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1. INTRODUCAO

Giardia € um protozoario flagelado binucleado que parasita o intestino
delgado de uma variedade de animais (ADAM, 1991). A espécie Giardia lamblia
foi considerada uma zoonose pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em
1979 sendo o principal protozoario causador das doencas intestinais que afetam o
homem ao redor do mundo causando diarreia, insOnia, nauseas e vOmitos
(KHEIRANDISH et al., 2011).

O parasito apresenta duas formas evolutivas: trofozoito e cisto. O trofozoito
€ a forma movel e vegetativa quando no hospedeiro, causando a giardiase. O
cisto é a forma infectante e também de resisténcia do parasito, pois ao serem
eliminados nas fezes do hospedeiro parasitado contaminam a agua e alimentos
(NEVES, 2005). ApoOs a ingestao, o desencistamento ocorre na porc¢ao inicial do
intestino delgado, tendo como estimulo o ambiente acido do estbmago, e cada
cisto gera dois trofozoitos. Os trofozoitos fixam-se na mucosa intestinal (duodeno
e jejuno) onde formam col6nias, absorvendo vitaminas lipossoluveis. Apds, 0
processo de encistamento inicia-se na porcdo final do intestino delgado por
estimulos ainda nédo esclarecidos (HUANG; WHITE, 2006). Os cistos sdo entéao
eliminados do hospedeiro através das fezes, reiniciando o ciclo. No ambiente os
cistos resistem até dois meses se as condi¢des de temperatura e umidade forem
favoraveis (LAUWAET et al., 2011).

Atualmente, a Giardia € um dos protozoarios mais estudados no mundo
devido a sua grande importancia em saude publica (LAUWAET et al., 2011)
sendo associada a deficiéncias nutricionais e baixo ganho de peso,
principalmente em criancas de idade pré-escolar (PAULINO, 2005).

A técnica padrao-ouro utilizada para deteccao de Giardia spp. baseia-se no
método de centrifugo-flutuacdo, denominada técnica de FAUST (FAUST et al.,
1938), a qual utiliza sulfato de zinco, um sal que além de ser mais caro que outros
sais comumente usados ainda pode ocasionar distorcdo dos cistos e trofozoitos
(CONBOY,1996).

Para a separacdo de coproantigenos utilizados em diagnosticos
imunoldgicos e obtencdo de cistos para o cultivo de Giardia, faz-se necessaria a
integridade morfoldgica dos cistos ndo sendo, portanto, a técnica de FAUST a
recomendada para este fim. Como alternativa, as técnicas que utilizam gradientes
de sacarose, um produto mais barato e facilmente retirado da amostra através de
lavagens, mantém a estrutura dos cistos (TASHIMA, 2007; DIAS et al., 2007).

Devido ao exposto, 0 objetivo deste trabalho foi comparar as técnicas de
SHEATER (1923) e de ROBERTS-THOMPSON (1976), para avaliar o potencial
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de ambas as técnicas na separagdo e manutencdo da integridade de cistos, para
posterior utilizacdo em ensaios de imunodiagnadstico.

2. MATERIAL E METODOS

Um total de seis amostras de fezes (duas de felinos domésticos e quatro de
humanos) ndo formalinizadas, previamente caracterizadas como positivas pelo
método de FAUST, foram submetidas a técnica de SHEATER e de ROBERTS-
THOMPSON com algumas modificagcbes. Resumidamente, as fezes contendo
cistos foram diluidas 1:5, em solucéo fisiolégica para SHEATER e agua destilada
(AD) para ROBERTS-THOMPSON e entéo filtradas em gaze dobrada em 4. As
diluicdes fecais foram submetidas a lavagem e centrifugacdo a 2.500 rpm por 5
min por 4 vezes com AD. Apés a ultima centrifugacéo o pellet foi suspenso nas
solucBes de sacarose: solucdo concentrada de acuUcar para SHEATER e sacarose
PA 1M para ROBERTS-THOMPSON seguida de centrifugacédo a 2.000 rpm por
15 min. O material centrifugado foi submetido a microscopia de campo claro,
sendo as amostras para observacéao retiradas da porcédo superior do tubo para
SHEATER e da interface agua—sacarose para ROBERTS-THOMPSON. Para a
retirada da sacarose foram realizadas duas lavagens com AD, e o ultimo
sedimento suspenso em 1mL de AD, todas as suspencdes positivas na analise
microscopica, foram concentradas em tubo de centrifugacéo, sendo um tubo para
SHEATER e outro para ROBERTS-THOMPSON e entdo centrifugadas
novamente a 2.500 rpm por 5 min, o sobrenadante foi eliminado, e o pellet foi
resuspendido em 1,5mL de AD, concentrando-se assim todos os cistos obtidos
através das duas técnicas analisadas, sendo estes cistos mantidos sob
refrigeracdo a 4°C. Os cistos obtidos através das técnicas de SHEATER e de
ROBERTS-THOMPSON foram contados em camara de Neubauer para
comparacao do total de cistos separados por ambas as técnicas. Paralelamente,
foi realizada a técnica de FAUST, conforme protocolos estabelecidos (FAUST,
1938; NEVES, 2005) como padréo de positividade.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A técnica de SHEATER néo apresentou boa sensibilidade quando
comparada com a técnica de FAUST, pois ndo detectou cistos de Giardia spp. em
guatro das seis amostras submetidas a este protocolo, totalizando uma deteccéo
de 33,3%. Resultado semelhante foi relatado por MEIRELES (2007) ao comparar
estas duas técnicas em fezes de animais domeésticos.

Através da técnica de ROBERTS-THOMPSON foi possivel observar cistos
de Giardia em todas as amostras testadas, apresentando 100% de sensibilidade.

Apoés a contagem dos cistos em camara de Neubauer constatou-se que a
técnica de ROBERTS-THOMPSON foi muito eficiente ao recuperar cistos, tendo
sido possivel recuperar 1,9 x 10° cistos/mL. Os cistos separados pela técnica de
SHEATER nao foram significantes. Estes resultados foram semelhantes ao
descrito por TANTAWIWATTANANON et al. (2006) ao utilizar a técnica
ROBERTS-THOMPSON para separacao de cistos visando o cultivo de Giardia e
utilizacdo de cistos em imunodiagnéstico. A técnica de ROBERTS-THOMPSON
permite a obtencdo de grande quantidade de cistos e manutencdo de cistos
viaveis (TANTAWIWATTANANON et al. 2006). Dentre os resultados obtidos, a
técnica de ROBERTS-THOMPSON foi semelhante ao da técnica de FAUST.
Contudo, a possibilidade de manutencg&o de cistos viaveis ndo € possivel através
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da técnica de FAUST, mas importante na obtencdo de croproantigenos para
imunodiagnaostico e cultivo de Giardia spp., caracteristicas estas que se destacam
na técnica de ROBERTS-THOMPSON.

4, CONCLUSOES

A técnica de ROBERTS-THOMPSON foi mais eficiente ao separar cistos
de Giardia, sendo uma alternativa para o diagnostico deste protozoario e
obtencéo de cistos viaveis. Os cistos separados por esta técnica serdo inoculados
em camundongos para producdo de soro hiperimune contra Giardia spp. e
utilizados como coproantigenos em ensaios de Imunofluorescéncia, ELISA e
Western Blot.
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