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Resumo

Atualmente, apesar dos inimeros avancos cientificos e tecnoldgicos na area de diagndsticos parasitolégicos e no
campo da salde coletiva, as parasitoses intestinais ainda constituem um grave problema de Saude Publica. Possuem
distribuicdo cosmopolita, sendo altamente prevalentes tanto em paises em desenvolvimento como em paises
desenvolvidos. Dentre essas infec¢des parasitarias, a giardiase, causada pelo protozoario Giardia duodenalis, €
considerada a mais comum em humanos. Seu diagnéstico é geralmente realizado através da microscopia
convencional, no entanto, dada a sua importancia atual métodos moleculares tém sido desenvolvidos para a sua
deteccdo. O objetivo desse trabalho é caracterizar morfolégica e molecularmente amostras clinicas de criangas
positivas para Giardia duodenalis no municipio de Parnaiba, Piaui. As amostras fecais foram processadas segundo o
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método de Faust, onde as positivas foram purificadas para posterior caracterizacdo molecular. Em seguida, foi
realizado a extracdo do material genético e realizada a PCR convencional, através da amplificacdo de segmentos dos
marcadores bg e tpi. Posteriormente, foi elaborado o sequenciamento dos isolados, para identificacdo das
assemblages.Foram analisados um total de 15 casos confirmados de giardiase em habitantes do municipio de
Parnaiba-PI, dos quais, todos foram estratificados e caracterizados como pertencentes ao assemblage A, em que 13
casos (86,6%) relataram sintomas diarréicos e nove participantes (60%) referiram perda de peso. Ainda sdo
necessarios estudos que aprofundem o conhecimento acerca das enteroparasitoses, visto que ha caréncia de mais
informacdes sobre o patdégeno e grande parte da populacdo é pouco esclarecida no tocante a transmissdo e
sintomatologia destas, 0 que corrobora com os dados epidemioldgicos.

Palavras-chave: Enteroparasitose; Giardia duodenalis; PCR; Assemblages; Genétipos.

Abstract

Currently, despite numerous scientific and technological advances in the area of parasitological diagnoses and in the
field of collective health, intestinal parasittosis is still a serious public health problem. They have cosmopolitan
distribution, being highly prevalent both in developing and developed countries. Among these parasitic infections,
giardiasis, caused by the protozoan Giardia duodenalis, is considered the most common in humans. Its diagnosis is
usually carried out through conventional microscopy, however, given its current importance molecular methods have
been developed for its detection. The objective of this work is to characterize morphologically and molecularly
clinical samples of children positive for Giardia duodenalis in the municipality of Parnaiba, Piaui. Fecal samples were
processed according to faust's method, where positive samples were purified for further molecular characterization.
Then, the genetic material was extraction and conventional PCR was performed, through the amplification of
segments of the bg and tpi markers. Subsequently, the sequencing of the isolates was elaborated to identify the
assemblages. A total of 15 confirmed cases of giardiasis were analyzed in inhabitants of the municipality of Parnaiba-
Pl1, all of which were stratified and characterized as belonging to assemblage A, in which 13 cases (86.6%) reported
diarrheal symptoms and nine participants (60%) reported weight loss. Studies are still needed to deepen the
knowledge about enteroparasitosis, since there is a lack of more information about the pathogen and a large part of the
population is poorly understood regarding the transmission and symptomatology of these, which corroborates the
epidemiological data.

Keywords: Enteroparasitosis; Giardia duodenalis; PCR; Assemblages; Genotypes.

Resumen

Actualmente, a pesar de los numerosos avances cientificos y tecnoldgicos en el éarea de los diagnésticos
parasitoldgicos y en el campo de la salud colectiva, la parasittosis intestinal sigue siendo un grave problema de salud
publica. Tienen una distribucion cosmopolita, siendo muy frecuentes tanto en los paises en desarrollo como en los
desarrollados. Entre estas infecciones parasitarias, la giardiasis, causada por el protozoo Giardia duodenalis, se
considera la méas comun en humanos. Su diagndstico se suele realizar a través de microscopia convencional, sin
embargo, dada su importancia actual se han desarrollado métodos moleculares para su deteccion. El objetivo de este
trabajo es caracterizar morfolégica y molecularmente muestras clinicas de nifios positivos para Giardia duodenalis en
el municipio de Parnaiba, Piaui. Las muestras fecales se procesaron de acuerdo con el método de Fausto, donde las
muestras positivas se purificaron para una mayor caracterizacién molecular. Luego, se extraccién del material
genético y se realiz6 PCR convencional, mediante la amplificacion de segmentos de los marcadores bg y tpi.
Posteriormente, se elabor6 la secuenciacién de los aislados para identificar los ensamblajes. Se analizaron un total de
15 casos confirmados de giardiasis en habitantes del municipio de Parnaiba-Pl, todos los cuales fueron estratificados y
caracterizados como pertenecientes al conjunto A, en los cuales 13 casos (86,6%) reportaron sintomas diarreicos y
nueve participantes (60%) reportaron pérdida de peso. Aln se necesitan estudios para profundizar en el conocimiento
sobre la enteroparasitosis, ya que falta mas informacion sobre el patdégeno y gran parte de la poblacidnes poco
conocida respecto a la transmisién y sintomatologia de estas, lo que corrobora los datos epidemiolégicos.

Palabras clave: Enteroparasitosis; Giardia duodenalis; PCR; Assemblages; Genotypes.

1. Introducéo

A ocorréncia de parasitoses intestinais € um grave problema de salde publica com distribuicdo global. No Brasil, tal
problema esta relacionado com a falta de saneamento (Nunes et al., 2018). Estima-se que a prevaléncia seja entre 2 a 36% na
populacdo geral e alcanca até 70% em criancas no periodo escolar (Teixeira et al., 2020). Embora as doenc¢as parasitéarias
estejam mais associadas a baixos niveis socioeconémicos, paises em desenvolvimento, como o Brasil, apresentam uma

discrepancia na situacdo social e portanto, as altas taxas de infecgGes por parasitoses ndo se restringem as regides menos


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.22814

Research, Society and Development, v. 10, n. 15, e324101522814, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.22814

favorecidas (Viana et al, 2017), sendo bastante frequente tanto em ambientes urbanos quanto em rurais, mostrando a
importancia da melhoria do saneamento e da qualidade de vida em ambos locais (Teixeira et al., 2020; Maia & Hassum, 2016)

Tais dados podem ser evidenciados por meio da analise das regides dos biomas da Amazénia, Cerrado e Caatinga, 0s
quais foram observados maior prevaléncia do assemblage B e A nos dois ultimos, respectivamente (Nunes et al., 2018).
Embora a justificativa do predominio do assemblage B na Amazdnia se deve por sua rede sanitaria deficitaria, as regides
Nordeste, contida no bioma Caatinga, apresentam o pior saneamento, e, apesar disso, constitui uma regido predominantemente
semiéarida, de modo que contribui com o aparecimento do assemblage A (Nunes et al., 2018).

A espécie Giardia duodenalis € composta por oito grupos geneticamente distintos (A - H), denominados de
assemblages, mas morfologicamente idénticos. A maioria das assemblages parece possuir hospedeiros especificos, como caes,
gatos e primatas, gado, cavalo e porcos, contudo somente as assemblages A e B sdo consideradas oficialmente zoonéticas.
(Tungtrongchitr et. al., 2010; Durigan et al., 2014). No entanto, alguns estudos ja investigam a possibilidade do assemblage E
possuir potencial zoonético (Fantinatti et al., 2016).

No estado do Piaui, assim como em outros estados, o protozoario patogénico intestinal mais prevalente,
principalmente em criancas, é Giardia duodenalis, que acomete em geral 25,6% da populagdo (Viana et al, 2017; Nunes et al.,
2018).). Na cidade de Parnaiba, foi relatada a presenca deste protozoario em criancas (Melo et al., 2014), adultos e idosos
(Furtado, 2011) em taxas de 29,9% (Melo et al., 2014, 3,7% e 11,7% (Furtado, 2011), respectivamente. Tais parasitas podem
causar, em casos cronicos, desnutricdo, devido & uma ma-absorcdo intestinal, sindromes diarréicas crbnicas e provocando,
entre outros sintomas, retardo no crescimento em criancas (Corréa et al., 2020). Essa doenga costuma ser de dificil controle,
pois, no tocante ao tratamento, ndo depende apenas da interferéncia médica, mas de modificagdes ambientais e sociais, (Viana
et al, 2017; Bacelar et al., 2018) e, por conta da caréncia sanitdria em algumas regibes, contribui com a reemergéncia
(Robertson et al., 2010).

A transmissdo em humanos pode ocorrer por via direta, ou seja, de pessoa para pessoa, ou via indireta, por meio da
ingestdo de &gua, verduras ou frutas cruas contaminadas pelos cistos de G. duodenalis. InfeccBes de via indireta,
principalmente pela ingestdo dos cistos contaminados na agua, é a principal rota de transmissdo (Dixon, 2021).

Seu diagndstico é comumente realizado por meio de exame coprolégico direto, preferencialmente pela pesquisa de
cistos ou trofozoitos do parasito em amostras de fezes coletadas (Leung et al., 2019), sendo considerado o teste padrdo-ouro.
Contudo, a sensibilidade do método convencional é inferior em relagdo aos demais métodos detectores de antigenos, pois a
identificacdo da espécie ocorre apenas por meio da observagdo dos aspectos morfoldgicos (Minetti et al., 2016). Demais
exames diagndsticos compreendem métodos como, hematoxilina férrica, método imunoenzimatico qualitativo para a detecgao
de antigeno especifico, especifico para G. duodenalis e método de concentragdo de Faust (Machado et al., 2001)

E pertinente destacar que a diferenciagdo entre os gendtipos da G. duodenalis ocorreu a partir do estudo da
mobilidade eletroforética dos cromossomos (Thompson, 2004). Em que houve ampliagdo e confirmacdo dessa heterogeneidade
com a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) do DNA de G. duodenalis, analise do polimorfismo do comprimento do
fragmento de restricdo (RFLP) e sequenciamento dos produtos de PCR resultantes. Nesse estudo, observa-se 0s genes que
codificam a B-giardina (bg), triose fosfato isomerase (tpi), a pequena subunidade do RNA ribossémico (ssu) e glutamato
desidrogenase (gdh), em que alguns sdo mais especificos de certo gendtipo (Heyworth et al., 2016).

Ademais, a caracterizacdo molecular através de analises de DNA possibilita confirmar a heterogeneidade deste
parasito, servindo como base para um maior esclarecimento a respeito da sua taxonomia (Durigan et al., 2014, Durigan et al.,
2017). e do seu ciclo zoon6tico de transmissao entre as suas classificagdes, facilitando distinguir qual gendtipo esta associado
ao quadro de manifestacBes clinicas e, através das fontes de contaminacdo e transmissdo, buscar medidas profilaticas

(Fantinatti et al., 2020). Apesar de existirem inimeras areas no Brasil com alta prevaléncia de G. duodenalis, os estudos de
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genotipagem sédo relativamente recentes, em decorréncia disso, o direcionamento para medidas de controle especificas é
dificultado (Durigan et al., 2014; Fantinatti et al., 2020). Portanto, o objetivo desse trabalho é caracterizar morfoldgica e

molecularmente amostras clinicas de criangas positivas para Giardia duodenalis no municipio de Parnaiba, Piaui.

2. Metodologia

Todos os parametros éticos foram seguidos com a utilizagdo de Termos de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE),
com o nimero de aprovacdo do comité de ética 0014.0.045.000-09. A pesquisa foi realizada no municipio de Parnaiba-PlI,
situado no extremo norte do Piaui. As amostras de habitantes trabalhadores e criancas matriculadas regularmente em uma
creche de zona rural e uma de zona urbana escolhidas aleatoriamente, foram coletadas, com demais individuos sendo
excluidos, compreendendo assim um conjunto amostral representativo. O método de Faust, que consiste na centrifugoflutuacao
em sulfato de zinco, foi utilizado no processamento das amostras, com identificagdo feita em microscépio ptico em aumento
de 400x. Uma posterior caracterizacdo molecular foi realizada em resultados positivos. Os cromatogramas das sequéncias
obtidas foram alinhados com o auxilio do programa BioEdit Sequence Alignment Editor versdo 7.0, tomando como base
sequéncias homdlogas disponiveis no GenBank. A andlise filogenética foi realizada usando o método de Neighbor-Joining
(NJ) implementada no programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011). Os gen6tipos obtidos foram analisados segundo o método
Kappa para analise de concordancia entre os dois marcadores utilizados. Os dados obtidos foram analisados pelo programa EPI
INFO. Além disso, foi solicitado aos participantes o preenchimento de um formulario em que distinguia idade, sexo e a

presenca de sintomas diarréicos e perda ponderal.

3. Resultados e Discussao
3.1 Perfil das amostras positivas

Foram analisados um total de 15 casos confirmados de giardiase em habitantes de Parnaiba-Pl, dos quais, todos foram
caracterizados como pertencentes ao assemblage A, em que 13 casos (86,6%) relataram sintomas diarréicos e nove

participantes (60%) referiram perda de peso.
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Tabela 1 - Variaveis analisada pelo Teste Exato de Fisher para comparacdo entre duas proporc¢des.

VARIAVEIS Ne° % P-VALOR
Faixa etaria
4-56 anos 15 100% 0,512
Sexo
Feminino 7 46,60% 0,651
Masculino 8 53,30%
Diarreia
Sim 13 86,60% 0,5
Nao 2 13,30%

Perda de peso
Sim 9 60% 0,681
Né&o 6 40%

Fonte: Pereira et al. (2021).

3.2 Amplificacéo e Sequenciamento

A amplificagdo pelo teste PCR obteve resultados positivos em seis casos (40%) para o gene bg e cinco casos (33,3%)
para o gene tpi. Em que, cinco amostras do gene bg (83,3%) foram classificadas como assemblage A e um caso (16,6%) como
assemblage misto A/B.

Tabela 2 - Estratificagdo das Amostras.

ISOLADO IDADE SEXO bg tpi ASSEMBLAGE SUB-ASSEMBLAGE
PV01 4 M + i A/B All
PV02 7 F + + A All
PV03 14 F A - A All
PV04 56 M + + A All
PV05 35 F + F A All
PV06 18 F + + A All

Fonte: Pereira et al. (2021).

3.3 Relacéo Inter-assemblage com genes bg e tpi

Foram analisadas as principais manifestacGes clinicas e consisténcia das fezes em amostras concordantes inter-
assemblage e em genes bg e tpi. Com quatro casos (80%) apresentando sintomas diarréicos, dois (40%) manifestando perda de
peso e dois participantes (40%) referindo dores abdominais.
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Tabela 3. Relacdo dos isolados com concordancia inter-assemblage para os dois marcadores (bg e tpi), associados as

principais manifestac@es clinicas apresentadas e consisténcia das fezes

ISOLADO ASSEMBLAGE MANIFESTACOES CLINICAS CONSISTENCIA DAS FEZES
PVO01 A Assintomatico Pastosa
PV02 A Perda de peso, Diarreia Pastosa
PV04 A Diarreia, Perda de peso Pastosa
PV05 A Diarreia, Dor abdominal Pastosa
PV06 A Diarreia, Dor abdominal Pastosa

Fonte: Pereira et al. (2021).

Estima-se que 200 milhdes de pessoas estejam infectadas de forma sintoméatica nos continentes da Africa, América
Latina e Asia, com cerca de 500 mil novos casos por ano. No estado do Piaui, a G. duodenalis acomete cerca de 25,6% da
populagdo (Viana et al., 2017). Entre as principais transmissdes de doencas a partir dos protozoarios por meio da &gua
contaminada, ao redor do mundo, estima-se que 40,6% estejam relacionadas a G. duodenalis, nos paises Europeus e da
América do Norte (Karanis, Kourenti & Smith, 2006). Além disso, as gastroenterites, como a Giardiase, estdo bastante
relacionadas a infec¢do por meio de veiculagdo hidrica, ou seja, &gua ndo tratada de forma correta, sendo visto como um fator
de risco para problemas de salde (Durigan et al., 2014; Grott et al., 2016).

Dada a importancia deste meio de infeccdo, esforgos tém sido realizados para desenvolver técnicas mais efetivas para
a deteccdo das mesmas em amostras ambientais (Baque et al., 2011). Assim, o controle do ambiente é um importante modo de
prevencdo dessas doencas em humanos (Rocha, 2009).

No Brasil, o Ministério da Saude, por meio da portaria no 518, de 25 de margo de 2004, recomendou a inclusdo da
pesquisa do género Giardia em agua para consumo humano, objetivando uma maior atengdo das empresas de tratamento de
agua acerca deste parasito (Robertson et al., 2010). Observa-se assim uma expressiva importancia epidemiolégica, justificada
devido ao seu significativo potencial zoonético, amplo nimero de hospedeiros susceptiveis, grande variabilidade genética, facil
disseminacéo e dificil controle de contaminagdo ambiental (Soliman, Fuentes & Rubio, 2011). Diversos animais tém sido
considerados como potenciais reservatorios, incluindo os animais domésticos como ruminantes, monogastricos e animais
aquaticos (Ryan & Caccio, 2013), sendo mais frequente em cées e gatos (Soliman, Fuentes & Rubio, 2011).

Vale salientar que este protozoario é responsavel por quadros clinicos que variam desde assintomaticos, diarreia
aguda e até diarreias cronicas debilitantes, com esteatorréia e perda de peso, dependendo da suscetibilidade do hospedeiro e
qual assemblage de Giardia foi adquirido pelo paciente. Ademais, outros sintomas, como urticaria, constipacao, infeccGes
gastricas associadas também sdo relatadas (Furtado et al., 2011). Em 2004 a giardiase foi incluida na lista de doencas
negligenciadas da OMS, sendo inserida devido a fatores como a maior relevancia epidemiolégica em populacdes
financeiramente menos favorecidas, causando uma escassez de investimentos em pesquisas de farmacos atualizados (Savioli et
al., 2006).

Ademais, a taxonomia da Giardia duodenalis ainda hoje se encontra em discussdo, visto que as caracteristicas
morfologicas de cistos e trofozoitos recuperados de humanos e mamiferos infectados sdo idénticas. No entanto, avangos nos
conhecimentos de biologia molecular e a utilizagdo de técnicas moleculares como PCR, permitiu observar a ampla variedade
genética desta espécie e a diferenca entre os membros, sendo G. duodenalis, considerada uma espécie geneticamente complexa
(Caccio & Ryan, 2008; FENG & XIAO, 2011). Além disso, as diferencas quanto a infectividade no hospedeiro, padrfes
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metabolicos e de crescimento, podem ser explicadas devido ao alto grau de variabilidade genética entre os isolados de G.
duodenalis (Wielinga; Thompson, 2007). Demonstrando assim, que essas diferencas estdo relacionadas com o curso da
infeccdo e a resposta imune do individuo (Caccio & Ryan, 2008)

A prevaléncia quanto aos gendétipos de Giardia duodenalis pode variar de acordo com o pais ou pode variar dentro do
préprio pais, como no Brasil, devido as suas proporcdes territoriais. No Brasil, os escassos estudos relacionados a
epidemiologia molecular de G. duodenalis em humanos, determinam a assemblage B como prevalente em estados, como
Ceard, Minas Gerais e Parana (Faria et al., 2016; Nunes et al., 2018). No estado do Rio de Janeiro, os estudos divergem sendo
visto, em alguns momentos, a prevaléncia do assemblage A, porém mais recentemente foi verificado a presenca do assemblage
B (Faria et al, 2016), dessa forma, sendo necessario mais estudos. No entanto, vale ressaltar que foi observado a mudanca do
perfil genético ao longo dos anos no Brasil, sendo analisado no ano de 2012, o assemblage mais prevalente era 0 A e, nos anos
subsequentes, houve a alteracdo para o assemblage B nos estados do Brasil (Faria et al., 2016).

Entdo, entende-se que apesar das informacfes conhecidas acerca dos gen6tipos de G. duodenalis ainda sdo escassas
as pesquisas de caracterizacdo molecular deste enteroparasita. Estudos moleculares e de andlise de variagcdo genotipica,
permitem conhecer o padrdo de frequéncia dos principais gen6tipos, além de fornecer informagdes sobre a existéncia de co-
infec¢des, contribuindo assim, para adogdo de medidas eficazes de controle e de diagndstico, além de facilitar a compreensdo

quanto a variagdo clinica da doenca (Sprong et. al., 2009. Durigan et al., 2014, Durigan et al., 2017).

4. Concluséao

Diante do cenério contemporéneo, ainda sdo necessarios estudos que aprofundem o conhecimento acerca das
enteroparasitoses, Vvisto que carece de mais informag6es sobre o patdgeno e grande parte da populacdo é pouco esclarecida no
tocante a transmissdo e sintomatologia destas, 0 que corrobora com os dados epidemiolégicos. Ademais, este trabalho revela
dados pertinentes acerca da prevaléncia de parasitas em uma amostra no municipio de Parnaiba-Pl, demonstrando que a G.
duodenalis, caracterizado como pertencente ao assemblage A, foi verificado como mais prevalente na regido analisada, sendo
verificado que a maioria apresenta sintomas diarreicos, seguido de perda de peso e dor abdominal. Logo, auxilia em estudos

posteriores, servindo de base para pesquisas futuras de comparacéo de dados epidemiolégicos deste protozoério.
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