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RESUMO

As parasitoses intestinais sdo um problema de saude publica, com indices
elevados de prevaléncias nos paises em desenvolvimento. Giardia duodenalis além
de, em alguns casos, provocar uma sintomatologia bem caracteristica nas
populacbes infectadas, no aspecto molecular h4 estudos que demonstram as
associacdes zoonoticas desse parasita. Blastocystis sp. também é uma espécie de
parasita intestinal cada vez mais frequente nas andlises de prevaléncias e demonstra
uma diversidade genética ampla, porém com escassez nas informacdes zoonoticas.
Usando como local de estudo o municipio de Bocaiuva do Sul e Colombo, regido
metropolitana de Curitiba-PR, foram coletadas amostras fecais humanas e de
animais para estudos moleculares dos parasitas mencionados. No total foram
obtidas 217 amostras e destas 27,6% foram positivas para 0s protozoarios de
interesse, pela analise realizada através do método de Ritchie. Métodos de extracao
de DNA, ensaio de PCR em tempo real (QPCR) e sequenciamento de nucleotideos
foram realizados para a identificagdo de Assembleias e de Subtipos (STs) dos
parasitas encontrados. Dentre os resultados alcancados, a relacdo de Giardia
duodenalis, em sua maioria, foi detectada como Assembleia B dentro das
subassembleias Blll e BIV. Ja para os resultados de Blastocystis sp. a maior
prevaléncia foi do subtipo ST1 nas duas regides. Um caso de ST7 foi genotipado,
subtipo esse considerado raro em regides brasileiras, para as demais analises foram
encontrados subtipos ST2, ST3 e ST4. Conclui-se assim, que as genotipagens
analisadas sédo semelhantes entre amostras animais e humanas, porém nao se pode
afirmar um potencial zoonoético entre elas. Portanto, se torna importante ampliar
estudos nesta area a fim de obter uma analise minuciosa.

Palavras chaves: DNA, Genotipagem, Zoonoses



ABSTRACT

Intestinal parasitosis is a public health problem, with high prevalence rates
in development countries. Giardia duodenalis, besides, in some cases, causing a very
characteristic symptomatology in infected populations, in the molecular aspect there
are studies that demonstrate the zoonotic associations of this parasite. Blastocystis
sp. itis also a species of intestinal parasite that is increasingly common in prevalence
analyzes and demonstrates a wide genetic diversity, but with a lack of zoonotic
information. Using as a study the neighborhood of Bocaiuva do Sul and Colombo,
metropolitan regions of Curitiba-PR, human and animal fecal samples were collected
for molecular studies of the mentioned parasites. A total of 217 samples were
collected from  which 27.6%  were flagged positive for the desinred protozoa,
when under coproparasitological examination. Methods of DNA extraction,
guantitative real time PCR (gPCR) assay and nucleotide sequencing were performed
to identify Assemblies and Subtypes (STs) of the parasites found. Among the results
achieved, the relationship of Giardia duodenalis, mostly, was detected as Assembly
B within the BIll and BIV subassemblies. For the results of Blastocystis sp. The
highest prevalence was of ST1 subtype in both regions. One case of ST7 was
genotyped, a subtype considered rare in Brazilian regions. For the other analyzes,
subtypes ST2, ST3 and ST4 were found. Thus, it is concluded that the analyzed
genotypes are similar between animal and human samples, but a zoonotic potential
between them cannot be affirmed. Therefore, it is of interest to expand studies in this
area in order to obtain a thorough analysis

Keywords: DNA, Genotyping, Zoonoses
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1. INTRODUCAO

As parasitoses intestinais sao infec¢oes decorrentes da presenca de helmintos e/ou
protozoarios no trato digestoério inferior de seres humanos ou de animais. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) infec¢bes causadas por parasitos, em geral,
englobam o grupo das Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN), as quais acometem

cerca de um bilhdo de pessoas no mundo (14% da populacdo mundial).

Dentre os parasitos intestinais conhecidos, os helmintos mais frequentes em seres
humanos, no estado de Paran&-Brasil sdo: Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura.
Entre os protozoarios, se destacam Blastocystis sp., Giardia duodenalis e Endolimax
nana (SEGUI et al., 2018; OISHI et al., 2019). Os sintomas causados por esses parasitos
sdo: anemia, anorexia, desenvolvimento fisico e cognitivo prejudicados, desnutricédo,
diarreia, dor abdominal, fraqueza, nauseas, irritabilidade e vomito (PRADO et al., 2001,
NORHAYATI et al., 2003; MELO et al, 2004; SCHMUNIS e LOPEZ ANTUNANO, 2010;
WHO, 2013).

Estudos recentes demostram que dentre as parasitoses intestinais causadas por
protozoarios, Giardia duodenalis e Blastocystis sp. estdo entre as espécies mais
prevalentes (SEGUI et al., 2018). As infec¢Bes causadas por esses protozoarios junto
aos sintomas caracteristicos estéo vinculados a casos de diarreia, Sindrome do Intestino
Irritavel (SIl) e alergias alimentares. As espécies existentes desses parasitos possuem
uma grande diversidade genotipica, ou seja, sdo encontrados até 19 Subtipos (ST)
genéticos de Blastocystis sp. (YASON & TAN, 2015). Em relacdo a Giardia duodenalis,
uma vasta gama de Assembleias e subassembleias sédo encontradas entre as linhagens.
Neste quesito, as metodologias moleculares entram nos estudos como forma de
identificar estes genotipos, favorecer um tratamento efetivo da doenga e podem, também,
ser apontadas como uma ferramenta para determinar possiveis padroes de transmissao

antroponoticas e/ou zooantroponaticas.

Embora estas enfermidades néo estejam exclusivamente localizadas em regides de
condicOes precarias de saude, sdo nessas regides em que se concentram altas taxas de
morbidade (ANDRADE et al, 2010; WHO, 2013). Quando o intuito € estudar os aspectos
epidemiologicos das infecgcbes parasitarias leva-se em conta a estimativa do numero de

infectados (prevaléncia), e, normalmente, estes estudos revelam uma

13
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correlacdo entre as maiores taxas de prevaléncia serem em localidades com fragilidade
socioecondémica. Aliado a isso estédo as condicdes precarias de higiene e de saneamento
béasico (TELLEZ et al., 1997; GAMBOA et al., 1998; PHIRI et al., 2000; ADBI et al., 2017).
Outro aspecto importante, é que estes estudos demonstram que as infec¢cdes parasitarias
intestinais sdo, mundialmente, mais prevalentes entre as criancas (WORDEMANN et al.,
2006).

Nos paises em desenvolvimento, as parasitoses intestinais sdo consideradas um
problema de saude publica (DARYANI et al., 2017). No Brasil, em 2005 foi implantado o
Plano Nacional de Vigilancia e Controle das Enteroparasitoses que visava reduzir a
prevaléncia, morbidade e mortalidade dessas enfermidades, cuja prevaléncia varia de 15
a 80% (BRASIL, 2005).

Essa realidade, de escassez de estudos epidemiolégicos publicados sobre
parasitoses intestinais, pode ser percebida no estado do Parana. Apesar dos estudos se
concentrarem nas regidoes Norte e Noroeste do estado, municipios como Colombo e
Bocailva do Sul, locais do presente estudo, hdo possuem pesquisas epidemioldgicas
referente a enteroparasitoses. Segundo dados do Programa das Nac¢des Unidas para o
Desenvolvimento (PNUD), 2010, Colombo possui um Indice de Desenvolvimento
Humano Municipal (IDHM) de 0,733, o qual é considerado um nivel alto de
desenvolvimento, porém, possui uma fragilidade socio-sanitaria e condi¢cdes de higiene
e saude as quais precisam ser melhoradas. Bocailva do Sul possui um IDHM de 0,640,
o qual é considerado de nivel médio para o PNDU de 2010. Em relacéo a dados referente
a saude da populacéo Bocaiuvense, as internacdes devido a diarreias sdo de
0.2 para cada 1.000 habitantes. Quando comparado com outros municipios no pais, se
encontra na posicdo 4284° no total de 5570 municipios com esses casos de
internamento (DATASUS, 2017).

Levando em conta 0s aspectos socioecondmicos desses municipios, que compdem
a Regido Metropolitana de Curitiba, este estudo tem como finalidade contribuir com o
conhecimento sobre as enteroparasitoses no estado do Parana. Estas regides sofrem
pouca interferéncia profilatica para tais doencas, sendo assim, os estudos parasitologicos
de prevaléncia podem reverter este quadro. Ja os aspectos moleculares entram como

uma metodologia complementadora para se discutir e analisar o potencial
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zoonotico dos protozoarios Giardia duodenalis e Blastocystis sp., 0 qual podera
auxiliar para as demais pesquisas atuais que discutem este viés. No entanto, estudos
sobre prevaléncia de enteroparasitoses sao insuficientes e ainda inexistentes em

algumas regides, como no sul do pais.

1.1. JUSTIFICATIVA

A caracterizacao genética de protozoarios intestinais tem sido amplamente utilizada
para avaliar os meios de transmissao das enteroparasitoses. O aspecto zoonoético na
epidemiologia da infecgcdo humana serve como um meio adicional no desenvolvimento

de ferramentas sensiveis para rastrear fontes de infec¢éo.

As metodologias moleculares ajudam ndo somente a obter um diagnostico mais
preciso, mas também em identificar diferencas genéticas dentro da mesma espécie.
Nesse caso, conhecer cada assembleia de Giardia duodenalis ou cada subtipo de
Blastocystis sp., serve como um incremento para ciéncia, pois ainda ha muito o que se
discutir entre os diferentes grupos genéticos identificados e as patogenicidades que estes
protozoarios podem acarretar.

Ao ser conhecido as variedades genéticas e a inter-relacdo entre humanos e
animais domésticos é possivel tracar medidas profilaticas e consequentemente melhorar

a condicao de vida da populacéo.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar molecularmente Giardia duodenalis e Blastocystis sp. diagnosticados em

moradores de Colombo-PR e Bocailva do Sul-PR

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a prevaléncia de parasitoses em moradores e animais de Colombo e
Bocaiuva do Sul

- Caracterizar os genotipos nas amostras positivas para Giardia duodenalis e subtipos de
Blastocystis sp. encontrados nestas regioes

- Relacionar os genétipos encontrados entre amostras animais e humanas
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PARASITOSES INTESTINAIS

As parasitoses intestinais ou enteroparasitoses sao caracterizadas pelo alto potencial
infeccioso quando h& presenca de agentes como protozoarios ou helmintos no trato
digestério de seres humanos ou animais. Parasito, hospedeiro e ambiente formam uma
triade epidemiologica que se interligam dentro de um sistema no qual cada um depende
dos outros dois. Ou seja, o ambiente influencia o comportamento das infeccbes e no

aparecimento das doencas parasitarias (FERREIRA et al., 2012).

Segundo Ferreira et al (2012) infeccbes causadas por parasito ndo significa,
necessariamente, o aparecimento de sintomas que caracterizam a doenca parasitaria. Esta
manifesta-se por multiplos fatores que muitas vezes independem da simples presenca do
parasito. Porém, em algum momento, sem duvida, a presenca do parasito € condi¢ao

necessaria para que surja a doenca.

A partir dos registros de enteroparasitoses encontrados em materiais organicos
mumificados, a paleoparasitologia sugere que a disseminacao destes parasitismos advém
de processos migratorios, desenvolvimento da agricultura, domesticacdo de animais e
contaminacdo ambiental (FERREIRA et al., 2011). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) infec¢Bes causadas por parasitos, em geral, englobam o grupo das Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTN), as quais acometem cerca de um bilhdo de pessoas no
mundo (14% da populacdo mundial). Portanto, constituem um grave problema de saude
publica nos paises em desenvolvimento (SBI, 2016; WHO, 2018).

Margareth Chan, diretora geral da WHO (2013) explica que essas doencas ainda
permanecem ocultas em grande parte do mundo, sendo concentradas em areas rurais,
remotas, favelas urbanas e acometem grupos populacionais desfavorecidos
economicamente. H4 uma maior prevaléncia de casos de enteroparasitoses em paises

subdesenvolvidos.

As infecgbes parasitarias surgem como uma consequéncia dos descuidos com fatores
socioeconémicos e sanitarios, os quais favorecem os processos de contaminacédo (PHIRI
et al., 2000; ADBI et al., 2017). Segundo Montresor et al (2002) e Basso et al
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(2008) as criancas em idade escolar constituem o principal grupo de risco para infec¢ao por
parasitos, pois possuem um sistema imunoldgico ainda em maturacédo e possuem contato

com &gua e no solo, locais que podem ser fontes de infeccéo.

Dentre os parasitos intestinais conhecidos, os helmintos mais frequentes em seres
humanos, no estado de Parana-Brasil sdo: Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura. Entre
0s protozoarios, destacam Blastocystis sp., Giardia duodenalis e Endolimax nana (SEGUI
et al., 2018; OISHI et al., 2019). A sintomatologia das doencas parasitarias, apesar de se
mostrarem semelhantes em alguns casos, sdo dependentes da espécie do parasito, carga
parasitaria e as condi¢des nutricionais e imunolégicas do hospedeiro (CARVALHO-COSTA
et al., 2007; VALVERDE et al., 2011). As complica¢gBes conhecidas até hoje sdo: anemia,
anorexia, desenvolvimento fisico e cognitivo prejudicados, desnutricdo, diarreia, dor
abdominal, fraqueza, nauseas, irritabilidade, vomito e risco de 6bito (PRADO et al., 2001,
NORHAYATI et al., 2003; MELO et al., 2004; SCHMUNIS E LOPEZ ANTUNANO, 2010;
WHO, 2013).

Diante disso, faz-se necesséario um tratamento adequado e a interrup¢ao dos ciclos de
reinfeccdo (CARVALHO-COSTA et al., 2007; VALVERDE et al., 2011). O tratamento das
enteroparasitoses consiste, basicamente, do emprego de antiparasitarios, porém
dependendo do medicamento, o tempo de tratamento € longo (aproximadamente sete dias)
e possui efeitos colaterais como dor de cabeca, hdusea e vertigem (ANDRADE et al., 2010).
Atualmente, ha estudos que abordam a relevancia de se usar plantas medicinais no
tratamento das parasitoses. Batista et al (2019) em uma pesquisa realizada no norte do
Brasil, relatou que muitas populacdes conhecem e usam métodos fito terapéuticos para
combater as doencas primarias, como as verminoses, isto se da por consequéncia do facil
acesso as plantas medicinais e uma relevante eficacia no tratamento. Murtuzalieva (2018),
em um artigo de reviséao, relata casos clinicos de parasitoses intestinais dos quais ao serem
tratados com fitoterapia apresentaram uma melhora significativa dos sintomas causados

pela infec¢do parasitaria.

Contudo, o tratamento contra essas parasitoses € essencial para manter uma
qualidade de vida adequada para a populagéo. Segundo Melo et al. (2004) um dos aspectos
importantes € combater o ciclo de reinfeccéo através de medidas educativas e profilaticas

na populacéo.
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2.2. ENTEROPARASITOSES NO BRASIL

No Brasil, as parasitoses intestinais sdo um problema de salde publica (DAMAZIO
et al., 2016). Os altos indices de prevaléncia no pais podem ser explicados por aspectos
socioeconémicos, culturais, sanitarios, ambientais, entre outros. A prevaléncia no Brasil
varia de acordo com a regi&o e a populacio estudada (COLE et al., 2009; DAMAZIO et al.,
2016). Atualmente h& estudos de prevaléncia em regifes pontuais do pais (ANDRADE et
al., 2010; FONSECA et al., 2010).

De acordo com a Fundacdo Nacional de Saude do Brasil - FUNASA (2006), o
saneamento basico é considerado uma das melhores e mais eficazes solucdes para a
promocao da saude. No entanto, os dados do Sistema de Informacgédo Hospitalar (SIH) e do
Sistema Unico de Salde (SUS) mostram que, na Uultima década, quase 700 mil
hospitalizacGes por ano foram causadas por doencas relacionadas a falta ou inadequacéao
do saneamento. Para a erradicacdo de parasitos intestinais, também s&do necessarias
melhorias na educacdo para a salude e mudancas em certos habitos culturais,

especialmente nas areas rurais (ARAUJO FILHO et al., 2011).

Segundo dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Salde
(DATASUS), no ano de 2018, as doencas infecciosas e parasitarias representaram a sexta
causa de morbidade no pais, totalizando 776.358 internacdes, o que corresponde mais de

7% da morbidade hospitalar no periodo.

Um estudo realizado por Ludwing et al. (1999) demonstrou que em uma cidade
localizada na regido oeste do estado de S&o Paulo, as parasitoses intestinais estavam
correlacionadas com as condi¢cdes de saneamento basico chegando a uma prevaléncia
geral de 23,3% de casos na populacéao estudada. No entanto, um estudo similar publicado
Frei et al., (2008) demonstrou que a prevaléncia nessa regido decaiu para 20,3% da
populacdo. Sendo assim, foi possivel concluir que a queda na prevaléncia esta relacionada

com a melhoria no sistema de saneamento basico da regiao.

Ja no estado do Parana é possivel encontrar alguns estudos de prevaléncia em
regibes litorAneas e urbanas mais para leste do estado. Oishi et al., (2019) relataram
aspectos epidemioldgicos das enteroparasitoses na regido do Campo do Tenente-PR,
chegando a uma prevaléncia de 25,9% de casos positivos na populacdo estudada. Segui

et al.
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(2018) seguiu com um estudo semelhante na regiéo litoranea do estado, relatando mais de
300 casos de parasitoses intestinais (cerca de 40% da populacéo estudada). Apesar deste
dado alarmante, estudos referentes a este tema ainda séo escassos no estado do Parana,
0 que se faz necessario um cuidado maior nas regides vulneraveis a estas infecc¢des junto

a um espectro maior de estudos parasitologicos.

2.3. PRINCIPAIS PROTOZOARIOS INTESTINAIS PREVALENTES EM
HUMANOS

2.3.1 Giardia duodenalis

Giardia duodenalis é uma espécie de protozoario flagelado considerado patogénico,
causador da giardiase. Segundo Efstratiou et al. (2017) este parasito esta envolvido em
cerca de 200 bilhdes de casos de diarreia por ano. Além disso, se encontra como uma das
principais causas de mortes em criangas menores de 5 anos de idade e contribui para 842
mil mortes anualmente (KOTLOFF et al, 2013; CHECKLEY et al, 2015; PLATTS- MILLS et
al, 2015; EFSTRATIOU et al, 2017). Com um ciclo biolégico monoxénico, sabe- se que este
protozoario infecta através de cistos viaveis o intestino de humanos e de outros mamiferos
por uma via de contaminacado fecal-oral, isso ocorre através do consumo de alimentos e
agua contaminados, e também pela falta de higienizacdo das maos, a qual esta
constantemente suscetivel a entrar em contato direto com a boca (porta de entrada para as
infeccbes) (Figura 1). InfeccBes por G. duodenalis também podem causar Sindrome do
Intestino Irritavel (Sll) e alergias alimentares (EINNARSON et al., 2016). Também j& foram
relatados a associacao da presenca de Giardia duodenalis com artrites (PAINTER et al.,
2016), anemia (JAVED et al., 2019), miocardite eosinofilica fulminante aguda (AVSAR et
al., 2019), colite ulcerosa (ZHEN et al., 2018) e cancer (HURNIK et al., 2019).
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Figura 1 - Ciclo evolutivo de Giardia duodenalis

Contaminagdo de dgua, alimen-
tos ou mios/utensilios com
cistos infectivos

Trofozoitos sdo também
transmitidos pelas fezes mas
eles ndo sobrevivem no

meio ambiente

A\ = Estagio Infective
2\ = Estagio Diagnéstico

FONTE: Adaptado de Centers for Disease (2017).

A presenca deste parasito no trato digestivo inferior dos individuos, esté diretamente
relacionada com a qualidade de vida do individuo, sendo que somente o saneamento nao
seria o suficiente para a prevencao e a protecdo contra a giardiase, pois um estudo revelou
que 47,5% das amostras de agua tratada estavam contaminadas com cistos de
G. duodenalis (RAZZOLINI et al, 2010).

O diagndstico de Giardia duodenalis, nos laboratérios convencionais, tem como base
protocolos que analisam apenas a concentracdo de material fecal e as determinacdes por
testes antigénicos, porém sabe-se que metodologias moleculares que utilizam enzimas,
antigenos e andlises de DNA possuem mais sensibilidade do que as técnicas tradicionais
(BERTRAND et al, 2007).

As primeiras metodologias moleculares usadas para deteccéo de grupos de Giardia
duodenalis foram validadas em meados dos anos 90 (ANDREWS et al., 1989). O uso da
PCR (polymerase chain reaction) para identificar o gene beta-giardina, foi o start para as
pesquisas avancarem e conseguirem distinguir as espécies de Giardia duodenalis (BAKER
et al., 1988; MAHBUBANI et al.,1992). Com o uso de aloenzimas foi possivel identificar as
primeiras diferencas entre linhagens deste parasito, as quais sdo conhecidas hoje como
grupos genéticos A e B (HOMAN et al, 1992; NASH et al., 1992). No entanto, foi Mayrhofer
et al. (1995) que utilizaram, pela primeira vez, o termo
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“assemblages” apos detectar as linhagens Al e All, Blll e BIV através do uso de

marcadores genéticos.

Em 1996, utilizando a técnica de PCR-RFLP, Monis P.T, conseguiu identificar
assembleias usando como marcador o gene glutamato desidrogenasse (ghd). Quase que
concomitantemente, em 1997, Hopkins et al., também conseguiram identificar diferentes
grupos genotipicos de Giardia duodenalis usando o gene SSU-rRNA. Com este avanco,
estudos que tinham como foco a andlise genética, conseguiram descrever as demais
assembleias e subassembleias deste parasito (MONIS et al., 1998; SULAIMAN et al.,2003).

O gene considerado mais apropriado para genotipagem dessa espécie incluem locus
que codificam proteinas como beta-giardina (bgi), glutamato desidrogenase (gdh) e uma
pequena subunidade do RNA ribossémico (SSU-rRNA) (CACCIO et al., 2002; ALMEIDA et
al., 2010). Com estes estudos foi possivel detectar até oito genadtipos (A a H), classificados
como assembleias (CACCIO & RYAN, 2008).

Os grupos A e B de G. duodenalis séo os Unicos descritos na literatura que infectam
humanos e outros mamiferos, sendo, portanto, classificados com potencial zoondtico
(LALLE et al., 2005; SPRONG et al., 2009). As demais assembleias (C a H) mostram uma
faixa de hospedeiros mais restrita: encontradas apenas em animais domeésticos e néo
domésticos (TABELA 1) (SPRONG et al., 2009).
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Tabela 1 Grupos genotipicos de Giardia duodenalis descritos através do gene beta-giardina e SSU-
rRNA, presentes em diversos hospedeiros

Gendtipos Hospedeiros Principais
A Humanos, caes ruminantes domésticos e silvestres, gatos,
suinos, equinos, roedores, marsupiais, furées e demais
mamiferos
B Humanos,caes, primatas ndo humanos, equinos, coelhos,

ratos, chinchilas e castores.

C Caes e outros canideos

D Cées e outros canideos

E Ruminantes, suinos e equinos
F Gatos

G Camundongos e ratos

H Mamiferos marinhos

Fonte: Adaptado de XIAO; FENG (2017)

E possivel restringir a anélise molecular e encontrar subgrupos, os quais S&o
denominados como subassembleias. Isolados da assembleia A podem ser divididos em
trés subassembleias (Al, All e Alll) que diferem entre si na constituicdo da sequéncia
génica, ou seja, apresentam locus de codificacdo diferenciados. Um estudo realizado por
Sprong et al. (2009), demonstrou que as subassembleias Al e All foram encontradas tanto
em amostras humanas como de animais domésticos, com uma porcentagem maior de
achado All em humanos. J4 a subassembleia Alll ndo foi descrita em amostras humanas,
sendo considerada exclusiva para animais. A assembleia B possui as subassembleias BIlI
e BIV das quais BIll ja foi encontrada em hospedeiros humanos e animais. Ja a
subassembleia BIV foi descrita como exclusiva para infecgbes humanas (THOMPSON,
2004).

Apesar de todos estes dados ja descritos o potencial zoondético dentro das
assembleias e subassembleias de G. duodenalis ainda encontra-se em debate,

principalmente em relacéo ao papel dos animais domésticos com as fontes de infec¢céo



(XIAO, FENG, 2017).
2.3.2 Blastocystis sp.

Os primeiros relatos de Blastocystis ocorreram em 1911, por Alexeieff, no entanto
acreditava-se que este organismo pertencia ao filo das leveduras sendo entao
classificado como Blastocystis enterocola (ALEIXEIEFF, 1911). Um ano depois, Brumpt,
analisando amostras fecais humanas o reclassificou como Blastocystis hominis, com a
justificativa de ser derivado apenas de amostras humanas (BRUMPT, 1912). Ao longo
dos anos surgiram muitas contradi¢cdes a respeito desta espécie, ndo apenas ligadas a
sua filogenia mas também com questdes de patogenicidade, morfologia e ciclo evolutivo.
Porém, em 1991, Zierdt e demais estudos comprovaram a sua semelhanca ao grupo de
protozoarios intestinais e por obter casos de patogenicidade (Sindrome do Intestino
Irrithvel) este organismo foi classificado como protozoario pertencente ao filo
Stramenopiles, o Unico pertencente a este grupo que pode causar danos ao infectar
humanos (ZIERDT, 1991; SILBERMAN et al., 1996; ARISUE et al., 2002; HOEVERS et
al., 2005).

A espécie Blastocystis hominis foi determinada, através de analises genéticas,
como exclusiva para achados em amostras fecais de humanos. Porém sabe-se que a
transmissdo desse protozoario esta relacionada com aspectos zoonoéticos, sendo
reconhecida entdo como Blastocystis sp. (NOEL et al., 2005; SCICLUNA et al, 2006;
STENSVOLD et al, 2006). Acredita-se que este € 0 termo correto a se usar pois dentre
as andlises dos subtipos genéticos estdo sendo incluidos ndo apenas a espécie humana,
mas também em animais, incluindo répteis e aves, 0s quais ja foram descritos como
hospedeiros de algumas classes genéticas desse parasito (YOSHIKAWA, et al., 2004;
NOEL et al., 2005).

Blastocystis sp. € entdo considerada uma espécie de protozoario que infecta o
intestino humano e outros seres vivos através da via fecal-oral. Segundo a literatura,
sabe-se que este parasito possui 4 formas morfolégicas: vacuolar, granular, amebdide e
cistica (FIGURA 2). Quando visto em microscopia Optica (de luz), através de
metodologias especificas, a forma cistica é a mais frequente em fezes consideradas com
aspecto normal e a forma amebdide mais frequente em fezes diarreicas (ELGHAREEB
et al., 2015). Em todo o mundo, por ano, sdo detectadas milhdes de novas infec¢oes
(STENSVOLD, 2012).

23
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Diarreia, dor abdominal, nausea e sindrome do intestino irritavel ja foram
descritos como possiveis sintomas (ROBERTS et al., 2014; GENTEKAK et al., 2017).
Porém, ha autores que descrevem Blastocystis sp. como um agente participante da
microbiota intestinal saudavel (SCANLAN et al., 2014). Uma pesquisa realizada por Segui
et al., (2018) demonstrou que ha relacdo entre a carga parasitaria e as infeccoes
decorrentes da presenca de Blastocystis sp., pois entre 0s grupos que relataram alguma

sintomatologia havia individuos que estavam infectados apenas por este parasito.

Figura 2 - Ciclo evolutivo de Blastocystis sp.
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FONTE: Adaptado de Centers for Disease, 2017

O diagnostico para Blastocystis sp. nhormalmente € realizado através de analises
microscopicas. Em laboratorios convencionais sao usadas técnicas de sedimentacdo
espontanea, esfregaco e coloracdo por Giemsa e Lugol (EYMAEL et al., 2010; WONG et
al., 2008). No entanto, dependendo do protocolo a ser utilizado a centrifugagcao pode
destruir estes organismos reduzindo a sensibilidade de deteccdo do teste (ZHANG et al.,
2012). Um método mais especifico de andlise € a cultura in vitro e o esfregaco com
hematoxilina férrica ou tricomio (TAN, 2008; EYMAEL et al., 2010). Estes testes possuem
maior sensibilidade quando comparado aos mencionados acima, porém, métodos
baseados em pesquisa de DNA, vem sendo estudados como fonte de aprimorar o
diagnoéstico e classificar os grupos genéticos existentes desse parasite (STENSVOLD,
2013).

Nas analises moleculares, a base de deteccao, é a filogenia do gene codificador da
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pequena subunidade ribossomal (SSU-rDNA) a qual demonstra uma variedade de subtipos

geneéticos (ST) deste parasito. No entanto, o gene com a regido especifica para diferenciar
cada STs é denominada barcode, a qual é isolada a partir de iniciadores especificos
(RD5/BhRDr) de Blastocystis sp.

Alguns autores divergem quanto ao numero de subtipos ja detectados, segundo
Masuda et al. (2018) h& 17 subtipos que podem infectar mamiferos e aves. No entanto,
Yason et al. (2015) descreve esta diversidade para 19 STs. O que se encontra de comum
nas pesquisas € que ha a presenca de 10 subtipos em humanos (ST 1 ao 9 e ST12) sendo
os mais frequentes ST1, 3e 4 (STENSVOLD et al., 2016). Até os dias de hoje, ST9 é descrito
como exclusivo de amostras humanas. Ha estudos que trazem a prevaléncia dos subtipos
em diferentes regides do mundo, sendo que no Brasil esses dados ainda s&o escassos e
até o momento foram descritos 5 subtipos (TABELA 2) (HOEVERS et al., 2005).

Um estudo recente realizado por Valenca-Barbosa (2019) no estado do Rio de Janeiro-
BR, relatou a presenca em suinos dos subtipos 4 e 8 e em roedores apenas do subtipo 8
além de descrever a diversidade genética de Blastocystis sp. encontrada entre humanos e

animais no estado do Rio de Janeiro.



Tabela 2 - Subtipos de Blastocystis sp. descritos através da analise do gene SSU-rRNA e a relagéo
desses grupos genéticos presentes em diversos hospedeiros descritos e distribuicdo geografica.

Subtipos (ST) Hospedeiros Paises onde foram detectados

1 Humano/Galinha/Céo Brasil, USA, Coldmbia, Japao

2 Humano/ Macaco/Cao Brasil, Japao, Colémbia

3 Humano/ Macaco/ Brasil, Reino Unido, Japéo, Tailandia

Ruminantes/Cao

4 Humano/Porco/Rato
5 Humano/Porco/Gado/Céo
6 Humano/Galinha

7 Humano/Codorna

8 Humano/Gambé&/Céo
9 Humano

10 Camelo

11 Elefante

12 Humano/Girafa

13 Cervo/ Marsupiais
14 Gado/Carneiros

15 Macaco/ Camelo

16 Canguru

17 Roedores

Brasil, Alemanha, USA
China, Japéo

Japao, Filipinas
Singapura, Japéao, Europa
Brasil, Colébmbia, Japao
Japao, Dinamarca
Libia

Australia

Australia

Reino Unido

Libia/ Republica Checa
Libia

Japao

Libia

FONTE: Adaptado de: HOEVERS et al, 2005.
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Alguns estudos demonstraram a relacdo entre a Sindrome do Intestino Irritavel com
infecgbes por Blastocystis sp. (ERTRUG et al.,, 2015; CAKIR et al.,, 2019). Quando
relacionado ao ST presente nestes casos, a prevaléncia foi para o ST1, concluindo que este

pode apresentar carater patogénico (KESUMA et al., 2019).

Em relac&o ao aspecto zoonatico, tem sido proposto que Blastocystis sp. possa
ter uma disseminacao através do contato de humano para humano, de animal para humano
e, possivelmente, de humanos para animais (VALENCA- BARBOSA et al., 2019). Ainda
nao esta claro se os animais podem servir como reservatorios dos subtipos de Blastocystis
colonizando humanos. Um maior risco de infecgéo foi identificado em manipuladores de
animais, apoiando a hipotese de transmissdo de animais para humanos (PARKAR et
al.,2007; STENSVOLD et al.,, 2009; PARKAR, 2010). Valenca-Barbosa et al. (2019)
relataram recentemente, em um estudo realizado no estado do Rio de Janeiro, a
importancia em se conhecer o verdadeiro reservatorio de Blastocystis sp. ja que ele se
encontra frequentemente presente em muitos animais e em seres humanos, e com isSso
conclui que evidéncias adicionais ainda sdo necessarias para confirmar definitivamente a

ocorréncia ou ndo de transmissao zoonotica.



28

3. MATERIAL E METODOS

3.1 AREAS DE ESTUDO: COLOMBO E BOCAIUVA DO SUL.

Colombo é um dentre os 14 municipios existentes na Regido Metropolitana de
Curitiba, e esta a uma distancia de 18 km da capital paranaense. Sua populacao estimada
é de 240.840 pessoas, com densidade demografica de 1076,72 hab/km?, segundo IBGE de
2010 (FIGURA 3).

O municipio apresenta 81.3% de domicilios com esgotamento sanitario adequado,
dos quais 42.9% apresentam domicilios urbanos em vias publicas com arborizacédo e 24%
de domicilios urbanos em vias publicas com urbanizacdo adequada (presenga de bueiro,
calcada, pavimentagéo e meio-fio). A taxa de mortalidade infantil média na cidade é de 9,69
para 1.000 nascidos vivos. As internacfes devido a diarreias sdo de 0,4 para cada
1.000 habitantes. Quando comparado estes indices com todos os municipios do estado,
em uma classificacdo de quem possuem maior taxa de mortalidade infantil, Colombo
encontra-se na posicao 231 de 399 e em relacdo aos casos de diarreia, posicdo 302 de
399. Quando comparado as cidades do Brasil todo, essas posicdes sdo de 3317 de 5570 e
3606 de 5570, respectivamente (IBGE, 2010).

Figura 3 - Localizac¢&@o geogréfica do municipio de Colombo no estado do Parana

FONTE: Adaptado de IPARDES,2019.

Bocailva do Sul também comp8em a Regido Metropolitana de Curitiba, e limita-se

ao sudoeste do municipio de Colombo, possuindo uma distancia de 40 km da capital. Sua
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populacao estimada é de 12.477 pessoas, com densidade demografica de 13,30 hab/km?
segundo o IBGE de 2010. Seu acesso se da pela BR 476- Estrada da Ribeira. (FIGURA 4).

Segundo o DATASUS de 2017, h& na regido trés unidades basicas de saude, uma
clinica especializada, um consultério, um Hospital Geral e uma unidade movel pré-
hospitalar. A taxa de mortalidade infantil média na cidade é de 10.64 para 1.000 nascidos
vivos. As internacdes devido a diarreias sdo de 0.2 para cada 1.000 habitantes. Quando
comparado com outros municipios no pais levando em conta a prevaléncia desses casos

de internamento, se encontra na posicao 4284°, no total de 5570 municipios.

A regido apresenta 58,9% dos domicilios com esgotamento sanitario adequado,
13,8% de domicilios urbanos em vias publicas com arborizacdo e 10,4% de domicilios
urbanos em vias publicas com urbanizacdo adequada (presenca de bueiro, calcada,
pavimentacdo e meio-fio). Entre 5570 municipios, Bocailva € o 1863° na comparacao de

esgotamento sanitario adequado a populacdo (IBGE, 2010).

Figura 4 - Localizac&@o geogréfica do municipio de Bocailva do Sul no estado do Parana
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FONTE: Adaptado de IPARDES,2019.

A partir da relevancia desses dados socioecondmicos a pesquisa foi realizada a partir
da coleta de amostras fecais de alunos entre 4 a 10 anos da Escola Municipal Antonio
Cavassin (FIGURA 5) localizada em um ambiente rural do municipio de Colombo e alunos
entre 2 a 10 anos de um Centro Municipal Educacional Infantil (CMEI) Cantinho do Céu
(FIGURA 6) localizado na parte urbana de Bocailva do Sul. Para compor o n amostral foi
coletado também amostras fecais de animais que conviviam diariamente com essas

criangas, tanto no ambiente escolar quanto a domicilio.
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Figura 5 - Fachada do estabelecimento de estudo localizado em Colombo-PR

w

FONTE: Google Maps, 2019.

Figura 6 - Fachada do estabelecimento de estudo localizado em Bocailva do Sul-PR

FONTE: Google Maps, 2019.

3.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Inicialmente o projeto foi apresentado as Secretaria de Educa¢do dos municipios que
o aprovaram. Posteriormente, em cada estabelecimento, o projeto foi proposto para as
diretoras e pedagogas que consentiram com a realizacdo do estudo. Aos pais e/ou
responsaveis pelos alunos, foi apresentado e explicado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido para que dessem a autorizacdo para a participacdo dos escolares. O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Parana
(CAAE:91542618.0.0000.0.010).
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Para a coleta foi organizado um Kit individual que continha instru¢ées de como coletar
a amostra, um coletor universal com cédigo especifico o qual se referia ao nhome do aluno
e um plastico para transportar o coletor com a amostra. Estes Kits foram entregues aos
alunos pelas professoras. A coleta foi realizada pelos responsaveis dos alunos, seguindo
as instrucdes citadas na reunido com 0s pais junto ao passo a passo presente em cada Kit,
ja a coleta do material fecal dos animais foram realizadas também pelos responséaveis de
cada aluno e por parte dos participantes da pesquisa, foi estabelecido como método a coleta
através de sacos plasticos para as fezes recém encontradas no ambiente comum daquele
animal. Quando realizada a coleta, os Kits foram entregues a diretora da escola, a qual
entrou em contato com os participantes da pesquisa para agendar uma data para
recolhimento do material. O fluxograma 1 retrata o primeiro processo deste estudo.

FLUXOGRAMA 1-COLETA DE AMOSTRAS NOS ESTABELECIMENTOS DE INTERESSE

Colombo Bocaiuva do Sul

@ 4
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3.3 MANIPULACAO DAS AMOSTRAS

Os métodos e técnicas de diagndstico coproparasitoldégico sdo amplos, sendo assim,
€ necessario buscar e perceber qual a melhor técnica para avaliar se h& presenca ou nédo

de parasitos nas amostras, e poder tabelar os dados para analise de prevaléncia.

7

Normalmente, nestes estudos € necessaria uma analise em triplicata, ou seja,
coletadas cada uma em dias alternados. No entanto, em estudos epidemioldgicos
populacionais esse procedimento se limita devida a complexa abordagem que é necessaria
realizar com os participantes. Portanto, neste estudo trabalhamos apenas com uma
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amostra de cada participante (tanto humanos como animais). Diante disso, deve-se levar

em consideragcao os problemas de diagnosticos que possam ocorrer, como 0s resultados
falso-negativos por consequéncia da auséncia de uma “contra-prova” que confirme a

existéncia ou nao de parasitos no material.

Com as amostras no laboratorio, elas foram conservadas em Formalina 10%, na
proporcao de para uma quantidade de fezes, trés de fixador (1:3) (ASH & ORIHEL, 1987).
Desta forma, pretende-se conservar formas parasitarias que podem ser detectadas em
amostras fecais através dos métodos de processamento e microscopia de luz. A Formalina
€ usada como fixador pois € um quimico de facil uso em trabalhos de campo e

financeiramente econdmico.

Antes da fixacdo, uma aliquota de cada amostra fecal presente no coletor foi
retirada e colocada em frascos tipo “eppendorf” de 2ml de capacidade, e essa quantidade
foi fixada em Etanol 70%, na proporcédo de uma parte de fezes para cada duas de Etanol
(2:1). Esse procedimento € essencial para se conservar a amostra e posteriormente servir

para realizar o diagndéstico molecular.

3.4 TECNICA DE FORMOL-ACETATO DE ETILA MODIFICADO

Através de técnicas analiticas existentes pode-se detectar em amostras fecais 0s

protozoarios e helmintos que infectam o intestino humano e de animais.

A microscopia entra como um aspecto essencial de diagndéstico pois permite a

visualizacao de caracteristicas morfologicas dos parasitos.

A técnica de formol-acetato de etila consiste em uma concentracdo difasica com a
gual se extrai o material gorduroso e mucoso das amostras (RITCHIE, 1948). No presente
estudo, foi utilizado a técnica modificada por Knight et al. (1976). Neste processo sao
adicionadas em tubos tipo “falcon” quantidades entre 2 a 3 ml de amostra fecal conservada
em Formalina 10% e é acrescentado mais 4ml desse reagente. Posteriormente deve-se
filtrar a amostra e adicionar 3ml de acetato de etila ao filtrado. Este conteudo € entdo
centrifugado a 2300 rpm por 10 minutos, e assim se obtém a separacdo do material
gorduroso e mucoso do restante da amostra junto a formagcdo de um pellet onde os

parasitos, se presentes, estardo concentrados. Assim teremos uma
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separacdo bifasica, a qual o sobrenadante sera retirado e o material sedimentado
(concentrado) sera analisado (FLUXOGRAMA 2).

Com auxilio de uma pipeta Pasteur, uma gota do sedimento e uma gota de lugol foram
colocadas sobre uma lamina de vidro, homogeneizadas e cobertas com uma laminula para

anélise em microscopio. A leitura das amostras foi realizada em aumentos de 100x e 400x

O microscopio de rotina utilizado para todas as analises correspondia a marca
Centauro, equipado com quatro objetivas (4x, 10x, 40x e 100x de aumento) e oculares de
10x de aumento. Para melhor identificacdo das estruturas parasitarias foram realizadas
medi¢c6es com micrémetro ocular calibrado para o referido microscépio. De cada amostra,

trés gotas foram analisadas para poder confirmar o diagnéstico.

FLUXOGRAMA 2 - PREPARO DAS AMOSTRAS

AMOSTRA NO
AMOSTRA - LABORATORIO FIXADA - ALIQUOTA DE 3ml
COLETADA EM FORMOL l

ADICAO 4 ml DE
FORMOL 10%

FILTRACAO
CONVENCIONAL EM -
GASE

ADICAO DE 3ml de
ACETATO DE ETILA

O
CENTRIFUGACAO POR 10 MINUTOS A
2300 RPM

DESCARTE DO

SOBRENADANTE

3.5 QUANTITATIVA DA PRESENCA DOS PROTOZOARIOS

Segundo as premissas dos autores Graczyk et al. (2005), Speich et al. (2013) e
Libman et al. (2013), foi estabelecida uma técnica de quantificacdo de protozoarios
existentes nas amostras. A qual indica que:

-Negativo (-): quando ndo aparece nenhum protozoario em todo o sedimento
observado.
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-Leve: quando aparece 1-2 estruturas parasitarias de uma mesma espécie por

laminula analisada ou pelo menos 1 por campo;

-Moderada: quando se encontra de 1 a 4 estruturas parasitarias da mesma

espécie por campo.

-Alta: quando se encontra mais de 4 estruturas parasitarias da mesma espécie

por campo

3.6 ANALISES MOLECULARES

As analises foram realizadas no Departamento de Tecnologia Farmacéutica e

Parasitologia da Universidade de Valencia, Espanha.

Todas as amostras que apresentaram diagndstico positivo para 0s protozoarios
Giardia duodenais e Blastocystis sp., através do método de Ritchie, foram tabeladas. Assim,
das amostras conservadas em Etanol 70%, apenas as correspondentes com a tabela foram

separadas para realizar a caracterizagédo molecular.

Seguindo o protocolo de trabalho do laboratério, as amostras submetidas a
caracterizacdo molecular deviam estar na faixa entre 180 a 230 mg de massa, esta foi a
referéncia estabelecida como a quantia necessaria para se realizar a extracdo de DNA,
amostras com quantidades inferiores a 180 mg néo fizeram parte da pesquisa.

3.7 EXTRACAO DE DNA

Da aliquota conservada em Etanol 70% foi retirado entre 180-230mg de amostra fecal
e adicionado em um microtubo esterilizado para que seja realizado os procedimentos. O
meétodo foi padronizado através do protocolo de extracao presente no kit QlAamp® FAST
ADN Stool MiniKit (QIAGEN®, Hilden, Germany). Neste protocolo os procedimentos
consistem em uma extracao através de uma coluna (membrana) de silica em gel a qual
retém o DNA e os separa de qualquer outro componente que nao seja acido nucléico e que
possa inibir, posteriormente, a reacdo de PCR. Para purificar esse DNA a coluna passa por

processos de lavagens com solugfes tampdes especificos do kit e



35

entdo finalizada através da eluicdo dos acidos nucléicos retido na silica, em uma solucao
de 200ul. O DNA extraido de cada amostra foi conservado em um ambiente de -20°C até o

momento do uso.

3.8 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica de Biologia Molecular
descrita por MULLIS et al. (1986), que tem como objetivo amplificar a quantidade de cépias
de um fragmento de DNA particular, partindo de uma quantidade minima, obtida

inicialmente através da extracao.

3.9 DETECC;AO MOLECULAR E CARACTERIZAQAO DE
Giardia duodenalis

O primeiro método usado para detectar o DNA da espécie Giardia duodenalis foi gPCR
(PCR guantitativa em tempo real), como o proprio nome ja diz, € uma PCR quantitativa a
gual monitora a amplificacdo do segmento de DNA e cria um grafico comparativo entre a
guantidade de DNA e a emissao de fluorescéncia detectada, que proporciona os chamados
valores Ct, os quais permitem quantificar o DNA presente em cada amostra. A regido alvo
de DNA é de 62 pares de base (62-pb) do gene SSU rRNA do parasito (VERWEIJ et al.,
2003). As reacdes de amplificagdo continham 3ul de DNA extraido, 0,5 uM dos primers Gd-
80F e Gd-127R (TABELA 3), 0.4 uM de sonda, e 12.5 yL de TagMan® Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA). Para amplificar este DNA parasitario foi
utilizado o termociclador MiniCyclerTM (MJ Research, Watertown, MA, EUA). Usados como
controle, foram incluidas na PCR uma amostra de agua como controle negativo, e outra

amostra conhecida previamente como positiva para DNA gendmico de G. duodenalis.

Através dos resultados relevantes da gPCR (Ct entre 20 e 30) o restante de DNA
extraido das amostras correspondentes foram amplificados para genotipagem de
sequéncias génicas que codificam a proteina 3-giardina (BG) do protozoario. Um fragmento
de aproximadamente 511-pb do gene BG de G. duodenalis foi amplificado usando o
protocolo de PCR descrito por LALLE et al (2005). A reagao de PCR (25 pL) foi adicionada
em tubos de microcentrifuga que incluiam: dNTPS; Cloreto de Magnésio 50uM; &agua
estéril; DNA Taq Polimerase (Taq Biotools); solucdo tampéo; 3 uyL de DNA
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das amostras parasitarias e 0.4 yM de cada primers G7_F/G759_R na reacado primaria, e

0s G99 _F/ G609 _R na reacdo secundaria (TABELA 3). A reacao priméria da PCR seguiu

o padréao de amplificagdo: um passo de desnaturacao inicial a 95 °C durante 7 min, seguido

de 35 ciclos a 95 °C durante 30 s; 65 °C durante 30 s; e 72 °C durante 1 min, e mais um

passo final a 72 °C durante 7 min. As condicbes da segunda PCR também foram

padronizadas e eram idénticas a primeira reacdo, exceto na temperatura de resfriamento

que foi de 55 °C.

DETECCAO MOLECULAR E CARACTERIZACAO DE
Blastocystis sp.

A identificacdo molecular de Blastocystis sp. leva como referéncia um protocolo de PCR
direta que tem como alvo o0 gene SSU rRNA deste parasito (SCICLUNA et al., 2006).

Este método utiliza os primers universais de Blastocystis sp. RD5 e BhRDr para

amplificar um produto de PCR de aproximadamente 600-pb. Os reativos de amplificacao

(25 uL) sédo: dNTPS; Cloreto de Magnesio 50uM; agua ultrapura; ADN Taq Polimerase

Taq Biotools); solugéo tampéo; 5 uL do DNA amostral; e 0.5 uM dos primers RD5/BhRDr

(TABELA 3). As condicdes de amplificacdo consistem em um passo de 95 °C durante 3

min, seguido de 30 ciclos de 1 min cada uma a 94, 59 e 72 °C, e uma etapa final

adicional de 2 min a 72 °C. Para os controles negativos foram usadas aguas ultrapura e

para os controles positivos amostras previamente conhecidas como positivas para 0s

parasitos de interesse.

Tabela 3 - Primers utilizados nas rea¢des de amplificacdo (PCR) para obtencdo do DNA de Giardia
duodenalis e Blastocystis sp. nos municipios estudados

PROTOZOARIO LOCUS | Primer Sequéncia (5-3") Referéncia
FAM—CCCGCGGCGGTCCCTGCTAG—
ssy [Sonda BHQ1 VERWEL et al.
rRNA |Gd 80F |GACGGCTCAGGACAACGGTT (2003)
o . Gd_127R | TTGCCAGCGGTGTCCG
Giardia duodenalis G7. 7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC
759 R A TGGATCTTCGAGACGA
ae G759 GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC | | 1\ b ot (2005)
G99_F GAACGAACGAGATCGAGGTCCG
G609 R CTCGACGAGCTTCGTGTT
. SSU | BhRDr GAGCTTTTTAACTGCAACAACG SCICLUNA et al.
Blastocystis sp.
rRNA | Rp5 ATCTGGTTGATCCTGCCAGT (2006)
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3.11 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Com a finalidade de verificar se houve amplificacdo de DNA nas PCRs, o material
foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% seguindo a metodologia utilizada por
Sambrook et al. (1989).

Os fragmentos de DNA gerados na PCR foram separados entre si de acordo com a
carga presente na molécula. A eletroforese consiste em dois polos elétricos disposto em
lados opostos numa cubeta, os fragmentos de DNA que sdo adicionados ao gel irdo se
separar, ou seja, serao atraidos ao lado oposto de sua propria carga. A distancia percorrida
por uma molécula de DNA é inversamente proporcional a seu conteido em pares de bases,
ou seja, ao seu tamanho. Tudo isto € analisado a partir de bandas geradas no gel. Para
saber o tamanho correspondente ao desejado, é aplicado um marcador padrdo de tamanho
conhecido, as bandas que corresponderem a este controle tende a ter o0s mesmos pares de

bases que esta buscando na analise.

Para a visualizacdo das bandas amplificadas de DNA no gel de agarose se utiliza

um sistema de captura e analise de imagem através de uma camera de luz ultravioleta (UV).

3.12 SEQUENCIAMENTO DE NUCLEOTIDEOS E ANALISE
FILOGENETICA

Apoés analisar a eletroforese em gel e detectar quais amostras foram positivas, o
material restante do produto de PCR passou por um processo de purificacdo, o qual é
baseado em centrifugacdes e lavagens da amostra para concentrar o material (DNA)
presente. O material purificado foi encaminhado para um centro especializado em
sequenciamento de DNA, dentro da Universidade de Valéncia, Espanha, esta técnica que

consiste em conhecer as bases de nucleotideos que compdem a sequéncia amplificada

O material sequenciado foi analisado pelo software chamado Chromas Lite verséo 2.1.
A partir disso pode-se comparar as sequéncias de nucleotideos com a base de dados
presente no Center for Biotechnology Information (NCBI) através da plataforma BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Todos estes
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processos que levam a genotipagem estao representados pelo fluxograma 3. Esta analise
consiste em encontrar consenso entre as sequéncias para diante disso identificar as
Assembleias e Subassembleias de Giardia duodenalis com o uso do software gratuito
MEGA 6 (TAMURA et al., 2013). J4 as sequéncias de Blastocystis sp. foram obtidas da
base de dados Blastocystis 18S (http://pubmist.org/blastocystis/) para a confirmacédo dos
subtipos encontrados.

FLUXOGRAMA 3 - ANALISES MOLECULARES

Extracdo de
DNA
_ PCR
Genotipagem : .
primers especificos

. Amostra com
Purificacao amplificagéo
positiva
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados desta pesquisa serdo apresentados em 3 subcapitulos diferentes.
Primeiramente, com o levantamento de dados referente ao publico alcancado e
apresentacdo das caracteristicas macroscopicas das amostras obtidas, representando a
fase pré-analitica deste estudo. Em seguida, sera demonstrado os resultados da analise
microscopica, dos quais foi possivel obter a prevaléncia das parasitoses intestinais e quais
as espécies encontradas, concomitantemente € relatado a diferenca da prevaléncia dessas
enteroparasitoses entre as idades, género dos participantes e a regido estudada. A terceira
fase sdo os resultados da analise molecular, apresentando detalhadamente desde as
extracbes de DNA até os dados obtidos de genotipagem. Em discussdo se faz a
comparacao com estudos realizados no estado do Parand e estudos de andlise molecular

exclusivos de Giardia duodenalis e Blastocystis sp.

4.1 RESULTADOS PRE-ANALITICOS

Através de reunido com 0s pais e responsaveis dos alunos presentes nas escolas:
Maria Antonieta (Colombo) e CMEI Cantinho do céu (Bocaitva do Sul), foi possivel realizar
a entrega de, aproximadamente, 450 kits para coleta de fezes de humanos e de animais,
do qual foi possivel obter uma aceitacdo total (amostras humanas e animais) de 48,2% .
Dentre os participantes, nos dois municipios, havia familias que pertenciam a area rural e
familias que pertenciam a area urbana ndo sendo possivel relatar qual area teve mais
porcentagens de exames realizados. A reunido com 0s pais se mostra relevante na
pesquisa pois abre caminho para uma abordagem maior de conhecimento em relacdo as
enteroparasitoses, além de favorecer a participagdo dos sujeitos envolvidos, o debate e a
autonomia para reducéo da prevaléncia das enteroparasitoses a partir da educacdo em
saude. O objetivo dessa reunido foi demonstrar como a pesquisa iria ocorrer, para isso
foram usadas metodologias didaticas como imagens, apresentacao e exemplos estatisticos

relacionados a parasitoses intestinais no Brasil.

Com um total de 217 amostras, 161 foram referentes a fezes humanas e 56 a
fezes de animais, conforme representado no Grafico 1 e Tabela 4. Foi realizada,
primeiramente, a analise macroscoépica em todas as amostras, nas quais avaliou-se 0s

aspectos que essas
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amostras demonstravam, variando de fezes com aspecto diarreico até em aspecto mais
rigido. 67,4% das 161 amostras obtidas de humanos tiveram a caracteristica fecal

analisada, onde o maior aspecto detectado foi o de caracteristica “Normal”.

GRAFICO 1- Relag&o entre amostras humanas e animais

B HUMANOS = ANIMAIS

FONTE: O autor (2019)

Na Tabela 4 é possivel observar o numero de amostra equivalente a classe animal
ou de humanos, que foi possivel obter para a pesquisa. Dentre o total, 74% correspondem
a amostras fecais de humanos. A porcentagem restante se distribui entre animais
domésticos (cachorro e gatos) e animais ndo domésticos (aves, suinos, carneiros, coelhos,
ruminantes), no entanto todos esses animais mantinham contato diario com os participantes
da pesquisa, sendo a possivel fonte para gerar a hipotese da transmissao zoonética de

alguns enteroparasitos.

Tabela 4 - Procedéncia e nimero de amostras fecais analisadas nos municipios de Colombo e Bocailva
do Sul, Parana

Procedéncia da amostra \ NUmero de amostra obtida
Humanos 161
Canis familiaris (Céaes) 43

Felis catus (Gatos)

Gallus gallus domesticus (Galinha)
Ovis aries (Carneiro)

Sus scrofa domesticus (Porco)
Bos taurus (Vaca)

Oryctolagus cuniculus (Coelho)
FONTE: O Autor, 2019

NWEFEDNDPRE
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4.2 PREVALENCIA DE ENTEROPARASITOSES NOS MUNICIPIOS DE
COLOMBO E BOCAIUVA DO SUL.

Do total de 217 amostras 37,7% foram positivas. Dentro deste percentual positivo
para enteroparasitoses, 62,2% (51/217) correspondem as amostras obtidas em Bocailva
do Sul e o restante, 37,8% (31/217) correspondem as obtidas no municipio de Colombo,
conforme tabela 5 e grafico 2.

Tabela 5 - Prevaléncia de enteroparasitoses conforme o total de amostras diagnosticadas positivas em
cada municipio estudado.

TOTAL DE AMOSTRAS | AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS POSITIVAS
AMOSTRAS POSITIVAS DE COLOMBO % | DE BOCAIUVA DO SUL %
217 82 31 37,8 51 62,2

FONTE: O autor (2019)

GRAFICO 2- Percentual de amostras positivas por municipio

HCOLOMBO mBOCAIUVADO SUL

FONTE: O autor (2019)
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Ainda dentro desse percentual positivo, foram encontradas 9 diferentes espécies
parasitarias, sendo 5 de protozoarios e 4 de helmintos. Comparativamente, os estudos
relatados no estado do Parana, segundo Toledo et al (2009), pode-se observar prevaléncias
de 91,4% de enteroparasitoses. Bem como, Oishi et al (2019), que observaram uma
prevaléncia de 24,8% de enteroparasitoses em seu estudo no municipio do Campo do
Tenente, relatando também a frequéncia de casos por infeccbes por protozoarios (90%).
Ja, Segui et al (2018), constatou que no litoral do estado a prevaléncia de parasitoses
intestinais chegou a 46,1%, sendo também o0s protozodrios como principais agentes de
infeccéo.

Com isso pode-se perceber que na maioria dos casos diagnosticados de parasitoses
intestinais 0 agente causador é um protozodrio. Fica evidente que, apesar de poucos
estudos nesta area, existe um nivel consideravelmente alto por infeccbes por estes

parasitos, relatados também em Segui et al (2018) e Oishi et al (2019).

Entre os resultados positivos para protozoarios, mais da metade sédo diagnosticados
para Blastocystis sp (58,5%), seguido de Giardia duodenalis (14,6%), Endolimax nana
(13,4%), Entamoeba coli (8,5%) e lodamoeba bitschlii (1,2%). Com a maior prevaléncia
Blastocystis sp. é considerado o protozoério mais encontrado em amostras fecais (COCO
et al, 2016; OISHI et al, 2019; SEGUI et al, 2018). A tabela 6 demonstra a quantidade de
protozoarios encontrados nas amostras positivas de humanos e de animais, onde percebe-

se a ocorréncia de mais de um protozoario por amostra.

Tabela 6- Prevaléncia de protozoarios em amostras humanas e de animais entre 0os municipios de
Colombo e Bocailva do Sul

COLOMBO | BOCAIUVA DO SUL | TOTAL % DO TOTAL DAS
AMOSTRAS POSITIVAS

Blastocystis sp 29 19 48 58,5
Endolimax nana 5 6 11 13,4
Entamoeba Coli 3 4 7 8,5
Giardia duodenalis 7 5 12 14,6
lodamoeba butschlii 0 1 1 1,2

FONTE: O autor (2019)

Alguns autores citam que a detecgéo de Blastocystis sp. é inviabilizada em técnicas
que utilizem agua (AMATO NETO et al, 2003; AMATO NETO et al, 2004; NASCIMENTO,
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MOITINHO, 2005; ALARCON et al, 2007) e por esta razdo nio é detectada nos trabalhos
gue utilizam os métodos de sedimentacdo espontanea (HPJ). O método de Ritchie, utilizado
ja em muitos estudos, tem como eficiéncia concentrar as espécies parasitarias e eliminar
goticulas de gordura que podem confundir com a morfologia do parasito quando em analise
ao microscopico (OISHI et al, 2019). Outra discussdo muito relevante em estudos com
diagnosticos de Blastocystis sp. é a patogenicidade, que apesar de ainda nao estar bem
descrita, sabe-se que o diagnostico é importante pois criancas de paises em
desenvolvimento e paciente imunocomprometidos sao as populagdes que apresentam

maior impacto patogénico em casos de infecgao.

A segunda maior prevaléncia (14,6%) foi relatada para a espécie Giardia duodenalis.
Dois estudos realizados em 2007 na cidade de Guarapuava observaram que entre 0s
diagnésticos apresentados na cidade, cerca de 70% correspondiam aos casos de Giardia
duodenalis (BUSCHINI et al, 2007 e PITTNER et al, 2007). O que difere quanto estudos no
interior norte do estado, Rolandia e Iratama, as porcentagens apontaram cerca de 30% dos
casos. Com uma prevaléncia de enteroparasitoses semelhante a estas regides Campo do
Tenente, cidade proxima a capital Curitiba-PR, relatou 20,6% de infeccbes por Giardia
duodenalis (OISHI et al., 2019). J& no litoral paranaense esse parasito apareceu como o
terceiro mais prevalente, correspondendo cerca de 11% das infec¢cdes por protozoarios
(SEGUI et al., 2018). Por ser considerado um protozoério altamente patogénico, e de facil
contaminacgdo pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados, a alta prevaléncia de
achados nos dias de hoje se mostra preocupante e serve como um sinal de alerta para ir
em busca de melhorias na saude publica das areas apresentadas.

Entre os resultados positivos, o helminto com maior prevaléncia relatada foi
Ancilostomideos (19,5%), seguido de Ascaris lumbricoides (4,8%), Trichuris trichiura (2,4%)
e Capillaria sp. (2,4%). A tabela 7 demonstra a quantidade de helmintos relatados nas

amostras positivas.

Tabela 7- Prevaléncia de helmintos em amostras humanas e de animais nos municipios de Colombo e
Bocailiva do Sul

COLOMBO | BOCAIUVA DO SUL | TOTAL % DO TOTAL DAS
AMOSTRAS POSITIVAS

Ascaris lumbricoides 1 3 4 4,8
Ancilostomideos 6 13 16 19,5
Trichuris trichiura 1 1 2 2,4
Capillaria sp. 0 2 2 2,4
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Nota-se que nem todas as amostras diagnosticadas positivas, nos dois municipios,
possuiam exclusivamente protozoarios ou helmintos, algumas amostras possuiam

protozoarios e helmintos, sendo entdo consideradas de caracteristica poliparasitismo.

Estes dados contrastam quando comparados com os estudos de Segui et al (2018) e
Oishi et al (2019), os quais relataram a maior prevaléncia para Ascaris lumbricoides, 5% e
8,5%, respectivamente. No entanto, estes estudos ndo obtiveram casos de

Ancilostomideos.

A distribuicdo dos casos diagnosticados de parasitoses, com protozoarios e helmintos,
entre as diferentes idades, género e localidade também foram analisadas. Dentre os
géneros dos participantes, a maior prevaléncia de enteroparasitos foi detectada no grupo
feminino, este achado corrobora com estudos anteriores, que apesar de ndo demonstrarem
significancia nos dados (46,6% feminino e 45,8% masculino) mostram que casos maiores
de infeccdo sdo encontrados em mulheres (SEGUI et al, 2018). Ao analisar estes
resultados, entre as faixas etarias dos participantes, € possivel observar que entre os 6-10
anos de idade a prevaléncia de infeccéo representou mais da metade dos casos. Resultado
este que difere de outros estudos realizados no estado do Parana. Para Oishi et al (2019)
e Segui et al (2018) os casos de enteroparasitoses foi estatisticamente significativa na faixa
etaria de 10 a 14 anos. Portanto, a pratica de acesso a saude publica e as politicas de uso

de antiparasitarios na infancia, pela comunidade, devem ser revistas e ou refor¢cadas.

4.3 ANALISES MOLECULARES

Uma vez posto o protocolo das analises moleculares, as 12 amostras diagnosticadas
positivas para Giardia duodenalis e 48 amostras diagnosticadas positivas para Blastocystis
sp. estas foram separadas para iniciar estes procedimentos. Como informado na
metodologia, todas as amostras tinham sido devidamente conservadas em etanol 70% para
posterior analise molecular. Ao realizar a pesagem de cada aliquota fecal, apenas 22
amostras apresentaram a quantidade suficiente de 180-230mg para realizar a extracdo de
DNA. O kit usado para esse procedimento tem como protocolo a eficiéncia da reacao para

esta margem de miligramas de amostra, sendo assim, este estudo optou por seguir esta
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indicacdo e continuar as analises apenas com as amostras que se enquadravam neste

parametro.

4.3.1 GENOTIPAGEM DE Giardia duodenalis

Do total de amostras diagnosticadas microscopicamente para Giardia duodenalis
(n=12) 9 correspondiam & amostra humana e 3 correspondiam a amostra animal, sendo
assim, foi possivel realizar a extragcdo de DNA de 100% delas, pois todas estavam dentro
dos parametros estabelecidos no protocolo (TABELA 8). Apés o procedimento de gPCR foi
possivel obter apenas 5 amostras com valores de Ct representativos (30-32), ou seja,
equivalentes a curvas de amplificacdo. Estas por fim seguiram a metodologia da analise
molecular, e a PCR com intuito de amplificar a regido codificadora da proteina 3-giardina
(BG) foi positiva para um total de 3 amostras (FIGURA 7). Procedimentos de

sequenciamento e genotipagem foram realizados com éxitos (TABELA 8).

Tabela 8 - Porcentagens dos resultados alcancados dos métodos moleculares para genotipagem de
Giardia duodenalis

TOTAL DE AMOSTRAS
Giardia duodenalis = 12
N %
DNA disponivel 12 100
gPCR positiva 5 41,6
gPCR negativa 7 58,4
PCR-BG positiva 3 25

gPCR: Reacdo em Cadeia pela Polimerase Quantitativa de carater quantitativo. PCR-BG: Reac¢do em Cadeia
de Polimerase com gene beta-giardiana (BG) como interesse a se obter milhares de cépias. n: nimero de
amostras

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose para detec¢éo de amplicons do gene beta-giardina de
Giardia duodenalis

Resultado da eletroforese para deteccdo da amplificacdo de DNA, proveniente das 5 amostras fecais
positivas para Giardia duodenalis, utilizando iniciador especifico (~62bp) para teste da positividade da
gPCR. St (Standart — fragmentos com pares de bases diferenciados de peso molecular de 100pb
InvitrogenTM.
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Através das analises dos genotipados foi observado a presenca da subassembleia BllI
para apenas uma amostra, as outras duas apresentaram a subassembleia BIV. As trés
amostras correspondem a amostras humanas, ou seja, para este protozoario nao foi
possivel obter a genotipagem de nenhuma amostra referente a material fecal de animais, o
que impediu a discussao de carater zoonético dessas Assembleias. A impossibilidade de
analisar todas as amostras pode ser explicado, principalmente, ao método de
armazenamento do material, que deve ser congelado ou mantido em quantidades
proporcionais de Etanol 70%, além da existéncia de inibidores de PCR concomitantemente
com e a composicdo do material fecal que ndo foi possivel eliminar no momento da extragédo

de acidos nucleicos.

Estes resultados corroboram com a literatura quanto ao conhecimento da prevaléncia
da assembleia B em hospedeiros humanos (XIAO, FENG, 2017). Apesar de ndo ser
possivel analisar parametros zoonaoticos, sabe-se que a subassembleia BIV até hoje s6 foi
descrita em humanos (THOMPSON, 2004), portanto a interpretacdo possivel para este
resultado é que duas das amostras positivas para Giardia duodenalis ndo apresentavam
genatipo correspondente ao zoondtico .Apenas o resultado referente ao gendtipos Blll pode
ser considerado como transmissdo zoonoética, porém € necessario dar continuidade as
andlises, ou seja, realizar novas coletas das amostras referentes aos animais que mantem

contato direto com estes participantes e repetir os procedimentos das analises moleculares.

Ao analisar outras pesquisas semelhantes é possivel comparar o estudo de SEGUI et
al, 2018, que teve o gendtipo BIV como a segunda maior prevaléncia no litoral paranaense
e apenas 5,3% de casos Blll, a maior prevaléncia correspondeu a subassembleia All, a
qual néo foi detectada neste presente estudo. Outro estudo também realizado no estado do
Parana, COLLI et al., 2005, apresentou 70,4% de casos com subassembleias BIV e 3,7%
de BIIl. Outro estado que apresentou porcentagens semelhantes a estes grupos genéticos
foi o estado do Rio de Janeiro, com maior porcentagem para Blll (18,7%) (FARIA et al.,
2016). Apesar desses estudos serem destinados a regides que, teoricamente, possuem
saneamento basico adequado e instalacbes de agua potavel, estes dados sao também
indicativos da falta de habitos higiénicos, como lavar as méo, o que representa um papel
importante na propagacdo e transmissao dos cistos de Giardia duodenalis através do

manejo de alimentos por pessoas infectadas ou diretamente no contato individuo-individuo.



47

4.3.2 GENOTIPAGEM de Blastocystis sp.

As amostras diagnosticadas via andlise microscopica relataram a presenca de
Blastocystis sp. em 48 participantes, sendo 41 correspondente a amostra humana e 7
correspondentes a amostra animal. Das aliquotas fecais devidamente conservadas para
realizacdo das analises moleculares apenas 33,3% (n= 16) tiveram o DNA extraido para a
realizacdo dos demais procedimentos. A queda no numero de amostras, para analise
molecular, teve como consequéncia a baixa quantidade de material (<180mg) disponivel
(TABELA 9). Das 16 amostras submetidas ao processo de PCR, 9 apresentaram
amplificagbes suficientes, o que garantiu a realizacdo de sequenciamento e genotipagem
de, aproximadamente, 19% dos resultados positivos para este protozoario (FIGURA 9).

Tabela 9- Porcentagens dos resultados alcangados dos métodos moleculares para genotipagem de
Blastocystis sp.

TOTAL DE AMOSTRAS
Blastocystis sp. = 48
n %
DNA disponivel 16 33,3
PCR positiva 9 18,7
PCR negativa 7 14,5
Genotipagem 9 18,7

PCR: Reacdo em Cadeia pela Polimerase como interesse a se obter milhares de cépias do gene SSU-rRNA.
n: numero de amostras.

FIGURA 9- Eletroforese em gel de agarose para detec¢édo de amplicons do gene SSU-rRNA de
Blastocystis sp.

Resultado da eletroforese para deteccdo da amplificacdo de DNA, proveniente das amostras fecais
positivas para Blastocystis sp., utilizando o iniciador especifico (~600bp) para teste da positividade da
PCR. St (Standart — fragmentos com pares de bases diferenciados de peso molecular 100bp InvitrogenTM.
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A Figura 9 demonstra as amplificacbes do gene SSU-rRNA para classificacdo dos
subtipos genéticos de Blastocystis sp. caracterizados entre as 9 amostras genotipadas, as
quais 8 eram de humanos e 1 de animal (cachorro). Dentro dos 19 subtipos ja descrito ha
literatura, foi relatado a presenca de 5 STs diferentes, sendo que 34% representa a maioria
dos achados para o ST1, em seguida pode-se notar a presenca de ST2 (n=2) e ST3 (n=2),
e relatado apenas um caso de ST4 e ST7. Dos dois casos relatados para o ST3, um se

refere a, Unica, amostra animal do estudo.

GRAFICO 3- Percentual das sequéncias de nucleotideos encontrados através do gene SSU-rRNA nas
amostras positivas de humanos e animais para Blastocystis sp. hos municipios de Colombo e Bocailva
do sul

FONTE: O autor, 2019.

Até os dias de hoje 9 subtipos (ST 1-9) de Blastocystis sp. ja foram identificados em
infeccbes humanas com predominio de ST 1-4 que podem também infectar primatas nao
humanos, outros mamiferos e até aves (HOEVERS et al., 2005; VALENCA-BARBOSA,
2017; SEGUI et al, 2018). O subtipo 9, até os dias atuais s6 foram descritos em infec¢des
humanas, em contrapartida, os subtipos 10 a 17 foram encontrados apenas em animais. A
literatura descreve o ST3 como 0 mais prevalente em humanos, seguido de ST1 E ST2.
Pesquisas englobando a América do Sul descrevem o ST4 como raro na regido, sendo
encontrado apenas em primatas ndo humanos, o que contrasta com achados no continente
europeu, 0s quais classificam esse subtipo como responsavel pela patogenicidade da

Sindrome do Intestino Irritavel em humanos. O presente estudo relatou
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caso de Subtipo ST4 (11%) no municipio de Bocaiuva do Sul-PR, dado este de alta
relevancia pois contrasta com as referéncias acima, porém complementa estudos como de
SEGUI et al (2018) que concluiu 2,6% das amostras referentes a este parasito sendo do
ST4 e VALENCA-BARBOSA (2017) que também encontrou este subtipo no estado do Rio
de Janeiro (1,6%).

O levantamento de dados realizados neste trabalho traz como comparacao trés
trabalhos cientificos. O primeiro de Malheiros et al (2011) corrobora com dados de
prevaléncia em maior porcentagens para o ST1, apresentando apenas trés diferentes
grupos genéticos identificados (ST1,2 e 3), estas andlises foram realizadas no norte do
Brasil. J& em SP, considerada uma regido de clima e cultura mais parecida com o estado
do Parana, teve como maior prevaléncia casos de ST3 (MELO et al.,, 2017) também
relatando apenas os trés primeiros grupos genéticos. No mesmo ano, Oliveira-Arbex et al
(2017) publicaram achados de ST7 no estado de S&o Paulo, com maiores prevaléncias
para ST1 e ST3. Esta andlise se torna importante pois os ST6 e ST7 sdo encontrados
geralmente em aves (DAVID et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017; RAMIREZ et al., 2016)
raros sao os casos descritos em humanos, porém neste presente estudo a porcentagem
encontrada foi de 11% no municipio de Bocaiuva do Sul, o que corrobora com o estado de
Séo Paulo que apresentou 5,3% deste subtipo (Oliveira-Arbex et al., 2017).

Neste contexto, sabe-se que que criancas podem se infectar facilmente em atividades
ao ar livre, principalmente quando ha presencas de aves no local, pois estes sdo
considerados potentes reservatérios para infeccbes humanas, situacao esta que compdem
o potencial zoon6tico (MATTIUCCI et al., 2016). A presenca de ST7 em alguns paises parte
da premissa que a cultura local tende a possuir aves como animais domésticos (ALFELLANI
et al., 2013; YOSHIKAWA et al., 2016). Como potencial zoonético pode ser discutido neste
trabalho a relacédo de dois casos diagnosticados com ST3, um referente ao individuo do
municipio de Bocailva do Sul e ao animal de estimac¢do, um cachorro, que convive neste
mesmo ambiente e que também apresentou infecgdo por Blastocystis sp. de ST3. Mesmo
sabendo que esta classe genotipica pode estar presente em animais e humanos, esta
andlise levanta a hipotese de reacdo cruzada a qual necessitaria de continuidade da

pesquisa para avaliar mais parametros e comprovar a fonte de infeccao entre eles.

Outro aspecto muito discutido nos dias de hoje é a relagdo da sintomatologia das

infecgbes por este protozoario e 0s subtipos existentes. A relevancia clinica da infecgéao é
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encontrada em individuos saudaveis até pacientes que apresentam transtornos
gastrointestinais. Particularmente, criancas que ndo apresentam nenhuma sintomatologia
com escassa higiene pessoal, podem servir como portadores, disseminando o parasito pela
comunidade (OLIVEIRA-ARBEX et al., 2017). Kesuma et al (2019) realizou um estudo com
0 objetivo de relacionar a Sindrome do Intestino IrritAvel com a presenca de STs em amostra
de adolescentes indonésios, com isso foi possivel concluir que o ST1 esta
significativamente relacionado ao desenvolvido desta patogenicidade, com um fator de risco
equivalente a 2,9 (alto) sendo entdo consideravel um subtipo patogénico. Este dado serve
como alerta para esta pesquisa, pois como visto acima, este subtipo (ST1) genética
representou 34% dos achados positivos para Blastocystis sp.

Apesar dos ultimos estudos, que trazem esta metodologia para entender cada vez
mais sobre Blastocystis sp., revelarem dados extremamente relevantes e que aos poucos
vao eliminando duavidas referentes a classe genética, patogenicidade e formas de
transmissao deste parasito, ainda se faz necesséario mais estudos com este viés, em regides
do Brasil, que apresentam condi¢cdes de saneamento e esgoto precarios. Levando em
consideracéo o estudo de Kesuma et al (2019) referente a patogenicidade dos subtipos de
Blastocystis sp., a prevaléncia de ST1 no estado do Parana serve como um alerta para
tratar possiveis casos de Sindrome do Intestino Irritavel, que ainda ndo estavam

relacionadas a esta infecgao.
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5 CONCLUSOES

- A espécie Blastocystis sp. representou 0 maior agente causador de enteroparasitoses nos
municipios de Colombo e Bocaiuva do Sul, seguido de Giardia duodenalis e o terceiro mais

prevalente, Endolimax nana.

- A caracterizacao molecular de Giardia duodenalis representa as subassembleias Bll e BIV
0 que corrobora com a literatura quanto a prevaléncia desses grupos genéticos presentes
no estado do Parana-BR. As analises so foram possiveis de serem realizadas em amostras

humanas

- A caracterizacdo molecular de Blastocystis sp. identificou 5 subtipos diferentes, sendo
que a maior prevaléncia representou o ST1. No entanto, foi possivel identificar ST4 e ST7,
0S quais segundo a literatura sdo considerados raros na regido da américa do sul e raros

em amostras humanas.

- A deteccao do subtipo ST3 para Blastocystis sp. em uma amostra humana e outra em
animal, mais especificamente de um cachorro, levanta a hipotese de transmissao zoondética,
ja que a relacdo desses achados correspondem ao individuo e ao animal que convivem
num mesmo ambiente. Para Giardia duodenalis nédo foi possivel obter a relagéo zoonética,
em razdo da falta de amostras animais positivas para este parasito. Portanto, se faz
necessario ampliar esta pesquisa, aumentando o nimero de amostras, 0 que resultara

numa analise molecular mais abrangente do potencial zoonético destes parasitos.
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