 2 – Diarréia consistente  

Escore 3 – Fezes pastosas  

Escore 4 – Fezes formadas  

 

3.6 – Processamento das amostras:  

No Laboratório de Parasitologia, para determinar a positividade, as amostras 

foram processadas pela técnica de centrifugo-flutuação em sulfato de zinco a 33% 

(FAUST et al., 1938).  

Dois gramas de fezes foram homogeneizados com 10 mL de água destilada e o 

produto obtido foi centrifugado por aproximadamente um minuto a 5.000 x g  para 

fixação do sedimento. Novas centrifugações foram realizadas, até que o sobrenadante 

saísse limpo, Posteriormente, o sedimento foi homogeneizado com 10 mL da solução de 

sulfato de zinco a 33% e centrifugado novamente por um minuto a 5.000 x g . O tubo 

foi completado até a borda com a mesma solução e uma lamínula colocada sobre o 

líquido para posterior análise. Após dez minutos a lamínula foi corada com uma gota de 

lugol e colocada sobre a lâmina para análise em microscópio óptico nas objetivas de 

10X e 40X.  

A leitura de todas as lâminas foi feita por duas pessoas, primeiramente pela 

pesquisadora principal e posteriormente por um colaborador, para maior confiabilidade 

do resultado.  

 

3.7  - Obtenção e  Purificação dos cistos 
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Após análise do material, em caso de positividade, lâminas e lamínulas positivas  

foram  lavadas com solução salina tamponada com fosfatos pH 7,2 (PBS) e os cistos 

recolhidos e transferidos para microtubos de poliestireno.  Esses foram submetidos a 

três centrifugações a 10.000 x g por dez minutos. A cada centrifugação o sobrenadante 

foi descartado e novo PBS acrescentado. Os “pellets” de cistos  foram armazenados a -

20°C para posterior utilização.  

 

3.8 - Caracterização Genotípica 

3.8.1- Extração do DNA 

Após ressuspensão em  500 µL de tampão de lise (10 mM Tris–HCl, pH 8.0; 25 mM 

EDTA, pH 8.0; 100 mM NaCl; 1% SDS) os “pellets” de cistos foram  submetidos a três 

ciclos de congelamento/descongelamento. Ao produto líquido foram adicionados  10 

mg/mL de proteinase K, com posterior incubação a 37°C, por 12 horas. O DNA foi 

extraído conforme protocolo Fenol-Clorofórmio descrito por Sambrook et al. (1989). 

Controles negativos foram usados em cada grupo de extração.  

 

3.8.2. – Amplificação dos genes glutamato dehidrogenase (gdh),  triose phosphate 

isomerase (tpi),  β-giardin (bg)  e SSU rRNA  

 

Para amplificação dos fragmentos dos genes glutamato dehidrogenase (gdh)   

triose fosfato isomerase (tpi),  β-giardin  SSU-rRNA (18S) foram utilizados os 

“primers” desenvolvidos por Cacciò et al. (2008), Sulaiman et al. (2003), Lalle et al. 

(2005) e  Hopkins et al. (1997), respectivamente (Tabela 3).  

 A reação de PCR para amplificacação dos genes tpi, gdh e bg foi realizada em 

volume final de 25µL contendo 12,5 µL de Pré-mix PHT 2X (Phoneutria Biotecnologia 

e Serviços Ltda, MG, Brasil), 10 ρmol de cada primer, 2,5 µL do DNA da amostra. Para 

a nested PCR foi utilizado o mesmo protocolo, trocando o DNA da amostra pelo do 

produto de PCR da primeira reação. 

 As condições de amplificação do tpi seguiram o seguinte protocolo: incubação 

inicial de 94ºC por 5 minutos para desnaturação das fitas de DNA, seguidos de 35 ciclos 

de 94°C por 45 segundos, 50°C por 45 segundos, e 72°C por 60 segundos e uma 

extensão final de 72°C por 10 minutos. As condições para a PCR secundária foram 

idênticas às da PCR primária. 
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 Condições similares foram utilizadas para a amplificação primária e secundária 

do fragmento do gene gdh, com incubação inicial de 94ºC por 2 minutos, 35 ciclos de 

94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e, extensão final a 

72°C por 7 minutos. 

 A PCR do gene bg foi realizada com o seguinte protocolo: incubação inicial de 

95ºC por 15 minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 65°C por 30 

segundos e 72°C por 1 minuto e extensão final de 72°C por 7 minutos. A temperatura de 

anelamento para a nested PCR foi de 55°C. 

 Para a PCR do gene SSU rRNA, a reação foi preparada em volume final de 25µl 

contendo 12,5 µL de Pré-mix PHT 2X, 10 ρmol de cada primer, 2,5 µL de DMSO e 2,5 

µL do DNA da amostra. As condições de amplificação da reação foram: incubação 

inicial a 96ºC por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 96ºC por 20 segundos, 59ºC por 

20 segundos, and 72ºC por 30 segundos e extensão final de 72ºC por 7 minutos.  

 Todas as reações foram realizadas em termociclador Mastercyclerpro 

(Eppendorf, Brasil)  e as bandas de interesse foram visualizadas pela técnica de 

eletroforese em gel de agarose a 2 % (P/V), corado com brometo de etídio a 0,5 µg/mL 

com posterior observação em transiluminador ultravioleta. Foram analisadas alíquotas 

de 8 µL da amostra.  
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Tabela 3.  “Primers” utilizados nas reações de PCR e nested-PCR  para a amplificação dos fragmentos dos genes gdh, 

tpi, β-giardin e SSU rRNA de G. duodenalis  

 

Reação 
Gene 

alvo 
“Primer”             Desenho do primer Tamanho  Referência 

Nested 

PCR 

gdh GDH1 TTCCGTRTYCAGTACAACTC 754 pb 

CACCIÒ, et al. 

(2008) 
 

GDH2 ACCTCGTTCTGRGTGGCGCA 
 

 
GDH3 ATGACYGAGCTYCAGAGGCACGT 530 pb 

 
GDH4 GTGGCGCARGGCATGATGCA 

 
      

Nested 

PCR 

bg G7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC 753pb 

LALLE, et al. 

(2005) 
 

G759 AGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC 
 

 
GiarF GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 511pb 

 
GiarR CTCGACGAGCTTCGTGTT 

 
      

Nested 

PCR 

tpi AL3543 AAATIATGCCTGCTCGTCG 605 pb 

SULAIMAN, et 

al. (2003) 
 

AL3546 CAAACCTTITCCGCAAACC 
 

 
AL3544 CCCTTCATCGGIGGTAACTT 532 pb 

 
AL3545 GTGGCCACCACICCCGTGCC 

 
      

PCR SSU 

rRNA 
G7 CATCCGGTCGATCCTGCC 292 pb HOPKINS et al. 

(1997) 

 G759 AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG   

pb: Pares de bases 
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3.8.3 – Sequenciamento e alinhamento do DNA 

Os produtos positivos da nested- PCR foram purificados com a resina Sephacryl 

400 (Ilustra - MicroSpin S400 HR Columns) e sequenciados em único sentido. As 

reações foram realizadas em termociclador Mastercyclerpro (Eppendorf, Brasil) 

utilizando o reagente Big Dye terminator V.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). Os produtos foram submetidos à leitura 

no seqüenciador automático ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, Estados Unidos). 

A qualidade das sequencias parciais e a união dos fragmentos sequenciados em 

suas respectivas zonas de intersecção foram obtidas com o auxílio do programa 

Sequence Scanner versão 1.0 (Copyright Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). 

O alinhamento dos nucleotídeos foi realizado de forma manual com o auxílio do 

programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999), tomando-se como base 

seqüências homólogas disponíveis no GenBank. M84604 (Assemblage A), AY826193 

(Assemblage B), U60982 (Assemblage C), U60986 (Assemblage D), AY178741 

(Assemblage E), AF069057 (Assemblage F), para o gene gdh. AY655704 (Assemblage 

A, sub-assemblage AI), U57897 (Assemblage A, sub-assemblage AII), AF069561 

(Assemblage B, sub-assemblage BIII), AF069560 (Assemblage B, subassemblage 

BIV), AY228641 (Assemblage C), DQ246216 Assembalge D), AY228645 

(Assemblage E), AF069558 (Assemblage F), para o gene tpi.  X85958 (Assemblage 

AI), AY072723 (Assemblage AII), AY072727 (Assemblage BIII), AY072728 

(Assemblage BIV), AY545646 (Assemblage C), AY370531 (Assemblage D), 

AY072729 (Assemblage E) e AY647264 (Assemblage F) para o gene β-giardin.  

Para visualização das relações filogenéticas entre as assemblages, filogramas  

foram construídos com o auxílio do programa Mega v.5.1 Beta, pelo método de 

Neighbor-Joining.  Os valores de “bootstrap” utilizados foram calculados em 1000 

réplicas. 

 Todas as etapas do processo estão demonstradas no  fluxograma abaixo (Figura 

2).  
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Figura 2 – Fluxograma das etapas do experimento.  

 

3.9 – Análise estatística  

Os dados foram analisados pelo programa BioStat 5.0. Nas comparações para 

duas proporções foram utilizados o Teste Exato de Fisher e o Teste Qui-quadrado (X2, 

α=5%), e para comparação de mais de duas proporções o Teste G. Valores de p ≤ 0,05 

foram considerados estatisticamente significantes. 
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4.1 – Perfil dos animais e Positividade para Giardia duodenalis    

Os dados de positividade para G. duodenalis, nos animais, estão descritos na tabela 4 

abaixo.  

 

Tabela 4 – Positividade de cistos de Giardia duodenalis  encontrados em bovinos, suínos, cães e ovinos 

da microrregião de Uberlândia, detectados pelo  exame de microscopia convencional utilizando a técnica 
de Sulfato de Zinco a 33% 
 

Espécie Nº de amostras 

fecais 

Positivos % 

    

Cães  

Bovinos 

Suínos(“pools”) 

Ovinos 

Total                       

180 

256 

90 “pools” 

105 

631 

39 

48 

05 “pools” 

26 

114 

21,66 

18,75 

5,5 

24,8 

18,6 

 

 

4.1.1 – Cães 

Nos 10 canis foram coletadas amostras de 180 animais, com idade entre trinta 

dias e um ano.  As raças criadas  eram Shitzu, Maltês, Poodle, Pincher, Yorkshire,  Fox 

Paulistinha, Beaglle, Cocker Spaniel (5 canis e 7 “pet shops” ) e  Rotwailler, Boxer, 

Border Colie, Dálmata e Pointer (3 canis).   Ao todo foram 109 fêmeas e 71 machos.  

A taxa de positividade geral para cistos de G. duodenalis, foi de 39 

cães(21,66%),  sendo 26 fêmas (66,7%) e 13 machos (33,3%).  Em relação à faixa etária 

dos positivos, 21 (53,9%) estavam entre 40 e 70 dias, 10 (25,7%) entre 80 e 120 dias, 

quatro (10,2%) entre 130 e 180 dias e quatro (10,2%) entre 150 e 356 dias.  Dos animais 

positivos, 22 eram das raças Shitzu, Poodle, Pincher e Yorkshire,  quatro eram Coker 

Spaniel, três Beaglle e dez perteciam as raças Rotwailler, Boxer e Pointer (Tabela 5).    

A faixa etária e a raça dos animais foram estatisticamente significantes em 

relação à infecção (p≤0,05).  
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Tabela 5 - Perfil dos cães  positivos e negativos para Giardia duodenalis e associação entre a 

positividade e as variáveis sexo, faixa etária e raça  

 

                                                                           Amostras  
 
 
   Variáveis                                Positivas                          Negativas                     p-valor* 
  
          N                 %                   N             % 

SEXO 

Macho 

     

0,362 13 18 59 82 

Fêmea 26 24 82 

 

76 

FAIXA ETÁRIA 

40-70 dias 

     

0,045* 

 

21 30 49 70 

80-120 dias 10 19,2 42 80,8 

130-180 dias 4 16,7 20 83,3 

200-240 dias 0 0 14 100 

80 250-365 dias 4 20 16 

    

RAÇA 

Shitzu 

Maltês 

Poodle 

     

0,014* 8 

0 

4 

28,5 

0 

13,4 

20 

20 

21 

71,5 

100 

86,6 

Pincher 6 33,3 12 66,7 

Yorkshire 

Fox Paulistinha 

Cocker Spaniel 

Beagle 

Rotwailler 

Boxer 

Border Colie 

Dálmata 

Pointer 

4 

0 

3 

6 

2 

2 

0 

0 

2 

21 

0 

25 

25 

60 

33,3 

0 

0 

33,3 

14 

12 

12 

9 

4 

4 

5 

6 

4 

79 

100 

75 

75 

40 

66,7 

100 

100 

66,7 

*p≤0,05 
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4.1.2 – Bovinos  

  

  Nas 12 fazendas procedentes da microrregião de Uberlândia, foram colhidas 

fezes de 256 bezerros. Do total, 153 (59,8%) eram  fêmeas e 103 (40,2%)  machos, 66 

(25,8%) pertenciam a raça Holandesa  e 190 (74,2%) a raça Girolando.  Quanto à faixa 

etária, 100 (39%) animais tinham entre um e três meses, 92 (35,9%) quatro e sete meses 

e 64 (25,1%) entre 10 e12 meses.   

Pela técnica microscópica, observou-se positividade em 48 animais (18,75%), 

dos quais, 32 (66,7%) eram fêmeas e 16 (33,3%) machos.  Em relação à faixa etária, 29 

(60,4%) bezerros tinham de um a três meses; 14 (29,1%) de quatro  a sete meses e  

cinco (10,5%)  bezerros tinham de 10 a 12 meses.  

Das oito fazendas positivas duas (25%) eram criadoras da raça Holandesa (PO) e 

seis (75%)  eram criadoras de bovinos cruzados.   

A faixa etária  foi estatisticamente significante em relação à positividade dos 

animais (p≤0,05). (Tabela 6).  
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Tabela 6 -  Perfil dos bovinos positivos e negativos para Giardia duodenalis e associação entre a 

positividade e as variáveis  sexo, faixa etária,  raça e aptidão  

 

                                                                       Amostras  
 
 
   Variáveis                                Positivas                          Negativas                     p-valor* 
  
                       N                 %                  N               % 

SEXO  

                    Macho 

     

0,279 16 15.5  87 85.5 

                    Fêmea          32 21,9 121 79,1 

    

FAIXA ETÁRIA 

                  1 a 3 meses 

     

 

0,002* 

  29 29 71 71 

                  4 a 7 meses           14 15,2 78 84,8 

                  8 a 10 meses   5 7,8 59 92,2 

    

RAÇA 

                   Holândesa 

     

0,819 13 19,7 53 80,3 

                   Girholando 35 18,4 155 81,6 

    

APTIDÃO  

                   Leiteira 

     

0,819 13 19,7 53 80,3 

                   Dupla 35 18,4 155 81,6 

*p≤0,05  

 

 

4.1.3 – Suínos  

 

Nas 10 granjas  avaliadas, o número de galpões variava, sendo em média três . 

Cada galpão era constituído de aproximadamente 30 baias, nas quais permaneciam 40 

leitões, agrupados em lotes de acordo com a idade, independente do sexo.  Foram 

coletados 90 “pools”, dos quais 46 (51,1%) eram provenientes de animais entre 0 a 30 

dias e 44 (49,9%) de animais entre 31 a 70 dias (Tabela 7).  
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Do material coletado, cinco (5,5%) “pools” foram positivos para cistos de  

G.duodenalis, sendo dois (40%)  de animais da pré-creche e três (60%) de animais da 

creche. 

Entre as variáveis analisadas, a faixa etária  apresentou-se estatisticamente 

significante (p≤0,05) (Tabela 7).  

 

 

Tabela 7 – Perfil dos suínos positivos e negativos para Giardia duodenalis e associação entre a 

positividade e a faixa etária dos animais 

 

                                                                       Amostras  
 
   Variável                                Positivas                          Negativas                     p-valor* 
  
                                         N                 %               N                 %       

FAIXA ETÁRIA  

               0 – 30 dias        2               4,3          44              95,7             0,000* 

   31 – 70 dias      3               6,8          41              93,2     

*p≤0,05 

 

 

4.1.4 – Ovinos  

Foram coletadas fezes de 105 ovinos, dos quais 72 (68,6%) eram fêmeas e 33 

(31,4%) machos.  

Foram encontrados 26 (24,8%) animais infectados com o protozoário, sendo 16 

fêmeas e 10 machos, todos com faixa etária entre dois e quatro meses.  (Tabela 8) 

A faixa etária apresentou significância em relação à infecção (p<0,05) 
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Tabela 8 - Perfil dos ovinos positivos e negativos para Giardia duodenalis e associação entre a 

positividade e as variáveis sexo e faixa etária 

 

                                                                       Amostras  
 
 
   Variáveis                                Positivas                          Negativas                               p-valor* 
  

N                 %             N                 % 

SEXO  

                    Macho 

     

   0,522 10 28,6 25 71,4 

                    Fêmea          16 22,9 54 77,1 

    

FAIXA ETÁRIA 

                    2 – 4 meses 

      

  

      0,000* 

26 42,6 35                57,3 

                    6 – 8 meses          0 0 31 100 

                    9 – 10 meses   0 0 13 100 

*p≤0,005      

 

4.2 - Escore fecal 

No momento do exame coprológico foram atribuídos escores às amostras fecais, 
de acordo com a consistência em que se encontravam. Na tabela 9 está representado o 
escore fecal dos animais pesquisados.  

Em relação aos cães, dos 39 positivos 28 (71,8%) tinham fezes formadas (escore 
fecal 4), seis (15,4%) fezes diarreicas líquidas (escore fecal 1) e cinco (12,8%) pastosas 
(escore fecal 3).  

Dos 48 bovinos positivos para Giardia duodenalis, 32 (66,6%) apresentavam 
fezes pastosas (escore fecal 3), 13(27%) fezes diarreicas líquidas ( escore fecal 1) e três 
(6,4%) diarreica consistente (escore fecal 2).   

Os cinco (100%) “pools” de suínos apresentaram fezes com escore 3 (fezes 
pastosas).  

Do total de ovinos positivos (n= 26), 21 (80,8%) apresentavam fezes formadas 
(escore fecal 4), um (3,4%) pastosas (escore fecal 3) e quatro(15,8%)  diarréicas 
líquidas (escore fecal 1).  
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Tabela 9 – Escore fecal de cães, bovinos, suínos, e ovinos positivos para Giardia duodenalis procedentes 

da microrregião de Uberlândia segundo o  Fecal Scoring (Purina Fecal Scoring System for Animals – 
Nestlé Purina)  

       Animais 

 
Escore fecal Cães Bovinos Suínos Ovinos 
     
1 6 13 - 4 
2 - 3 - - 
3 5 32 5 1 
4 28 - - 21 
 

 

4.3 – Amplificação dos fragmentos de gene glutamato dehidrogenase (gdh), triose 

fosfato isomerase (tpi) , β-giardin (bg) e SSU-rRNA  

 O total de amostras positivas para todas as espécies de animais, pela técnica de 

sulfato de zinco foi de 114, entretanto,  cada marcador apresentou diferente taxa de 

amplificação.  O fragmento do gene gdh foi amplificado em 38 (33,3%) amostras, o tpi 

em 42 (36,8%) e o bg em 31 (27,2%).   

Nesse estudo, inicialmente, foi proposta a análise de um quarto locus gênico, o 

SSU-rRNA (18S). Porém, mesmo após sucessivas tentativas, devido à má qualidade dos 

amplicons, não foi possível realizar o sequenciamento desse gene.  

Houve falha concomitante nas reações envolvendo os três genes para 20 

amostras, sendo cinco de bovino e 15 de cães.  

Das 38 amostras que tiveram  o fragmento de gene gdh amplificado, 13 (34,2%) 

eram de cães, nove (23,7%) de bovinos, duas (5,3%) de suínos e 14 (36,8%) de ovinos.  

O tpi foi amplificado em 42 amostras, sendo seis (14,3%) de cães, 18 (42,9%) de 

bovinos, três (7,1%) de suínos e 15 (35,7%)de ovinos. Entre as 31 amostras, nas quais o 

fragmento do gene bg, foi amplificado 11 (35,5%) eram de cães, 11 (35,5%) de bovinos 

e nove (29%) de ovinos.  

A figura 3 ilustra  a  amplificação dos fragmentos de gene bg, tpi e gdh  em gel 

de agarose a 2% corado com brometo de etídeo, resultantes das reações de nested-PCR..  
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Figura 3 – Análise da amplificação dos fragmentos de gene bg (A), tpi (B) e gdh (C), em gel de agarose a 

2% corado com brometo de etídeo, resultantes das reações de nested-PCR.  Marcador molecular de 100 

pb para os três géis. A) Fragmentos do gene bg de G. duodenalis, isolados de amostras fecais de bovinos. 

Peso molecular: 511pb.  B) Fragmentos do gene tpi  de G. duodenalis, isolados de amostras fecais de 

ovinos e suínos. Peso molecular: 530 pb. C) Fragmentos do gene gdh de G. duodenalis, isolados de 

amostras fecais de cães. Peso molecular : 530 pb.  

 

4.4 – Sequenciamento  

Foram obtidas e analisadas nesse estudo 70 sequências, sendo 34 (48,6%) do 

gdh, 25 (35,7%) do tpi e 11 (15,7%) do bg.  

 

4.4.1 – glutamato dehidrogenase (gdh) 

 Dos 34 isolados cujos fragmentos do gene gdh  foram sequenciados, 10 (29,4%) 

eram de cães, oito (23,5%) de bovinos, dois (5,9%) de suínos e 14 (41,2%)  de ovinos 

(Tabela 10).  

Os 10 (100%) isolados provenientes de cães, foram caracterizados como  

assemblage D, apresentando  homologia com à sequencia JN58.7376.1 armazenada no 

Genbank. 

Todos os isolados de ovinos e de bovinos foram identificados como assemblage 

E. Os isolados de bovinos apresentaram a mesma variação de nucleotídeo (T, posição 
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654), quando comparados à sequência de referência AY178741.  Porém, essa variação 

tornou-os idênticos à sequência EF07645.1 armazenada no Genbank. 

Na análise individual de cada sequência e comparando-a à sequência base 

respectiva, observou-se variação intra-assemblage em três (21,4%) isolados de ovinos 

identificados como E. Esses divergiram da sequencia base (AY178741), porém eram 

idênticos entre si. As posições da substituição dos nucleotídeos, assim como, os 

nucleotídeos substituídos nessas posições,  foram os mesmos para as três (Tabela 11). 

Os 11 (78,6%) isolados restantes  de ovinos não apresentaram 100% de similaridade 

com a sequência base (AY178741) mas, foram  idênticos entre si, variando em um 

nucleotídeo (T, posição 757).  

Em relação aos isolados de suíno, um (50%) foi caracterizado como assemblage 

E e  outro (50%) como D. Aquele identificado como D apresentou heterogeneidade com 

duplos picos ao longo da extensão do gene  (Figura 4 ). O isolado caracterizado como E 

foi idêntico a sequência de referência AY178741.   

Foram observadas três sequências distintas, sendo essas submetidas ao banco de 

dados Genbank, aguardando a liberação dos números de acesso.  

Na árvore filogenética estão dispostos os isolados em relação aos ramos da 

árvore, na qual observam-se três isolados de ovinos, genotipados como E, localizados 

separadamente dos demais. Observa-se, também, o isolado de suíno genotipado como 

D, que apesar de heterogêneo não foi retirado da confecção da árvore, já que não 

influenciava na disposição dos outros isolados. Todos os outros isolados estavam  

agrupados de acordo com o resultado da genotipagem (Figura 5).  
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Tabela 10 - Genotipagem das amostras de cães, bovinos, suínos e ovinos a partir do seqüenciamento do 
gene gdh  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

    
 

 
 
 
Tabela 11 - Variação intra assemblage E de Giardia duodenalis  procedentes de três isolados  ovinos da 
microrregião de Uberlândia identificadas pelo sequenciamento do gene gdh 
 

Isolados                     Posições  
 

 

   * assemblage E referência  

  
Isolados  assemblage 
 
DoNUdi003 

 
D 

DoNUdi011 D 
DoNUdi018 D 
DoNUdi019 D 
DoNUdi021 D 
DoNUdi022 D 
DoNUdi026 D 
DoNUdi029 D 
DoNUdi031 D 
DoNUdi033 D 
CaNUdi001 E 
CaNUdi002 E 
CaNUdi006 E 
CaNUdi010 E 
CaNUdi012 E 
CaNUdi013 E 
CaNUdi014 E 
CaNUdi016 E 
PiNUdi001 D 
PiNUdi003 E 
LaNUdi001 E 
LaNUdi002 E 
LaNUdi003 E 
LaNUdi004 E 
LaNUdi005 E 
LaNUdi006 E 
LaNUdi007 E 
LaNUdi008 E 
LaNUdi009 E 
LaNUdi010 E 
LaNUdi011 E 
LaNUdi012 E 
LaNUdi013 E 
LaNUdi014 E 

   585 630 654 
 
AY178741* 

 
G 

 
C 

 
A 

LaNUdi010 A T G 
LaNUdi012 A T G 
LaNUdi013 A T G 
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Figura 4 - Sobreposição de nucleotídeos em cromatograma da amostra de suíno dentificada 
como assemblage D pelo seqüenciamento do gene gdh. 
* Setas indicam os  duplos picos  
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Figura 5 – Relações filogenéticas dos isolados de Giardia duodenalis caracterizados pelo 
sequenciamento do gene gdh inferidas pela análise Neighbour-Joining. Valores de bootstrap estabelecidos 
em 1000 réplicas. 
 
 

 LaNUdi011
 LaNUdi014
 LaNUdi009
 LaNUdi008
 LaNUdi007
 LaNUdi006
 LaNUdi005
 LaNUdi004
 LaNUdi003
 LaNUdi002
 LaNUdi001

 Assemblage E
 PiNUdi003

 CaNUdi001
 CaNUdi006
 CaNUdi016

 CaNUdi010
 CaNUdi012

 CaNUdi002
 CaNUdi013

 LaNUdi010
 LaNUdi012
 LaNUdi013

 CaNUdi014
 Assemblage A

 Assemblage F
 PiNUdi001

 DoNUdi026
 Assemblage D
 DoNUdi003
 DoNUdi011
 DoNUdi018
 DoNUdi019
 DoNUdi021
 DoNUdi023
 DoNUdi029
 DoNUdi031
 DoNUdi033

 Assemblage B
 Assemblage C

64

72

100

70

78

42

65

63

66

100

58

8

32

5

63

0.01
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4.4.2 – triose fosfato isomerase (tpi)  

O fragmento do gene tpi foi sequenciado em 25 isolados.  Desses, cinco (20%) 

eram de cães, nove (36%) de bovinos, um (4%) de suíno e dez (40%) de ovinos (Tabela 

12).  

Entre os isolados de cães, dois (40%) foram identificados como assemblage B, 

sendo um  subassemblage BIII e o outro  BIV;  um (20%) identificado como E, um 

(20%) como C e um (20%) como A, subassemblage AI. Os cinco isolados de cães, 

(DoNUdi002, DoNUdi006, DoNUdi007, DoNUdi0011 e DoNUdi014) apresentaram 

100% de homologia com sequencias armazenadas no Genbank, cujos números de 

acesso são JQ794877.1, JQ863259.1, JF792417.1, JQ863259.1 e JQ688292.1, 

respectivamente. Para bovinos, oito (88,9%) isolados foram assemblage E e um (11,1%)  

assemblage B, subassemblage BIII. Entre as sequências de bovinos, apenas um  isolado 

mostrou-se homólogo a outro armazenado no Genbank (JQ837925.1). Os demais 

isolados de bovinos foram divergentes entre si. 

O isolado de suíno foi identificado como assemblage espécie-específica E, 

entretanto  não foi idêntico a nenhum outro descrito, sendo considerado novo.   

A genotipagem do tpi revelou variações nas assemblages em todos os  isolados 

procedentes de ovinos. Desses, seis (60%) foram identificados como assemblage E; um 

(10%)  como B, subassemblage BIII, um  (10%)  B subassemblage BIV e, dois (20%) 

como assemblage A, dos quais um foi subassemblage AI e outro AII.  

Na comparação entre as 10 sequências de ovinos obtidas, nesse estudo,  e as de 

referência, utilizadas para determinação de homologias observou-se que cinco (50%) 

isolados apresentaram homologia com sequencias de referência, sendo um  homólogo à 

sequência JQ837919.1, e os demais à sequência JQ837808.1, ambas  armazenada no 

Genbank . Nenhum dos cinco  isolados restantes apresentou homologia com qualquer 

sequencia descrita, sendo considerados novos.  

As sequencias inéditas foram depositadas no Genbank e aguardam número de 

acesso.  

Os isolados LaNUdi001 e  LaNUdi007 de ovinos e CaNUdi003, CaNUdi006 e 

CaNUdi008 de bovinos apresentaram ao longo da  sequência gênica sítios polimórficos 

entre as assemblages B-III e E, ocorrendo a sobreposição de nucleotídeos (Tabela 13).  

Na análise da figura 6, observa-se  agrupamento dos isolados nos respectivos 

ramos, principalmente àqueles referentes as subassemblages de A e B. Ressalta-se 
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presença do isolado DoNUdi007, de cão, no braço da árvore que representa a 

assemblage E e a localização dos isolados heterogêneos LaNUdi001, CaNUdi003, 

CaNUdi006 e CaNUdi003 entre os ramos das assemblages E e BIII. Apesar da presença 

de isolados heterogêneos, os mesmos não foram excluídos da confecção da árvore, visto 

que não interferiram no arranjo final.  

 

 

Tabela 12 - Genotipagem e subgenotipagem das amostras de cães, bovinos, suínos e ovinos a partir do 
seqüenciamento do gene tpi 
 

           Isolados  assemblage               Sub-assemblage 
 
DoNUdi002 

 
A 

 
I 

DoNUdi006 B IV 
DoNUdi007 E  
DoNUdi011 B III 
DoNUdi014 C  
CaNUdi001 E  
CaNUdi002 E  
CaNUdi003 E  
CaNUdi006 E  
CaNUdi007 E  
CaNUdi008 E  
CaNUdi010 E  
CaNUdi018 E  
CaNUdi022 B III 
PiNUdi001 E  
LaNUdi001 E  
LaNUdi003 A I 
LaNUdi005 E  
LaNUdi006 E  
LaNUdi007 
LaNUdi009 

B 
E 

III 

LaNUdi011 
LaNUdi013 

E 
E 

 

LaNUdi014 B IV 
LaNUdi016 A II 
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Tabela 13- Sobreposição de nucleotídeos em isolados de bovinos e ovinos caracterizados como E e BIII 
pela genotipagem do tpi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Assemblages referências 

**Isolados identificados como assemblage E 

***Isolado identificado como assemblage BIII 

 

 
 

 

 

Isolados Posição dos nucleotídeos e substituições 

347 350 374 396 397 398 405 408 411 426 429 432 439 440 442 462 468 471 473 483 495 501 504 507 518 528 529 532 533 534 535 537 540 548 549 552 561 583 585 597 606 618 624 625 627 633 642 645 647 693

*AF069561 C  C G C T T C T T G T T T G C C T G A T C A C C T G C A G C C T A G A C A A T T G G A G T T C C C A

*AY228645 T T A T C C T A A A C G T A T T C A G A T G T T A C T A A G T C G G G T G G C C T A G G G G T T T A

**LaNUdi001 T A A T C C . A A A C G C A T T C A G A T . T T A . T A . . . . . . G T . . . C T . . . . G . . G .

***LaNUdi007 . . . T . . T . . A C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G

**CaNUdi003 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . T . A . C . T A A . . A A T . . G . . T . . C . .

**CaNUdi006 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . C . T . A G C C T A A . C A . . . . G A . T . C C . .

**CaNUdi008 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . C T . . . . . . . . . G . A T . . . . .
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Figura 6 – Relações filogenéticas dos isolados de Giardia duodenalis caracterizados pelo 
sequenciamento do gene tpi inferidas pela análise Neighbour-Joining. Valores de bootstrap estabelecidos 
em 1000 réplicas. 
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40

1

1
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4.4.3 – β-giardin (bg)  

Das sequencias (n=11) obtidas  ao final do processo de sequenciamento do gene 

β-giardin, nove (81,8%) foram de bovinos e duas (18,2%) de ovinos, não havendo 

amplificação do bg em isolados de cães e suínos (Tabela 14).  

 Os isolados de bovinos e ovinos foram caracterizados como E, e todos 

apresentaram 100% de concordância com a sequencia AY072729.  Entre os ovinos, o 

isolado  LaNUdi003 apresentou homologia com  JN812330 e o isolado LaNUdi016 

com  EU769217, ambos armazenados no Genbank. 

Todos os isolados utilizados para a confecção do filograma não apresentam 

heterogeneidade ao longo da sequência. Observa-se  agrupamento de todos os isolados 

no ramo da assemblage E da árvore (Figura 7).  

  

Tabela 14 - Genotipagem das amostras de bovinos e ovinos a  partir do seqüenciamento do gene bg 

  

Isolados                       assemblages 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CaNUdi001 E 

CaNUdi006 E 

CaNUdi007 E 

CaNUdi010 E 

CaNUdi012 E 

CaNUdi013 E 

CaNUdi014 E 

CaNUdi016 E 

CaNUdi018 E 

LaNUdi003 E 

LaNUdi016 E 
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Figura 7 – Relações filogenéticas dos isolados de Giardia duodenalis caracterizados pelo 

sequenciamento do gene bg inferidas pela análise Neighbour-Joining. Valores de bootstrap estabelecidos 

em 1000 réplicas  

 

4.5 – Genotipagem multilocus (MLG)  

 Como demonstrado na tabela 15, 46 isolados  tiveram pelo menos um dos genes 

sequenciados (gdh, tpi e bg). Entretanto, somente quatro (8,7 %) obtiveram sucesso no 

sequenciamento simultâneo nos três genes (em negrito). Desses, três isolados (75%) 

foram concordantes na identificação das assemblages pela genotipagem dos três genes 

analisados, todas as assemblages foram identificadas como E (destacados em 

alaranjado).   
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Tabela 15 - Genotipagem e subgenotipagem das amostras de cães, bovinos, suínos e ovinos  a partir do 
seqüenciamento dos genes gdh, tpi e bg 

 
               gdh                                          tpi                                               bg 
 
 

 
 

Isolados Assemblage Assemblage Sub-assemblage Assemblage 
DoNUdi002 - A I - 
DoNUdi003 D   - 
DoNUdi006 - B IV - 
DoNudi007 - E  - 
DoNUdi011 D B III - 
DoNUdi014 - C  - 
DoNUdi018 D -  - 
DoNUdi019 D -  - 
DoNUdio021 D -  - 
DoNUdi022 D -  - 
DoNUdi026 D -  - 
DoNUdi029 D -  - 
DoNUdi031 D -  - 
DoNUdi033 D -  - 
CaNUdi001 E E  E 
CaNUdi002 E E  - 
CaNUdi003 - E  - 
CaNUdi005 - E  - 
CaNUdi006 E E  E 
CaNUdi007 - -  E 
CaNUdi008 - E  - 
CaNUdi010 E E  E 
CaNUdi012 E -  E 
CaNUdi013 E -  E 
CaNUdi014 E -  E 
CaNUdi016 E -  E 
CaNUdi018 - E  E 
CaNUdi022 - B III - 
PiNUdi001 D E  - 
PiNUdi003 E -   
LaNUdi001 E E  - 
LaNUdi002 E -  - 
LaNUdi003 E A II E 
LaNUdi004 E -  - 
LaNUdi005 E E  - 
LaNUdi006 E E  - 
LaNUdi007 E B III - 
LaNUdi008 E -  - 
LaNUdi009 E -  - 
LaNUdi010 E E  - 
LaNUdi011 E B III - 
LaNUdi012 E -  - 
LaNUdi013 E -  - 
LaNUdi014 E A II - 
LaNUdi015 - E  - 
LaNUdi016 - E  E 

 



62 

 

 

4.6 – Relação entre assemblage, sexo, faixa etária, raça e aptidão  

 Para essa análise foram  utilizados os isolados que apresentaram congruência de 

assemblage para os três genes. Os três isolados eram de bovinos, da raça Girolando, de 

aptidão dupla e escore fecal 3 (pastoso), entretanto, a faixa etária foi diferente. 
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 A genética do complexo Giardia duodenalis ainda não está completamente 

esclarecida.  Entender a epidemiologia da giardíase requer caracterização das fontes de 

contaminação e o entendimento do papel da transmissão antroponótica, zoonótica e 

ambiental. 

Trabalhos que relatam a presença e os índices de infecção por Giardia 

duodenalis em bovinos, ovinos e suínos na região abrangida por esse estudo são 

inexistentes. Entretanto, Mundim et al. (2007) em trabalho realizado, com cães,  no 

município  de Uberlândia,  observaram positividade de 29%, índice superior ao de 

21,6% encontrado nessa pesquisa. No Brasil os índices de prevalência de giardíase em 

cães foram estimados entre 0,8 e 36% (HUBER et al., 2005; VOLOTÃO et al., 2007; 

CAMPOS FILHO et al., 2008; KATAGIRI e OLIVEIRA-CERQUEIRA, 2008),   

superiores aos reportados em vários países, que variam entre 01e 24,8% (LIU et al., 

2008; EPE et al., 2010).  Para bovinos, os 18,75% de positividade, encontrados nesse 

estudo, é intermediário entre as taxas brasileiras e mundiais. No Brasil estudos 

reportaram prevalência de aproximadamente 9% (PAZ E SILVA et al., 2006) enquanto 

no mundo chega a 43,6% (BERRILLI et al., 2004; LANGKJAER et al., 2007; 

JELSTROM-HULTQVIST et al., 2010). A infecção por G. duodenalis em suínos 

somente foi reportada mundialmente, com índices variando entre 0,1 e 20% (HAMMER 

et al., 2007) os quais englobam os 5,5%  identificados nesse estudo.  Os números da 

infecção em ovinos nesse trabalho (24,8%) são superiores aos observados no Brasil por  

Silva et al. (2011) e Chiebao et al. (2012) que  reportaram  taxas  entre 1,9 e 18,75%. No 

mundo a prevalência do protozoário em ovinos atinge índice de até 55,6% 

(GIANGASPERO et al., 2005; GEURDEN et al., 2008; GÓMEZ-MUÑOZ ET AL., 

2009).  A diferença entre as prevalências encontradas no Brasil e no mundo, pode estar 

associada à metodologia empregada, às condições de saneamento básico e sanitárias dos 

animais e diferenças climáticas e ambientais.  

Entre os animais, assim como nos humanos, a idade é fator facilitador para a 

instalação da doença. Animais jovens são mais susceptíveis à doença,  do que os adultos 

(BECHER et al., 2004).  Para cães, a faixa etária mais susceptível não é definida, no 

entanto, vários trabalhos enfatizam a tendência de animais jovens à infecção (LITTLE 

et al., 2009; TANGTRONGSUP e SCORZA, 2010; BECK et al., 2012), vindo de 

encontro aos achados dessa pesquisa.   

A faixa etária dos bovinos, suínos e ovinos, apresentou significância estatística 

em relação à infecção, corroborando com Liu et al. (2012) que comentaram  que a taxa 
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de infecção em animais de produção é inversamente proporcional  a idade,  e com  

Olson et al. (1997)  que reportaram maior prevalência de Giardia duodenalis em ovinos 

com até sete meses de vida.  

Para cães, somente a raça apresentou relação com a positividade dos animais, no 

entanto não foram encontrados na literatura trabalhos que discutam esse resultado. 

Entretanto, GOMÉZ-MUÑOZ et al.  (2009) e  BECK et al. (2012)  relataram que para 

animais de produção a positividade de Giardia duodenalis independe da raça.  

 As variáveis sexo e aptidão analisadas nessa pesquisa, não foram 

estatisticamente significantes, corroborando com os estudos provenientes da China, 

Austrália, Estados Unidos, Espanha, Polônia e Croácia (GOMÉZ-MUÑOZ et al, 2009; 

YANG et al., 2009; SOLARCKYZ et al., 2010BECK et al., 2012; LIU et al., 2012; 

SANTÍN et al., 2012;).  Segundo esses autores, animais  independente dessas variáveis 

são igualmente susceptíveis a infecção por Giardia duodenalis.   

 Nesse estudo, a PCR para os três genes (gdh, tpi e bg) falhou em amplificar 

fragmentos do DNA de Giardia duodenalis em  algumas amostras positivas pela técnica 

microscópica. A falha pode ser atribuída à pequena quantidade de cistos, à pequena 

quantidade de DNA alvo presente nas amostras, à presença de inibidores da PCR nas 

fezes e pela  associação desses fatores com a  baixa eficácia do processo de extração do 

DNA (CASTRO-HERMIDA et al., 2007; GELANEW et al. 2007; GOMEZ-MUÑOZ et 

al., 2012). Além disso, o pequeno volume de amostra utilizado e/ou perda de parasitos 

durante a lavagem, podem prejudicar a amplificação (CASTRO-HERMIDA et al., 

2007; PALMER et al., 2008). A escolha do gene alvo, também, é de importância 

fundamental para o sucesso da amplificação (THOMPSON, 2008). Por serem 

considerados genes menos conservados, gdh, tpi e bg apresentam variabilidade maior 

que outros genes, o que pode levar a excessivos desequilíbrios na região de ligação, 

resultando em baixa sensibilidade da PCR (CACCIÒ e RYAN, 2008) 

Nesse trabalho, nenhuma das reações para amplificar e sequenciar o gene SSU-

rRNA obtiveram sucesso. Esse fato é contraditório aos estudos feitos por Hopkins et al. 

(1997); Berrilli et al. (2004); Leonhard et al. (2004) e Cacciò e Ryan (2008) nos quais a 

subunidade ribossomal 18S (SSU-rRNA) foi  amplamente utilizada, com resultados 

satisfatórios.  Esses pesquisadores enfatizam a natureza de multicópias desse gene, 

como vantagem em relação aos que possuem cópias únicas e o elevado grau de 

conservação da sequencia. Entretanto, o protocolo associado à amplificação desse gene 

é de difícil execução e normalmente, ingredientes como o dimetilsulfóxido (DMSO) e 
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tampões especiais são necessários para melhorar a qualidade da reação (FENG e XIAO, 

2011). Nesse estudo vários protocolos foram testados, inclusive àqueles contendo 

DMSO, no entanto, não foram observados resultados.  

Autores como Abe et al. (2003), Leonhard et al. (2007) e Lebbad et al. (2010) 

atribuem ao gdh, maior sucesso na amplificação, entretanto,  não há consenso entre os 

pesquisadores sobre qual dos três genes, utilizados nesse trabalho, é o mais eficiente 

para ser alvo dessa reação. Traub et al. (2004) comentaram que os genes gdh, tpi e bg 

são comumente usados, porque a maioria dos “primers” consegue amplificar entre 40 e 

60%  desses genes. Os dados encontrados, no presente estudo, revelam o tpi como  gene 

alvo mais eficaz para  reações de amplificação de fragmentos do DNA.  

Dentre os vários genes utilizados em trabalhos de genotipagem, alguns 

apresentam maior sensibilidade para identificar assemblages de Giardia duodenalis 

(CACCIÒ e RYAN, 2008). Nesse estudo o gene de maior sensibilidade foi o gdh, 

sequenciado em 89,5% dos isolados.  Read et al. (2004); Wielinga e  Thompson (2007) 

e Cacciò e Ryan  (2008) comentaram  que genes como gdh e tpi e em menor proporção 

o  bg, são capazes de  promover informações  detalhadas das assemblages de G. 

duodenalis, por possuirem sequências polimórficas capazes de diferenciar os genótipos 

de forma precisa.  

Todos os isolados, cujos fragmentos do gene gdh foram sequenciados, foram 

identificados como assemblage espécie-específica. O encontro de cães infectados com a 

assemblage D, corrobora com Scorza et al. (2012) que identificaram a maioria dos 

isolados caninos como D, utilizando o mesmo gene. Sulaimain et al. (2003) relataram 

que, embora,  a assemblage C também seja específica de canídeos, a D é a prevalente 

nesse grupo animal. Os animais de produção (bovinos, ovinos e suínos) estavam 

infectados com G. duodenalis assemblage E. Em animais de produção O’Handley et al. 

(2000); Huetink et al. (2001); Trout et al. (2004); Castro-Hermida et al. (2007); Souza et 

al. (2007); Feng et al. (2007); Santin et al. (2009); Gomez-Muñoz, et al. (2012) 

comentaram que a  assemblage E é comum nesses animais, vindo de encontro com os 

resultados dessa pesquisa.  

Pelo cromatograma  do isolado PiNUdi001 (fragmento do gene gdh) observou-

se nucleotídeos sobrepostos localizados nas mesmas posições nas assemblages D e E. 

Essa intercessão sugere a presença concomitante das duas assemblages no isolado. 

Apesar de não serem comuns, esses achados também foram observados por Langkjaer 

et al. (2007) e  Sprong et al. (2009). 
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A divergência identificada no sequenciamento do gene gdh, entre os isolados 

LaNUdi010, LaNUdi012 e LaNUdi013 e a sequência de referência E revelou  padrão de 

substituição dos nucleotídeos ao qual,  associado à análise da árvore filogenética, 

sugerem  que esses isolados podem  ser classificados como subassemblages da 

assemblage E. A posição dos isolados na árvore é determinante para a conjectura dessa 

hipótese, já que esses aparecem agrupados em um ramo diferente daquele que reúne os 

outros isolados da mesma assemblage. Alguns trabalhos relatam sobre a existência de 

subassemblages E (SULAIMAN et al., 2003; TROUT et al., 2004; RYAN et al., 2005;  

RUIZ et al., 2008; ),  porém não há dados concretos que suportem essa condição. Yang 

et al. (2009), informaram que quando o resultado é fornecido por somente um  locus 

gênico, os dados não são conclusivos. Como esse padrão foi observado somente pela 

genotipagem do gdh, mais estudos são necessários para confirmação. 

  Corroborando com Wielinga e Thompson (2007); Cacciò e Ryan, (2008) e 

Gomez-Muñoz et al. (2012), nesse estudo o tpi apresentou maior variabilidade 

interassemblage, quando comparado aos outros dois genes. Além das assemblages 

espécie-específicas , o sequenciamento desse gene, também, identificou assemblages B 

e A. Entre os isolados de cães, a maioria foi identificada como zoonótico, contrariando 

Hopkins et al. (1997); Bugg et al. (1999); Traub et al. (2002); Ballweber et al. (2010) e 

Covacin et al. (2011) que sugeriram que animais que vivem agrupados em canis, como 

os desse estudo, tendem a ser acometidos por isolados espécie-específicos. A 

genotipagem do isolado de cão como assemblage E, apesar de incomum foi relatada  

por Dado et al. (2012) em seis cães avaliados em estudo na Espanha. Entretanto, 

nenhuma explicação para esse ocorrido foi encontrada na literatura, não descartando, 

possível  contaminação da amostra em ambiente laboratorial.   

A caracterização do tpi revelou  sequências heterogênicas, com  maior proporção 

de duplos picos, quando comparado aos outros dois genes, corroborando com  Lebbad 

et al. (2010). A sobreposição de nucleotídeos foi observada nos  isolados caracterizados 

como BIII e E, sugerindo possíveis infecções mistas BIII/E e E/BIII.  Entretanto, nem 

sempre a presença de duplos picos no cromatograma pode ser explicada como infecção 

mista, devendo-se considerar, também,  hipóteses como a recombinação meiótica e a 

heterozigose alélica (CACCIÒ e RYAN, 2008). Para resultados  seguros Levecke et al, 

(2009),  Lebbad et al., (2010) e Almeida et al. (2010)  sugeriram o uso de “primers” 

assemblage específicos, capazes de diferenciar com maior precisão infecções intra-

assemblages.  Duplos picos são relatados, frequentemente, em isolados das assemblages 
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B, C, D e E, mas nunca em isolados da assemblage A, F e G. Cacciò e Ryan, (2008) e 

Lalle et al., (2009), relataram que duplos picos são mais comuns em   subassemblages 

B, devido ao alto grau de divergência alélica da sequência. Morrison et al. (2007) e 

Franzén et al. (2009) demonstraram nível de heterozigose alélica de 0,5% para a 

assemblage B , superior ao 0,001% atribuído a A. No presente trabalho, observou-se 

maior proporção de assemblage E com duplos picos, concordando com os relatos de 

Geurden et al. (2008) e Lebbad et al. (2010). Não existem na literatura relatos da 

presença simultânea das assemblages B e E em mesmo isolado, mas Yang et al. (2009), 

Feng et al. (2008) e Santin et al. (2009)  relataram, em animais de produção, a existência 

de  infecções mistas entre as assemblages A e E. Gelanew et al.  (2007) comentaram que  

existem mecanismos como a introgressão, que podem, provavelmente,  ocasionar 

mudanças de assemblages, quando diferentes genes são utilizados.  Smith et al. (2006) 

sugerem que a ocorrência de infecções mistas nas diversas assemblages e sub-

assemblages de G. duodenalis, reflete o comportamento complexo do parasito no 

ambiente e a exposição de humanos e animais a múltiplas fontes de infecção.   

Quando comparado ao gdh e ao bg o tpi foi  o gene que apresentou maior 

polimorfismos, vindo de encontro aos relatos de Sulamain et al. (2003). Essa 

característica fica evidente ao longo de todo o gene tanto interespécie (Giardia spp.), 

quanto intraespécies (Giardia duodenalis), visto que o tpi identificou 15 novas 

sequencias, o gdh duas e o bg nenhuma. Esses achados reforçam os comentários de 

Wielinga e Thompson, (2007); Cacciò e Ryan, (2008); Gomes-Muñoz et al. (2012) os 

quais  destacaram ser esse gene  excelente alvo de investigação para identificação de 

isolados e  para estudo de surtos investigativos. 

O resultado de assemblages espécie-específicas no sequenciamento do  bg é 

concordante com os relatos de Read et al. (2004); Wielinga e Thompson (2007); Cacciò 

e Ryan (2008) que apresentaram-no como o menos polimórficos dos três genes 

utilizados para esse estudo, por consequência com menor capacidade de produzir 

informações detalhadas sobre as assemblages. Os resultados dessa pesquisa 

demonstraram que todos os isolados caracterizados, concomitantemente, pela 

genotipagem dos genes gdh e bg apresentaram resultados idênticos, concordando com 

Abbe et al. (2003); Leonhard et al. (2007) e Lebbad et al. (2010).  

É importante ressaltar que o tamanho da amostra, as condições em que vivem os 

animais e as práticas de manejo parecem ser responsáveis pela distribuição das 

assemblages de Giardia duodenalis nos animais (SANTIN et al., 2009).   
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 A baixa resolução das ferramentas de genotipagem, frequentemente utilizadas,  

têm limitado o entendimento da transmissão da giardíase (CACCIÒ et al., 2005). Além 

disso, estudos reportam que 15% dos isolados genotipados por apenas dois marcadores 

apresentam incoerências genotípicas (SPRONG et al., 2009). Dessa forma, a análise de 

genotipagem multilocus tem sido utilizada para caracterização da G. duodenalis humana 

e animal (CACCIÒ et al., 2008). Nesse estudo, das quatro amostras nas quais os três 

genes foram sequenciados, três apresentaram completa concordância de assemblages. 

Cacciò et al. (2008) reforçam a importância da MLG e sugerem que essa deve ser usada 

empre que a nomenclatura apropriada para G. duodenalis (assemblage e sub-

assemblage) for necessária. No entanto, os isolados desse estudo não puderam ser 

incluídos no modelo proposto por Cacciò et al. (2008) por ser somente válido para 

isolados caracterizados como zoonóticos. Diversos estudos usando o MLG revelaram 

que isolados originários de humanos e de  animais não são atribuídos erroneamente à 

uma assemblage (TRAUB et al., 2004; CACCIÒ et al., 2008) 

Entre os isolados que só tiveram dois genes amplificados percebeu-se  a 

predominância da assemblage  E. Entre os casos divergentes, observou-se a presença 

das subassemblages AI e AII e BIII e BIV. De acordo com Read et al. (2004) e 

Leonhard et al. (2007)  esse padrão tem sido encontrado em isolados humanos e  de 

animais, e parece ser frequente na combinação de diferente genes marcadores, quando 

um isolado pode ser genotipado como zoonótico por um “primer” e espécie-específica 

por outro.  Para estudos de epidemiologia molecular, existem grandes implicações nas 

inferências das conclusões dependendo das interpretações dos dados gerados. 

Devido a pequena quantidade de isolados caracterizados pela MLG não foi 

possível estabelecer qualquer relação entre as variáveis analisadas nesse estudo e as 

assemblages, visto que os dados eram insuficientes para análise estatística.  Entre as 

variáveis analisadas, a raça a aptidão e o escore fecal foram idênticos para os três 

bovinos caracterizados como E. O´Handley et al. (2000); Huetink et al. (2001) e  

Alppelbe et al. (2003) em estudos realizados com bovinos leiteiros e de corte 

observaram que, a aptidão não interfere na assemblage do isolado, sendo 90% 

caracterizados como assemblage não-zoonótica. Não foram encontrados na literatura 

relatos que relacionem a assemblage específica de bovinos com raça ou escore fecal. 
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♦ A prevalência de Giardia duodenalis observada para cães, bovinos, suínos e 
ovinos foi de 21,66%, 18,75%, 5,5% e 24,8%, respectivamente;  
 

♦  A faixa etária foi a única variável que apresentou associação com a positividade 
para os quatro animais, concomitantemente. 
 

♦ Para os cães, a raça foi significante em relação à infecção.  
 

♦  A PCR falhou em amplificar amostras positivas pela microscopia óptica;  
 

♦ Não se obteve sucesso nas reações envolvendo o gene SSU-rRNA (18S); 
 

♦  O gene tpi foi o que apresentou maior sucesso na amplificação, enquanto o gdh 
foi o mais sequenciado; 
 

♦  As assemblages espécie-específicas foram as prevalentes, para todas as espécies 
de animais, utilizando-se os três genes;  
 

♦  Foram observadas amostras heterogêneas, de suínos, no sequenciamento do 
gene gdh, e de bovinos e ovinos, no sequenciamento do tpi.  
 

♦  O tpi foi o único gene que classificou  isolados como assemblage zoonótica; 
 

♦  Somente três isolados apresentaram concordância utilizando-se os três genes, 
sendo todos identificados como assemblage E.   
 

♦ Não foi possível estabelecer relações entre assemblages e sexo, faixa etária, raça  
aptidão e escore fecal.   
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