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RESUMO 
A giardiose é um grande problema de saúde pública. O objetivo deste trabalho foi isolar cistos de Giardia 
duodenalis a partir de fezes humanas, verificar a viabilidade dos cistos em função do tempo de estocagem em 
baixa temperatura e promover o desencistamento para obtenção de trofozoítos para cultura axênica. Os cistos 
foram isolados e purificados, de acordo com a técnica de Roberts-Thompson et al. As amostras foram 
divididas em duas partes, uma das partes foi utilizada para verificar a viabilidade dos cistos estocados à baixa 
temperatura, e a outra foi submetida à axenização, desencistamento e cultivo. Para o desencistamento, 
utilizaram-se as técnicas de Bingham-Meyer e de Feely et al. A viabilidade dos cistos em função do tempo de 
estocagem em baixa temperatura decresceu com o tempo de armazenamento. Não foram observadas 
mudanças estatisticamente significativas na viabilidade das amostras isoladas, após 24, 48, 72 horas e nos 
dois meses seguintes. Do terceiro ao quinto mês, houve decréscimo na porcentagem de cistos viáveis e, no 
nono mês, perda total da viabilidade. Não foi observado crescimento in vitro das amostras axenizadas. Este 
estudo poderá contribuir para expandir os conhecimentos deste parasito e, posteriormente, auxiliar na detecção 
de diferenças entre cepas. 
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INTRODUÇÃO 

Giardia sp. é um dos dez protozoários 
parasitos que mais acometem o homem e um 
dos agentes não-virais mais comuns de diarréias 
em humanos e animais(1). Em países desenvolvidos, 
este parasito está sendo referido como um 
agente infeccioso re-emergente, por causa do 
aumento de surtos de diarréia registrados em 
unidades de saúde(2). Aproximadamente, 200 
milhões de pessoas, na Ásia, África e América 
Latina, apresentam giardiose sintomática, e há 
cerca de 500 mil novos casos por ano(1). A água 
é o mais importante veículo de transmissão e 
giardiose e junto com criptosporidiose 
representam o maior problema de saúde pública 
em nações desenvolvidas no que diz respeito à 
utilização da água(3). 

Os cistos de Giardia duodenalis são 
eliminados juntamente com as fezes humanas 
em grande quantidade, permanecendo viáveis 
no meio ambiente por tempo relativamente 
longo. Há estimativa que 5 a 15% dos indivíduos 
que ingerem cistos de G. duodenalis se tornam 
portadores assintomáticos, enquanto que 25 a 
50% se tornam sintomáticos, com quadros 
clínicos de inapetência, emagrecimento, dor 
epigástrica, insônia, má absorção intestinal e 
esteatorréia(4). 

Giardia sp. e giardiose têm sido extensivamente 
estudados durante os últimos 15 anos, mas, 
apesar de todos os esforços, questões fundamentais 
continuam sem respostas. A taxonomia de 
Giardia sp. é ainda controversa, e a determinação 
das espécies tem sido feita, considerando os 
hospedeiros de origem e algumas características 



Isolamento, viabilidade em baixas temperaturas e cultivo axênico de cistos de Giardia duodenalis 455 

Cienc Cuid Saude 2007;6(Suplem. 2): 454-459 

 

morfológicas(5). Organismos resistentes têm sido 
isolados e casos de pacientes com giardiose 
persistente, refratários aos tratamentos, têm 
sido documentados(6). 

Meyer(7) foi o primeiro a registrar cultivo 
axênico de Giardia sp. de pequenos mamíferos 
e, mais tarde, a relatar o crescimento in vitro do 
parasito, proveniente de material humano(8). Em 
culturas axênicas, o parasito cresce apenas na 
ausência de qualquer flora(9). O meio de cultivo 
TYIS-33 modificado é o meio de escolha para 
isolar, axenizar e cultivar Giardia sp.(10). 

O isolamento dos cistos de G. duodenalis é 
um pré-requisito para a cultura e estudos 
morfológicos, patológicos e genéticos posteriores 
que requer grande número de células. Após o 
isolamento, outras etapas devem ser verificadas 
como o tempo e condições de estocagem para 
manter a viabilidade dos cistos para posterior 
cultivo. Com este intuito, o objetivo deste 
trabalho foi isolar cistos de G. duodenalis, a 
partir de fezes humanas de pacientes da região 
noroeste do Paraná, verificar a viabilidade dos 
cistos em função do tempo de estocagem em 
baixa temperatura e promover o desencistamento 
para obtenção de trofozoítos viáveis para 
manutenção de cultura axênica. 

Essas investigações auxiliarão nos estudos 
de cultivo in vitro, no conhecimento dos 
mecanismos de patogenicidade, imunogenicidade e 
nas técnicas moleculares e possibilitarão, 
posteriormente, pesquisas avançadas com este 
organismo, para o conhecimento das cepas de 
Giardia sp. que ocorrem nesta região. 

METODOLOGIA 

As amostras de fezes, coletadas no período 
de agosto de 2004 a fevereiro de 2007, foram 
provenientes da Secretaria de Saúde de Maringá 
(SESA), da Cooperativa dos Catadores de 
Recicláveis de Maringá (COCAREMA), 
Manipuladores de Alimentos de Maringá, Casa 
de Emaús e Aldeia Indígena do Ivaí, Paraná. As 
amostras foram encaminhadas ao Laboratório de 
Parasitologia Básica da Universidade Estadual 
de Maringá, para serem submetidas aos 
métodos de isolamento, axenização, 
desencistamento e cultivo. 

Os cistos de G. duodenalis foram purificados 
de fezes humanas, eliminadas recentemente e 

contendo grande número destas formas, de 
acordo com a técnica de Roberts-Thompson et 
al.(11), com algumas adaptações. Esta técnica 
baseia-se na separação dos cistos por meio de 
um gradiente de sacarose. As fezes diluídas 
com água, na proporção de uma parte para 
cinco partes de água, foram filtradas em gaze 
com quatro dobras e centrifugadas por cinco 
minutos, a 2500 rpm. O sedimento foi lavado 
quatro vezes por meio de centrifugação, a fim 
de retirar o excesso de detritos, ressuspendendo-se o 
último sedimento em água. Procedeu-se, então, 
ao primeiro fracionamento, colocando-se, em 
um tubo, uma solução de sacarose 1M, sobre a 
suspensão de fezes e centrifugando-se este 
material a 1500 rpm, durante 20 minutos. Os 
cistos, localizados na interface água-sacarose, 
foram cuidadosamente coletados, transferidos 
para um tubo de centrífuga de 15 ml, 
acrescentando-se água e centrifugando-se a 
2500 rpm, por 10 minutos. O sedimento obtido 
foi ressuspendido em 3 ml de água, para se 
fazer o segundo fracionamento, colocando-se, 
em um tubo de centrífuga com capacidade para 
15ml, 3ml de uma solução de sacarose 0,75 M 
e, sobre esta, os 3 ml da suspensão de cistos. 
Após centrifugação a 1500 rpm, por 10 
minutos, os cistos foram removidos da interface 
água-sacarose, ressuspendidos em água e 
lavados duas vezes com água para retirar a 
sacarose. O sedimento contendo os cistos 
purificados foi ressuspendido em 1ml de água, 
para a contagem dos cistos, em lâmina com a 
média de dez campos. 

As amostras foram divididas em duas 
partes, uma parte foi utilizada para verificar a 
viabilidade dos cistos estocados à baixa 
temperatura (4ºC) e, com a outra, foi feita a 
axenização, desencistamento e cultivo.  

A viabilidade foi verificada após isolamento 
inicial (To) e em 24, 48, 72 hs, a 4ºC, 
posteriormente a viabilidade foi verificada 
diariamente até a morte de todos os cistos das 
amostras, para isso, utilizou-se o corante vital 
eosina e a leitura foi feita em lâmina, com a 
média de dez campos. 

Para axenização, desencistamento e cultivo, 
foram realizadas as técnicas descritas a seguir: 
após verificar a viabilidade dos cistos isolados, 
empregando-se solução de eosina a 0,125%, 
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iniciou-se o processo de axenização, a fim de 
tornar as amostras livres da flora bacteriana e 
fungos associados. Os cistos foram tratados, 
inicialmente, com uma solução de HCl a 1-2%, 
durante dois dias, a 4ºC, ou diretamente com 
amicacina (100mg/ml) e com nistatina 
(10.000UI/ml). Em seguida, estes foram lavados 
com solução salina tamponada (PBS), pH 7,2, 
fazendo-se nova avaliação da viabilidade com 
eosina a 0,125%. 

Para indução do desencistamento, foram 
utilizadas 65 amostras, das quais 57 foram 
submetidas à técnica de Bingham & Meyer(12), 
com algumas adaptações, e oito à técnica de 
Feely et al.(13). Na técnica de Bingham & 
Meyer(12), com algumas adaptações, os cistos 
foram submetidos, inicialmente, a uma solução 
de HCl em pH 0,5, pH 2,0 e pH 4,5 a 37ºC por 
5, 10 e 15 min., respectivamente, em agitação, 
na proporção de uma parte da solução de cistos 
para nove partes da solução HCl. Em seguida, 
o material foi centrifugado a 2500 rpm/5 min., 
desprezando-se toda a solução de HCl, e o 
sedimento foi ressuspendido em PBS (pH 7,2). 
O material foi lavado três vezes com PBS (pH 
7,2), para a total eliminação do HCl. 

Também foi utilizada, para o 
desencistamento, a técnica de Feely et al.(13), em 
que se adiciona uma solução tampão fosfato de 
potássio a 0.1M a uma solução bicarbonato de 
sódio 0.3M, de forma a obter um pH de 7.5, 
sendo este o meio de indução no qual se 
incubou os cistos em tubo de centrífuga de 15 
ml a 37C, por 5 min. Após centrifugar a 3277 
rpm por cinco minutos, lavou-se em 15 ml de 
tampão fosfato de potássio pH 7.0, concentrou-
se novamente por centrifugação 5 min. a 
3277rpm, ressuspendendo em 1 a 2ml de 
solução salina (0,85%) e incubou-se a 37C, 
para posterior determinação das taxas de 
desencistamento em 5,15 e 30 minutos. 

Os sedimentos foram semeados em tubos 
com tampa de rosca (16 x 120 mm), contendo 
12ml de meio TYI-S-33 modificado(10), acrescido de 
1mg/ml de ofloxacina e 100UI/ml de nistatina, 
sendo mantidos em estufa bacteriológica, a 35,5 

- 37º C, em posição inclinada. Os tubos foram 
examinados diariamente, em microscópio 
invertido (WILD), com aumento de 100X, para 
verificação da presença de trofozoítos. Aqueles 
positivos, apresentando trofozoítos aderidos à 
parede, foram colocados em banho de gelo, 
durante 15 min., invertidos várias vezes para o 
destacamento dos trofozoítos, fazendo-se, 
assepticamente, o repique para um tubo 
contendo meio novo. Nos tubos onde havia 
poucos trofozoítos, ao invés do repique, foi 
realizada a reposição do meio, ou seja, a 
substituição do meio velho por meio novo. 

Os resultados foram analisados, usando o 
programa STATISTICA, e os valores médios 
das contagens, por tempo e após banho ácido, 
foram comparados pela análise de variância 
(ANOVA one way). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram analisadas 165 amostras de 
fezes de pacientes da região noroeste do 
Paraná. No isolamento, foi obtida a média de 
aproximadamente 88 cistos por amostra. 

Nos experimentos que avaliaram a 
viabilidade dos cistos, em função do tempo de 
estocagem em baixa temperatura, verificou-se 
um decréscimo da viabilidade de acordo com o 
tempo de armazenamento. Por meio da análise 
das variâncias das contagens padronizadas de 
viáveis nos tempos t0 (ao isolar), t1 (após 24 
hs), t2 (após 48 hs) e t3 (após 72 hs), há 
evidências para afirmar que não foram 
observadas mudanças estatisticamente 
significativas na viabilidade das amostras, nos 
diferentes tempos (Figura 1). Durante dois 
meses, com observações diárias, não houve 
mudanças na viabilidade; do terceiro ao quinto 
mês, foi verificado decréscimo na porcentagem 
de cistos viáveis (29,5%, 27,91%, 23,23%, 
respectivamente) e no nono mês, houve perda 
total da viabilidade (Figura 2). 
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Figura 1. Contagem de cistos viáveis, isolados de pacientes do noroeste do 
Paraná, estocados em baixas temperaturas, em função do tempo em 24, 48 e 72 
horas, Maringá-PR, 2004-2007. 

 

 
Figura 2. Contagem de cistos viáveis, isolados de pacientes do noroeste do Paraná, estocados em baixas temperaturas, em 
função do tempo do isolamento ao nono mês, Maringá-PR, 2004-2007. 
 
 

Vários experimentos foram realizados 
com o isolamento de grande quantidade de 
cistos que permaneceram viáveis, tanto em 
temperatura de geladeira como após banho 
ácido, demonstrando o êxito do isolamento(14). 

As amostras desencistadas foram 
inoculadas em meio TYI-S-33 modificado, 

porém não houve multiplicação dos trofozoítos. 
Acredita-se que a falta de crescimento se deve 
ao fato de nem todas as cepas de G. duodenalis 
conseguirem se desenvolver in vitro(15). Esta 
dificuldade também foi observada por outros 
autores, Chaudhuri et al.(16), na Índia, conseguiram 
axenixar duas das 10 amostras obtidas de 
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pacientes com G. duodenalis e Hautus et al.(17); na 
Holanda, partindo de 42 amostras, conseguiram 
axenizar seis. Na opinião de Hopkins et al.(18), 
algumas amostras, provavelmente, não são 
cultiváveis, pois tentativas de estabelecer in 
vitro amostras de cães, de uma determinada 
região da Austrália, fracassaram repetidamente. 
Desta forma, o processo de axenização pode 
resultar no cultivo de apenas determinadas 
amostras ou de uma fração da população de 
Giardia presente nas fezes de pacientes. 

De acordo com Kasprzak & Majewska(19), 
Hautus et al.(17) e Thompson et al.(2), mesmo 
quando a etapa de desencistamento é bem 
sucedida, apenas 50% dos cistos resultam em 
trofozoítos viáveis, podendo, desta forma, 
eliminar parte da população do parasito 
presente na amostra fecal. Esta técnica requer 
grande número de células viáveis. A forma de 
estocagem das amostras é um importante 
estágio na pesquisa, sendo que, em baixas 
temperaturas, os cistos permanecem viáveis por 
vários dias(20). 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Mesmo com êxito no isolamento de grande 
número de cistos, na axenização e na manutenção 
da viabilidade, nem todos os parasitos 
conseguem se desenvolver in vitro(15). 

A partir dos resultados, obtidos neste 
trabalho, pudemos verificar que em temperaturas 
baixas os cistos permanecem viáveis por longo 
período, possibilitando melhor utilização da 
amostra que poderá ser fracionada e estocada 
para cultivos subseqüentes, já que existe grande 
dificuldade de obter e manter as amostras 
axenizadas durante o período da pesquisa e, 
ainda, há a dificuldade de crescimento de 
determinadas cepas em meio de cultura. 

Este estudo poderá contribuir para expandir 
os conhecimentos deste parasito e, posteriormente, 
auxiliar na detecção de diferenças entre cepas 
que poderiam estar associadas com aspectos da 
relação parasito-hospedeiro e com a 
heterogeneidade das manifestações clínicas, 
resposta imune e tratamento efetivo de 
giardiose em humanos. 

 
 
 
 

ISOLATION, VIABILITY IN LOW TEMPERATURES AND AXENIC CULTURE OF CYSTS OF 
GIARDIA DUODENALIS OF PATIENTS OF THE REGION THE NORTHWEST OF THE PARANÁ 
ABSTRACT 
Giardiosis is a serious public health problem. The objective of this work was to isolate cysts of Giardia 
duodenalis taken from human stools, in order to verify the viability of the cysts in function of the time of 
stockage in low temperature, as well as to obtain trophozoites for axenic culture. The isolated cysts were 
isolated and purified using the technique of Roberts-Thompson et al. The samples were divided in two groups; 
one was used to verify the viability of the stored cysts in low temperature, while the other was submitted to 
axenization, excystation and culture. For excystation, two techniques were used. The viability of the cysts’ 
stockage in low temperature decreased with storage time. Statistically significant changes in the viability of the 
isolated samples were not observed after 24, 48, 72 hours, and in the following two months. From the third to 
the fifth month, there was a decrease in the percentage of viable cysts, and the ninth month total loss of viability 
occurred. Growth in vitro of the axenic samples was not observed. This study will be able to contribute to 
expanding the knowledge of this parasite and, later aid in the detection of differences between types. 
Key words: Giardia duodenalis. Viability. Isolation and purification. 
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AISLAMIENTO, VIABILIDAD EN BAJAS TEMPERATURAS Y CULTIVO AXÉNICO DE QUISTES 
DE GIARDIA DUODENALIS, EN PACIENTES DE LA REGIÓN NOROESTE DEL PARANÁ 
RESUMEN 
La giardiosis es un gran problema de salud pública. El objetivo de este trabajo fue aislar quistes de Giardia 
duodenalis a partir de los excrementos de seres humanos, verificar la viabilidad de los quistes en función del 
tiempo de almacenamiento en baja temperatura y promover el desenquistamiento para la obtención de 
trofozoitos para la cultura axénica. Los quistes fueron aislados y purificados, de acuerdo con la técnica de 
Roberts-Thompson et. al. Las muestras fueron divididas en dos partes, una de las partes fue utilizada para 
verificar la viabilidad de los quistes mantenidos en bajas temperaturas, y otra fue sometida al axenización, al 
desenquistamiento y cultivo. Para el desenquistamiento, se utilizaron las técnicas de Bingham-Meyer y de Feely 
et. al. La viabilidad de los quistes en función del tiempo de mantenimiento en baja temperatura disminuyó con 
el tiempo de almacenamiento. No fueron observados cambios estadísticamente significativos en la viabilidad de 
las muestras aisladas, después de 24, 48, 72 horas y en los dos meses siguientes. Del tercero al quinto mes, 
hubo una disminución del porcentaje de quistes viables y, en el noveno mes, ocurrió pérdida total de la 
viabilidad. No fue observado crecimiento in vitro de las muestras axenizadas. Este estudio podrá contribuir para 
ampliar los conocimientos de este parásito y, más adelante auxiliar en la detección de diferencias entre cepas. 
Palabras Clave: Giardia duodenalis. Viabilidad. Aislamiento y purificación. 
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