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RESUMO

Giardia lamblia e Blastocystis sp. estdo entre os protozoarios mais frequentemente encontrados
em amostras fecais humanas e estdo entre os principais agentes causadores de diarreia em
criancas, principalmente as que vivem em situagdo de vulnerabilidade hidrica e alimentar. Nos
ultimos anos, a elevada positividade de Blastocystis sp. em amostras fecais da rotina laboratorial
e inquéritos coproparasitologicos, desperta a necessidade de estudos de caracterizagdo
molecular para melhor compreensdo epidemioldgica. Estudos tém demonstrado a
implementacdo de ferramentas moleculares para a compreensao de aspectos epidemiolégicos,
como adistribuicdo de subtipos e assembleias de Blastocystis sp. e G. lamblia, respectivamente.
Esses protozoarios sdo de transmissdo fecal-oral através da agua e/ou alimentos contaminados
e; também apresentam carater zoonotico. O conhecimento da ocorréncia de parasitoses e a
compreensdo molecular permite caracterizar o perfil epidemiolégico que contemple
informacGes importantes para posterior controle e prevencdo das mesmas. Neste sentido, o
presente trabalho tem como objetivo realizar a padronizacdo de Nested PCR para identificacdo
e caracterizacdo molecular dos protozoarios G. lamblia e Blastocystis sp. a partir de amostras
fecais de criancas da comunidade da Serrinha de Florianopolis — SC. Foram selecionadas as
amostras fecais positivas por microscopia para G. lamblia e Blastocystis sp., para extracao de
DNA e otimizagdo das ReacBGes em Cadeia da Polimerase (PCR), resultando na observacédo da
amplificacdo de regibes conservadas para posterior sequenciamento e classificacéo das subtipos
e assembleias. Os protocolos de PCR utilizados foram de nested PCR, contemplando dois pares
de oligonuncleotideos para cada parasito, sendo: RD3 e RD5 para a primeira PCR de
Blastocystis sp. e BsRDsF e BhRDr9R para a segunda PCR, de acordo com Scicluna et al.,
2006. Ja para G. lamblia, foi utilizado AL3543 e AL3546 para a primeira PCR e para a segunda
reacdo foi utilizado AL3544 e AL3545, de acordo com Sulaiman et al., (2003). Como resultado,
foi possivel observar produtos de amplificagcdo com fragmentos de tamanhos correspondentes
ao esperado e descrito na literatura, mesmo com a utilizacdo de kits de extracao ndo especificos
para amostras fecais. As amostras positivas para Blastocystis sp. analisadas por microscopia
Optica, obtiveram 84,8% de amplificacdo por nested PCR. J& as amostras positivas para G.
lamblia por microscopia Optica, obtiveram 80% de amplificacdo por nested PCR. Porém,
devido ao tempo reduzido para execugdo deste trabalho, ndo foi possivel realizar o

sequenciamento e caracterizacdo genotipica, deixando para avaliagdo futura pelo Laboratorio
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de Investigacdo Aplicada a Protozoarios Emergentes (LADIPE) no HU/UFSC. O presente
estudo foi o comeco de um estudo molecular, que podera contribuir para maior compreensdo
da distribuicdo de assembleias e subtipos dos protozoarios estudados, assim como 0
entendimento epidemioldgico e vigilancia para futuro controle de fontes de risco que causam

inseguranca hidrica e alimentar e afetam diretamente a salide da populacéo.

Palavras-chave: Epidemiologia molecular; Protozoéarios patogénicos; Blastocystis sp.; Giardia
lamblia, nested PCR.



ABSTRACT

Giardia lamblia and Blastocystis sp. are among the most frequently found protozoa in human
fecal samples and are among the main agents that cause diarrhea in children, especially those
living in situations of water and food vulnerability. In recent years, the high positivity of
Blastocystis sp. in routine laboratory fecal samples and coproparasitological surveys, raises the
need for molecular characterization studies for a better epidemiological understanding. Studies
have demonstrated the implementation of molecular tools to understand epidemiological
aspects, such as the distribution of subtypes and assemblages of Blastocystis sp. and G. lamblia,
respectively. These protozoa are transmitted fecal-orally through contaminated water and/or
food and; also have a zoonotic character. The knowledge of the incidence of parasitic diseases
and the molecular understanding allows characterizing an epidemiological profile of parasites
that includes important information for subsequent control and prevention. In this sense, the
present work aims to perform the standardization of Nested PCR for identification and
molecular characterization of the protozoa G. lamblia and Blastocystis sp. from fecal samples
of children from the community of Serrinha de Florianopolis - SFecal samples positive by
microscopy for G. lamblia and Blastocystis sp. were selected for DNA extraction and
optimization of Polymerase Chain Reactions (PCR), resulting in the observation of
amplification of conserved regions for subsequent sequencing and classification of subtypes
and assemblages. The PCR protocols used were nested PCR, contemplating two pairs of
oligonucleotides for each parasite, namely: RD3 and RD5 for the first PCR of Blastocystis sp.
and BsRDsF and BhRDr9R for the second PCR, according to Scicluna et al., 2006. For G.
lamblia, AL3543 and AL3546 were used for the first PCR and for the second reaction, AL3544
and AL3545 were used, according to Sulaiman et al., (2003). As a result, it was possible to
observe amplification products with fragment sizes corresponding to those expected and
described in the literature, even with the use of non-specific extraction kits for fecal samples.
Positive samples for Blastocystis sp. analyzed by optical microscopy, obtained 84.8%
amplification by nested PCR. The positive samples for G. lamblia by optical microscopy,
obtained 80% amplification by nested PCR. However, due to the reduced time to carry out this
work, it was not possible to carry out the sequencing and genotypic characterization, leaving it
for future evaluation by the Laboratory of Applied Investigation to Emerging Protozoa
(LADIPE) at HU/UFSC. The present study was the beginning of a molecular study, which could

contribute to a better understanding of the distribution of protozoan assemblages and subtypes



8

studied, as well as epidemiological understanding and surveillance for future control of risk

sources that cause water and food insecurity and directly affect the health of the population.

Keywords: Molecular epidemiology; Pathogenic protozoa; Blastocystis sp.; Giardia lamblia,
nested PCR.
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1 INTRODUCAO

Segundo a base de dados World Health Statistics (WHO) de 2022, a diarreia continua no
ranking das 10 doengas que mais levam ao 6bito, sendo uma das importantes causas de
morbimortalidade na infancia. Os agentes etiol6gicos podem ser virus, bactérias e parasitos
intestinais, principalmente os protozoarios. As protozooses intestinais em geral, sdo
transmitidas por contato direto oral-fecal ou contaminacdo através de alimentos e agua em
ambientes com condi¢6es sanitarias inadequadas (MOTTA, et al., 2002; WHO, 2022).

A seguranca hidrica, a partir da agua potavel, saneamento bésico e higiene é um direito
essencial, fundamental e; universal para gozo pleno da vida e dos demais direitos humanos.
(RESOLUCAO 64/A/RES/292, DE 28.07.2010; MOTTA & SILVA, 2002). O acesso & agua
potavel segura garante os outros direitos a ela intrinsecos, tais como a subsisténcia, frequéncia
escolar, dignidade e a criagéo e apoio de comunidades resilientes e estaveis (WHO, 2020). Por
outro lado, a falta de seguranca hidrica reduz o bem-estar humano, o desenvolvimento
socioecondmico e aumenta as taxas de transmissao de doengas como as parasitarias infecciosas,

gerando impactos no crescimento e disseminagdo de microrganismos resistentes (WHO, 2022).

Dentre os objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) fixados em 2015 pela
Organizacdo das Nacdes Unidas, estdo presentes ODS 3 — Satde e bem-estar e ODS 6 — Agua
potavel e saneamento. Esses objetivos elencam diversos pontos em seus diferentes contextos,
entre eles, a importancia do monitoramento de determinados protozoarios relacionados com
manifestacdes clinicas significativas, visando que os governos em ambito global tomem
medidas de controle focadas na prevencdo de contaminacdo de doencas, entre elas,
determinadas parasitoses intestinais para garantir a disponibilidade e gestdo sustentavel para
todos (GDWQ/WHO, 2017).

No Brasil, devido ao elevado crescimento populacional, crescimento desordenado das
regibes metropolitanas, associada a displicéncia governamental, intensa urbanizacdo e
desigualdades crescentes socioeconémicas, evidencia-se como reflexo; o comprometimento da
disponibilidade de &gua potavel a populacdo. As pessoas mais desprovidas ou carentes e
vulneraveis que vivem em moradias irregulares com baixas ou nulas condi¢fes de saneamento
béasico, apresentam-se suscetiveis para adquirir doengas parasitarias, dentre elas, protozooses
intestinais (IBGE, 2018).
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A giardiase e blastocistose sdo parasitoses amplamente distribuidas em paises em
desenvolvimento, relacionados a seguranca hidrica e seus aspectos, geralmente insuficientes,
precérios ou nulos (HOTEZ et al., 2008). Em geral, apresentam sintomatologia variavel de leve
a grave; assim como casos de diarreia que variam em sua intensidade (AMATO, 2008;
ANDRADE et al, 2010; CELESTINO et al, 2021).

A comunidade da Serrinha encontra-se na regido central da cidade de Florianopolis,
denominada Maci¢o do Morro da Cruz, proxima a Universidade Federal de Santa Catarina.
Essa comunidade apresenta situa¢do precaria quanto ao abastecimento de &gua, saneamento
basico e tratamento de esgoto (EIPPER et al., 2006; CARBONERA, 2019). Ainda, de acordo
com os dados coletados no Posto de Salde da Trindade, a diarreia € uma das doengas mais
comuns entre as criancas (CONEXOES DE SABERES, 2007; ASSUNCAO, 2012). Devido a
IS0, a investigagdo parasitologica e estudos epidemiolégicos moleculares s&o indicadores
importantes de satde da comunidade, correlacionando-se com 0 modo de vida do individuo e

0 acesso ao saneamento adequado e a disponibilidade de 4gua potavel e segura.

Por conseguinte, 0 presente trabalho visou a realizacdo de ensaios de biologia molecular
como ferramenta para compreensao epidemiologica através da identificacdo molecular dos
protozoarios G. lamblia e Blastocystis sp., para que possa servir para avaliar o carater genético,

sintomatologia e a rastreabilidade.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Realizar a padronizacdo de Nested PCR para identificacdo e caracterizacdo molecular

dos protozoarios G. lamblia e Blastocystis sp. a partir de amostras fecais de criancas da

comunidade da Serrinha de Florianépolis — SC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS



20

v’ Realizar a extragdo de DNA total de amostras fecais positivas para G. lamblia e
Blastocystis sp. utilizando dois kits comerciais de extracbes de marcas
diferentes;

v’ Testar temperaturas distintas de anelamento para os oligonucleotideos utilizados
para comparacéo da nested PCR,;

v' Comparar quantidades diferentes de DNA para otimizacao da nested PCR.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Blastocystis sp.

O género Blastocystis € classificado como um protozoario, anaerdbio restrito e obrigatorio,
cosmopolita do trato gastrointestinal, pertencente ao grupo protista Stramenopila. Esse parasito
é conhecido pela capacidade de infectar o homem e diversos animais, como mamiferos,
anfibios, répteis, aves e insetos (JAVANMARD, E., et at., 2018); comumente detectado em
amostras fecais humanas em todo o mundo, com prevaléncia relatada variando de 2% a 50%,
com taxas ainda mais elevadas em paises em desenvolvimento e com precarias condi¢fes de
saneamento (GDWQ/WHO, 2017).

Esse organismo unicelular eucarioto, descrito ha quase um século, ainda se encontra em
varias controvérsias e indefini¢des relacionadas a patogenicidade, transmissao e epidemiologia
(AMATO, N, V,, et al., 2008; JAVANMARD, E., et at., 2018; SANTOS, H, L., et al., 2014;
SHAMS, M., et al., 2022). A forma de transmissdo pode ser via animal-humano e fecal-oral,
principalmente relacionado com a ingestdo de formas cisticas através da dgua e/ou alimentos
contaminados, elencado como um dos parasitos de grande abrangéncia global e regional,

relacionado também com a condicdo climatica (FAO/WHO, 2014).

A morfologia do Blastocystis sp. consiste em seis formas evolutivas, considerado um
protozoéario altamente pleomorfico. As formas evolutivas sdo: vacuolar, granular, ameboide,
multivacuolar, avacuolar e cistica (Quadro 1); e as distin¢Ges de papéis entre cada uma delas

ainda ndo foi totalmente elucidado. A forma vacuolar é a mais encontrada em amostras fecais
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e a mais utilizada para reconhecimento em diagnostico, sendo evidenciada também em culturas;
as formas granulares sdo encontradas em culturas e podem estar presentes em amostras clinicas,
associadas com produtos degenerativos; as formas ameboides sdo encontradas em infeccGes
com alta carga parasitaria; e as formas multivacuolares e avacuolares ndo sdo reconhecidas por
todos os autores como formas evolutivas e sim como formas de transicdo, e s&o mais
encontradas em cultura (DE CARLI, G, A,, 2011; CDC, 2019). A forma cistica foi visualizada
primeiramente em amostras de pacientes positivos para HIV; e é a forma de infec¢do e de
resisténcia ao meio ambiente (STENSVOLD, C, R., et al., 2020) (Quadro 1).

Quadro 1 — Formas evolutivas do Blastocystis sp. e suas caracteristicas

Formas evolutivas Blastocystis sp.

Forma Tamanho Formato Nucleos Caracteristicas
r 4 &
PO > Pode ter de 1  Vacuolo central que ocupa de
Varia 2-200  Esférica, oval a 6; 70-90% a célula; citoplasma
cv " um; média  ou elipsoidal. geralmente na periferia com alguns
\ . 4-15 pm. de2a3. granulos; divisdo binaria;
-
-~ .
- ~
\‘_/
s -~
Vacuolar
Vacuolar: seta apontando o ntcleo (Nu), organela mitocondria-like (m), camada superficial (SC), vactolo central (CV);
Escala 2 um.

Varia 3-80 Esférica. Em geral 1. Apresenta granulos finos no
pm. vacuolo central.

Granular
Granular: ntcleo (Nu), organela mitocondria-like (m), vacuolo central (cv), granulos (gr); Escala 1 pum.

Aspecto
Varia 2,6 a irregular; Nucleo Vacuolos proximos aos
7,8 pum. pseuddpodes  caracteristico. pseudodpodes;
pequenos.

Ameboide



22

Formas evolutivas Blastocystis sp.
Ameboide: ntcleo (Nu), bactérias (b), vactolo de lipidio (ly); Escala 1 um.

Varia 5-8 Aspecto Dela?2 Mudltiplos vaclolos pequenos
pm. irregular, oval. nucleos. de diferentes tamanhos.

Multivacuolares
Multivacuolar: nicleo (Nu); reticulo endoplasmatico (er); seta apontando a organela mitodndria-like (m); a camada
superficial (SC), vactolos (v); ); Escala 1 um.

Emtornode  Aspecto oval, Dela?2 Sem vacuolos grandes
5 pum. esférico. nucleos. caracteristicos.

Avacuolar
Avacuolar: seta apontando o nicleo (Nu), trés setas apontando a organela mitocondria-like (m) e reticulo endoplasmatico
(er); ); Escala 1 um.

Polimérfica  Podeterde 1l  Parede cisticas de maltiplas

Emtornode masemgeral a4 nicleos, camadas que sdo um
3-5 um. circular ou em geral de envoltorio; vactolos
oval. 1-2. pequenos e inclusdes.

Cistica
Cistica: setas mais externas apontando a camada fibrilar, setas mais internas mostrando a parede cistica (CW), nucleo (Nu),
vacuolo de glicogénio (gly), reticulo endoplasmatico (er); Escala 1 pm.

Fonte: Adaptado de Stenzel, et al, 1996; Amato, N, V, et al., 2003; Amato, N, V, 2008; CDC, 2019.

Conhecido por ser o agente etioldgico da blastocistose, o ciclo biolégico do Blastocystis sp.
ndo é totalmente esclarecido, assim como o estagio infeccioso em si e o papel de suas diversas
formas evolutivas. Porém, segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), o
ciclo de infeccdo ndo comeca apenas com a ingestdo da forma cistica, como antes estipulado
(Figura 1); e sim com a ingestdo das formas cistica e vacuolar (Figura 2); a partir de transmissdo

fecal-oral de forma direta ou através de &gua e/ou alimentos contaminados. A replicacéo
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acontece de forma assexuada, sugestivo de divisdo binaria, onde as formas evolutivas se

multiplicam e colonizam o hospedeiro (CDC, 2019).

De acordo com o segundo ciclo bioldgico (Figura 1) aceito pelo CDC em 2018, as etapas
eram as seguintes: A forma cistica eliminada pelo hospedeiro entra em contato com o meio
ambiente (1); A infecgdo ocorre através do contato direto ou através de &gua e/ou alimentos
contaminados com a forma cistica (2); No intestino a forma cistica se rompe e libera a forma
vacuolar que se multiplica de forma assexuada (3 e 4); Gerando ent&o as formas multivacuolares
(5a) e ameboides (5b) que geram os pré-cistos (6a e 6b); Através da esquizogonia geram a forma
cistica de parede fina (7a) responsavel pela autoinfeccéo e/ou a forma cistica de parede grossa
(7b) que sera eliminada para o meio ambiente (TAN, 2004; CDC, 2018).

Figura 1 — Segundo ciclo biologico Blastocystis sp. aprovado pelo CDC - 2018
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Fonte: CDC, 2018(Adaptado de www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/blastocystis.htm)

O ultimo ciclo biolégico aceito e aprovado pela CDC em 2019 (Figura 2), demonstra que

as formas infectantes seriam as formas cisticas e vacuolares, porém ainda ndo sao confirmadas;
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as mesmas formas eliminadas pelo hospedeiro para 0 meio ambiente e que sdo encontradas nas
fezes. Além disso, pela falta de informacg6es e esclarecimentos, o ciclo evolutivo fica sem etapas
estipuladas. Sabe-se que o local em que acontece a multiplicacdo e evolucgdo do Blastocystis sp.
é o intestino grosso, mas nao especifica a sequéncia das formas evolutivas ou significancia
bioldgica de cada forma (CDC, 2019).

Figura 2 — Ultimo ciclo evolutivo Blastocystis sp. aprovado pelo CDC em 2019

ODPDX Blastocystis sp.

(Infectious stage not confirmed.)

Fecal-oral transmission

Cyst and vacuolar forms
= shed in feces.

@ ()

Binary fission /

Cyst form Vacuolar form y
Mitotic forms

Granular form* Amoeboid form*

*Various forms that may occasionally be seen in human stool samples and in culture,
Their biological significance is not well understood.

Fonte: Ciclo biolégico Blastocystis sp. CDC, 2019 (www.cdc.gov/parasites/blastocystis/biology.html)

3.1.1 PATOGENESE E CONTROVERSIAS RELACIONADAS

Existem muitos debates e estudos conflitantes sobre Blastocystis sp., referentes a definicao
da posicao taxondmica, papel patogénico, diversidade genética, especificidade de hospedeiro e
manifestacdes clinicas (AMATO, et al., 2003; DE CARLLI, 2011; KOSIK-BOGACKA, et al.,
2021). Seu histdrico de descobrimento data em 1911/1912 com a primeira descri¢do e posicéo

taxondmica como levedura. Ao passar dos anos as posi¢Bes taxondmicas alternaram entre
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levedura, vegetal, esporozoito e protozoario. Foi em 1996, que Blastocystis sp. foi encaixado,
a partir das caracteristicas morfoldgicas e genéticas na seguinte classificacdo: Reino Protista,
Filo Stramenopiles, classe Blastocystea, ordem Blastocystida, familia Blastocystidae, género
Blastocystis (ALEXIEFF,1911; BRUMPT, 1912; ZIERDT, 1991; SILBERMAN, et al., 1996).

A capacidade de infectar diversos animais com baixa diferenciacdo morfoldgica entre si,
somado a alta variabilidade genética, leva a um consenso na literatura de utilizacdo do nome
Blastocystis sp. para referenciar-se as diferentes linhagens genéticas ou subtipos (CLARK,
1997; STENSVOLD et al., 2007; PARIJA & JEREMIAH, 2013). Os subtipos (STs) séo
designacdes baseadas em regibes polimorficas das subunidades do RNA ribossomal nas
diferencas entre as sequéncias do gene SSU rRNA,; sendo validado 17 subtipos (ST1-ST17); e
em processo de validacdo 11 Subtipos (ST18-ST28). Os subtipos ST18, ST20 e ST22 estdo
sendo contestados (HUBLIN, J.S.Y, et al., 2020; SHAMS, et al., 2022; VELAZQUEZ, R, L.,
et al, 2022).

Entre eles, 10 subtipos (ST1-ST9 e ST12) sdo os reportados em infec¢bes humanas, mas
também estdo presentes em infec¢des de animais (Figura 3); os outros Subtipos (ST10 -ST28,
com excecdo do ST12) infectam somente animais e ndo foram relatadas participacdo em
infeccdes humanas. A rota de transmissao oro-fecal esta relacionada a transmissao interpessoal,
pelo contato direto; contato préximo com animais contaminados; e transmissao pelo meio
ambiente contaminado relacionado com agua ou alimentos. Entre os Subtipos relatados nas
infeccdes humanas, o Subtipo ST3 é o mais prevalente, seguido de ST1 e ST2, ST4 e ST5
(POIRIER, et al., 2011; STENSVOLD, et al., 2007; JAVANMARD et al., 2018; VALENCA-
BARBOSA, 2018).
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Figura 3 — Subtipos relacionados a relatos de hospedeiros e via de transmissao
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Fonte: Adaptado de Valenga-Barbosa (2018, p.7).

A falta de especificidade por um hospedeiro pode ser um dos motivos associados a
transmiss&o entre tantos seres, 0 que somado a variabilidade genética, dificulta a rastreabilidade
referente a distribuicdo dos diferentes subtipos e relagdo com a sintomatologia (POIRIER, et
al., 2011; STENSVOLD, et al., 2007; JAVANMARD et al., 2018).

Em relacdo a patogenicidade, mostra-se controversa devido aos sintomas inespecificos e
frequéncia de infec¢des assintomaticas; sendo uma das questdes mais debatidas na literatura. A
acdo patogénica esta relacionada a fatores do protozoario, tais como a presenca de cepas
virulentas, potencial patologico dos subtipos e alta carga parasitaria; e relacionada a fatores do
hospedeiro, como a condicdo imunoldgica e populacdo da microbiota (SANTOS, H, L., et al,
2014; SCANLAN, P, D., et al, 2015; JIMENEZ, P, A,, et al, 2019). Alguns estudos sobre a
microbiota que incluem Blastocystis sp., relatam que o mesmo pode ser um constituinte da
microbiota intestinal de um ser humano saudavel; em contrapartida, outros estudos sugerem
que a sua presenca diminui a quantidade de bactérias intestinais pertencentes a microbiota,
levando a um desequilibrio (BEGHINI, F., et al., 2017; YASON, J, A., et al, 2019).

Uma vez no intestino grosso, o parasito pode interferir no epitélio intestinal, microbiota, ou
ainda, o sistema imunoldgico do individuo. Os componentes especificos que garantem potencial
patogénico ao Blastocystis sp., sdo muito debatidos na literatura, sendo que nos Gltimos anos 0s

estudos experimentais se tornaram cada vez mais presentes (Tabela 1).
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Tabela 1 — Estudos experimentais com ou sem associa¢ao aos subtipos de Blastocystis sp.

Subtipo Via Estudo Autor
- Inducdo/modulacgdo da resposta  Interacdes in vitro com células Long et al., 2001
imune. epiteliais HT-29 e T-84.
ST1 Relacionado a maior Individuos assintomaticos e Yan et al., 2006
patogenicidade. sintomaticos.
ST4 Aumento de permeabilidade Células epiteliais intestinais Puthia et al., 2008
levando a apoptose. de ratos.
ST4 Cisteino-peptidades evidenciando ST4 de ratos em células Wu et al., 2014b
o efeito citopatico mas sem humanas Caco-2.
apoptose.

ST1,
ST2, Pacientes com SlI Aumento de citocinas IL-6 e Azizian, et al., 2016
ST3 TNF-a.
ST4 Aumento da producdo de acidos Camundongo com ST4 Deng and Tan, 2022

graxos e 1L-10.
Fonte: Adaptado de Deng and Tan, 2022. Elaborado pela autora, 2022.

A imunoglobulina responsavel pela protecéo e conservacdo da homeostase no intestino é a
IgA, que tem o papel de limitar a reproducdo dos parasitos e fornecer protecdo contra
reinfeccbes (GUTZEIT, et al., 2014). Uma das vias debatidas na literatura é que ao aderir o
intestino, o Blastocystis sp. produz e secreta cisteino-proteases que contribuem para a
degradacédo da IgA secretora, diminuindo a resposta do sistema imunologico (PUTHIA, et al,
2005; STENSVOLD, et al, 2020). Ao liberar essas enzimas proteases que afetam
principalmente a integridade do tecido epitelial, promove também a colonizacdo por outros

organismos intestinais mudando a composi¢cdo da microbiota intestinal (ALZATE et al, 2020).

Alguns estudos in vitro, demonstram também, o comprometimento da juncdo mediada por
Rho/ROCK, gerando uma disfuncdo da barreira epitelial e colaborando para a liberacdo de
citocinas pré-inflamatorias e células apoptéticas, mediado por NF-kB (Figura 4), o que condiz
com outros estudos que demonstram niveis elevados de citocinas como IL-8, TNF-a, IL-10 e
acidos graxos. Outros estudos descrevem também, o aumento da permeabilidade das células
intestinais, sendo mais um fator em cooperacdo para inducdo da apoptose (CLARK, C, G., et
al, 2013; STENSVOLD, C, R, et al, 2007; STENSVOLD, C, R,, et al, 2020; DENG and TAN,
2022).



28

Figura 4 — Estudo in vitro de cultura intestinal de Stensvold e colaboradores, 2020.
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Fonte: Adaptado de Stensvold, C, R., et al, 2020.

Entretanto, ainda existem muitos resultados divergentes entre os autores, principalmente
relacionado a apari¢do ou nao de sintomas especificos e inespecificos, o que somado a falta de
um modelo padrdo de comparacdo experimental, ajudam a manter esse protozoario com

diversas lacunas a serem preenchidas.

3.1.2 EPIDEMIOLOGIA

De acordo com Popruk e colaboradores (2021) a prevaléncia da infec¢do variou de 0,5 a
100% em todo 0 mundo, sendo que os maiores indices foram reportados em comunidades com

péssimas condicBes higiénico-sanitarias.

O indice de prevaléncia média foi de 52% na Australia e Oceania; 43,84% nas Américas;
41% na Africa e em paises da Europa de 22 a 56% (POPRUK, et al, 2021; KOSIK-BOGACKA,
et al 2021). Em paises da Asia, foram avaliados relatos de 2010 até 2021 demonstrando
prevaléncia de até 83,7% (RAUFF-ADEDOTUN, A. et al., 2021). Em alguns paises
industrializados foram relatados uma variacao entre 6% na Hungria a 24% na Holanda (BART
etal., 2013; SCANLAN ets al., 2015). No Brasil a prevaléncia varia de 2,2% a 40% (BRANCO
etal., 2012; MELO et al., 2017).
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No geral, os subtipos também possuem diferentes taxas de prevaléncia, os mais encontrados
em infec¢cBes humanas sdo ST3 com maiores numeros de relatos (43,78%), seguido de ST1
(28%), ST2 (13,5%), ST4 (9%) e ST5 (2%) em diferentes regides do mundo (Figura 5), 0s

outros subtipos séo encontrados em infecgdes em outros animais (POPRUK, et al, 2021).

Figura 5 — Taxas de prevaléncia dos subtipos de Blastocystis sp. em humanos em

diferentes regides do mundo, 2021.

N w B (%]
o o o o

Prevalence (%)

-
o

ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6 ST7 ST8 ST9 ST12 mixed NA

o

Fonte: Adaptado de Popruk, et al, 2021, p. 8, fig 1.

De acordo com diversos estudos, tanto em infec¢des sintomaticas como assintomaticas, 0s
mesmos subtipos sdo observados como prevalentes, com pequenas variacfes de taxas. Em
infeccdes assintomaticas encontra-se variagdes aproximadas de ST3: 43,8%; ST1: 28%; ST2:
14%; ST4: 9% e mistura de subtipos com 9,5%. Em infeccBes sintomaticas observa-se
variacOes aproximadas de ST3: 44%; ST1: 23%; ST2: 10,5%; ST4: 16% e mistura de subtipos
com 7% (Figura 6) (POPRUK, et al, 2021).
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Fonte: Adaptado de Popruk, et al, 2021, p. 9, fig 2.

A distribuicdo geogréafica dos diferentes subtipos e suas respectivas prevaléncias no Brasil,

foram evidenciados em uma revisdo sistematica realizada por Zanetti e colaboradores em 2020,
que demonstrou uma taxa de prevaléncia de 34,8% de ST3, 34,6% de ST1, 16,8% de ST2,
confirmando o cenario mundial (Figura 7). Referente aos outros subtipos: 3,5% de ST8; 2,8%
de ST5; 1,8% de ST4; 1,5% de ST7; 0,9% de ST6. A taxa de prevaléncia de multiplos subtipos
foi de 3,3%; com associacdo de ST1 e ST3 em 61%, associacdo de ST1 e ST2 com 27,8%,
associacdo de ST2 e ST3 com 5,6%, e associacdo de ST3 e ST7 com 5,6% (Figura 8).

Figura 7 — Taxas de prevaléncia dos Subtipos no Brasil, 2020.
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Fonte: Adaptado de Zanetti, et al, 2020, p. 11, fig 4.
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Relatos apontam a presenca desse parasito no esgoto, em embalagens de alimentos e em
surtos correlacionados com a contaminagdo através da agua e alimentos contaminados. Em um
estudo entre os manipuladores de alimentos no Ird, entre os parasitos intestinais mais
prevalentes estdo G. lamblia, E. coli, e Blastocystis sp (TEIMOURI, et al, 2021). Na Polonia
foi reportado um estudo de um ano de monitoramento de aguas e a prevaléncia dos subtipos
ST1 e ST3 de Blastocystis sp. foi de 13,9%, com maiores numeros observados no inverno e
verdo (ADAMSKA, 2020). Em um estudo na Malésia, foi demonstrado a presenca do agente
em transmissao via animal-humano, carater zoonético importante, com maior risco de infeccao
entre trabalhadores rurais (SURESH K. et al., 2005; CARADONNA T et al., 2017; NIMIRI
LF, 1993).

A infeccdo por Blastocystis sp. foi muito relacionada, na literatura, como uma infeccéo
adquirida por viajantes que ao retornarem de uma viagem por algum pais tropical, apresentavam
sintomas gastrointestinais e diarreia (JELINEK et al., 1997). Um estudo longitudinal
prospectivo estudou analisou de 479 amostras de fezes de viajantes holandeses saudaveis, antes
e depois de viagens ao continente Asiatico e Africano; foi evidenciado que 36% ja continha
algum subtipo de Blastocystis sp. e somente 5% adquiriram no retorno (VAN HATTEM et al,
2019); um valor que também repete em um estudo na Alemanha com 795 amostras analisadas
e 11% adquiriram durante a viagem (RUDZINSKA et al., 2019). Em relacdo aos pacientes
imunocomprometidos foi relatado uma média global de prevaléncia de 10%, sendo relatado
taxas de 72% na Indonésia, Etiopia 61%, Alemanha 37%, Austrdlia 21% e Brasil 24%
(KHORSHIDVAND, et al., 2021).

Entre os grupos de risco, as criancas, possuem altas prevaléncias de Blastocystis sp., com
taxas variando de 8,4% na Suica; 5,6% na Dinamarca; e Holanda com até 20%. As taxas sao
mais elevadas em paises em desenvolvimento, chegando a 50% (LEGERET et al, 2020). No
Brasil, estudos apontam alta positividade entre criancas com taxas a partir de 40% (RAMIREZ
et al, 2016; OLIVEIRA-ARBEX et al, 2018). Em um estudo no Panama4, onde 33% de criancas
foram positivas para algum tipo de parasitose, Blastocystis sp. representou 63.3% dessas
positividades (PEREA et al, 2020). No Rio de Janeiro a positividade para o parasito foi de 44%
entre criancas até 12 anos de idade (LEITE, 2014). Em Minas Gerais foi encontrado uma taxa
de 57,15% entre criancas de 12 a 16 anos de idade (DA CRUZ, 2014).



32

3.1.3 SINTOMATOLOGIA E DIAGNOSTICO

3.1.3.1 ManifestacGes clinicas

As manifestacbes clinicas sdo inespecificas, assim como parte das doengas
enteroparasitarias, apresentando pacientes assintomaticos e sintomaticos. Em quadros
sintomaticos, as manifestacbes podem ser diarreia de intensidade variavel, sem a presenca de
sangue ou células de defesa; dor abdominal, desnutricdo, prurido anal, nauseas e vomito,
Sindrome do Intestino Irritavel (SII), constipacdo, flatuléncia e ainda, estudos demonstram a
presenca do protozoario em ulceracdes (GARCIA, 2007; JIMENEZ et al, 2019). Em pacientes
imunocomprometidos é comum a alta taxa de prevaléncia, sendo a terceira causa de maior
morbimortalidade; e as principais manifestacdes clinicas séo a desnutricao, diarreia e sintomas

dermatoldgicos a depender do subtipo responsavel (GARCIA, 2007).

A SII ¢é considerada um disturbio funcional e crénico que afeta a qualidade de vida do
individuo, o diagnostico é realizado a partir de diversos critérios (KHAN et al, 2010). Essa
doenca tem uma prevaléncia mundial média de 11,2%. De acordo com estudos
epidemiologicos, a blastocistose ocorre 2.34 vezes mais frequentemente em pacientes com Sl
do que em individuos sem, compreendendo uma faixa de 5,8 — 73%, mais ampla do que em
individuos controle (CIFRE, et al., 2018).

Além disso, muitos relatos evidenciam o envolvimento desse parasito de forma extra
intestinal, com a presenca detectada no apéndice, cisto esplénico, casos de artrite e urticarias
cutaneas (FREALLE et al., 2015; SANTOS et al., 2014). Em uma recente revisdo sistematica
e meta-andalise foi reportado a taxa de infec¢do dos pacientes com urticaria de 22,5%; 22,2%
pacientes com neoplasias; e 16,15% pacientes com gastroenterite; sendo que a frequéncia dos
subtipos foram ST1: 33,3%; ST2: 16,7% ST3: 23,8% (BAHRAMI, et al, 2019).

Os sintomas inespecificos, a alta taxa de prevaléncia de infeccdo assintomatica e o papel do
parasito em associac@es com outras infeccdes ainda sdo uma incognita, muito condizente com

a falta de esclarecimentos referente a sua patogenicidade.
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3.1.3.2 Métodos de diagndstico

Em um laboratério de rotina o diagndstico é realizado pelo exame parasitologico de fezes
(EPF), com anéalise de amostras fecais com ou sem solugdo conservante. As técnicas utilizadas
podem ser as de concentracdo ou exame direto, baseando-se na identificacdo morfoldgica do
parasito pela identificacdo das principais formas evolutivas. A forma vacuolar é a forma mais
tipica e comumente encontrada no EPF (Tabela 2) (AMATO NETO, et al, 2003; DE CARLI,
2011).

Tabela 2 — Morfologia diferencial de Blastocystis sp. em espécimes de fezes de humanos

Morfologia diferencial de protozoarios encontrados em espécimes de fezes de humanos
Espécie Estagio Tamanho Formato Motilidade NUmero de Outras
nucleos caracteristicas
Em geral 1ou 2- A célula contém um
4; na borda do grande corpo central

citoplasma. ou vacuolo; faixa
Em binucleados: fina/borda de
nucleos podem citoplasma na
Forma  5-30 um; Esférico, estar em polos periferia.
Blastocystis  vacuo-  faixa usual oval ou Imovel. 0postos. Em Ocasionalmente um
sp. lizada.  8-10 pm. elipsoidal. quadrinucleados anel de grénulos

sd0 espagados pode ser visto no
uniformemente  citoplasma e a

na periferia célula parece ter
celular. uma borda de
contas.

Tamanhos baseados em informagdes de Rommel e Heydorn (1972) e Heydorn et al. (1975).
Descrigdo baseada em informagdes de Zierdt, 1973 e McClure et al. (1980).
Fonte: Adaptado de CDC - Diagnostic Procedures Morphcomp., 2016.

Cada método apresenta especificidade e sensibilidade variavel, e deve ser avaliado antes de
ser escolhido. Em relacdo aos corantes podem ser utilizados o Lugol ou a coloragdo permanente,
como: tricromico, giemsa e hematoxilina férrica (Figura 8). O exame direto muito se relaciona
com a carga parasitaria, sendo recomendado a analise de mdltiplas amostras fecais; a
sedimentacdo espontanea pode ser utilizada também com as amostras conservadas (DE CARLLI,
2011; CDC, 2016). A diluicdo da amostra pode ser realizada com &gua destilada ou corrente,

embora tenha sido evidenciado a ruptura da parede do organismo, e por isso a solucéo salina
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seria 0 recomendado; ainda, o uso da solugdo conservante (SAF) garante a integridade das
formas do parasito (NEVES, et al, 2011).

Figura 8 — Morfologia diferencial Blastocystis sp. (10 um)

Fonte: Adaptado de CDC - Diagnostic Procedures Morphcomp., 2016. Legenda: (A) — Cisto visualizado em

microscopia de campo claro. (B) — Cisto visualizado em microscopia com coloragéo tricromica.

Por ser um parasito polimérfico, o diagndstico por microscopia possui baixa sensibilidade
pela falta de padronizacdo quanto a analise das formas e alguns resultados conflitantes
(FREALLE et al., 2015; STENSVOLD, et al, 2016). As analises mais sensiveis sdo a cultura
de fezes que € o padréo ouro de diagndstico, com o cultivo em diferentes meios, como culturas
xénicas em meio LE, Robinson, e TYSGM-9; ou culturas axénicas em meio LE, e IMDM
(CLARK, et al, 2002); e ainda em meio Pavlova; seguido da analise molecular por PCR. Essas
analises sdo mais trabalhosas e demoradas e por isso sdo mais utilizadas em estudos clinicos e
epidemiologicos, ndo utilizados comumente em rotinas laboratoriais (SANTOS et al., 2014;
CDC, 2016). Quanto ao diagndstico soroldgico, ainda ndo foi estabelecido, visto que faltam
estudos referente ao assunto e ainda pouco se sabe quanto aos subtipos detectados
(STENSVOLD, et al, 2016).

3.1.3.2.1 Amplificacéo de acidos nucleicos

Estudos referentes a biologia do protozoario sdo essenciais para analise genética e
epidemioldgica, considerando-se a grande variabilidade de genes conservados. As técnicas

moleculares como a Reagdo em cadeia da Polimerase (PCR) possuem maior sensibilidade de
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diagndstico em compara¢do com a microscopia, entretanto, esses métodos nao séo utilizados
na rotina laboratorial pela alta demanda de custo e tempo agregado. Devido a extensa
variabilidade genética, existem diversos alvos moleculares estudados na literatura; entretanto,
existem dois métodos que sdo amplamente utilizados: o uso do STS e a analise da variacdo de
SSU rDNA (STENSVOLD, et al., 2007).

Apesar de ser amplamente utilizada em estudos, a detec¢do de Blastocystis sp. atraves de
amostras fecais, possui interferentes que podem prejudicar a amplificacdo do DNA. Esses
interferentes podem inibir a acdo da DNA polimerase, e consequentemente inibir a
amplificacdo; entre eles estdo os componentes metabdlicos, grupamento heme e &cidos biliares
(JAVANMARD et al., 2018).

A deteccdo molecular com anélise do gene da subunidade menor do RNA ribossdmico
(SSU-rDNA) é a mais observada; variando-se as regifes do gene como marcadores. Esse
método, conhecido como codigo de barras (barcoding), desenvolvido por Scicluna e
colaboradores em 2006, permite a deteccdo de diferentes subtipos, com o uso dos
oligonucleotideos RD5 e BhRDr que amplificam 600 pares de base (pb) na extremidade 5° do
gene (SSU-rRNA) (SCICLUNA et al., 2006; STENSVOLD, et al., 2007; YOSHIKAWA et al.
2000). Por possuir alta conservacéo a nivel de espécie € muito utilizado em estudos moleculares
e filogenéticos; até o momento 35 alelos SSU-rDNA dentro de ST3 foram identificados, os

outros subtipos seguem limitados quanto as identificacbes (STENSVOLD, et al, 2016).

A detecc¢do de subtipos usando um local marcado com sequéncia, ou seja, utilizando um par
de iniciadores “subtipo especifico” (STS), também foi utilizada em alguns estudos, e envolve
sete reacdes de PCR, uma para cada um dos subtipos ST1 — ST7, sem precisar sequenciar.
Porém, essa técnica identifica apenas esses subtipos, o que pode levar a um resultado falso
negativo (STENSVOLD, et al, 2016). Outro marcador citado na literatura sdo os espacadores
internos transcritos (ITS1-2) que codificam o RNA 5.8S e RNAr 28S, amplificando cerca de
30% do SSU-RNAr, fazendo parte do barcoding; porém possuem baixa especificidade,

entretanto muito utilizados em estudos filogenéticos (SCICLUNA et al., 2006).

O gene do fator alfa de elongacdo 1-alfa (EF-1a), também é uma opcdo para estudos
filogenéticos por ser altamente conservado; um gene que é necessario para o alongamento da

sintese proteica (TAN et al., 2002). Ainda existe relato do uso do gene que codifica a SSU-
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rRNA da organela semelhante a mitocondria (MLO-rDNA), mas que obteve resultados
conflitantes (POIRIER, et al., 2011; POIRIER, et al., 2014).

3.1.4 TRATAMENTO

O tratamento da infecgc@o depende da apari¢do ou ndo de sintomas, identificacdo do parasito
no exame coproldgico e nivel da carga parasitaria. A primeira linha de tratamento sdo 0s
Nitroimidazolicos, antimicrobianos com excelente atividade contra bactérias anaerdbicas
estritas e protozoarios.; e atividade limitada contra aerébios. Seu mecanismo de acao consiste
no recebimento de elétrons pelo seu grupamento nitro, liberando compostos quimicos e radicais
livres que inativam o DNA, impedindo a sintese enzimatica dos microrganismos. Deve ser
evitado durante a gravidez por possuir a capacidade de atravessar a placenta e atingir as mesmas
concentragdes no feto, sendo ainda excretado no leite materno. O principal utilizado é o
Metronidazol, disponivel na rede basica de saude; porém pela falta de eficacia em alguns casos,
a atividade bioldgica ainda necessita de estudos (BATISTA, et al, 2017), podendo estar
relacionado com falta de concentracdo no sitio de acdo ou possivel resisténcia de alguns
subtipos (ANVISA, 2007; STENSVOLD, et al, 2010). Sua regulamentacdo nao possui
recomendacgdes para uso especifico contra Blastocystis sp. (DRUGS-METRONIDAZOLE,
2021).

A segunda opc¢éo de tratamento seria 0 antibidtico Trimetropim-Sulfametazol, que contém
dois componentes ativos que agem de forma sinérgica, bloqueando o sequencial de duas
enzimas que catalisam estagios sucessivos da biossintese do acido folinico no microrganismo,
inibindo o metabolismo do acido félico. Disponivel em varias formas farmacéuticas como
suspensdo oral, solucdo injetavel e comprimido; sendo disponibilizado no acesso basico de
saude (RENAME, 2022). Esse antibidtico é um excelente bacteriostatico e pela associacdo €
potente frente a mecanismos de resisténcia, entretanto, ndo existe recomendacédo especifica de
posologia para Blastocystis sp., e estudos possuem diferentes conclusées quanto a eficacia
(ANDSSEL et al, 1999; TAN et al, 2010; DRUGS -
SULFAMETHOXAZOLE/TRIMETHOPRIM, 2021).
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Outro antibiotico utilizado é um inibidor da sintese proteica, da classe dos
Aminoglicosideos, Paromomicina; seu mecanismo de acao € o blogueio da sintese da iniciagdo
da sintese de proteina, ocorrendo o bloqueio da posterior traducdo e estimulagdo da terminacéo
prematura, incorporando amino&cidos de forma incorreta. Entretanto, além de possiveis
resisténcias, existem diversas reac0es adversas importantes, como a nefrotoxicidade que ocorre
de 8% a 26%, além de ndo possuir recomendacdo especifica para Blastocystis sp. (DRUGS-
PAROMOMYCIN, 2022).

O antiprotozoario Nitazoxanida também é uma opcdo, embora também ndo possua
recomendacdo de uso especifico para Blastocystis sp., e apresente efeito de curta duracéo
(DRUGS-NITAZOXANIDE, 2022). Outros farmacos que possuem atividades contra o parasito
sdo Tinidazol, Ornidazol, Cetoconazol, Quinina, etc. Diversos estudos referentes a atividade
biologica e sitio de agdo dos medicamentos utilizados e compostos fitoterapicos ainda merecem

um maior foco para esclarecimentos (TAN et al., 2010).

3.2 Giardia lamblia

O género Giardia trata-se de um protozoario flagelado binucleado pertencente a familia
Hexamitidae, ordem Diplomonadida, classe Zoomastigophora, filo Sarcomastigophora,
subfilo Mastigophora; ainda classificados como parte do supergrupo Excavata. Responsavel
por ser uma das causas mais comuns de diarreia por protozoarios entéricos e de grande
prevaléncia mundial com variagdes a partir de 33% em paises em desenvolvimento (LALLE e
HANEVIK, 2018; DUNN e JUERGENS, 2020).

Esse organismo unicelular eucarioto é capaz de infectar o intestino delgado do homem,
animais domésticos (como cées e gatos) e animais silvestres. A principal via de transmissédo é
fecal-oral, através de agua e/ou alimentos contaminados e pelo contato com pessoas/animais
infectados, reconhecido como zoonose pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) desde 1979;
elencado como um dos parasitos de abrangéncia global relacionado com a condi¢éo climatica,
e ampla distribuicdo em paises em desenvolvimento com precérias condi¢6es sanitarias. Ainda,

por atuar como parasito de veiculacdo hidrica, encontra-se relacionado com epidemias e surtos
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tanto em paises desenvolvidos, como em paises em desenvolvimento (PAHO, 2003;
FAO/WHO, 2014).

Sua primeira observacdo foi datada em 1681 por Leeuwenhoek, em suas proprias fezes
(“animaliinculos moveis”); sendo descrito e nomeado Cercomonas intestinalis por Lambl em
fezes diarreicas de criancas em 1859 (PAHO, 2003). Somente a partir da década de 1980 que o
nome do género foi estabelecido, por Kunstler, ao identificar uma espécie do flagelado em um
intestino de girino (KUNSTLER, 1882). Em 1915 foi renomeado G. lamblia por Stiles; e ao
passar dos anos, os nomes foram adotados de acordo com o hospedeiro da infeccdo. Anos
depois, Filice consolidou que deveriam ser reconhecidas apenas trés espécies, de acordo com
diferencas morfoldgicas e hospedeiro infectado: Giardia duoednalis, Giardia muris, e Giardia
agilis; aceitos como Giardia spp. em 1971. A partir disso, varias espécies foram identificadas
e na literatura existe um consenso sobre a nomenclatura, sendo os nomes G. lamblia, G.
duodenalis e Giardia intestinalis sinbnimos referentes a uma mesma espécie, a espéecie
responsavel pela infeccdo em humanos (FILICE, 1952; PAHO, 2003; NCEZID, 2021). G.
lamblia € um protozoario que possui capacidade de infectar varios tipos de espécies, e ainda
desenvolve seu ciclo biologico completo em apenas um hospedeiro (monoxeno ou direto);
apresentando duas formas evolutivas, o cisto como forma de resisténcia ao meio ambiente; e 0
trofozoito a forma vegetativa e proliferativa que habita o intetino dos animais (MONIS et al,
2003).

Os trofozoitos apresentam forma piriforme, com dimensdes de 12 a 15 pum de comprimento
por 6 a 8 um de largura; apresentando simetria bilateral, dois nucleos, dois axonemas (fibrilas),
disco adesivo ou disco suctorial (face convexa dorsalmente e concava ventralmente, com uma
concavidade ovoide), corpos medianos/parabasais (na parte ventral uma ou duas formacdes
paralelas, em forma de virgula) e quatro pares de flagelos (sendo quatro flagelos laterais, dois
centrais e dois caldais). A organizacdo intracelular é simples e ndo possui mitocondrias e
peroxissomos, possuindo um sistema secretor vesicular remoto (THOMPSON, 2004). Os
corpos medianos, constituidos por microtdbulos, e o disco adesivo ou disco suctorial sdo
estruturas peculiares pertencentes ao género. No disco adesivo existem proteinas responsaveis
pela contragdo como actinina, miosina e etc; assim como a presenca de um conjunto de
microtubulos (ADAM, 2011).
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Os trofozoitos sdo encontrados no trato intestinal do hospedeiro na forma vegetativa, e
podem ser eliminados nas fezes (principalmente as diarreicas) do hospedeiro infectado,
entretanto, ndo possuem resisténcia ao meio ambiente. Quando corados, podem ser observados
0s nucleos com cariossoma grande redondo, sem cromatina periférica e os flagelos séo visiveis

nos trofozoitos vivos ou por coloragdes especificas (BURET, 2008) (Quadro 2).

Quadro 2 — Formas evolutivas da Giardia spp. e caracteristicas

Formas evolutivas Giardia spp.

Forma Tamanho Formato Ndcleo Caracteristicas
S

Motilidade; estruturas

s 12a15 celulares duplas: 8
Calomyona Nicleo pm flagelos, disco
Corpos medianos comprime  Piriforme suctorial ocupando
r ntopor6a , formato 2 1/2-3/4 da sup_erfl’cie,
8 um de de pera. corpos medianos
. largura. horizontal ou
N\ Elagelos obliquos na parte
inferior.
Trofozoito
Axonemas ou
flagelos nos cistos
T — néo corados; fibras
8al4 um 2-4; ou fibrilas em
Nicleo comprime  Elipséide nao coloragdo profunda;
Coiioa iatiunos nto por 7 a ou disinto membrana cistica;
L Axonemas 10 umde  ovoides. emndo  citoplasma retraido
largura. corado. em uma porgao da
) parede celular; dois
Cisto pares de cOrpos
medianos.

Fonte: Adaptado de Thompson (2014); CDC (2016), CDC (2021).

Os cistos sdo elipsoides ou ovoides, raramente redondos, com dimensées de 8 a 14 pum de
comprimento e 7 a 10 um de largura. Possuem uma parede cistica de aproximadamente 0,3 pm
de espessura, composta por uma rede de filamentos externa e uma membrana interna constituida
de duas membranas; estando presente proteinas de 29, 75, 88 e 102 kDa de tamanho, com
predominancia da galactosamina (N-acetilgalactosmaina). Suas estruturas internas sao
duplicadas em relagdo ao trofozoito: contendo de dois a quatro nucleos, dois pares de corpos

medianos/parabasais em forma de meia-lua do lado oposto ao nucleo, e um nimero variavel de
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fibrilas (axonemas) (Quadro 2) (Figura 9). S&o eliminados nas fezes formadas, pastosas e
diarreicas, encontrados tanto em amostras fecais dos hospedeiros infectados como no meio
ambiente; sdo as formas de resisténcia e podem resistir aos processos comuns de tratamento da
agua potavel de consumo; responsavel pela disseminacdo da infeccdo (THOMPSON, 2004;
CDC, 2016).

Figura 9 — Morfologia diferencial Giardia spp. (10 pum)

TROFOZOITO L O

Fonte: Adaptado de CDC Diagnostic Procedures Morphcomp., 2016. Legenda: (A) — Trofozoito visualizado em
microscopia com mancha tricrémica. (B) — Cisto visualizado em microscopia com mancha tricromica. (C) - Em
microscopia de campo claro, corado com solucéo de iodo podem apresentar tonalidade pardacenta ou castanho-

amarelada e os corpos medianos ficam corados em negro.

No seu ciclo de vida (Figura 10), as formas de diagnostico séo os cistos e trofozoitos, e
segue a seguinte sequéncia: 1- A forma de resisténcia (cistos) é responsavel pela disseminacao
e podem sobreviver varios meses em agua fria; A infeccdo tem inicio com a transmissdo do
cisto de forma direta, pelo contato pessoa-pessoa, ou indireta pela via fecal-oral (méos ou
fomites), principalmente através de alimentos ou agua contaminados. Os cistos passam pelo
ambiente acido do estdbmago, para desencistamento no intestino delgado. 2 — No intestino
delgado, a excistacdo libera trofozoitos (cada cisto produz dois trofozoitos). 3 — Os trofozoitos
se multiplicam por fissdo binaria longitudinal, permanecendo no limen do intestino delgado
proximal onde podem estar livres ou aderidos a mucosa por um disco de succdo ventral,

alimentando-se por pinocitose. 4 - O encistamento ocorre a medida que 0s parasitos transitam
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em direcdo ao cdlon, sendo eliminados de maneira intermitente nas fezes do hospedeiro. O cisto
é 0 estagio encontrado mais comumente nas fezes ndo diarreicas, permanecendo no meio
ambiente no qual é liberado e continuando a disseminagdo. 5 - Como o0s cistos séo infecciosos
quando eliminados nas fezes ou logo apds, a transmissdo de pessoa para pessoa é possivel.
Embora os animais estejam infectados com Giardia spp., sua importancia como reservatorio
ndo é clara (CACCIO et al., 2005; CDC, 2017). Um individuo infectado pode liberar até 2x10°
cistos por grama de fezes; sendo que a quantidade infectante para causar a infeccdo é de 10 a
100 cistos e o periodo de incubacédo varia de 6 a 15 dias (SMITH et al., 2006; LEUNG et al.,
2019).

Figura 10 — Ciclo evolutivo de Giardia spp.

Contaminagio da dzua, alimentos
ou mios com cistos infeeciosos.

Trofozoitos também podem estar
nas fazes, mas nic sobravivem ao

meio ambisnts. ""f"'\ﬁ
€2)

A\ = Estizio infeccioso AIF% §)

A= Estizio de diagndstico A CIETO

Fonte: Adaptado de CDC, 2021.

3.2.1 PATOGENESE
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A caracterizacdo e taxonomia de G. lamblia sdo complicadas, principalmente pelo limite de
diferenciacdo morfoldgica entre as espécies, sendo que atualmente oito espécies sdo validadas;
cada espécie possui uma especificidade pelo hospedeiro, entretanto, algumas infectam diversos
animais (Figura 11). Os nomes G. duodenalis, G. intestinalis e G. lamblia s&o sinbnimos que
identificam uma mesma espécie, a que infecta humanos e outros mamiferos, responsavel por
ser 0 agente etiolégico da giardiase (HEYWORTH, 2016; XIAO e FENG, 2017; RYAN et al.,
2019).

Figura 11 — Espécies relacionadas a relatos em hospedeiros
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Fonte: Adaptado de Heyworth (2016); Xiao e Feng (2017) e Ryan et al (2019).

Somente a G. lamblia infecta humanos, sendo considerada um complexo de espécies;
primeiramente evidenciado na década de 1980 através de uma comparacao de isoenzimas de
isolados de diferentes hospedeiros que observou grande heterogenicidade, confirmado
posteriormente pela analise de antigenos de superficie e polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP) de DNA (ANDREWS et al., 1989; NASH, 1985). Essa espécie
é subdividida em oito grupos genéticos ou assembleias (assemblage) que evidencia cada grupo
maior contendo parasitos isolados ndo limitados a nenhuma localidade geogréfica particular;

de acordo com alguns autores, a distancia genética entre algumas assembleias pode ultrapassar
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a utilizada na descricdo de protozoérios, entretanto, ndo existem marcadores que possam
diferencia-los (THOMPSON e MONIS, 2004). Ainda, cada assembleia (A-H) possui suas
particularidades e variagdes genéticas (Figura 12); as assembleias A e B sdo as mais prevalentes
em infeccBes humanas e outros mamiferos, consideradas potencialmente zoondticas; as
assembleias C e D sdo mais evidenciadas em ces e coiotes; assembleia E é muito presente em
bovinos, porcos e cabras (denominado livestock); assembleia F apresenta maior especificidade
por gatos domésticos; assembleia G encontrada em ratos domésticos; e a Gltima assembleia H
é encontrado em animais marinhos, como a foca. Entretanto, algumas assembleias que possuem
especificidades por determinados animais, ja foram relatados em humanos (THOMPSON e
MONIS, 2004 FENG e XIAO, 2011; CACCIO e RYAN, 2008; RYAN et al, 2021).

Figura 12 — Assembleias de Giardia lamblia relacionados a relatos em hospedeiros
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Fonte: Adaptado de Ryan et al (2021); fig. 2, p.1107.

As assembleias por sua vez, sdo subdivididas em subassembleias ou agrupamentos
(clusters), as quais possuem certas especificidades: assembleia A: A-l presente em humanos e
animais, A-ll1 somente em isolados de origem humana e A-111 em animais (XIAO e FENG,
2017); assembleia B: B-11l e B-1V com relatos de ambas em infecces humanas, relacionadas
a surtos em contaminacao por manipuladores de alimentos (ANKARKLEYV et al., 2018; RYAN
et al., 2019) (Figura 13). Os niveis de diversidade genética da assembleia B sdo maiores que a

assembleia A, sendo que muitos grupos genéticos diferentes consistem somente de isolados
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Unicos; 0 que sugere que a assembleia B contenha linhagens genéticas mais antigas do que a
assembleia A (THOMPSON et al., 2000).

Figura 13 — Assembleias e subassembleia de Giardia lamblia relacionadas a relatos em

hospedeiros
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Fonte: Adaptado de Xiao e Feng (2017); e Ankarklev., et al (2018).

A patogénese varia de acordo com aspectos do hospedeiro, como idade, estado imunolégico
e nutricional (estudos observaram pacientes com hipogamaglobulinemia, principalmente
relacionado com IgA e IgE, como sendo mais adeptos a infec¢do); como também aspectos do
protozoario, como a carga parasitaria e caracteristicas genéticas das linhagens presentes. G.
lamblia é um parasito extracelular, conhecido por permanecer no limen do intestino delgado
e colonizar o mesmo; 0s mecanismos ndo sdo totalmente elucidados, faltando ainda
informacGes; entretanto, sabe-se que esta relacionado com a alteracdo na morfologia da mucosa,
0 encurtamento e atrofia das vilosidades, alteracdo da atividade enzimatica, apoptose de
enterdcitos, disfuncdo da barreira intestinal, producdo de toxinas, e alteracdo da absorcao de
substancias (BURET, 2008; HALLIEZ et al, 2013; BARTELT, et al, 2015).

Alguns aspectos estruturais do parasito proporcionam vantagens guanto ao processo de
aderéncia e colonizacgéo ao intestino como, o citoesqueleto complexo de microtdbulos (MT) ou
filamentos de actina que possui um papel importante na adesdo, sendo influenciado por

proteinas associadas como a cinesina; que possui diversos papéis em parte na motilidade, e em
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outra pela segregacdo cromossdmica do fuso. As fungdes celulares relacionadas com a actina
ainda ndo sdo claras e estdo comecando a ser estudadas (ELMENDOREF et al, 2003; NOSALA
et al, 2015). Os flagelos garantem a motilidade do parasito, sendo fundamental para evitar o
fluxo peristéltico e encontrar locais de fixacdo; além de ser importante na transicdo de uma
forma morfoldgica a outra (DAWSON et al, 2010). O disco ventral € uma grande estrutura
cheia de microtibulos que facilita a aderéncia e fixagdo em microvilosidades e outras
superficies, provavelmente associada a mudangas em sua conformacdo durante o processo de
aderéncia ao epitélio (DAWNSON et al, 2007).

A patogenia associada ao parasito resulta em um ataque anatomopatol6égico que o altera,
apos a adesdo das formas proliferativas as microvilosidades dos enterdcitos intestinais. Entre
0s principais mecanismos estdo a ativacdo de sinalizagdes especificas, como as caspases que
induzem a apoptose celular; o encurtamento ou atrofia das vilosidades, a perda de juncéo
intercelular, o rearranjo do citoesqueleto das celulas, e a disfuncdo da barreira intestinal (ALI
et al, 2003; NOSALA et al, 2015). Ao colonizar a mucosa duodenal, em grande quantidade, os
trofozoitos aderidos formam uma barreira mecanica ou “atapetamento”, que somado a produgao
de toxinas, levam a diminuicéo da absorcao de vitaminas lipossolaveis (A, D, E e K), vitamina
B12, acido fdlico, ferro, gorduras, xilose e lactose; além de culminar em acumulo de gordura
na luz intestinal, hipersecrecdo de cloreto e consequente acumulo de liquido no intestino
(BARTELT, etal, 2015; BURET, 2008). Tudo isso resulta em uma reducédo da area de absorcéo
da mucosa intestinal; e ainda em mecanismos fisiopatologicos como infiltrado leucocitéario,
presenca de elementos inflamatdrios, secrecdo de muco, e liberacdo de eletrolitos; resultando

em uma ma absorcdo de nutrientes e diarreia (CETARD et al, 2017).

3.2.2 EPIDEMIOLOGIA

A G. lamblia é um dos parasitos mais encontrados em amostras fecais humanas ao redor do
mundo, especialmente em lugares com péssimas ou nulas condi¢des sanitarias e higiénicas. As
taxas variam de 20% a 33% em paises em desenvolvimento e cerca de 3 a 7% em paises
desenvolvidos (CACCIO et al, 2008; HALLIEZ et al, 2013). Uma doenga com ampla

distribuicdo, causando em torno de 8x10° casos por ano; sendo na Asia, Africa e América Latina
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cerca de 200 milhdes de casos sintomaticos, com cerca de 500.000 novos casos notificados a
cada ano (LAL et al., 2013).

Em 2004, a WHO declarou a infec¢do por G. lamblia como doenga negligenciada, tendo
em vista 0s dados dos anos 2000 demonstrando mais de 280 bilhdes de pessoas no mundo
infectadas. Até os dias atuais, essa alta prevaléncia continua intacta, estudos demonstram 0s
niveis de prevaléncia: no Brasil, Cuba e México, as taxas variam de 45,2 — 100%, 80 — 92%, e
85,1% respectivamente. As taxas na Colombia variam de 61 — 87%; Equador com 20% e
Venezuela com 33,8% (GUZMAN et al, 2022). Na Libia as taxas variam de 0,9% a 13%
(GHENGHESH et al, 2016). Nos Estados Unidos as estimativas séo de 1,2 milhdes de pessoas
infectadas por ano, causando em torno de 3 mil hospitalizagdes por ano (BEER et al, 2017),
entretanto, sabe-se que esses numeros totais de infeccdo ainda sdo subestimados, dado ao
grande namero de infec¢Bes assintomaticas e por consequéncia, subdiagnosticadas (CAMA et
al, 2015). Em relagdo a frequéncia das assembleias em humanos, foi relatado que a assembleia
A ocorre em 37% das infeccbes e a B corresponde a 58% ao redor do mundo (ANKARKLEV
et al, 2018).

Tambeém, é frequentemente encontrado em animais domésticos, como gato, cées e gados, e
por se caracterizar como uma zoonose, diferentes animais podem contribuir para a propagacao
da forma cistica e consequente contaminagdo (THOMPSON, 2004; FENG & XIAO, 2011). No
gado de corte e leitero, as taxas de prevaléncia chegam a 100%, acometendo de forma mais
significativa os bezerros; embora o0s estudos demonstrem uma taxa mais elevada da presenca
da assembleia E, especifica de bovinos, existem relatos de presenca da assembleia A, que é a
mais comum em infec¢cbes humanas (THOMPSON, 2004). No Brasil estudos apontam uma
taxa de até 45% de prevaléncia em cées, sendo encontrado assembleias C, D, Al, All, Blll e
BIV; e taxas de até 13,7% em gatos; ainda, taxas médias de prevaléncia de 18% em animais
selvagens, e 23% em animais de fazenda (COELHO et al., 2017).

Essa parasitose intestinal acomete cerca de mais de 280 milhdes de pessoas a cada ano no
mundo, principalmente criangas de até cinco anos de idade (EINARSSON et al., 2016). Além
da diarreia, a giardiase foi associada com artrite e sindrome do intestino irritavel, um distdrbio
crénico que acomete cerca de 7% de pessoas ao redor do mundo (NAKAO et al., 2017). Em
relacdo aos sintomas clinicos da doenga, aproximadamente 50% dos individuos expostos

acabam passando pela infeccdo de forma assintomética, sendo de 5% a 15% com eliminagéo
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de cistos; entretanto, de 35% a 45% dos individuos infectados tem manifestacdes clinicas
(CAEIRO, et al., 1999).

A principal forma de transmissdo é através da ingestdo de cistos via fecal-oral através de
agua ou alimentos contaminados e de forma direta de pessoa para pessoa, principalmente entre
as criancas (ANKARKLEV et al., 2018; EINARSSON et al., 2016). Por ser uma parasitose de
veiculacdo hidrica, possui uma importancia na salde publica, sendo tanto de interesse das
empresas de captacdo e fornecimento de agua, como de interesse de 6rgdos publicos que a
fiscalizam (THOMPSON, 2004). Surtos envolvendo a contaminacdo através de &gua e
alimentos contaminados sdo importantes e estudos observam relatos com pelo menos 132 casos
bem documentados desde 1954, mais comuns em paises com melhores sistemas de vigilancia,
0 que significa que a subnotificacéo se faz presente ao redor do mundo (FENG & XIAO, 2011).
Relatos comegaram a realmente aparecer meados de 1960, continuando com uma taxa de
frequéncia de 1 a 2 vezes por ano ate 2005; aumentando a taxa de forma significativa ateé os
dias atuais. Uma reviséo recente demonstra 142 surtos reportados, principalmente nos Estados
Unidos e Nova Zelandia; relacionados com o aparecimento em comunidades sem sistema de
saneamento basico ou em aguas de recreacdo contaminadas (EFSTRATIOU et al., 2017). Um
dos maiores surtos de transmissdo atraves de agua contaminada foi em Portland nos Estados
Unidos em 1955 com mais de 50.000 pessoas infectadas (RYAN et al, 2021).

Ainda, sdo relevantes os surtos relacionados a contaminacdo direta por manipuladores de
alimentos. Por sua alta transmissao e resisténcia aos ambientes, a G. lamblia é contemplada em
diversas diretrizes de controle (WHO, 2017; GDWQ/WHO, 2017). Em 2010 a Organizacéo
Mundial da Saude relatou 28,2 milhdes de casos de transmissdo através de alimentos
contaminados e 26.270 vidas ajustadas por incapacidade (WHO, 2015). Comparado aos surtos
através de agua contaminada, surtos de alimentos contaminados sdo pouco relatados; tendo
aproximadamente 38 surtos reportados, todos nos Estados Unidos, e totalmente subestimado ao
redor do mundo (RYAN et al., 2021). A transmissdo de pessoa para pessoa pode ocorrer atraves
de maos contaminadas, principalmente relacionadas a lugares com aglomeragdes, como
creches, orfanatos e etc.; pode também ser considerada uma doenca sexualmente transmissivel,
pois as superficies corporais contaminadas podem ser envolvidas (WOLFE, 1992;
ESCOBEDO, 2014).
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Em uma revisdo sistematica recente realizada por Coelho e Colaboradores em 2017, a taxa
de prevaléncia entre alguns estados do Brasil foram: 78,3% em Minas Gerais; 69,6% em Sao
Paulo; Maranhdo, Amapa, Sergipe e Parand com taxas maiores de 30% (Figura 14); entretanto
uma comparacdo absoluta ndo foi possivel pelo alto nimero de estudos na regido sudeste em

relacdo a regido nordeste, e heterogenicidade dos métodos de avaliacdo (COELHO et al., 2017).

Figura 14 — Prevaléncia de Giardiase a partir de estudos de prevaléncia nos estados
Brasileiros, 2017.
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Fonte: COELHO et al., 2017 — p.9. Legenda: dados gerados para demonstracdo da prevaléncia da giardiase

em humanos para cada estudo realizado em alguns estados brasileiros ao longo de 20 anos analisados.

Além disso, diversos estudos sobre a epidemiologia mostram a alta frequéncia com taxas
muitas vezes observadas acima de 60% da infeccdo em criancas (FANTINATTI et al.,2020).
Como é evidenciado em uma recente revisdo sistematica de prevaléncia de parasitos em
criancas africanas, com taxa de até 82,6% de positividade para G. lamblia (HAJISSA et al,
2022); no Nepal observou-se uma taxa de 46,8%, sendo o parasita mais predominante em
amostras fecais de criancas (GUPTA et al, 2020); taxas menores aparecem em Bangladesh com
6,01% e Tailandia com 4,9% (HOSSAIN et al, 2019; PATTANAWONG et al, 2021). Em Israel

as taxas de prevaléncia entre criancas, de até 4 anos € de 14,8% (MUHSEN et al, 2013). Em
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um estudo na Malasia, criangas menores que 10 anos obtiveram taxas de prevaléncia de 24,5%,
sendo que criancas a partir de 10 anos possuiram taxas de prevaléncia menores de 17,8% (AL-
MEKHLAFI et al, 2013). Em um ultimo estudo na Espanha, observou-se taxa de 8,4% de
positividade para Giardia spp. sendo que 0s sintomas gastrointestinais eram mais presentes em
criangas menores de 2 anos (64%) (ARA-MONTOJO et al, 2021).

No Reino Unido foi relatado uma taxa de 1,3% de positividade para G. lamblia em criangas
assintomaticas; ainda em um estudo investigativo de prevaléncia do parasita em domicilios,
realizado em 2017, concluiu-se alta prevaléncia, cerca de 30% de infec¢do assintomatica por
G. lamblia nos domicilios, 0 que estad relacionado com a transmissdo na comunidade
(WALDRAM et al, 2017). Na Venezuela, a taxa € de 32,1% em criancas de 1 a 14 anos de
idade (LAUGART et al, 2012). Na Colémbia, as criancas entre 7 e 12 anos demonstraram uma
taxa de 34% de positividade (CARRERO, 2013). Em um estudo de analise observacional de
dados longitudinais de gastroenterite infantil causada por patdgenos nao virais na Nova
Zelandia, as taxas de notificacdo ajustadas por idade para G. lamblia foram 50.9 por 100.000
(JEFFS et al, 2019).

3.2.3 SINTOMATOLOGIA E DIAGNOSTICO

3.2.3.1 Manifestacdes clinicas

As manifestacbes clinicas sdo proporcionais a carga parasitaria e patogenicidade da
linhagem genética presente, assim como depende do estado nutricional e imunoldgico do
hospedeiro; portanto, os sintomas variam muito, com presenca de pacientes assintomaticos e
sintomaticos (GARCIA, 2007; REY L, 2008; FANTINATTI et al.,2020). Pacientes
assintomaticos continuam liberando formas cisticas infectantes, atuando na disseminacdo do
parasito (CACCIO e RYAN., 2008).

Os principais sintomas podem variar entre diarreia, mal-estar, dor epigastrica, enterite,
cllicas abdominais, flatuléncia, perda de peso, irritacdo, inapeténcia, vémito e ma absorcao;

podendo levar a uma sindrome da méa absor¢do intestinal. A doenga pode apresentar duas
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formas, o estagio agudo e o crnico; em casos sintomaticos, o periodo de incubacao varia de
uma a trés semanas, podendo chegar a seis semanas (COELHO, et al., 2017; GARCIA, 2007).
A diarreia pode aparecer de forma aguda, intermitente ou crdnica e autolimitada ou persistente;
sendo em geral gordurosas, fétidas e com a consisténcia variando de pastosa a liquida. A fase
aguda da doenga dura apenas alguns dias, sendo autolimitada, e comumente confundida com
outras disenterias como as bacterianas, virais ou intoxicacdes alimentares (REY L, 2008;
SOARES, 2016).

Além da diarreia, a giardiase foi associada com artrite e sindrome do intestino irritavel, um
disturbio cronico caracterizado por dor abdominal a alteragdes intestinais com a periodicidade
de 3 dias da semana com presenca por pelo menos 3 meses (NAKAO et al., 2017). Efeitos da
doenca relacionados a desnutricdo e ao crescimento sdo observados em diversos estudos,
principalmente em criancas. A sindrome da ma absorcéo leva a desnutricdo e ainda se associa
com a diarreia cronica da giardiase; essa ma absorcdo de nutrientes € relatada em média por
50% dos estudos dos pacientes sintomaticos (FENG & XIAO, 2011).

3.2.3.2 Métodos de diagnostico

O principal método de diagnostico utilizado na rotina laboratorial € a microscopia, através
da identificacdo de cistos e trofozoitos nas amostras fecais. Os cistos podem ser encontrados
tanto em infeccBes sintomaticas, como as assintomaticas; ja os trofozoitos geralmente séo
encontrados em casos sintomaticos (JONHSTON et al, 2003). O aspecto e consisténcia das
fezes sdo um indicativo quanto ao tipo de forma presente, consequentemente informa o método
a ser utilizado. Em fezes formadas sdo encontrados os cistos, fezes diarreicas ou liquidas os

trofozoitos, e em fezes pastosas podem ser encontradas as duas formas (COELHO et al, 2017).

A pesquisa de cistos pode ser realizada pelos métodos direto; métodos de concentracao
como, Faust e cols, Richie, MIF-C ou Lutz; utilizando Lugol para coloracdo. Para a pesquisa
de trofozoitos é indicado a analise imediata da amostra ou adi¢do de solucdo conservante (SAF,
Formol a 10%, MIF) na amostra para evitar a degradacdo das formas; utiliza-se para

investigacdo o método direto a fresco ou coloragdo com Lugol, ou permanente (hematoxilina
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férrica ou tricomico) (Tabela 3) (Figura 15) (Figura 16). Entretanto, a sensibilidade € baixa,
principalmente pela falta de padronizacdo, experiéncia e especializagdes pelos analistas
(KOEHLER et al, 2014; SCHUUURMAN et al, 2007).

Tabela 3 —Morfologia diferencial de G. lamblia em espécimes de fezes de humanos

Morfologia diferencial de protozoarios encontrados em espécimes de fezes de humanaos

Ndmero  Numero
Espécie  Estagio  Tamanho Formato Motilidade de de Observagéao
nacleos  flagelos
Disco de succao
ocupando 1/2-3/4
Dois 4 da superficie
Pode ser Formade “Folha nucleos, laterais;  ventral. Corpos
G. Trofozoito 10-20 um; pera, caindo” ndo 2 medianos
lamblia faixa usual piriforme visiveis ventrais;  deitados
12-15 pm. em 2 horizontalmente
métodos caudais. ou de forma
de obliqua na parte
microscop inferior do corpo.
ia de
campo
claro.
Fibrilas/flagelos
longitudinalment
Em geral e em cistos ndo
Pode ser 8- 4; nédo corados; em
19 pm; Forma distinto coloragdo
G. Cisto faixa usual oval ou Nula. em ndo Nulo. profunda podem
lamblia 11-12 pm.  elipsoide. corado. estar
Geralment lateralmente; o
e citoplasma se
localizado retrai  de uma
na porcéo da parede
extremida celular.
de.

Tamanhos baseados em informagdes de Rommel e Heydorn (1972) e Heydorn et al. (1975).

Descrigdo baseada em informagdes de Zierdt, 1973 e McClure et al. (1980).
Fonte: Adaptado de CDC Diagnostic Procedures Morphcomp., 2016.



Figura 15 — Morfologia diferencial do cisto de G. lamblia (10 pm)
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Fonte: Adaptado de CDC Diagnostic Procedures Morphcomp., 2016. Legenda: (A) — Cisto visualizado em

microscopia de campo claro. (B) — Cisto visualizado em microscopia corados com iodo.

Figura 16 — Morfologia diferencial em coloracéo tricromica de G. lamblia (10 pum)
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Fonte: Adaptado de CDC Diagnostic Procedures Morphcomp., 2016. Legenda: (A) — Trofozoito em coloragéo

tricrdmica. (B) — Cisto em coloragdo tricromica.

Outros métodos de diagndstico utilizados séo os imunoldgicos, como o Ensaio de Anticorpo
Fluorescente Direto (DFA): possui maior sensibilidade e especificidade, considerado padréo
ouro por muitos laboratdrios, recomenda-se usar uma amostra concentrada para aumentar a
probabilidade de deteccdo, entretanto € necessario microscopio de fluorescéncia e Kits
comerciais, 0 que acaba encarecendo a técnica. Ja o Imunoensaio Enzimatico (IEE) ndo
depende de microscopia, sendo Util inclusive para rastrear um grande nimero de amostras, que
ndo precisam ser concentradas e sdo detectados os antigenos; entretanto pode existir resultados
questionaveis que devem ser confirmados por outro método de diagndstico, além disso existe a
necessidade de equipamentos especiais como o leitor de microplacas. Ainda, existe 0 método
do Ensaio rapido de cartuchos imunocromatograficos que sdo mais versateis, podendo ser
utilizado com amostras com ou sem solucdo conservante, sendo faceis de utilizacdo e garante

um resultado répido; como sdo detectados os antigenos, as amostras nao devem ser
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concentradas antes; entretanto, os testes com resultados questionaveis, devem ser confirmados
por outro método de diagnostico (SCHUUURMAN et al, 2007; DPDx, 2022). Os métodos
moleculares sdo mais utilizados para a diferenciacdo de espécies e classificacdo genotipica de
G. lamblia, pouco utilizados na rotina laboratorial, pela demora e valores agregados
(KOEHLER et al, 2014).

3.2.3.2.1 Amplificacdo de &cidos nucleicos

Estudos de diferentes autores comparando métodos de diagndstico, demonstram a alta
sensibilidade dos métodos moleculares em relagdo aos demais métodos empregados na rotina
laboratorial; evidenciando o quéo importante € o uso do método molecular como complemento
da microscopia. Entretanto, esses métodos possuem alto custo relacionado aos materiais, equipe

e protocolo, além de necessitar de um tempo maior para execucdo (SOARES et al, 2016).

Os métodos moleculares sdo muito utilizados para a caracterizacao das assembleias de G.
lamblia, extraindo, amplificando e sequenciando fragmentos genéticos especificos. O primeiro
alvo descrito data de 1992, sendo utilizado a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com um
fragmento de 183 pb no gene 18Ss rRNA; seguido de outro alvo desenvolvido em 1997, do
mesmo gene com um fragmento de 292 pb (SSU- rRNA). Diversos estudos utilizaram esses
alvos, entretanto, € mais utilizado para diferenciacdo de espécie e ndo subtipagem. Um alvo
pouco utilizado € o ITS1-5.8S-ITS2, esse gene multiplo gera informacGes sobre as espécies
com boas amplificagdes, entretanto, poucas informacdes sub-genotipicas (THOMPSON et al.,
2015). Um gene também relatado em estudos, é o Efl-a, que informa tanto a espécie como
informacGes subgenotipicas (FENG and XIAO, 2011; HEYWORTH, 2016; THOMPSON et
al., 2015).

Estudos da epidemiologia molecular demonstram que a resolucdo para a tipagem do parasito
difere entre os ldcus genéticos, e atualmente existem trés principais marcadores moleculares
que sdo comumente utilizados, principalmente pela capacidade de informacédo de espécie, sub-
genotipagem, sucesso de amplificacdo varidvel e amplo espectro de aplicacdo: TPI
(triosefosfato isomerase), GDH (glutamato desidrogenase), e BG (beta-giardina); existindo

concordancia entre 0s pesquisadores sobre os resultados genéticos, subtipagem de assembleias
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e geracao de arvores filogenéticas convergente entre os trés alvos (FENG and XIAO, 2011,
BRYNILDSRUD et al., 2018). A partir da analise das sequéncias de TPI, GDH e BG, 0s
genomas das assembleias estéo sendo identificados; constituindo em cromossomos com 10,7 —
13,0 Mb de tamanho e codificando em torno de 4.474 — 6.288 genes. Estudos recentes
demonstram que a investigacdo utilizando genes multiplos demonstra a complexidade da

variacdo genética intraespecifica (RYAN et al., 2021).

Diversos estudos demonstram a utilizacdo de apenas um marcador molecular, observando-
se diferentes taxas de deteccéo relatadas em amostras humanas: cerca de 70% utilizando o gene
TPI, cerca de 33% utilizando o BG e 45% o GDH (HUEY et al., 2013; THOMPSON et al.,
2016); sendo o TPI o mais frequentemente relatado para subtipagem (FENG and XIAO, 2011).
Entretanto estudos mais recentes, demonstram a importancia da utilizacdo de pelo menos dois
marcadores para comparagao entre 0S grupos e conjunto genético, devido a resultados de
genotipagem inconsistentes que podem ser gerados entre os diferentes alvos moleculares; e
devido a ocorréncia significativa de infeccdes com associacdo entre assembleias (FENG and
XIAO, 2011). O uso de olignucleotideos especificos baseados no gene TPI foram Uteis para
avaliacdo dessas infeccOes mistas; e essa identificacdo da variacdo intraespecifica ajuda a
compreender o processo da transmissdo e fonte de contaminacdo (DURIGAN et al., 2016;
THOMPSON et al., 2015).

3.2.4 TRATAMENTO

Entre os antimicrobianos utilizados, os Nitroimidazolicos possuem atividade contra Giardia
spp. O tratamento de primeira escolha para giardiase sdo os Nitroimidazélicos, Metronidazol,
Secnidazol, Tinidazol; sendo que Secnidazol e Tinidazol sdo semelhantes ao Metronidazol,
possuindo diferencas farmacocinéticas com melhores posologias (ANVISA, 2007). O
Metronidazol possui ampla atividade em infec¢es anaerobicas e a posologia varia de acordo
com o diagnostico. Os comprimidos com as concentracdes de 250 mg e 400 mg estdo
disponiveis no componente basico de salde e a posologia recomendada esta na Tabela 4. A
suspensdo oral de 40 mg/mL também é disponivel para uso infantil (RENAME, 2022; DRUGS-
METRONIDAZOLE, 2021).
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Tabela 4 — Posologias do Metronidazol

Parasito Dose Como usar
Giardiase Adultos: 250mg — VO; A cada 8 horas por 5-7 dias;
Criancas: 5mg/kg/dia — VO; dose maxima de 250mg. 3 vezes no dia por 5-7 dias.
Fonte: Adaptado de Drugs Metronidazole, 2021.

Pela presenga no leite materno e a capacidade de atravessar a placenta, deve ser evitado
durante o periodo de amamentacao e gravidez. Dentre os principais efeitos adversos frequentes
estdo a diarreia, constipacdo, nauseas, vomitos, boca seca, alteracéo do paladar (gosto metalico),
lingua saburrosa, fraqueza, alteracdo de humor e do sono (RENAME, 2022; DRUGS-
METRONIDAZOLE, 2021; ANVISA, 2007). Ja o Secnidazol tem a posologia diferente, sendo
que para adultos é administrado 2 g em dose Unica, e para criangas pode ser utilizado 30 mg/kg
em dose Unica; ainda existe a suspenséo oral de 450 mg/15mL e 900 mg/30mL; nenhuma forma
farmacéutica encontra-se disponivel no componente basico (DRUGS-SECNIDASOLE, 2022).
O Tinidazol pode ser usado em adultos e criancas a partir de 3 anos de idade; a posologia para
adultos é de 2 g em dose unica; e para criancas 50 mg/kg em dose uUnicia (DRUGS-
TINIDAZOLE, 2021).

Alguns estudos demonstraram resisténcia do parasito frente ao Metronidazol, alguns
mecanismos de resisténcia seriam, o0 comprometimento da capacidade de remover o oxigénio
do meio, em meios ricos em oxigénio, ocorre a reducdo do oxigénio ao invés do Metronidazol
e promove a reoxidacdo dos compostos ativos. Outro mecanismo de resisténcia seria a
inativacdo enzimatica do farmaco; ou diminuicdo da atividade do complexo piruvato

ferredoxina-oxirredutase, com menor ativacdo do farmaco (RANG et al, 2012).

Os farmacos anti-helminticos também podem ser utilizados, possuindo amplo espectro de
acdo e podendo agir por dois mecanismos de acdo. Os Benzamidazois sdo anti-helminticos que
ndo atuam em canais idnicos, como o Albendazol, que inibe a polimerizacdo de tubulina por
ligar-se a beta-tubulina, impedindo a polimerizacdo, baixando a captacdo de glicose, por ser
microtubulo-dependente; impedindo a multiplicacdo de diversos microrganismos, de amplo
espectro e sao mais seletivos e possuem menos efeitos adversos. Deve ser evitado 0 uso em
casos de gravidez e periodo de amamentagdo. Possui efetividade similar ao Metronidazol e

menores efeitos adversos, podendo ser utilizado como alternativa, embora nao seja especifico
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para Giardia spp (DRUGS-ALBENDAZOLE, 2022). Disponivel tanto ho componente basico
de salde, como no especializado, apresentando-se também em suspensdo oral com 40 mg/mL
(DRUGS-ALBENDAZOLE, 2022; RENAME, 2022). Ainda dentro dos Benzamidazois, o
Mebendazol pode ser uma alternativa para uso caso os farmacos de primeira escolha ndo tenham
efeito (DRUGS-MEBENDAZOLE, 2022).

Um farmaco mais novo no mercado que pode ser utilizado é a Nitazoxanida, um
antiparasitario de amplo espectro e com alta taxa de eficacia, apresentando-se na forma
farmacéutica de comprimido e pd para suspensdo oral de 20 mg/mL; as posologias estdo
apresentadas na Tabela 5. Um dos mecanismos de acdo é atividade inibitéria direta da enzima
piruvato ferredoxina-oxirredutase, bloqueando a transferéncia de elétrons; e ainda atua na
inibicdo da polimerizacao da tubulina do parasito; entretanto possui outros mecanismos de agéo
que nao foram completamente esclarecidos. Entre os principais efeitos colaterais frequentes,
estdo o mal-estar, dor abdominal e colicas. Entretanto, possui alto custo e ndo esta disponivel
no componente basico de satde (DRUGS-NITAZOXANIDE, 2022).

Tabela 5 — Posologias Nitazoxanida

Parasito Dose Como usar
Giardiase Adultos: 500mg — VO. A cada 12 horas por 3 dias.
Criangas 1-3 anos: 100mg — VO; 4-11 anos:
200mg — VO; maiores de 12 anos: 500mg — VO.
Fonte: Adaptado de Drugs Nitazoxanide, 2022.

3.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma metodologia que amplifica multiplos
fragmentos de DNA a partir de uma sequéncia especifica de DNA ou RNA, de forma
exponencial, fazendo parte das técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos. Seu historico data
de 1983, quando foi inventada pelo quimico Kary Mullis, recebendo o Prémio Nobel de
Quimica, 10 anos mais tarde (FERREIRA et al, 2012). O diagndstico por PCR possui alta

sensibilidade, pela capacidade de deteccdo da menor quantidade possivel de DNA; e
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especificidade, pelo menor numero de resultados falsos-positivos ou falsos-negativos.
Entretanto, por ndo possuirem um padrdo comum e tantos resultados variantes entre
laboratorios, é necessario a padronizacao e adequacdo do método, para garantir a eficacia e
sensibilidade (MACKAY, 2007).

A estrutura do DNA consiste em uma dupla hélice, composta por fosfato, desoxirribose,
quatro bases nitrogenadas (adenina, timina, citosina e guanina), e ligacdes especificas entre 0s
grupamentos; o DNA de fita dupla tem a sua orientacdo antiparalela composta por duas fitas
que ficam em dire¢des opostas (AMBRUS et al., 2006). Para que a reacdo da PCR ocorra, é
necessario primeiro a obtencdo do DNA, que em geral é obtida pela extracdo do mesmo. O
DNA possui carga negativa, proteases, magnésio e enrolamentos; para que a extracdo do DNA
ocorra, primeiro precisa existir um rompimento celular; seguido do isolamento do DNA dos
outros componentes celulares. Existem varios Kits comerciais e protocolos para cada tipo de
amostra a ser extraida, que resultam em uma amostra de DNA com alto grau de pureza
(ELKINS, 2013).

O método de extracdo inclui a solugdo de lise que rompe a membrana celular, precipita os
acidos nucleicos e remove o restante; em uma segunda etapa ocorre a remog¢do do que foi
precipitado e ndo é acido nucleico, restando a precipitacdo do DNA para lavagem e por fim a
eluicdo, obtendo-se amostras com elevado grau de pureza. Os &cidos nucleicos absorvem luz
UV na faixa de 260 nm; a pureza é observada através da analise pelo espectrofotdmetro em
uma faixa de absor¢do de 200-1100 nm, em relacdo a proteina que absorve a 280 nm; entéo,
para avaliacdo da pureza é necessario analisar a razdo de absorbancia a 260 nm e 280 nm
(A260/A280), que indica o nivel de contaminacdo, sendo o ideal a varianca de 1,7 a 1,9 para
DNA; amostras com resultados inferiores a 1,7 sugere contamina¢do com proteinas. Outra
medida de pureza é a analise da razdo entre as absorbancias 260 nm e 230 nm (A260/A230),
que indica qualidade da amostra; o ideal é obtencdo de valores em uma faixa de 1,8 € 2,2 e, um
resultado inferior também pode indicar contaminagéo por outros compostos, como EDTA, fenol
e carboidratos (OLIVEIRA et al., 2007).

Apos a obtencdo do DNA, € necessario ainda outros reagentes para a reacdo da PCR, como
um par de iniciadores ou oligonucleotideos (complementares ao DNA molde);
desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPSs), nucleotideos (ATP, TTP, CTP, GTP); aenzima

TagDNA polimerase termoestavel, que age como catalisadora da extensdo; MgCl2, que atua
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como cofator da enzima; e tampdo para garantir um estado 6timo para a enzima efetuar sua
fungdo; ainda, um termociclador que sera responsavel pelas alteracbes de temperaturas
necessarias. Em suma, o DNA vai sofrer uma amplificacdo exponencial, através de varios
ciclos, catalisada por uma DNA polimerase (OLIVEIRA et al, 2007).

O método possui trés etapas, que também sdo conhecidas como fases exponencial, fase de
crescimento e fase estacionaria. A primeira etapa é a desnaturacao da dupla hélice de DNA pelo
calor (faixa de 94°- 96°), gerando no final duas fitas. A segunda etapa é a hibridizacdo das
sequéncias iniciadoras/oligonucleotideos iniciadores (primers), com mudanca de temperatura
(faixa de 55°- 65°) durante um tempo especifico que vai depender do alvo, ocorrendo o
pareamento. A terceira etapa € a extensao, onde a enzima Taq DNA Polimerase vai agir em alta
temperatura (faixa de 68° - 72°), por um tempo, extendendo a cadeia de DNA. Essas etapas se
repetem através de uma ciclagem térmica, que ao final de cada ciclo, geram duas novas cadeias
de cada fita dupla; levando a um crescimento exponencial e resultando em um DNA
amplificado chamado de amplicons (Van VERKUIL et al, 2008). A visualizagdo ¢ evidenciada
através do gel de agarose ou poliacrilamida que apos coloracdo com brometo de etidio, pode

ser visto através de transiluminador com ultra-violeta (SINGH et al, 2016).

Existem muitas variedades de PCR como a PCR multiplex ou multipla (MPCR) que utiliza
mais de um par de iniciadores na mesma reacdo (TURGHI et al., 2004); PCR nested (N-PCR)
que reduz a contaminacdo dos produtos (LAGOA et al., 2008); PCR em tempo real
(JPCR/RTQ-PCR) que garante a visualizacdo da amplificacdo a medida que a mesma acontece

(SCHULZ et al., 2006); entre outras, cada uma com seus protocolos e especificidades.

4 METODOLOGIA
4.1 AMOSTRAGEM
O estudo foi realizado a partir de amostras fecais positivas para G. lamblia e Blastocystis

sp. obtidas a partir da execucdo do projeto “Diagndstico laboratorial de parasitoses intestinais:

perfil epidemiolégico das enteroparasitoses em escolares residentes de comunidade da cidade



59

de Florianopolis-SC”, apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) CAAE
59641322.1.0000.0121. As analises das amostras fecais pelo Exame Parasitoldgico de Fezes
foram realizadas em dois periodos: o primeiro entre os meses de abril de 2022 até julho de 2022,
que contou com a participagdo de 96 criancas; e 0 segundo foi entre os meses de novembro de
2022 até dezembro de 2022, uma recoleta que contou com a participacdo de 16 criancas;

totalizando 112 amostras.

O exame foi realizado no Laboratério Didatico de Parasitologia Clinica, do
Departamento de Andlises Clinicas/lUFSC, e foram coletadas amostras com solugdo
conservante para o processamento do Exame Parasitolégico de Fezes (EPF) e sem conservantes
para as analises por biologia molecular. Para o presente estudo, foram selecionadas as amostras

com positividade para pelo menos um dos protozoarios em estudo, Blastocystis sp. e G. lamblia.

4.1.1 Microscopia Optica

As técnicas empregadas para a detecgdo dos parasitos e visualizacdo por microscopia,
foram: Método de Hoffman, Pons e Janer (HPJ) - técnicas de sedimentacdo espontanea; Método
de Faust - concentracdo através da centrifugo-flutuacdo; e Método Direto. Para a semi-
quantificacdo de Blastocystis sp. foi realizado uma contagem a partir do Método direto com
uma gota de Lugol (Figura 17) (TAN et al., 2008).

Figura 17 — Semi-quantificacdo de Blastocystis sp.

Leitura em liminas
Contagem de 10 campoz a 40x
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ISOLADO NUMEROQS0S
Fesultade: BLASTO + Rezultado: BLASTO +++
1 - 49 Blasto

Resultado: BLASTO =+

MODERADOQ ‘

Fonte: Adaptado de TAN et al., 2008.
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4.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA TOTAL

As amostras fecais com positividade em microscopia para Blastocystis sp. e G. lamblia
foram selecionadas e mantidas em refrigeracdo a -20 °C, sem conservantes. As amostras foram
acondicionadas de duas formas: a primeira em um tubo tipo Falcon com capacidade de 50mL,
acrescido de cerca de 1mL de tampéo fosfato salino (PBS 1X) e uma algada da amostra fecal;
a segunda foi adicionado alcool absoluto, seguindo 0 mesmo procedimento. A homogeneizacao
foi realizada por vortex com agitacdo variando de 5 a 10 segundos, dependendo da consisténcia

da amostra.

As suspensdes obtidas foram submetidas a dois protocolos de extracéo: o protocolo de
extracdo de DNA (Protocolo para cultura de células) do kit comercial ReliaPrep TM Blood
gDNA Miniprep System (Promega, USA) (Apéndice 1), disponivel no laboratorio; e o
protocolo de extracdo de DNA (Protocolo para fungos) do kit comercial QIAamp DNA Mini
and Blood Mini (Qiagen, Hilden, Germany); ambos utilizados conforme instrucdes do

fabricante (Apéndice 2).

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada utilizando o equipamento
Espectrofotémetro NanoVue PLUS (GE Heathcare, EUA), e as amostras foram armazenadas a
-80 °C ate analise por PCR

4.2.1 Kit de extragdo PROMEGA

Por estar disponivel no laboratério, o kit foi escolhido, e as amostras processadas de
acordo com as instruc@es do fabricante (Figura 18) (Apéndice 1). As amostras acondicionadas

foram utilizadas para realizacao do kit de extracao.
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Figura 18 — Resumo do protocolo kit ReliaPrep TM Blood gDNA Miniprep System —
Promega, USA

Legenda: 1) Adicdo de amostra e PK, vortex; 2) Adigdo de CLD, vortex, aquecimento 56°C por 10
minutos; 3) Adicdo de BBA, vortex; 4) Passagem para a coluna e centrifugacéo; 5) Lavagens com CWD e
centrifugacdo (min 3x); 6) Eluicdo com NFW com centrifugacéo; 7) Descarte de coluna e armazenamento.

Fonte: ReliaPrep TM Blood gDNA Miniprep System —Promega, USA. Elaborado pela autora, 2022.

4.2.2 Kit de extracdo QIAGEN

Esse kit ja foi amplamente utilizado no laboratdrio e por estar disponivel posteriormente
ao prazo do comeco do estudo, foi utilizado apenas em amostras que obtiveram falha na
amplificacdo. As amostras utilizadas encontravam-se nas mesmas condicdes da extracdo

anterior e foi seguido o protocolo do fabricante (Figura 19) (Apéndice 2).

Figura 19 — Resumo do protocolo kit QlAamp DNA Mini and Blood Mini - Qiagen,

Hilden, Germany
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Legenda: 1) Adicdo de amostra, ATL e PK, vortex e aquecimento a 56°C por 3 horas; 2) Adi¢do de AL,

vortex, aquecimento 70°C por 10 minutos; 3) Adicdo de Etanol, vortex; 4) Passagem para a coluna e
centrifugacdo; 5) Lavagens com AW1/AW?2 e centrifugacdo; 6) Eluicdo com AE com centrifugacdo; 7) Descarte
de coluna e armazenamento. Fonte: QlAamp DNA Mini and Blood Mini - Qiagen, Hilden, Germany. Elaborado

pela autora, 2022.
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4.3 SELECAO DE OLIGONUCLEOTIDEOS

Primeiramente foi realizada uma busca na literatura quanto aos genes mais conservados
de cada espécie, para aumentar a seletividade frente a pesquisa; e foram escolhidos aqueles para
utilizacdo em nested PCR. Foi utilizado também o Genbank para certificacdo e alinhamento

dos iniciadores.

Para caracterizagdo dos subtipos de Blastocystis sp. foi utilizado dois pares de
iniciadores para englobar as posi¢cdes polimérficas existentes da regido do gene, como descrito
por Scicluna et al., 2006, o alvo escolhido € utilizado em diversos estudos. O primeiro par de
iniciadores foi RD3 e RD5; o segundo par foi 0 BsRDsF e BhRDr9R. Segundo Scicluna et al.,
2006, foi demonstrado que uma pequena subunidade de genes de RNA ribossémico (SSU-
rDNA), uma regiéo especifica do 18S do SSU rDNA, amplifica um fragmento de 600 pb; sendo
uma regido bem conservada em todos os subtipos, o barcoding € o suficiente para obtencéo de
informacGes para diferenciacdo dos subtipos; além de demonstrar alta seletividade por nédo
apresentar presenca em outros parasitos humanos (CLARK, 1977; CLARCK, 1992;
SCICLUNA, et al, 2006; MELO, 2019; BOGACKA, 2021; JINATHAM, 2021) (Tabela 6).

Tabela 6 — Oligonucleotideos iniciadores de Blastocystis sp.

Tme®
Nome Sequéncia Fragmento  Fabricante Referéncia
RD3 5’- 600 pb. 68 Clark, 1977;
GGGATCCTGATCCTTCCGCAGGT Clark, 1992;
TCACCTAC-3’ Scicluna et al., 2006
RD5 5’- 600 pb. 62 Clark, 1977;
GGAAGCTTATCTGGTTGATCCTG Clark, 1992;
CCAGTA-3’ Scicluna et al., 2006
BsRDsF 5’-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’ 600 pb. 60 Clark, 1977;
Clark, 1992;
Scicluna et al., 2006
BhRDroR 5’- 600 pb. 62 Clark, 1977;
GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3’ Clark, 1992;

Scicluna et al., 2006
Fonte: SCICLUNA et al, 2066; CLARCK, 1977; CLARCK, 1992; EXXTEND, 2022.



63

Para a caracterizagdo genotipica das assembleias de G. lamblia foi utilizado dois pares
de iniciadores bem descritos na literatura por Sulaiman et al., (2003); alvos amplamente
utilizados pela capacidade de identificacdo de espécie e assembleias, amplificando fragmentos
do gene triosefosfato isomerase (TPI), um dos principais marcadores moleculares. Para a
primeira PCR foi utilizado AL3543 e AL3546 com um fragmento final de 605 pb. Para a
segunda PCR foi utilizado AL3544 e AL3545 obtendo-se um fragmento de 530 pb
(SULAIMAN et al., 2003; GEURDEN et al, 2009) (Tabela 7).

Tabela 7 — Oligonucleotideos iniciadores de G. lamblia

Nome Sequéncia Fragmento Tm° Referéncia
Fabricante

AL3543  5’-AAATIATGCCTGCTCGTCG-3’ 605 pb. 54 Sulaiman et al, 2003;
Geurden et al, 2009.

AL3546  5-CAAACCTTITCCGCAAACC-3’ 605 pb. 54 Sulaiman et al, 2003;
Geurden et al, 2009.

AL3544  5’-CCCTTCATCGGICCTAACTT-3’ 530 - 532 58 Sulaiman et al, 2003;
pb. Geurden et al, 20009.

AL3545 5’-GTGGCCACCACICCCGTGCC-3’ 530 - 532 68 Sulaiman et al, 2003;
pb. Geurden et al, 20009.

Fonte: Adaptado de SULAIMAN et al, 2003; GEURDEN et al, 2009; EXXTEND, 2022.

4.4 NESTED PCR

Os produtos da extracdo de DNA das amostras, armazenadas a -80°C, foram submetidos
a reacdo em cadeia da polimerase convencional, seguida de uma segunda PCR a partir do

produto da primeira PCR, esse principio é chamado de nested PCR.

Para Blastocystis sp. foi utilizado um mesmo protocolo para cada reacdo de PCR,
diferenciando-se os oligonucleotideos (Tabela 8), adaptado de Bogacka et al, 2021; Jinatham
et al., 2021; e Scicluna et al, 2006. A partir do protocolo, foi realizado o teste com e sem
Glicerol. As condicdes de ciclagem para o protocolo foram a desnaturacdo inicial a 94°C por 3
min., seguido por 35 ciclos com 94°C por 1 min. (desnaturac¢do), 60°C por 1 min (pareamento

dos oligonucleotideos iniciadores), 72°C por 2 min. (extensdo) e 72°C por 7 min. (extensdo
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final); o termociclador utilizado foi o Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific, EUA). A

PCR foi realizada utilizando-se o kit de Taqg Polimerase GoTag® (Invitrogen).

Tabela 8 — Reagentes utilizados nas reacdes de PCR para Blastocystis sp.

Reagentes Concentracéo Volume
H20 gsp. = 16,4 pL
Tampéo 10% do volume da PCR 2,5puL
MgCI2 (3mM) 1,5pL
DNTPs (100nM) 1L
RD3 / BsRDsF (100nM) 1pL
RD5 / BhRDr9R (100nM) 1L
Taq DNA Polimerase 1U 0,2 uL
Glicerol 0,1 mg/mL 0,4 uL
DNA - 1uL
Volume total - 25 pL

Fonte: Adaptado de BOGACKA et al., 2021; JINATHAM et al., 2021; SCICLUNA et al., 2006.

Para G. lamblia foi utilizado como base o protocolo da nested PCR descrito por
Sulaiman et al., (2003), e de Geurden et al., (2009); obtendo um protocolo para as reacées com
mudancas apenas entre os oligonucleotideos iniciadores (Tabela 9). As condicGes de ciclagem
para a primeira reacao de PCR foram a desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min., seguido por 35
ciclos com 94°C por 45 seg. (desnaturacdo), 53°C por 45 seg. (pareamento dos
oligonucleotideos iniciadores), 72°C por 1 min. (extensdo) e 72°C por 10 min. (extensdo final).
Ja para a segunda reacdo de PCR as condic@es de ciclagem foram a desnaturacdo inicial a 94°C
por 5 min., seguido por 35 ciclos com 94°C por 45 seg. (desnaturacdo), 55°C por 45 seg.
(pareamento dos oligonucleotideos iniciadores), 72°C por 1 min. (extensdo) e 72°C por 10 min.
(extensdo final). O termociclador utilizado foi o Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific,
EUA) e ambas as reacdes de PCR foram realizadas com a utiliza¢do do kit de Taqg Polimerase

GoTag® (Invitrogen).
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Tabela 9 — Reagentes utilizados nas reacdes de PCR para G. lamblia

Reagentes Concentracéo Volume
H20 - 16,8 pL
Tampéo 10% do volume 2,5 uL

da PCR

MgCI2 (3mM) 1,5 L
DNTPs (100nM) 1pL

AL3543 / AL3544 (100nM) 1pL

AL3546 / AL3545 (100nM) 1pL

Taq DNA 1U 0,2 pL
Polimerase

Glicerol 0,1 mg/mL 0,4 uL
DNA - 1L

Volume total - 25 pL

Fonte: Adaptado de GEURDEN et al, 2009; SULAIMAN et al., 2003.

Os produtos de amplificacdo das reacOes para Blastocystis sp. e G. lamblia foram
revelados por eletroforese em gel de agarose (1,5% + 0,5ug/mL de Brometo de etidio) no
tampao de corrida Tris-Acido Borico-EDT (TBE) 1X, em corrida a 100V por cerca de 40min.
A visualizacdo da revelacdo do gel foi feita sob luz UV ¢ fotografados no ImageQuant™ LAS
500 (General Electrics, EUA). Os produtos amplificados (amplicons) tiveram o seu tamanho

comparado com o padrdo de tamanho molecular (Ladder 50pb e 100pb).

4.4.1 Temperaturas de anelamento

A sintese dos oligonucleotideos iniciadores foi realizada pela empresa Exxtend (BRA),
em escala de 100 nmol. Os primers foram ressuspendidos em agua RNAse/DNAse/Pirogénio
free em concentracdo de 200 pmol/uL na solucdo estoque e armazenados em aliquotas de
concentracdo de 20 pmol/pL. A temperatura melting (Tm®) ou temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos foi calculada a partir do seu estado bruto. Sendo assim, foram testadas as

temperaturas tanto de protocolos, quanto as calculadas.
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Para a primeira reacdo de PCR de Blastocystis sp. foi testado duas temperaturas de
anelamento ou pareamento dos oligonucleotideos iniciadores: 60°C e 62°C (tabela 10); e para
a segunda reacdo de PCR foi testada apenas uma temperatura: 60°C pelo resultado apresentado
(Tabela 11).

Tabela 10 — Ciclos e temperaturas para a primeira PCR de Blastocystis sp.

Ciclos  Temperatura  Tempo

1x 94°C 3 min.
94°C 1 min.
35x 60°C 1 min.
72°C 2 min.
1x 72°C 7 min.

Ciclos  Temperatura Tempo

1x 94°C 3 min.
94°C 1 min.
35X 62°C 1 min.
72°C 2 min.
1x 72°C 7 min.

Fonte: Adaptado de BOGACKA et al., 2021; JINATHAM et al., 2021; SCICLUNA et al., 2006.

Tabela 11 — Ciclos e temperaturas para a segunda PCR de Blastocystis sp.

Ciclos  Temperatura Tempo

1x 94°C 3 min.
94°C 1 min.
35x 60°C 1 min.
72°C 2 min.
1x 72°C 7 min.

Fonte: Adaptado de BOGACKA et al., 2021; JINATHAM et al., 2021; SCICLUNA et al., 2006.

Para a primeira reacdo de PCR de G. lamblia foi testado duas temperaturas de
anelamento ou pareamento dos oligonucleotideos iniciadores: 50°C e 53°C (tabela 12); para a

segunda reacdo de PCR foram testadas as temperaturas: 50°C, 55°C e 57°C (Tabela 13).



Tabela 12 — Ciclos e temperaturas para a primeira PCR de G. lamblia

Ciclos
1x

35x

1x

Ciclos

1x

35x

1x

Temperatura

94°C
94°C
50°C
72°C
72°C

Temperatura

94°C
94°C
53°C
72°C
72°C

Tempo

5 min.
45 seq.
45 seq.
1 min.
10 min.
Tempo
5 min.
45 seq.
45 seq.
1 min.

10 min.

Fonte: Adaptado de SULAIMAN et al., 2003; GEURDEN et al, 2009.

Tabela 13 — Ciclos e temperaturas para a segunda PCR de G. lamblia

Ciclos
1x

35x

1x

Ciclos

1x

35x

1x

Ciclos

1x

35x

1x

Temperatura
94°C
94°C
50°C
72°C
72°C

Temperatura
94°C
94°C
55°C
72°C
72°C

Temperatura
94°C
94°C
57°C
72°C
72°C

Tempo
5 min.
45 seg.
45 seg.
1 min.
10 min.
Tempo
5 min.
45 seq.
45 seq.
1 min.
10 min.
Tempo
5 min.
45 seg.
45 seg.
1 min.

10 min.

Fonte: Adaptado de SULAIMAN et al., 2003; GEURDEN et al, 2009.
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4.4.2 Avaliacéo de diferentes quantidades de DNA para otimizacao da PCR

As quantidades de DNA testadas foram 1, 3 e 6 uL para as primeiras reagdes de PCR

de Blastocystis sp. e G. lamblia (Tabela 14).

Tabela 14 — Primeira PCR de Blastocystis sp. e G. lamblia

DNA3puL DNAG L

Reagentes Volume Volume
H20 14,4 uL 11,4 pL
Tampao 2,5uL 2,5 uL
MgCI2 1,5 pL 1,5 uL
DNTPs 1puL 1L
Primer F1 1L 1L
Primer R1 1puL 1L
Taq DNA 0,2 pL 0,2 pL
Polimerase
Glicerol 0,4 pL 0,4 uL
DNA 3 pL 6 pL
Volume total 25 pL 25 pL

Fonte: Adaptado de SCICLUNA et al., 2006; SULAIMAN et al., 2003.

Para a segunda reacdo de PCR, a quantidade de DNA testada para Blastocystis sp. e G.
lamblia foi de 1 pL (Tabela 15).

Tabela 15 — Segunda PCR de Blastocystis sp. e G. lamblia

DNA 1 pL
Reagentes Volume
H20 16,4 pL
Tampéo 2,5uL
MgCI2 1,5 L

DNTPs 1L



DNA 1 pL

Reagentes VVolume
Primer F2 1puL
Primer R2 1puL
Taq DNA 0,2 pL
Polimerase
Glicerol 0,4 uL
DNA 1L
Volume total 25 uL
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Fonte: Adaptado de SCICLUNA et al., 2006; SULAIMAN et al., 2003.

4.5 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

Os produtos de PCR de G. lamblia e Blastocystis sp. foram purificados através do kit
comercial PCR Products Purification Kit da empresa Mebep Bioscience, seguindo o protocolo
estabelecido pelo fabricante (Apéndice 3) (Figura 20); ap0s esse processo, as amostras foram

acondicionadas a -20°C até o envio para sequenciamento.

Figura 20 — Protocolo kit de purificacdo Mebep Bioscience

1 2 3 4 5 ]

=s -.'; . SV _
Uit Bl i

Legenda: 1) Adicdo de BB, amostra e vortex; 2) Preenchimento da coluna e centrifugacéo; 3) Lavagens

com WB (2x); 4) Centrifugacdo da coluna vazia; 5) Elui¢do com tampao e centrifugacdo. Adaptado de kit de

purificagdo Mebep Bioscience. Elaborado pela autora, 2022.

5 RESULTADOS
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5.1 AMOSTRAGEM

As instituicdes participantes foram a Casa Séo Jose (Figura 21) e Creche S&o Francisco
de Assis (Figura 22), situadas no bairro da Trindade, na comunidade da Serrinha, a qual faz

parte do complexo Maci¢o do Morro da Cruz.

Figura 21 — Localizacdo Casa S0 José
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Fonte: Adaptado de Google Maps, 2022.

Figura 22 — Localizacdo Creche Séo Francisco de Assis
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Fonte: Adaptado de Google Maps, 2022
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A primeira coleta contou com a participacdo de 96 criancas, sendo 39,58% (38)
pertencentes a CSJ e 60,42% (58) a CSFA. A recoleta contou com a participacdo de 16 criangas,
50% (8) pertencentes a CSFA e 50% (8) pertencentes a CSJ, sendo que apenas duas
criancas/adolescentes ndo haviam participado da primeira coleta. A analise das amostras fecais
totais pelo EPF obteve o total de 42% (47/112) de positividade para a0 menos um tipo de
parasito (NUNES, 2022). Dentre as amostras positivas para ao menos um tipo de parasito, as
amostras selecionadas para este estudo, foram aquelas positivadas para ao menos um dos
protozoarios especificados (Blastocystis sp. e G. lamblia) com um total de 74,5% (35/47) de

positividade.

Das 35 amostras positivas selecionadas, 94,3% (33) foram positivas para Blastocystis

sp., e 14,3% (5) positivas para G. lamblia (Figura 23).

Figura 23 — Fluxograma e positividade das amostras

Anahiza microsedpica (EFF)
para todas as zmostras
(m 112)

Ampstras positivas para ac menos
um parasito (WUNES, 2022)

Amostras negativas
38% (63/112) -
42% (4T'112)

Amostras positivas para parasitos

em astudo molecular 74,3% (334 7)
Dazcarta =33

G lamblia
14,3% (3/35)
Armarzenado para
Armazenzde para Blastocystis caracterizagio
caractarizap3o 9:1_39.‘;‘(53 35-5. molecular
molecular T

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.1.1 Microscopia éptica
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Para a identificacdo de G. lamblia, foi evidenciado as formas caracteristicas e em
sequida separados para caracterizagdo molecular, conforme descrito anteriormente. Para a
semi-quantificacdo de Blastocystis sp., as amostras foram contabilizadas (Tabela 16) e
categorizadas em cruzes, as amostras que nao obtiveram as quantificacdes ndo receberam as
categorias (-) (TAN et al., 2008). Ao total, foi obtido a semi-quantificacdo de 63,63% (21/33)

amostras.

Tabela 16 — Resultado da semi-quantificagcdo de Blastocystis sp.

NUmero Resultado
1 BLASTO +
4 -

6 BLASTO ++
15 -

18 BLASTO +

19 BLASTO +

27 BLASTO ++
28 BLASTO +

31 BLASTO ++
32 -

35 -

37 -

39 BLASTO +

51 BLASTO ++
60 BLASTO +

63 -

66 BLASTO +

78 BLASTO +

79 BLASTO +

81 BLASTO +

84 -

89 BLASTO ++
91 BLASTO +

92 -

95 -

96 BLASTO ++
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NUmero Resultado
AM1 BLASTO +
AM5 =
AM9 BLASTO +++

AM10 BLASTO +
AM11 =
AM14 =
AM16 BLASTO ++

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA TOTAL

O kit comercial utilizado na grande parte das amostras foi o ReliaPrep TM Blood gDNA
Miniprep System (Promega, USA). Para as amostras que néo resultaram em amplificagéo para o
primeiro Kit de extracéo, foi executado o segundo kit de extracdo QIAamp DNA Mini and Blood

Mini (Qiagen, Hilden, Germany), sendo realizada a comparacéo dos resultados.

5.2.1 Kit de extracdo PROMEGA

Para a extracdo do DNA das amostras positivas para Blastocystis sp. foram utilizadas as
solucdes obtidas da amostra acondicionada com Alcool absoluto, obtendo-se uma quantificaco
de DNA que variou de 77,5 — 4,2 ng/uL (Tabela 17). Para a extracdo do DNA das amostras
positivas para G. lamblia foram utilizadas as solu¢6s obtidas das amostras acondicionadas com

PBS, obtendo-se uma quantificacdo de DNA que variou entre 200,0 — 22,0 ng/uL (Tabela 18).

A avaliacdo da pureza foi realizada ao observar a razdo de absorbancia a 260 nm e 280
nm (A260/A280), sendo que o padréo ouro estipulado foi o valor ideal de varianca de 1,7 a 1,9
para DNA. Entre as amostras positivas para Blastocystis sp., 66,7% (22) obtiveram resultados
menores ou maiores do que o valor ideal de varianca; assim como 40% (2) das amostras positivas
para G. lamblia se encontraram fora do valor ideal. Entretanto o valor abaixo de 1,7 foram
evidenciados em 33,33% (11) amostras no total das amostras positivadas para Blastocystis sp. e
20% (1) de G. lamblia.
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Outra medida de pureza avaliada foi a razdo entre as absorbancias 260 nm e 230 nm
(A260/A230), onde o padrdo outro é a obtencdo de valores em uma faixa de 1,8 e 2,2 para DNA.
Entre as amostras positivas para Blastocystis sp., apenas 6,06% (2) obtiveram resultados dentro

do padréo; ja para as amostras de G. lamblia, todas obtiveram resultados fora do padrao.

Tabela 17 — Quantificacdo de DNA de Blastocystis sp. por espectrofotometro
(PROMEGA)

Kit comercial Amostra  Concentracdo  A260/280 A260/A230

Promega, USA 1 68 ng/Ul 2,194 2,030
Promega, USA 4 29 ng/Ul 1,822 1,602
Promega, USA 6 4,2 ng/Ul 1,982 1,000
Promega, USA 15 28 ng/Ul 2,456 1,143
Promega, USA 18 6,5 ng/Ul 2,278 1,125
Promega, USA 19 6,6 ng/UI 2,410 1,000
Promega, USA 27 5,1 ng/Ul 2,238 1,306
Promega, USA 28 4,7 ng/Ul 1,775 1,972
Promega, USA 31 14 ng/Ul 1,973 1,423
Promega, USA 32 77 ng/Ul 2,056 1,104
Promega, USA 35 25 ng/Ul 1,907 1,040
Promega, USA 37 32 ng/UI 2,182 1,312
Promega, USA 39 21 ng/Ul 1,720 0,942
Promega, USA 51 8,3 ng/Ul 1,760 1.385
Promega, USA 60 24 ng/UI 1,911 1.689
Promega, USA 63 6,4 ng/Ul 1,643 0,704
Promega, USA 66 25,7 ng/UI 1,664 0,662
Promega, USA 78 35,5 ng/UI 1,404 0,525
Promega, USA 79 11,5 ng/Ul 1,737 0,314
Promega, USA 81 15,1 ng/Ul 1,716 0,780
Promega, USA 84 11,2 ng/Ul 2,753 1,689
Promega, USA 89 6,7 ng/Ul 1,646 1,013
Promega, USA 91 12,2 ng/Ul 1,659 1,186
Promega, USA 92 15 ng/Ul 2,500 2,913
Promega, USA 95 15,9 ng/Ul 1,401 0,624
Promega, USA 96 4,5 ng/Ul 1,037 0,433

Promega, USA AM1 57,5 ng/UI 1,825 0,498
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Kitcomercial Amostra Concentracdo  A260/280  A260/A230

Promega, USA AM5 4,5 ng/Ul 1,477 0,894
Promega, USA AM9 7,3 ng/Ul 1,235 1,609
Promega, USA  AM10 5,5 ng/Ul 2,046 2,697
Promega, USA AM11 6,2 ng/Ul 1,302 0,622
Promega, USA  AM14 5,9 ng/UI 0,942 0,693
Promega, USA  AM16 10 ng/UI 2,609 1,590

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 18 — Quantificagdo de DNA de G. lamblia por espectrofotdmetro (PROMEGA)

Kit comercial Amostra Concentracdo A260/280 A260/A230

Promega, USA 6 22 ng/Ul 1,982 0,698
Promega, USA 52 132,5 ng/Ul 2,038 1,743
Promega, USA 53 68 ng/Ul 1,619 0,805
Promega, USA 60 43 ng/UI 1,911 1,689
Promega, USA 92 200 ng/UI 1,818 0,993

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.2.2 Kit de extracdo QIAGEN

As amostras positivas para Blastocystis sp. obtiveram um rendimento de DNA variando
de 78 — 8,2 ng/uL (Tabela 19); ja para as amostras positivas para G. lamblia, a quantificacdo
variou de 74,5 — 9,5 ng/uL (Tabela 20).

A avaliacdo da pureza também foi realizada (A260/A280), comparando com a faixa de
1,7 a 1,9. Para as amostras de Blastocystis sp., 66,7% (4) obtiveram resultados fora da faixa; ja
para as amostras de G. lamblia, 60% (3) se encontraram fora do valor ideal, entretanto o valor
abaixo de 1,7 ndo foram evidenciados tanto para as amostras de Blastocystis sp., quanto para as
de G. lanblia.

Foi avaliada uma segunda medida de pureza (A260/A230), com a comparacdo dos
resultados na faixa de 1,8 e 2,2. Para amostras de Blastocystis sp., e G. lamblia, todas obtiveram

resultados fora da faixa esperada.



76

Tabela 19 — Quantificagdo de DNA de Blastocystis sp. por espectrofotometro (QIAGEN)

Kit comercial Amostra  Concentracdo  A260/280 A260/A230

Qiagen, GER 06 74,5 ng/UI 1,733 0,500
Qiagen, GER 60 9,5 ng/Ul 2,676 0,229
Qiagen, GER 78 8,2 ng/Ul 2,303 0,688
Qiagen, GER 95 78 ng/UI 1,720 0,800
Qiagen, GER 96 5,8 ng/Ul 2,377 0,285
Qiagen, GER AM16 8,5 ng/UI 2,167 0,580

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 20 — Quantificagédo de DNA de G. lamblia por espectrofotémetro (QIAGEN)

Kit comercial Amostra  Concentracao A260/280 A260/A230

Qiagen, GER 6 74,5 ng/UI 1,733 0,500
Qiagen, GER 52 60,5 ng/UI 2,123 1,000
Qiagen, GER 53 35,5 ng/Ul 1,919 0,550
Qiagen, GER 60 9,5 ng/Ul 2,676 0,229
Qiagen, GER AM10 23,5 ng/Ul 2,293 0,653

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.3 NESTED PCR PARA Blastocystis sp.

Apos a extracdo, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a -20°C até o

momento da realizacdo dos protocolos da reacdo da PCR.

5.3.1 PCR com DNA extraido pelo kit Promega

5.3.1.1 Primeira PCR
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5.3.1.1.1 Temperaturas de anelamento

O primeiro protocolo testado foi adaptado de Bogacka et al, 2021; Jinatham et al., 2021;
e Scicluna et al, 2006; sem adigdo de glicerol. As temperaturas de ciclagem foram aquelas
descritas anteriormente na Tabela 10. A Figura 24 e 25 mostra o gel de agarose com os produtos
de amplificacdo, que embora ndo apresentaram fragmentos inespecificos, também néo
apresentaram fragmentos de tamanho esperado, com excecdo da amostra 35 que demonstrou o

fragmento esperado de 600pb.

Figura 24 — Gel de agarose dos produtos de PCR com os iniciadores RD3 e RD5 do
protocolo otimizado sem glicerol realizado com DNA das amostras positivas para Blastocystis

sp. a uma temperatura de anelamento de 60°C

35323128271918156 4 1 C-C+-

. -

[
-

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 100 pb; C- = Controle negativo a 4gua ultrapura; C+ = Amostra com
3 cruzes positivas para o parasito; 1 = Amostra 01; 4 = Amostra 04; 6 = Amostra 06; 15 = Amostra 15; 18 =
Amostra 18; 19 = Amostra 19; 27 = Amostra 27; 28 = Amostra 28; 31 = Amostra 31; 32 = Amostra 32; 35 =

Amostra 35; 37 = Amostra 37; 39 = Amostra 39; 51 = Amostra 51; 60 = Amostra 60; 63 = Amostra; 66 =
Amostra 66; 79 = Amostra 79; 81 = Amostra 81; 84 = Amostra 84; 89 = Amostra; 91 = Amostra 91. Fonte:

elaborado pela autora, 2022.
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Figura 25 — Gel de agarose dos produtos de PCR com os iniciadores RD3 e RD5 do
protocolo otimizado sem glicerol realizado com DNA das amostras positivas para Blastocystis

sp. a uma temperatura de anelamento de 60°C

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 100 pb; AM1 = Amostra recoleta; AM5 = Amostra recoleta; AM9 =

Amostra recoleta; AM11 = Amostra recoleta; AM14 = Amostra recoleta. Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

O segundo protocolo testado foi com a adicdo de glicerol, de acordo com o protocolo

descrito na Tabela 8. As temperaturas de ciclagem foram aquelas descritas na Tabela 10.

A Figura 26 e 27 ilustra o gel de eletroforese com os produtos de amplificacdo obtidos
com a temperatura de anelamento de 60°C, que permitiu observar fragmento de 600 pb apenas
a amostra 35. Ja na Figura 28 demonstra o gel de agarose com os produtos de amplificacao
obtidos a partir da temperatura de anelamento de 62°C avaliada, o qual ndo apresentou produto

de amplificacao.
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Figura 26 — Gel de agarose dos produtos de PCR com os iniciadores RD3 e RD5 do
protocolo otimizado com glicerol realizado com DNA das amostras positivas para

Blastocystis sp. a uma temperatura de anelamento de 60°C

37 35 2w 19 W5 4 43 Co el

91 B9 B g 79 6658 @0 1 WC O L

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 100 pb; C- = Controle negativo &4gua ultrapura; C+ = Amostra com 3

cruzes positivas para o parasito; 1 = Amostra 01; 4 = Amostra; 6 = Amostra 06; 15 = Amostra 15; 18 = Amostra

18; 19 = Amostra 19; 27 = Amostra 27; 28 = Amostra 28; 31 = Amostra 31; 32 = Amostra 32; 35 = Amostra 35;

37 = Amostra 37; 39 = Amostra 39; 51 = Amostra 51; 60 = Amostra 60; 63 = Amostra; 66 = Amostra 66; 79 =

Amostra 79; 81 = Amostra 81; 84 = Amostra 84; 89 = Amostra; 91 = Amostra 91; Fonte: Elaborado pela autora,
2022.
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Figura 27 — Gel de agarose dos produtos de PCR com iniciadores RD3 e RD5 do
protocolo otimizado com glicerol realizado com DNA das amostras positivas para

Blastocystis sp. a uma temperatura de anelamento de 60°C

A ARE ang  ang AM AM
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Legenda: L = Ladder/padrao molecular de 100 pb; AM1 = Amostra recoleta; AM5 = Amostra recoleta; AM9 =

Amostra recoleta; AM11 = Amostra recoleta; AM14 = Amostra recoleta. Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Figura 28 — Gel de agarose dos produtos de PCR com iniciadores RD3 e RD5 do
protocolo otimizado com glicerol realizado com DNA das amostras positivas para

Blastocystis sp. a uma temperatura de anelamento de 62°C

5139 37 32 31 23 27 19 18 15 06 04 C- C+
62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C- = Controle negativo &gua ultrapura; C+ = Amostra com 3

cruzes positivas para o parasito; 4 = Amostra 04; 6 = Amostra 06; 15 = Amostra 15; 18 = Amostra 18; 19 =
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Amostra 19; 27 = Amostra 27; 28 = Amostra 28; 31 = Amostra 31; 32 = Amostra 32; 37 = Amostra 37; 39 =
Amostra 39; 51 = Amostra 51; Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.3.1.1.2 Avaliagéo de diferentes quantidades de DNA para otimizagdo da PCR

As concentragdes de DNA testadas foram as descritas anteriormente (Tabela 14) com a
temperatura de anelamento escolhida de 60°C (Tabela 10). Na figura 29 é possivel observar

que ndo houve amplificacdo nas duas condicdes testadas.

Figura 29 — Gel de agarose dos produtos de PCR com iniciadores RD3 e RD5 do
protocolo otimizado com glicerol a temperatura de 60°C de anelamento, testando

concentracdes de 3 uL e 6 pL de DNA das amostras positivas para Blastocystis sp.

39 37 06 04 01 C-C- 60
3M 3M 3M 3M 3M 3M 3M 6M

39 37 06 01 C- C-

& 6M 6M 6M 6M 6M 6M

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C- 6M = Controle negativo 6uL; C+ 6M = Amostra 6uL; 01

6M = Amostra 6ul; 06 6M = Amostra 6uL; 37 6M = Amostra 6puL; 39 6M = Amostra 6puL; 60 6M = Amostra

6uL; C- 3M = Controle negativo 3uL; C+ 3M = Amostra 3uL; 01 3M = Amostra 3uL; 04 3M = Amostra 3uL;
06 3M = Amostra 3uL; 37 3M = Amostra 3uL; 39 3M = Amostra 3pL.
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5.3.1.2 Nested PCR (nPCR)

O protocolo testado foi aquele descrito na se¢do 4.4, com o0 segundo par de
oligonucleotideos como descrito na Tabela 8; com a temperatura de anelamento de 60°C
(Tabela 10). Como observado na Figura 30 e 31, a temperatura de anelamento escolhida quase
ndo gerou fragmentos inespecificos e foi possivel visualizar fragmentos com o tamanho de
600pb esperados. E possivel observar a amplificacdo do fragmento esperado para 28 amostras;
obtendo-se 84,84% de amplificacdo do total (28/33) das amostras positivas para Blastocystis

sp.

Figura 30 — Gel de agarose com resultados obtidos apés a realizacdo da segunda PCR
(nPCR) utilizando os iniciadores BsRDsF e BhARDr9R para amplificacdo do gene SSU rDNA

de 600 pb de Blastocystis sp. utilizando glicerol e temperatura de anelamento 60°C

9 93 78C+C-L

323128 27191815 060401 C+ C-L
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323128 2719 18 15 06 04 01 c+C-L

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C+ = Amostra com 3 cruzes de positividade para o parasito; C-
= agua ultrapura; 01 = Amostra 01; 04 = Amostra 04; 06 = Amostra 06; 15 = Amostra 15; 18 = Amostra 18; 19 =
Amostra 19; 27 = Amostra 27; 28 = Amostra 28; 31 = Amostra 31; 32 = Amostra 32; 35 = Amostra 35; 37 =
Amostra 37; 78 = Amostra 78; 95 = Amostra 95; 96 = Amostra 96. Elaborado pela autora, 2022.

Figura 31 — Gel de agarose com resultados obtidos apds a realizacdo da segunda PCR
(nPCR) utilizando os iniciadores BsRDsF e BhRDr9R para amplificacdo do gene SSU rDNA

de 600 pb de Blastocystis sp. utilizando glicerol e temperatura de anelamento 60°C

AMAM
5 1 92 9189 84 81 79 66 63 60 51 39 C- L L
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AMAM _
s 1 92 9189 84 81 79 66 63 60 51 39 C+ L

Legenda: LAD = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C+ = Amostra trés cruzes de positividade; 39 = Amostra
39; 51 = Amostra 51; 60 = Amostra 60; 63 = Amostra 63; 66 = Amostra 66; 79 = Amostra 79; 81 = Amostra 81,
84 = Amostra 84; 89 = Amostra 89; 91 = Amostra 91; 92 = Amostra 92; AM1 = Amostra recoleta; AM5 =
Amostra recoleta; AM9 = Amostra recoleta; AM10 = Amostra recoleta; AM11 = Amostra recoleta; AM14 =

Amostra recoleta. Fonte: elaborado pela autora, 2022.

5.3.2 PCR com DNA extraido pelo kit Qiagen

Seguiu-se 0s mesmos passos das reacGes de PCR descritos anteriormente para

comparacéo de resultados.

5.3.2.1 Primeira PCR

O protocolo utilizado foi o da Tabela 8 e condicdes térmicas de ciclagem foram os
mesmos descritos na Tabela 10. Como pode ser observado na Figura 32, ndo houve
amplificacdo do fragmento de tamanho esperado, assim como aconteceu na primeira PCR do
kit Promega, 0 que demonstra que a especificacdo e aparecimento de banda ocorre mais na
segunda reacdo de PCR (nPCR).
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Figura 32 — Gel de agarose com resultados obtidos ap0s a realizagdo da primeira PCR
com os iniciadores RD3 e RD5 do protocolo otimizado com glicerol e temperatura de

anelamento de 60°C em amostras de DNA positivas para Blastocystis sp.

9695 92 78 60 53 52 3937 06 C- C+L

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C+ = Amostra trés cruzes de positividade; C- = 4gua ultrapura;
06 = Amostra 06; 37 = Amostra 37; 39 = Amostra 39; 52 = Amostra 52; 53 = Amostra 53; 60 = Amostra 60; 78
= Amostra 78; 92 = Amostra 92; 95 = Amostra 95; 96 = Amostra 96. Fonte: elaborado pela autora, 2022.

5.3.2.2 Nested PCR

As condicBes da PCR foram as mesmas da Tabela 8, seguindo as mesmas condicdes
térmicas de ciclagem descritos na Tabela 11. Entretanto, os resultados para as amostras

negativas foram os mesmos obtidos com a extracao anterior.

Além disso, € interessante analisar que as amostras 92, 95 e 96 também obtiveram
bandas com o tamanho de aproximadamente 600 pb como esperado, mesmo estando um pouco
mais fracas, se comparadas com o kit Promega; entretanto, confirma o resultado do kit de

extracdo anterior (Figura 33).
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Figura 33 — Gel de agarose com resultados obtidos apds a realizacdo da segunda PCR
(nPCR) utilizando os iniciadores BsRDsF e BhRDr9R do protocolo otimizado com glicerol e

temperatura de 60°C para amplificacdo do fragmento de 600 pb de Blastocystis sp.

39 37 06 60 9 95 78 C+ C- L

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular 50 pb; C- = &gua ultrapura; C+ = Amostra com trés cruzes de
positividade; 78 = Amostra 78; 95 = Amostra 95; 96 = Amostra 96; 60 = Amostra 60; 06 = Amostra 06; 37 =
Amostra 37; 39 = Amostra 39; 52 = Amostra 52; 53 = Amostra 53; 92 = Amostra 92. Fonte: elaborado pela
autora, 2022.

5.4 NESTED PCR PARA Giardia lamblia

ApoOs a extracdo, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a -20°C até a
realizacdo da reacdo da PCR. Foi utilizado o mesmo protocolo de reacdo para ambas as reacdes

de PCR, mudando apenas o par de oligonucleotideos.

5.4.1 PCR com DNA extraido pelo kit Promega

5.4.1.1 Primeira PCR
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5.4.1.1.1 Temperaturas de anelamento

O protocolo utilizado foi adaptado da nested PCR descrita por Sulaiman et al., (2003),
e de Geurden et al., (2009), sem a adi¢cdo de glicerol. As temperaturas de ciclagem foram
descritas na Tabela 12. A Figura 34 mostra a foto do gel de agarose com os produtos de
amplificagdo (amplicons) que apresentaram fragmentos inespecificos e pouco marcados no
tamanho de 605 pb esperado.

Figura 34 — Gel de agarose dos produtos de PCR com iniciadores AL3543 e AL3546 do
protocolo otimizado sem glicerol com DNA das amostras positivas para G. lamblia a uma

temperatura de anelamento de 50°C

§3 5206 92 60 53 52 06

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 100 pb; C+ = Amostra positivada HU; C- = agua ultrapura; 06(1) =
Amostra 06; 52(1) = Amostra 52; 53(1) = Amostra 53; 60P = Amostra 60; 92(1) = Amostra 92; G = Amostra
positiva do Laboratorio de Parasitologia Clinica; G+ = Amostra positiva do Laboratério de Parasitologia Clinica;
06(2) = Amostra 6, 2°eluicdo; 52(2) = Amostra 52, 2°eluicdo; 53(2) = Amostra 53, 2°eluicdo; 10(1) = Amostra

recoleta. Fonte: elaborado pela autora, 2022.

Para melhoramento do gel foi realizado o teste do protocolo com a adi¢do de glicerol
como descrito na Tabela 9. A Figura 35 mostra o gel de eletroforese com os amplicons e reagdo

de PCR com temperatura de anelamento de 50°C, que apesar de apresentar bandas um pouco
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mais marcadas, inclusive bandas no tamanho de 605 pb que é o esperado (amostras 60 e 92),

ainda possuem a presenca de muitos fragmentos inespecificos.

Figura 35 — Gel de agarose dos produtos de PCR com iniciadores AL3543 e AL3546 do
protocolo otimizado com glicerol com DNA das amostras positivas para G. lamblia a uma

temperatura de anelamento de 50°C

2 60 53 52 06 A 60 53 52 06
P M (M@ C c+ 1 0 y ) C- © P h(h(C c+ L

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 100 pb; C+ = Amostra positiva HU; C- = dgua ultrapura; 06(1) =
Amostra 06; 52(1) = Amostra 52; 53(1) = Amostra 53; 60P = Amostra 60; 92(1) = Amostra 92; G = Amostra
positiva do Laboratdrio de Parasitologia Clinica; G+ = Amostra positiva do Laboratério de Parasitologia Clinica;
06(2) = Amostra 6, 2°eluicdo; 52(2) = Amostra 52, 2°eluicdo; 53(2) = Amostra 53, 2°elui¢do; 10(1) = Amostra

recoleta. Fonte: elaborado pela autora, 2022.

Ainda, foi testada a temperatura de anelamento de 53°C, evidenciado na Figura 36 que

demonstra os amplicons, com diminuicdo expressiva de fragmentos inespecificos.



89

Figura 36 — Gel de agarose dos produtos de PCR com iniciadores AL3543 e AL3546 do
protocolo otimizado com glicerol das amostras positivas para G. lamblia a uma temperatura

de anelamento de 53°C

9:535:03 92 6083 52 06
10 OO ¢+C gyp Q)M C-C-L

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C+ = Amostra positiva HU; C- = agua ultrapura; 06(1) =
Amostra 06; 52(1) = Amostra 52; 53(1) = Amostra 53; 60P = Amostra 60; 92(1) = Amostra 92; G = Amostra do
Laboratorio de Parasitologia Clinica; G+ = Amostra positiva do Laboratério de Parasitologia Clinica; 06(2) =
Amostra 6, 2°eluicdo; 52(2) = Amostra 52, 2°elui¢do; 53(2) = Amostra 53, 2°eluicéo; 10(1) = Amostra recoleta.
Fonte: elaborado pela autora, 2022.

5.4.1.1.2 Avaliacéo de diferentes quantidades de DNA para otimizacao da PCR

Também foram avaliados os volumes descritos na Tabela 14, utilizando a temperatura
de anelamento escolhida de 53°C e condicdes de ciclagem descritas na Tabela 12. Ndo houve
amplificacdo dos produtos esperados quando testados os diferentes volumes; por isso, a

quantidade de DNA selecionada para as reagdes foi de 1 puL (Figura 37).
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Figura 37 — Fotografias do gel de agarose dos produtos de PCR com iniciadores AL3543 e
AL3546 do protocolo otimizado com glicerol a temperatura de 53°C de anelamento, testando

volumes de 3 pL e 6 uL de DNA das amostras positivas para G. lamblia

92 53 52 06 92 6053 52 06 L
DR EGG P (M)A C-C+

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C+ = Amostra positiva 3 pL; C- = agua ultrapura 3 pL; 06(1) =
Amostra 06, 3 puL; 52(1)= Amostra 52, 3 pL; 53(1) = Amostra 53, 3 uL; 60P = Amostra 60, 3 uL; 92(1) =
Amostra 92, 3 uL; G = Amostra positiva Laboratério de Parasitologia Clinica, 3 uL; G+ = Amostra positiva do
Laboratério de Parasitologia Clinica, 6 pL; 06(2) = Amostra 6, 6 uL; 52(2) = Amostra 52, 6 uL; 53(2) =
Amostra 53, 6 pL; 92(2) = Amostra 92, 6 pL; 10 = Amostra 10, 3 pL. Fonte: elaborado pela autora, 2022.

5.4.1.2 Nested PCR

O protocolo testado foi descrito anteriormente com o segundo par de oligonucleotideos
(Tabela 9); sendo realizado testes de temperaturas para melhoramento do gel, conforme Tabela
13. Primeiramente foi testado sem a adicdo de glicerol e utilizando temperatura de anelamento
de 50°C. Como observado na Figura 38 embora possa ser observado alguns fragmentos do
tamanho de 530 pb para algumas das amostras avaliadas, fragmentos inespecificos continuaram

presentes; sendo assim a temperatura de anelamento de 57°C foi avaliada.

A Figura 39 demonstra o gel de agarose com amostras testadas com temperatura de
anelamento de 57°C e sem glicerol (Tabela 13). Observou-se a amplificacdo dos fragmentos de
530 pb para algumas amostras; entretanto para o melhoramento, foi testado algumas

temperaturas com adicao de glicerol.
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Figura 38 — Gel de agarose com resultados obtidos apds a realizacdo da segunda PCR para
amplificacdo do gene TPI de 530 pb de G. lamblia sem glicerol e temperatura de anelamento
de 50°C

v
v
v
-
Ld
-~

| -
-~

fF2iiIn

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C+ = Amostra positiva HU; C- = agua ultrapura; 06(1) =
Amostra 06; 52(1) = Amostra 52; 53(1) = Amostra 53; 60P = Amostra 60; 92(1) = Amostra 92; G = Amostra
positiva do Laboratorio de Parasitologia Clinica; G+ = Amostra positiva do Laboratério de Parasitologia Clinica;
06(2) = Amostra 6, 2°eluicdo; 52 (2) = Amostra 52, 2°elui¢do; 53 (2) = Amostra 53, 2°elui¢do; 10 (1) = Amostra
recoleta. Fonte: elaborado pela autora, 2022.

Figura 39 — Gel de agarose com resultados obtidos apds a realizacdo da segunda PCR
(nPCR) para amplificacdo do gene TPI de 530 pb de G. lamblia sem glicerol e temperatura de

anelamento de 57°C

28 11

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 100 pb; C+ = Amostra positiva HU; C- = 4gua ultrapura; 06(1) =
Amostra 06; 52(1) = Amostra 52; 53(1) = Amostra 53; 60P = Amostra 60; 92(1) = Amostra 92; G = Amostra
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positiva da Parasitologia Clinica; G+ = Amostra positiva do Laboratério de Parasitologia Clinica; 06(2) =
Amostra 6, 2°eluicdo; 52(2) = Amostra 52, 2°elui¢do; 53(2) = Amostra 53, 2°elui¢do; 10 = Amostra recoleta.
Fonte: elaborado pela autora, 2022.

Conforme descrito na Tabela 9, com condi¢des de temperatura da Tabela 13, a primeira
temperatura de anelamento testada de 55°C, permitiu melhor resultado que o protocolo sem a
adicdo de glicerol. Assim, pela Figura 40 é demonstrado os produtos das amplificacdes da
segunda PCR, com fragmentos fortemente marcados no tamanho esperado de 530 pb, e sem

muitos fragmentos inespecificos.

Figura 40 — Gel de agarose com resultados obtidos apds a realizacdo da segunda PCR
(nPCR) para amplificacdo do gene TPI de 530 pb de G. lamblia com glicerol e temperatura de
anelamento de 55°C

5260 1006 92 6053 52 06
AAAAMP OO C-c+L

Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C+ = Amostra positiva HU; C- = agua ultrapura; 06(1) =
Amostra 06; 52(1) = Amostra 52; 53(1) = Amostra 53; 60P = Amostra 60; 92(1) = Amostra 92; 06(A) = Amostra
6, 2°eluicdo; 10(A) = Amostra recoleta, 2°elui¢do; 60(A) = Amostra 60, 2°eluigdo; 52(A) = Amostra 52, 2°
eluicdo. Fonte: elaborado pela autora, 2022.
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A segunda temperatura de anelamento testada foi a 57°C, demonstrado pela Figura 41,
observou-se fragmentos de 530 pb, entretanto também foi possivel observar a presenca de

bandas inespecificas e o arraste bem mais evidenciado do que na condigdo de 55°C.

Figura 41 — Gel de agarose com resultados obtidos apds a realizacdo da segunda PCR
(nPCR) para amplificagéo do gene TPI de 530 pb de G. lamblia com glicerol e temperatura de

anelamento de 57°C
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Legenda: L = Ladder/padrdo molecular de 50 pb; C+ = Amostra positiva HU; 06(1)= Amostra 6; 52(1)=
Amostra 52; 53(1) = Amostra 53; 60P = Amostra 60; 92(1) = Amostra 92; 10 = Amostra recoleta; G = Amostra
positiva LPC; G+ = Amostra positiva LPC; 06(2) = Amostra 6, 2°elui¢do; 52(2) = Amostra 52, 2°elui¢do; 53(2)

= Amostra 53, 2°eluicdo; 53(2 55°) = Amostra 53, 2°elui¢do a 55°C de anelamento; 52(2 55°) = Amostra 52,
2°eluicdo a 55°C de anelamento; 06(2 55°C) = Amostra 6, 2°eluicdo a 55°C de anelamento; 10(55°) = Amostra

recoleta a 55°C. Fonte: elaborado pela autora, 2022.

A partir da analise da reacdo de PCR escolhida com glicerol e temperatura de
anelamento de 55°C, pode-se observar as bandas de 4 amostras de um total de 5 amostras
positivas para G. lamblia. A amostra que ndo foi amplificada foi submetida ao segundo kit de

extragdo para comparagdo de resultados.

5.4.2 PCR com DNA extraido pelo kit Qiagen
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As amostras ndo amplificadas no primeiro kit de extracdo foram submetidas ao
protocolo de extracdo do kit Qiagen, seguindo-se 0s mesmos passos das reacdes de PCR para

comparagéo de resultados.

5.4.2.1 Nested PCR

O protocolo utilizado foi o descrito na Tabela 8, com temperatura de anelamento de
53°C na primeira PCR, seguindo as condicdes de ciclagem da Tabela 12. E o segundo protocolo
para a segunda PCR, utilizando o segundo par de oligonucleotideos, foi o descrito na Tabela 8
com 55°C de temperatura de anelamento (Tabela 13). Além disso, a amostra 6 submetida ao
protocolo foi aquela acondicionada com Alcool absoluto e também com PBS. Entretanto, n&o
houve produto de amplificacdo apoOs as condi¢Ges avaliadas, tanto na primeira quanto na

segunda reacao.

5.5 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

ApoOs o processo de purificacdo, foi realizado a quantificacdo, utilizando o aparelho
NanoVue PLUS (GE Heathcare, EUA). A taxa de quantificacdo para as amostras de
Blastocystis sp., variou de 139 — 35 ng/ pL (Tabela 21); ja para as amostras de G. lamblia variou
de 112 — 19 ng/ pL (Tabela 22).

Tabela 21 — Quantificacdo de DNA de Blastocystis sp. por espectrofotdmetro apos

purificacdo
Kit comercial Amostra Concentragéo
Mebep Bioscience 1 56 ng/UI
Mebep Bioscience 4 63 ng/UI
Mebep Bioscience 15 60,5 ng/UI
Mebep Bioscience 18 66,5 ng/Ul

Mebep Bioscience 19 66 ng/UI
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Kit comercial Amostra Concentragéo
Mebep Bioscience 27 50 ng/UI
Mebep Bioscience 28 80 ng/UlI
Mebep Bioscience 31 70 ng/UI
Mebep Bioscience 32 72,5 ng/Ul
Mebep Bioscience 35 75,5 ng/Ul
Mebep Bioscience 51 54,5 ng/UI
Mebep Bioscience 63 83 ng/UI
Mebep Bioscience 66 56 ng/UI
Mebep Bioscience 79 91 ng/UI
Mebep Bioscience 81 69 ng/UI
Mebep Bioscience 84 75,5 ng/Ul
Mebep Bioscience 89 81 ng/Ul
Mebep Bioscience 91 62,5 ng/UI
Mebep Bioscience 92 61 ng/Ul
Mebep Bioscience 95 43 ng/UI
Mebep Bioscience 96 42,5 ng/Ul
Mebep Bioscience AM1 35 ng/Ul
Mebep Bioscience AM5 64,5 ng/Ul
Mebep Bioscience AM9 91,5 ng/Ul
Mebep Bioscience AM10 74 ng/Ul
Mebep Bioscience AM11 75,5 ng/Ul
Mebep Bioscience AM14 114,5 ng/Ul
Mebep Bioscience AM16 139 ng/UI

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Tabela 22 — Quantificacdo de DNA de G. lamblia por espectrofotdmetro apos purificacao

Kit comercial Amostra  Concentragéo
Mebep Bioscience 52 50 ng/UI
Mebep Bioscience 53 32,5ng/Ul
Mebep Bioscience 60 19 ng/Ul
Mebep Bioscience 92 112 ng/UI

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Apos o processo de purificagdo, as amostras foram armazenadas a -20°C até o envio para

sequenciamento.

6 DISCUSSAO

A prevaléncia das endoparasitoses é afetada por muitas razGes relacionadas ao parasito
como a presenca de subtipos mais virulentos e altas cargas parasitarias; fatores ambientais como
a localizacdo geogréfica e condigdes climéticas; e a fatores relacionados ao hospedeiro como a
condicdo imunolodgica, idade, dieta, habitos de higiene e condigbes sanitarias (LEUNG et al,
2019). Através do Painel de Saneamento do Brasil, observa-se 49,2% de indice de esgoto ndo
tratado referido a agua consumida pelos habitantes, 45% ¢é a parcela da populacdo sem coleta
de esgoto, 15,9% € a parcela da populagdo sem acesso a agua tratada; totalizando em 167.513
internaces totais por doencas de veiculacédo hidrica e 1.898 6bitos (SANEAMENTO BRASIL,
2020).

A capital catarinense, a cidade de Floriandpolis possui um indice de 61,1% de esgoto nao
tratado referido a agua consumida pelos habitantes, estando acima da médica nacional; 59% é
a parcela da populacdo sem coleta de esgoto; 4,1% parcela da populagdo sem acesso a agua;
totalizando em 399 internacdes totais por doencas de veiculacdo hidrica (0,24% da taxa
nacional) e 8 oObitos. (SANEAMENTO BRASIL, 2020). A comunidade alvo de estudo
encontra-se mais perto da UFSC e frequentemente é alvo de pesquisas; é observado a
precaridade em saneamento bésico, ja evidenciado anteriormente (ASSUNCAQ, 2012). A Casa
Séo José (CSJ) funciona desde 2003 atuando no ambito da Assisténcia Social, voltado para
criancas de 6 a 15 anos, realizando aulas, apoio pedagdgico, esporte e lazer. Ja a Creche Séo
Francisco de Assis (CSFA) foi inaugurada em 1981, e desde entdo obtiveram mudancas para
aumentar a capacidade de atendimento, atendendo nos dias atuais 115 criancas (CARBONERA,
2019).

As criancas com idades pré-escolares e escolares sdo um grupo de risco, que participam de
ambientes e situacdes do cotidiano ao qual facilitam a infeccdo pelo parasito (creches,
comportamento e higiene relacionados a idade) (ALEMU et al, 2019; LEUNG et al, 2019). Os

efeitos desssas endoparasitoses em criangas ndo se concentram apenas na mortalidade ou na
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morbidade, mas também em outros as quais sdo responsaveis, como disturbios alimentares e
nutricionais, caréncia de vitaminas, deficiéncia de ferro, anemia, perda de peso, perda de sangue
cronica, retardo no crescimento fisico. Ainda afetando o desenvolvimento mental, crescimento
cognitivo, diminui¢do da frequéncia escolar, diminuicdo da produtividade e consequente atraso
na insercdo dessas criancas na sociedade a qual participa (DAPB, 1994; UNICEF, 2012;
DONOWITZ et al, 2016).

A vigilancia sanitéria, atraves da Portaria 2.914 de 12 de dezembro de 2011, estabelece o
monitoramento de cistos de Giardia nos principais pontos de captacdo de agua (BRASIL,
2011). Entretanto, o monitoramento e gerenciamento do risco potencial de transmissdo de
enteroparasitas em fontes de contaminacdo, em principal correlacionado com grupo de risco,
precisam ser mais estudados (WHO, 2022). A analise molecular é sensivel e dribla os resultados
falsos negativos da analise microscopica, entretanto € um estudo complementar e mais utilizado
para estudos de epidemiologia molecular (HARVEY et al, 2020). Uma recente revisao
sistematica de identificacdo molecular de Giardia spp. na América Latina, analisou dados de
2017 a 2021, e o Brasil é 0 segundo pais com mais estudos publicados sobre o tema, perdendo
apenas para a Colémbia, demonstrando o grande interesse envolvido no assunto (GUZMAN et
al, 2021).

Os protocolos selecionados para a realizacdo da PCR, foram os de nested PCR para
ambos os parasitos. Essa variacdo de PCR aumenta a sensibilidade e especificidade e € muito
utilizada em casos em que € necessario amplificar genes polimorficos ou amplificar uma cépia
de cDNA ou mRNA pouco presente em uma amostra clinica. A nested PCR envolve duas
reacbes de amplificacdo de forma sequencial, cada uma com um par diferente de
oligonucleotideos iniciadores; sendo que o produto da primeira reacdo de amplificacdo vai
servir de molde para a segunda reacdo (GREEN et al., 2019). Essa técnica mais sensivel é

também mais trabalhosa, tanto no processamento quanto ao tempo necessario para realizacéo.

No presente estudo, foram selecionadas 33 amostras fecais positivas para Blastocystis
sp. e 5 amostras positivas para G. lamblia obtidas a partir do estudo de Nunes (2022), com a
finalidade de otimizar as condi¢bes para o diagndstico molecular desses protozoéarios. No
presente estudo, as amostras foram submetidas a extracdo de DNA e nested PCR. Trés amostras
negativas para Blastocystis sp. (3/35) por microscopia, porém positivas para G. lamblia, foram

testados PCR para B. hominis e uma delas foi positiva. Correa e colaboradores (2020) traz uma
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discussdo interessante quando afirma que em analise microscopica de 105 amostras, apenas
7,6% foram positivas para G. lamblia, deixando B. hominis em primeiro lugar com 15,2% de
prevaléncia; em um segundo momento, apds analise molecular a taxa de incidéncia de G.
lamblia sobe para 55% (CORREA et al, 2020).

Em relacdo a amplificacdo das amostras, para as amostras positivas de G. lamblia por
microscopia (5), um total de 80% (4/5) foram positivas para a nested PCR padronizada; para as
amostras positivas de Blastocystis sp. (33) por microscopia, um total de 84,8% (28/33) foram
positivas por nested PCR. Esses resultados se assemelham aos escontrados na literatura, muitos
estudos demonstram que as taxas de prevaléncia podem ser menores do que o observado em
microscopia, como em Barbosa et al (2008) que demonstram que das 164 amostras positivas
para Blastocystis sp., 51,8% foi amplificado. Segui e colaboradores (2018), também mostram
taxas parecidas: de 216 amostras positivas para Blastocystis sp., 80,3% foram positivas por
PCR, e 69,4% foi sequenciado com sucesso; para as 84 amostras positivas para G. lamblia,
85,7% foram positivas para PCR. Pacheco et al (2020) relata que das 110 amostras positivas
por microscopia para G. lamblia, 72,7% foram positivas por PCR com sucesso para pelo menos

um ou dois alvos.

Na rotina laboratorial, as amostras fecais sdo armazenadas em SAF, que por ficarem em
contato com a solucdo conservante, acabam sendo modificadas, diminuindo a qualidade do
DNA; em principal por mudanca de pH, reticulacdo do acido nucleico e diminuicdo da
acessibilidade da Tag DNA Polimerase (GILBERT et al., 2007). Entretanto, vale salientar que
a preservacdo da amostra com SAF ndo leva a inteira degradacdo do DNA, e existem alguns
estudos na literatura que procuram a otimizacdo da extracdo do DNA preservado em formol
(LEE et al., 2019). Nesse estudo as amostras utilizadas para a extracdo de DNA foram aquelas
coletadas sem solucdo conservante, tanto as que foram acondicionadas com PBS, quanto as que

foram armazenadas com Alcool absoluto.

A extracdo de DNA de uma amostra fecal é uma etapa limitante para a reacdo de PCR,
estando relacionada de forma proporcional a sensibilidade da técnica. A presenca de constituintes
das fezes como componentes metabdlicos, grupamento heme, e &cidos biliares; podem interferir
ou inibir a atividade da enzima DNA polimerase; além disso, a presenca de contaminantes podem
diluir o DNA alvo em meio a outros matériais genéticos do hospedeiro e de outros

microrganismos, sendo um material de analise bastante complexo (DA SILVA et al., 1999;
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HAWASH, 2014; TERMMATHURAPOQJ et al., 2004; JAVANMARD et al., 2018). Por isso
recomenda-se trabalhar com a amostra de uma forma que durante o processo, procure evitar ou
retardar o progresso das possiveis inibigdes, como a realizacdo da extracdo de DNA da amostra
fecal de forma imediata ao recebimento da amostra (JAVANMARD et al., 2018). Algumas
amostras obtiveram seus resultados divergentes a microscopia, justamente pela demora na

realizacdo do protocolo de extracéo.

Os kits comerciais de extracdo de DNA que foram utilizados ndo sdo especificos para
amostra fecal, e foram aqueles disponibilizados pelo laboratério. Esses kits de extracdo
comerciais sdo muito utilizados em diversos laboratérios pela sua facilidade, estabilidade e
resultados reprodutiveis, além de otimizar o tempo, agilizando o processo que antecede a PCR
(GREEN, 2012). Em relagéo as quantificacdes pelo kit de extracdo Promega, ao avaliar a relagao
entre as absorbancias 260 nm/280 nm, é possivel observar que o valor abaixo de 1,7 que indica
contaminacgé@o de proteinas foi evidenciado em 33,33% (11) amostras no total das amostras
positivadas para Blastocystis sp. e 20% (1) de G. lamblia. Ja para a relacdo das absorbancias 260
nm/230 nm foi observado todas as amostras fora da faixa esperada indicando contaminacéo por
outros compostos como EDTA, fenol e carboidratos (OLIVEIRA et al., 2007). O kit de extracao
Qiagen obteve também resultados que indicam contaminacao por compostos como EDTA, fenol
e carboidratos, entretanto ndo foram evidenciados indicadores de contaminacéo de proteinas para
nenhuma amostra analisada (OLIVEIRA et al., 2007).

A semi-quantificacdo também demonstrou um fator limitante. Nem todas as amostras
foram contadas no mesmo dia, 0 que demonstrou um forte interferente, tendo em vista que essas
amostras contadas posteriormente ndo apresentaram as formas caracteristicas dos parasitos, e
algumas nem sequer foram visualizadas novamente, ndo sendo contabilizadas. Demonstrando
que a semi-quantificacdo deve ser concluida o mais breve possivel, para evitar degradacdo das
formas evolutivas presentes na amostra. Em relacdo as amostras que obtiveram resultados:
amostras com trés e duas cruzes obtiveram produtos de amplificacdo intensas no gel de agarose;

com excecdo da amostra 6 que nao foi amplificada.

Ainda, para as amostras positivas para Blastocystis sp., 0 resultado das extracfes de
DNA, obtiveram resultados de 77,5 ng/Ul a 6,5 ng/Ul com o kit Promega, e as amostras que

ndo foram amplificadas tinham quantidades de 35,5 ng/ Ul e 4,2 ng/ Ul. Para o kit Qiagen, as



100

amostras que foram negativas por nested PCR tinham quantidades de DNA de 74,5 ng/ Ul a 8,2
ng/ UL.

J& para as amostras de G. lamblia, os resultados da quantificacdo de DNA a partir do kit
Promega, foram de 52 ng/ Ul a 92 ng/ Ul, e obtiveram fragmentos intensos e especificos; exceto
a amostra 6 que ndo amplificou, e que continha 45 ng/ Ul de DNA. Para o kit Qiagen a amostra
6 obteve 74,5 ng/ Ul de DNA e ndo amplificou. Vale salientar que apos extracdo pelo kit
Qiagen, nenhuma amostra positiva para G. lamblia foi observada, provavelmente pela degracao

do DNA, tendo em vista que foi realizado muito depois do recebimento das amostras.

Muitos estudos demonstram que algumas amplificagcdes ndo acontecem, como o estudo
de Correa e colaboradores (2020), em que amplificaram apenas 4 das 58 amostras positivas
para G. lamblia com o gene TPI; entretanto obteve-se amplificacdo em 48 das 58 amostras com
0 gene GDH. Estudos mais recentes relatam divergéncias entre as sequéncias gendmicas e
oligonucleotideos iniciadores usadas na PCR, o que pode resultar na baixa amplificacdo. Por
isso a importancia da utilizacdo de pelo menos dois marcadores para comparacao entre oS
grupos e conjunto genético, devido a ocorréncia significativa de infec¢cbes com associacao entre
assembleias (FENG and XIAO, 2011; RYAN et al, 2021).

Varios motivos podem culminar em uma PCR negativa como a presenca de inibidores
fecais da DNA polimerase, como: bilirrubina, sais biliares, hemoglobina, compostos fendlicos;
e complexos polissacarideos que podem aparecer apds a extracdo de DNA. Esses inibidores
variam de acordo com caracteristicas especificas de cada individuo, como alimentagdo. O
tempo de realizacdo dos procedimentos é um fator limitante, tendo em vista o tipo de amostra
trabalhada, muitos estudos demonstram a utilizacdo de amostras fecais com conservantes, ou
ainda um pré tratamento de amostra antecedendo a extracdo do DNA,; todas essas otimizacdes
seriam validas de teste. Outro fator importante é a utilizacdo de Kits especificos para cada
amostra, visto que os fabricantes utilizam meios e tampdes especificos para facilitar o processo
de PCR, o que relacionando com os resultados obtidos nesse estudo poderia servir de
comparacdo futura. E por fim a analise de apenas uma amostragem é um outro ponto limitante,
tendo em vista que o parasito pode estar ausente e o ideal seria a obtencdo de ao menos trés
amostras para analise alimentacdo (WILKE et al, 2009; KUK et al, 2012; JAVANMARD et
al., 2018).
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Quanto a consisténcia da amostra fecal, apenas uma delas foi pastosa 2,9% (1/35), um
caso positivo para triparasitismo com coinfec¢do de Blastocystis sp., E coli, E histolytica/E
dispar; com resultado de semi quantificacdo de uma cruz para Blastocystis sp. Entretanto, essa
crianca ndo obteve sintomas clinicos. Ainda, essa crianca participou da recoleta, apés
tratamento antiparasitario, e mesmo assim obteve resultado positivo para Blastocystis sp. O que
pode evidenciar uma reinfeccdo, ou ainda resisténcia frente ao medicamento. O estudo de Nigro
et al (2003) relata cura de 88% dos pacientes com Metronidazol e eliminacdo do parasita em
80% dos casos, mas 0s outros que obtiveram resultados positivos, demonstram uma possivel

infeccédo por diferentes subtipos ou ainda mais resistentes.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo, foi possivel identificar pontos cruciais para amplificagdo das amostras,
pois muito embora ndo tenha sido utilizado kits de extracdo especificos para amostras fecais,
foi possivel obter boas extracbes e amplificacdes; entretanto a extracdo de DNA deve ser
realizada assim que a amostra estiver disponivel, para evitar a degradacdo do mesmo. Outro
ponto crucial é a analise de mais de uma amostra da crianca, tendo em vista que pode haver
auséncia do parasito em apenas uma amostragem; alem disso, fica evidente a necessidade de

realizacdo do método molecular mesmo em amostras negativas para analise microscopica.

Ainda, foi realizada a otimizacao intralaboratorial da nested PCR para o0s dois parasitos
em questdo, a partir de amostras fecais. Devido ao tempo reduzido, ndo foi possivel realizar a
etapa do sequenciamento, 0 que impacta diretamente as possiveis correlacbes almejadas,

deixando as amostras purificadas para sequenciamento futuro.

O estudo demonstrou a taxa de prevaléncia de enteroparasitos a partir de anélise
microscopica e a partir disso, ao selecionar as amostras positivas para o estudo molecular,

demonstrou prevaléncias que complementam a analise geral.

Por fim, este estudo foi o inicio de uma investigacdo genémica futura, que podera
contribuir para o conhecimento dos subtipos e assembleias de Blastocystis sp. e G. lamblia

presentes na regido, visando o entendimento da distribuicdo e consequentemente fornecendo
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informacdes sobre o impacto relacionado a frequéncia da presenca dos protozoarios e possiveis
correlacbes entre fonte de contaminagdo, sintomatologia, zoonoses, periodicidade e

rastreabilidade, dessa forma auxiliando no entendimento epidemioldgico.
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APENDICE

APENDICE A - Kit de extracdo PROMEGA

As amostras acondicionadas foram utilizadas para realizagéo do kit de extragéo.
O procedimento utilizado é descrito a seguir.

1. Descongelamento das amostras e homogeinizacdo das mesmas;

2. Adicionar 20uL de Proteinase K (PK) em um eppendorf com capacidade de
1,5mL;

Adicionar 200uL da amostra e vortexar;

Adicionar 200puL de Cell Lysis Buffer (CLD) e vortexar por 10 segundos;
Incubar a 56°C por 10 minutos;

Adicionar 250uL de Binding Buffer (BBA) e vortexar por 10 segundos;

Preparar os tubos do kit com a coluna ReliaPrep Binding;

© N o g &~ w

Adicionar o liquido a coluna e centrifugar por 1 minuto em rotagdo maxima. Se

a amostra ainda estiver visivel no topo da membrana, centrifugar novamente;

9. Trocar o tubo coletor e adicionar 500uL de Wash Column (CWD) e centrifugar
por 3 minutos em rotacdo maxima,

10. Repetir 0 passo 9 duas vezes, para um total de 3 lavagens;

11. Eluir a amostra duas vezes com 50uL de Nuclease-Free Water (NFW) e incubar
por 1 minuto em temperatura ambiente. Em seguida, centrifugar por 1 minuto
em rotacdo maxima.;

12. Dosar cada elui¢do para avaliar a concentracdo de DNA das amostras extraidas;

13. Descartar a coluna e armazenar o DNA genémico a -20°C a longo prazo.
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APENDICE B - Kit de extracio QIAGEN

Esse kit ja foi amplamente utilizado no laboratorio e por estar disponivel posteriormente

ao prazo do comeco do estudo, foi utilizado apenas em amostras que obtiveram falha na

amplificacao.

As amostras utilizadas encontravam-se nas mesmas condi¢fes da extracdo

anterior e foi seguido o protocolo do fabricante.

O procedimento utilizado é descrito a seguir.

1
2
3.
4

10.

11.

12.

13.
14.

Descongelar amostras e homogeinizacao;

. Adicionar 30 pL da amostra em um eppendorf de capacidade de 1,5mL;

Adicionar 100pL do tampdo ATL;

. Adicionar 20uL da Proteinase K (PK), vortexar e incubar a 56°C por 3 horas

com agitador;

ApOs aquecimento e spin, adicionar 200puL tampdo AL e vortexar por 15
segundos, incubar a 70°C por 10 minutos;

ApoOs aquecimento e spin, adicionar 200puL de Etanol e vortexar por 15
segundos;

Preparar os tubos do kit com a coluna disponibilizada;

Transferir o conteudo para uma coluna e centrifugar a 6.000 g por 1 minuto;
Apos trocar o tubo coletor, adicionar 500uL de tampao de lavagem AWL e
centrifugar a 6.000 g por 1 minuto.

Adicionar 500uL do tampéo de lavagem AW2 e centrifugar por 3 minutos em
rotacdo maxima;

Trocar o tubo coletor e centrifugar por 1 minuto em rotacdo maxima;

Realizar a eluicdo duas vezes com 200uL de tampédo de eluicdo AE ou agua
ultrapura e incubar por 1 minuto a temperatura ambiente, centrifugando ao final
por 1 minuto a 8.000 rpm;

Dosar cada eluicdo para avaliar a concentracdo de DNA das amostras extraidas;

Descartar a coluna e armazenar o DNA gendmico a -20°C a longo prazo.
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APENDICE C - Purificacio

Os produtos de PCR de G. lamblia e Blastocystis sp. foram purificados atravées do kit

comercial PCR Products Purification Kit da empresa Mebep Bioscience, seguindo o protocolo

estabelecido pelo fabricante, apds esse processo, as amostras foram acondicionadas a -20°C até

0 envio para sequenciamento.

O procedimento utilizado é descrito a seguir.

1.

Adicionar 250 uL de tampdo BB para 50 uL de produto de PCR no préprio
eppendorf da amostra e vortexar;

Colocar a mistura na coluna e centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto,
descartando o fluido e recolocando a coluna no mesmo tubo;

Adicionar 600 pL de tampdo WB e centrifugar a 12.000 rpm por 30 segundos,
descartando o fluido;

Repetir mais uma vez o0 passo 3;

Centrifugar a coluna vazia a 13.000 rpm por 2 minutos para remocdo do etanol
da coluna;

Colocar a coluna em um eppendorf de 1,5 mL, adicionando 30 puL de tampéo de
eluicdo e incubar por 2-3 minutos a temperatura ambiente, apos, centrifugar a
12.000 rpm por 1 minuto.

Descarte da coluna e armazenamento do DNA gendmico purificado a -20°C até

0 envio para sequenciamento.
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