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ABSTRACT

The soil is an important vehicle for the transmission of the protozoan Giardia
duodenalis, which causes the global disease giardiosis, gastroenteritis of changeable
severity. The objective of this study was to evaluate different process of
homogenization soil samples in order to know which of them is most effective for cysts
detection and recovery. Four treatments of homogenization were performed with four
replicates of each one. Each replicate contained 10g of soil contaminated with a 500
cysts, moistened with phosphate-buffered saline and shaked according to the following
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treatments: vortex for 2 minutes; magnetic stirrer for 10 minutes, homogenization
during 30 minutes in a rotary mixer; and manual homogenization for 5 minutes. After
homogenization, the samples remained resting for 5 minutes on the bench in order to
sediment and separate the coarser soil particles. Then the supernatant and the finer
particles were centrifuged at 1050 x g for 10 minutes and the immunomagnetic
separation was performed in the resulting pellet. The cysts were labeled and enumerated
by immunofluorescence assay. There was no significant different found in the mean
value of magnetic stirrer (81.07), rotary mixer (70.40) and manual homogenization
(49.60). However, the replicates of rotary mixer showed themselves more homogeneous
when separating the coarser particles from the finer ones that would be taken to
centrifugation. Therefore, this treatment was chosen as the most effective and
reproducible process. The mean from the vortex samples was the lowest (8.45) showing

a significant difference from the others.

RESUMO

O solo é uma das vias de transmissdo do protozoario Giardia duodenalis, que pode
causar a doenca global giardiose, gastroenterite de severidade variavel. O objetivo deste
trabalho foi avaliar diferentes formas de homogeneizagdo de amostras de solo visando
saber qual delas é mais eficiente para deteccdo e recuperacdo de cistos. Foram
realizados quatro tratamentos de homogeneizacdo com quatro réplicas cada. Cada
réplica continha 10 g de solo contaminado com uma concentracdo 500 cistos,
umedecidas em PBS e agitadas conforme os tratamentos: vértex por 2 minutos; agitador
magnético por 10 minutos; homogeneizagdo durante 30 minutos em mixer rotatorio e
homogeneizacdo manual por 5 minutos. ApOs a homogeneizacdo as amostras
permaneceram em repouso na bancada durante 5 minutos para sedimentacdo e
separacdo de particulas mais grossas do solo. Em seguida o sobrenadante liquido e as
particulas mais finas foram centrifugadas a 1050 x g por 10 minutos e ao pellet
resultante foi realizada a separagdo imunomagnética. Os cistos foram marcados e
enumerados mediante a reacdo de imunofluorescéncia direta. As médias entre agitador
magnético (81.07), mixer rotatorio (70.40) e homogeneizagdo manual (49.60) nao
apresentaram diferencas significativas, porém as replicas do tratamento mixer rotatorio

se mostraram mais homogéneas em relacdo a separacdo de particulas mais grossas
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daquelas mais finas que seriam levadas a centrifugagcdo. Dessa forma elegeu-se esse
tratamento como o mais efetivo e reprodutivel. A média das réplicas do tratamento

vortex foi a mais baixa (8.45) sendo significativamente diferente das outras.

INTRODUCAO

Giardia duodenalis é um protozoario ndo invasivo que se localiza na superficie
luminal. E o agente causador mais comum de diarréias e, por ano, sdo infectadas 280
milhdes de pessoas. A giardiose, gastroenterite de severidade variavel, ocorre no mundo
inteiro e é responsavel por morbidade em humanos e perdas econdmicas relacionadas a
producdo bovina (Ortega-Pierres et al., 2009), sendo uma parasitose com grande
potencial zoondtico por acometer diversos hospedeiros (Geurden et al., 2011). Seus
principais sintomas sdo: diarréia cronica ou aguda, desidratacdo, dor abdominal, perda

de peso (Thompson et al., 2000).

A transmissdo desta parasitose ocorre pela rota fecal oral, devido a ingestdo do cisto, de
tamanho entre 8um a 12um, que é eliminado junto com as fezes dos individuos
infectados. A parede externa do cisto é totalmente impermeavel para solu¢des aquosas o
que permite a sobrevivéncia deste em aguas ou desinfetantes (Dumeétre et al., 2012), e
impede o ressecamente em ambientes secos. A parede possui espessura entre 300 e 500
nm e é constituida principalmente por uma rede densa de fibrilas enroladas da proteina
N-acetil galactosamina, que pode criar um potencial de atracdo ou repulsdo de forcas,

favorecendo a adesdo do protozoario em diferentes substratos como grdos de solos,
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superficies de alimentos, entre outros (Dumétre et al., 2012). Dependendo do pH do

meio, 0s cistos adquirem maior ou menor carater hidrofobico (Dai et al., 2004).

A veiculacdo desse protozoario pode ser hidrica, alimentar ou através do solo
contaminado, sendo esta ultima uma das hipOteses mais comuns de rotas para o
carreamento de parasitos para as fontes de agua (Madore et al., 1987). Quando essas
aguas sdo utilizadas para abastecimento publico ou irrigacdo de alimentos podem
ocasionar surtos epidémicos envolvendo grande diversidade de patdgenos, com severas
consequéncias para a salde publica. Dentre esses surtos, apenas considerando 0s
ocorridos devido a veiculagdo hidrica, j& foram notificados mais de duzentos surtos de
giardiose (Karanis et al, 2007; Baldursson & Karanis, 2011). A quantidade de surtos
ainda é subestimada, tendo-se em vista que em muitos paises a notificacdo dos eventos

nao é obrigatdria.

Com o0 aumento da preocupacao com a transmissdo de diversos patdgenos pela agua,
surge a necessidade de controle das matrizes ambientais em que 0 homem esteja em
contato. Uma metodologia simples e direta, com a menor quantidade de passos
possiveis e que apresente uma recuperacdo efetiva pode ajudar na prevencdo da

contaminacéo e transmisséo de doengas.

Visando a padronizacdo de uma metodologia de deteccdo de protozoarios patogénicos
no solo, este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes processos de
homogeneizacdo aplicaveis as amostras de solo de modo a promover maior
desprendimento dos cistos de Giardia duodenalis presentes no solo, possibilitando sua
recuperacdo na fase aquosa. Conseguir uma maxima dispersdo dos agregados de solo é
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um fator crucial nos procedimentos de recuperacdo de organismos pois as metodologias

s0 serdo eficientes apds separacao dos agregados de solo (Bakken & Lindahl, 1995).

METODOLOGIA

Coleta da Amostra de Solo

Amostras de solo superficial, livre de microorganismos, foram colhidas em ambiente
com grande luminosidade e quantidade de matéria organica. As amostras foram secas ao
ar e peneiradas em malha de orificios de 4 mm? para posterior autoclavagem sob vapor

fluente.

Obtencéo e purificacdo das formas infectantes dos parasitos em estudo

A suspensdo de cistos de Giardia duodenalis utilizada como inoculo foi purificada a
partir de fezes humanas utilizando metodologia adaptada de Rocha et al., 2003 e
Roberts-Thomson et al., 1976. As fezes humanas positivas foram diluidas (1:5) com
agua destilada, peneiradas em malha de orificio de 50 um e lavadas com agua destilada
em diversas centrifugacBes. O sedimento da ultima lavagem foi ressuspenso em 7 mL
de agua e, em seguida, foi acrescentada cuidadosamente a solucdo de sacarose 1M. Os
tubos foram centrifugados para a recuperacdo dos cistos da interface agua-sacarose. Os

cistos foram colocados em novo tubo, centrifugados e o sobrenadante foi ressuspenso
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em 3 mL de 4gua para a adi¢do cuidadosa de 3mL de sacarose a 0.75M. Novamente 0s
tubos foram centrifugados, os cistos foram recolhidos da interface 4gua-sacarose e uma
série de centrifugacOes foi realizada para a retirada da sacarose. Purificados, os cistos
foram armazenados em agua MiliQ juntamente com os antibidticos penicilina (110
U/mL), estreptomicina (0.1 mg/mL), gentamicina (0.1 mg/mL). Posteriormente, foi
realizada a reagdo de imunofluorescéncia direta (RID), com anticorpos monoclonais
marcados com isotiocianato de fluoresceina, de kit comercial, para a verificacdo da

integridade dos cistos purificados (Figura 1).

Figura 1. Cistos de Giardia duodenalis purificados de fezes humanas. Em a, b, e ¢
cistos visualizados ap6s RID. Em d cistos em campo claro. Em e cistos visualizados

apos coloragdo com DAPI.

Figure 1. Giardia duodenalis cysts purified from human feces. In a, b and c, cysts
visualized after immunofluorescence assay. In d cysts in bright fild. In e cysts visualized
after stained with DAPI.
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Comparacdo dos métodos de homogeneizacéo

Para a definicdo do protocolo de deteccdo de cistos no solo foram analisados, em
ensaios independentes, quatro tratamentos com quatro réplicas cada, relativos aos
diferentes processos de homogeneizagdo. As amostras de solo contaminadas foram

umedecidas em PBS e agitadas conforme os tratamentos:

vortex por 2 minutos;

agitador magnético por 10 minutos;

Agitacdo durante 30 minutos em mixer rotatorio;

homogeneizacdo manual por 5 minutos

Cada réplica foi composta de 10 g de solo e de uma concentracdo determinada de cistos
(5 x 10?), sendo o esperado encontrar 50 cistos/ g de solo para as amostras contaminadas

com 5 x 102 parasitos.

Apbs a homogeneizacdo as amostras permaneceram em repouso na bancada durante 5
minutos para sedimentacdo e separacdo de particulas mais grossas do solo. O
sobrenadante liquido e as particulas mais finas foram centrifugadas a 1050 x g por 10
minutos e os pellets resultantes foram purificados pela separacdo imunomagnética
(IMS). A marcacdo para visualizacdo e enumeracdo dos cistos em microscopio de
fluorescéncia foi realizada pela reacdo de imunofluorescéncia direta (RID). Os critérios
de positividade utilizados foram o tamanho dos organismos, a cor e intensidade de

fluorescéncia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos de homogeneizacdo mediante agitador magnético, agitacédo
manual e mixer rotatorio apresentaram maiores médias de recuperacdo em relacdo a
homogeneizacdo realizada no vortex (Tabelas 1-5). Segundo o teste estatistico de
Duncan, ndo houve diferencas significativas entre as trés maiores médias de
recuperacdo. Assim é importante ressaltar que essas trés formas de homogeneizar o solo
séo capazes de detectar cistos com o limite de deteccdo de 50 formas infectantes/g de

solo.

Tabela 1. Porcentagem de recuperacgéo de cistos empregando o tratamento vortex.

Table 1. Percentage of recovey of cysts using vortex treatment.

Concentracao de cistos Réplicas ER (%)
1 15.60
2 10.40
500 3 1.20
4 6.60
Média e Desvio Padréo 8.45 +6.08
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Tabela 2. Porcentagem de recuperacdo de cistos empregando o tratamento Agitador

Magneético.

Table 2. Percentage of recovey of cysts using magnetic stirrer treatment.

Concentracao de cistos Reéplicas ER (%)
1 70.40
2 83.20
500 3 89.60
4 *
Média e Desvio Padréo 81.07 +9.78

* Valor excluido devido a perda de amostra.
* Value excluded due to sample loss.

Tabela 3. Porcentagem de recuperacdo de cistos empregando o tratamento Agitacao

Manual.
Table 3. Percentage of recovey of cysts using manual homogenization treatment.

Concentracdo de cistos Réplicas ER (%)
1 59.20
2 54 .40
500 3 35.20
4 49.60
Média e Desvio Padréo 496 + 10.37

Tabela 4. Porcentagem de recuperagéo de cistos empregando o tratamento Mixer
Rotatdrio.

Table 4. Percentage of recovey of cysts using rotary mixer treatment.

Concentracdo de cistos Réplicas ER (%)
1 44 80
2 60.80
500 3 57.60
4 118.40
Média e Desvio Padréo 70.40 + 32.74
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Tabela 5. Comparacgdo entre média e desvio padrdo de todos os tratamentos relativos a
homogeneizacao.

Table 5. Comparison of mean and standard errors of all treatments related to
homogenization.

Tratamento Recuperacao de cistos (%)
Média + Desvio Padréo
Vortex 84 = 6.08 B
Agitador Magnético 81.07+ 978 A
Agitacdo Manual 496 £1037 A
Mixer Rotatdrio 7040+ 32.74 A

Médias com as mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, segundo teste de
Duncan.

Means with the same letters are not statistically different, according to Duncan test.

A interacdo dos cistos com particulas coloidais pode estar associada ao tamanho,
formato e cargas elétricas superficiais do parasito, ainda que estudos confirmem uma
forte hidrofobicidade em cistos de Giardia capaz de anular os efeitos de forcas
elestrostaticas em relacdo a capacidade de adesdo em sélidos (Hsu & Huang, 2001; Dai
& Boll, 2003; Dai et al., 2004; Dumetre et al., 2012). Segundo Bakken & Lindahl

(1995) este tipo de ligagdo microorganismos-particulas € reversivel e pode ser quebrada

pela dispersao fisica.

E possivel que a baixa recuperacio encontrada apds agitacdo em vortex tenha ocorrido
em funcdo da continua interacdo dos cistos com as particulas de solo. O tempo utilizado
nos outros processos de homogeneizagdo, todos mais extensos que o periodo destinado
para a agitacdo em vortex, pode ter sido um fator crucial para o rompimento dessa

ligacdo cistos-solo, e consequiente liberacdo dos protozoarios para a fase aquosa.
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Embora a maior média encontrada tenha sido a do tratamento agitador magnético
(Figura 2), devido as caracteristicas qualitativas observadas, optou-se em escolher o
mixer rotatorio (Figura 3) como melhor tratamento de Homogeneizacao. Essa escolha
ocorreu porque ap6s o tempo de homogeneizacdo em mixer rotatorio, as amostras se
apresentaram mais homogéneas que as dos outros tratamentos, sendo de facil distin¢éo
0 sobrenadante e as particulas finas, das particulas mais grossas do solo (Figura 4).
Posteriormente a esta etapa, os cistos sdo liberados do solo, de forma que, como sdo
leves, permanecem no sobrenadante ou entre as particulas mais finas do solo, que
demoram mais tempo para sedimentar. Deste modo, apds um intervalo de cinco
minutos, o0 sobrenadante e as camadas mais finas devem ser recolhidos, para
continuarem no processamento da metodologia, enquanto as particulas mais grossas
devem ser descartadas. A homogeneizacdo em mixer rotatorio foi o tratamento que

melhor permitiu essa diferenciacéo.
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Figura 2. Amostras de solo sendo Figura 3. Amostras de solo sendo

. . L homogeneizadas no mixer rotatério. Este foi o
homogeneizadas no agitador magnético g

tratamento escolhido.

Figure 2. Soil samples being homogeneized

with magnetic stirre r Figure 3. Soil samples being homogeneized

with rotary mixer. This treatment was the chosen

one.

Figura 4. Resultado de homogeneizagdo em mixer rotatério. Em a sobrenadante e
particulas mais finas do solo. Em b particulas mais grossas que sdo desprezadas
conforme descrito.

Figure 4. Resulting of homogenization in rotary mixer. In a supernatant and finer
particles of the soil. In b coaser particles that are discarded as described.
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CONCLUSOES

Os métodos de homogeneizacdo em avaliacdo sdo capazes de romper a ligacdo
existente entre os cistos e as particulas de solo, permitindo que os organismos fiquem
livres na fase aquosa e sejam detectados. Dessa forma, embora a agitacdo em mixer
rotatério tenha sido escolhida como processo mais sensivel, eficiente e reprodutivel, é
perfeitamente possivel substitui-la por uma homogeneizacdo manual, que pode ser
realizada em qualquer laboratério. Uma segunda alternativa com boa eficiéncia de
recuperacdo é a agitacdo magnética, que diferentemente da agitacdo manual permite que
o laboratorista realize outras atividades em concomitancia com a homogeneizagéo do

solo.

Mesmo homogeneizando o solo com vortex, processo que resultou em baixa eficiéncia
de recuperacao dos cistos, ainda é possivel detectar o protozoario na fase aquosa, sendo
este modo de agitacdo uma outra possibilidade, embora ndo recomendada, para a
liberagéo dos cistos do solo.
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