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RESUMO

Os protozoarios Cryptosporidium e Giardia sdo importantes etiologias zoonéticas de diarreia.
Diferentes métodos de diagnostico aplicados a esses protozoarios em diferentes populagdes
resultam em variagdes nas estimativas de ocorréncia e dificulta uma melhor compreensdo da
complexa epidemiologia. Estes protozodrios sdo descritos em diversos ambientes no Brasil e a
utilizacdo de métodos moleculares possibilita uma melhor caracterizacdo da ocorréncia, € a
epidemiologia molecular permite identificar o impacto da transmissdo zoonética na
epidemiologia destes parasitas. A presente tese teve como objetivo caracterizar a ocorréncia
Cryptosporidium e Giardia em pacientes atendidos no sistema pablico de satde, no municipio
de Londrina, PR. No primeiro estudo, amostras de fezes foram coletadas de 54 pacientes
internados em um hospital de referéncia para doencas infecciosas; dados de idade, sexo,
endereco, afeccdo que levou ao internamento, tempo de internagéo e historico clinico também
foram coletados. Cryptosporidium e Giardia foram diagnosticados pela PCR para o gene 18S
rRNA. Dos pacientes avaliados 68,51% (37/54) eram portadores da infeccédo pelo HIV, sendo
que 81,08% (30/37) destes manifestavam a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS);
Cryptosporidium foi identificado em dois pacientes (3,07%; 02/54) e Giardia em trés (5,55%;
03/54), todos os pacientes positivos manifestavam a AIDS. A andlise por sequenciamento
genetico revelou Cryptosporidium suis em um paciente, ndo foi possivel a caracterizacdo no
outro, e confirmou Giardia duodenalis nos trés pacientes positivos. No segundo estudo,
amostras de fezes encaminhadas por unidades béasicas de saude, foram coletadas, totalizando
112 amostras, 102 da area urbana e 10 de distritos do municipio. Dados dos pacientes (idade,
sexo e endereco) também foram coletados. Foi realizado o diagndstico para Cryptosporidium
e Giardia por PCR para o gene 18SrRNA, as amostras positivas foram caracterizadas pelos
genes TPI, Beta-giardin e GDH para Giardia e 18S rRNA para Cryptosporidium. No total,
19,64% (22/112) foram positivas para Giardia; a ocorréncia em pacientes do sexo feminino
foi de 20,33% e em pacientes do sexo masculino de 18,86%; quanto aos grupos etarios, a
menor ocorréncia foi de 14,28% (1/7) no grupo de 0-|5 anos. A caracterizacdo molecular foi
possivel em nove amostras e revelou a presenca de assemblage B em todas, uma das quais
como subassemblage BIll e outra como BIV no gene TPI e uma como BIV no gene GDH.
Uma amostra foi positiva para Cryptosporidium hominis (0,89% - 01/112). Conclui-se que
Giardia pode ser um importante protozoario em pacientes com AIDS em locais endémicos e
esta € a primeira descricdo de Cryptosporidium suis em humanos no Brasil. Foi identificada
uma alta frequéncia de Giardia em pacientes da atencdo primaria a saude; isolados
pertencentes ao assemblage B, subassemblages BIlll e BIV, estdo presentes em quadros
diarreicos na regidao. Cryptosporidium ocorre em baixa frequéncia nesses pacientes e ha ciclo
antropondtico na regido.

Palavras-chave: diarreia; zoonoses; protozoarios intestinais; atencdo primaria a salde;
atencdo terciaria a salde.
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ABSTRACT

Cryptosporidium and Giardia are important etiologies of zoonotic diarrhea. Different
diagnostic methods applied to these protozoa in different populations result in variations in
occurrence estimates and makes difficult a better understanding of the complex epidemiology
in general. These protozoa are described in different environments in Brazil and the use of
molecular methods allows a better characterization of the occurrence, and molecular
epidemiology allows to identify the impact of zoonotic transmission in these parasites’
epidemiology. The present thesis aimed to characterize the occurrence of Cryptosporidium
and Giardia in patients attended in the public health system, in Londrina, PR. In the first
study, stool samples were collected from 54 patients admitted to a reference hospital for
infectious diseases; data on age, sex, address, condition leading to hospitalization, length of
stay and medical history were also collected. Cryptosporidium and Giardia were diagnosed
by PCR for the 18S rRNA gene. 68.51% (37/54) of the patients evaluated had HIV infection,
with 81.08% (30/37) having acquired immunodeficiency syndrome (AIDS); Cryptosporidium
was identified in two patients (3.07%; 02/54) and Giardia in three (5.55%; 03/54), all positive
patients manifested AIDS. Genetic sequencing analysis revealed Cryptosporidium suis in one
patient and confirmed Giardia duodenalis in the three positive patients. In the second study,
stool samples sent by basic health units were collected, totaling 112 samples, 102 from urban
areas and 10 from districts. Patient data (age, sex and address) were also collected. Diagnosis
was made for Cryptosporidium and Giardia by PCR for the 18SrRNA gene, positive samples
were characterized by the TPI, Beta-giardin and GDH genes for Giardia and 18S rRNA for
Cryptosporidium. In total, 19.64% (22/112) were positive for Giardia; occurrence in female
patients was 20.33% and in male patients, 18.86%; regarding the age groups, the lowest
occurrence was 14.28% (1/7) in the 0-|5 years group. Molecular characterization was possible
in nine samples and revealed the presence of assemblage B in all of them, one as a
subassemblage BIII and the other as BIV in the TPI gene and one as BIV in GDH gene. One
sample was positive for Cryptosporidium hominis (0.89% - 01/112). Giardia can be an
important protozoan in AIDS patients in endemic regions and this is the first description of
Cryptosporidium suis in humans in Brazil. A high frequency of Giardia has been identified in
primary health care patients; isolates belonging to assemblage B, subassemblages BIlll and
BIV, are present in diarrheal patients in the region. Cryptosporidium occurs in low frequency
in these patients and there is an anthroponotic cycle in the region.

Keywords: diarrhea; zoonosis; intestinal protozoa; primary health care; tertiary health care.
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1 INTRODUCAO

As principais doencas infecciosas emergentes sao zoonoses, as condi¢des ambientais,
além das interagcdes neste, representam um cenario crucial na transmissdo dessas doencas
(WARREN et al.,, 2008). A partir do controle quimioterapico aplicado aos helmintos
transmitidos pelo solo; dos avangos no desenvolvimento de saneamento béasico; da dindmica
entre os seres humanos, os animais domésticos/selvagens e o ambiente; das caracteristicas de
resisténcia ambiental e de transmissdo dos protozoarios; e das mudancas ocorridas na cadeia
de producdo de alimentos, 0s protozoarios emergem como uma importante etiologia de
diarreia mesmo com todas essas medidas aplicadas para melhorar a saude a nivel mundial
(HOTEZ, 2014).

Com relacdo aos protozoarios Cryptosporidium spp e Giardia duodenalis estes se
destacam como etiologia de diarreia de transmissdo zoonotica, com ocorréncia e impacto
global, estima-se que criptosporidiose tenha causado 8,4 milhées de DALYs (anos de vida
perdidos ajustados pela incapacidade) e a giardiase 171 mil DALYs em 2010 (HOTEZ, 2014;
KOTLOFF, 2017; THOMPSON; SMITH, 2011). O controle é desafiador e depende de
estudos e intervencdes sob o paradigma de Saude Unica (One Health), este paradigma
compreende que h& um entrelace entre a saide humana, animal e ambiental, e portando
intervencdes que busquem uma melhoria da salde devem levar em consideracdo estes trés
dominios (MWANGI; FIGUEIREDO; CRISCITIELLO, 2016; SCHURER et al., 2016).

No Brasil, espécies zoonoticas de Cryptosporidium, descritas em pacientes
portadores do virus HIV, e assemblages zoonoéticos de Giardia relatados em criancas e
adultos, demonstram a importancia de animais como fontes de infeccdo para humanos
(ARAUJO et al., 2008; COELHO et al., 2017; LUCCA et al., 2009) Ainda, esses
protozoarios sdo descritos em diversos ambientes e alimentos, assim had uma importante
circulacéo e a transmiss@o pode ocorrer por diversas formas (COELHO et al., 2017; CUNHA,;
PERALTA; PERALTA, 2019).

No entanto, a epidemiologia molecular destes dois protozoarios é ainda pouco
explorada no Brasil. Visto a ampla ocorréncia no ambiente, é necessaria uma abordagem
maior com relagdo ao diagnostico e epidemiologia molecular em humanos e animais para

compreender e revelar o real impacto destas doencas na populacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PROTOZOARIOS INTESTINAIS

As zoonoses hoje sdo as principais doencas infecciosas emergentes, as condicGes
ambientais, além das interacfes neste, representam um cenario crucial na transmissao dessas
doencas (WARREN et al., 2008). O controle dessas enfermidades se torna desafiador uma
vez que depende de um esforgco multiprofissional entre saide humana, animal e ambiental.
Para superar esse desafio, hoje o controle tem se desenvolvido sob o paradigma de Saude
Unica (One Health), esse novo paradigma compreende que a salde deve ser pensada como
uma so6 saude que envolva a satde animal, humana e ambiental (MWANGI; FIGUEIREDO;
CRISCITIELLO, 2016).

Estudos fundados a partir desse novo paradigma tem alcancado resultados
promissores no controle de doencas transmitidas por vetores e a raiva (CUNNINGHAM,;
DASZAK; WOOD, 2017). Estudos controlados randomizados, que busquem avaliar
intervencdes relacionadas aos protozoarios intestinais formatados nesse paradigma, ainda séo
escassos, estes hoje estdo baseados em educacdo sanitéria e saneamento basico (CUMMING
et al., 2019). Porém, estudos transversais que avaliem dois dentre os trés dominios (saude
humana, animal e ambiental) sdo mais frequentes, e em grande parte concordam que esta
abordagem leva a uma melhor compreensdo da transmissao de doencas (SCHURER et al.,
2016).

Dois grupos de parasitos sdo 0s responsaveis pelas parasitoses intestinais,
protozoarios e helmintos. Avangos no controle das helmintiases a partir da popularizacdo de
drogas eficazes no tratamento e do desenvolvimento de intervengdes como o tratamento em
massa de populagdes, conhecido como quimioterapia preventiva, permitiram que houvesse
uma importante reducdo em sua ocorréncia (FLETCHER; STARK; ELLIS, 2011). A
quimioterapia preventiva, recomendada pela Organizacdo Mundial de Salde, consiste em
tratar anualmente a populacdo que tenha a prevaléncia de qualquer infeccdo por helmintos
transmitidos pelo solo (HTS) entre 20 a 50%, sem que haja um diagndstico prévio; caso a
prevaléncia exceda 50%, o tratamento torna-se semestral (WHO, 2017).

A partir da implementacdo da quimioterapia preventiva um aumento na incidéncia de
protozooses intestinais € observado na populagdo, o mecanismo envolvido ainda ndo foi
descrito, porem as drogas e doses utilizadas nessa intervengdo ndo tem eficicia contra

protozoarios, é sugerido ainda que o controle das infecgdes por helmintos sem a melhora das
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condicBes sanitarias podem abrir um nicho ecoldgico onde bactérias e/ou protozoarios podem
encontrar um ambiente mais favoravel por reducdo na competicdo e/ou alteraces no perfil
imunolodgico do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2020).

O impacto global das protozooses zoondticas é alto, um estudo para medir a carga de
doencas a nivel global (Global Burden Disease Study) contabilizou aproximadamente 55 mil
mortes por amebiase e 100 mil por Criptosporidiose durante o ano de 2010 (HOTEZ et al.,
2014). Més condicdes de saneamento e higiene pessoal combinadas com baixos niveis de
educacdo, estas caracteristicas comuns em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
contribuem para esta ocorréncia (IGNACIO et al., 2017).

Medidas como incidéncia, prevaléncia e mortalidade n&o permitem aferir
diretamente o quanto uma populacdo perde por estar doente. Para estimar essa perda, medidas
sumarias de saude populacional tém sido desenvolvidas (MURRAY; SALOMON;
MATHERS, 2000). A principal delas no estudo das protozooses intestinais é a DALY (anos
de vida perdidos ajustados por incapacidade), esta medida considera quantos anos de vida
foram perdidos por morte prematura e por incapacitacdo considerando uma etiologia
(DEVLEESSCHAUWER et al., 2017). As protozooses intestinais apresentaram, de acordo
com o estudo GBD 2010 (global burden disease), valores alarmantes nesse indicador, a
amebiase causou 2,2 milhdes de DALYS, criptosporidiose 8,4 milhGes de DALYS, giardiase
171 mil DALYs em 2010. Como comparagdo com outras doengas negligencias, no mesmo
periodo as helmintiases intestinais causaram 5,19 milhGes de DALYs (HOTEZ et al., 2014).

Mesmo com valores de mortalidade e de DALY's alarmantes, até 0 momento para o
controle das protozooses intestinais, ndo ha programas de saude publica em larga escala
desenvolvidos e bem estabelecidos como se observa no controle das helmintoses intestinais
(TURKELTAUB; MCCARTY; HOTEZ, 2015).

Uma vez que 0s principais protozoarios intestinais sdo transmitidos via fecal-oral,
medidas de saneamento basico, como acesso a agua ndo contaminada, disposi¢ao adequada de
fezes e medidas de educacdo em saude, sdo as principais formas de controle hoje, porém
deve-se adicionar a essas o controle em populagdes animais, uma vez que estes podem ser
importantes hospedeiros (INNES et al., 2020; RYAN; ZAHEDI; PAPARINI, 2016; SPEICH
et al., 2016). Em comunidades rurais em Bangladesh um ensaio randomizado controlado
revelou que intervencdes que busquem melhorias em saneamento e higiene (lavagem das
maos) reduziram significativamente as infec¢fes por G. duodenalis, porém quando avaliada a
disposi¢do de agua clorada esta ndo reduziu significativamente as infeccGes j& que a cloracao

ndo é capaz de inativar a forma infectante (LIN et al., 2018).
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Algumas caracteristicas comuns dos protozoarios intestinais permitem que se
mantenham endémicos na populagdo, em determinadas regiGes, mesmo apds intervengdes em
saneamento. Com relacdo as formas evolutivas destes, em alguns géneros ha presenca de
formas ambientais de resisténcia capazes de se manterem infectantes por meses a anos
(ERICKSON; ORTEGA, 2006). Este grupo ainda é caracterizado pela alta eliminacdo de
formas infectantes e baixa dose infectante, isso permite que um Unico hospedeiro parasitado
seja capaz de transmitir a um grande numero de suscetiveis (EFSTRATIOU; ONGERTH,;
KARANIS, 2017). Ha de se considerar ainda o aspecto zoonotico, este fator aliado as demais
caracteristicas citadas acima faz com que medidas de controle tomadas no &mbito apenas
humano ou ambiental ndo sejam totalmente eficazes (RYAN; ZAHEDI; PAPARINI, 2016).

Considerando populacBes de paises desenvolvidos, com indicadores excelentes de
saneamento, estas protozooses se apresentam geralmente associadas a transmissao
intradomiciliar, a transmissdo por meio de surtos de veiculacdo hidrica e/ou alimentar e as
viagens para paises em que estas sdo endémicas (FLETCHER et al., 2012).

A transmissdo via alimentos é um fator importante que ganha destaque a partir da
globalizacdo. A cadeia de producéo e distribuicdo de alimentos permitem que um Unico lote
de alimento produzido seja enviado a uma grande area geografica podendo entdo causar surtos
de grandes dimensdes (DIXON, 2016; DEVLEESSCHAUWER et al.,, 2017; RYAN;
HIJJAWI; XIAO, 2017).

Os protozoarios emergem como uma importante etiologia de diarreia mesmo com
todas medidas aplicadas para melhorar a salde a nivel mundial (HOTEZ, 2014). Neste
cenario, Giardia duodenalis e Cryptosporidium séo protozoarios distribuidos mundialmente e
se caracterizam por causarem doenga de carater zoondtico, responsaveis por doenca
gastrointestinal em animais e humanos; antes com importancia reconhecida em animais e
humanos jovens e/ou imunocomprometidos, porém recentemente reconhecida também em
adultos com sistema imunoldgico higido (HATALOVA et al., 2019; RYAN; HIJJAWI, 2015;
THOMPSON; SMITH, 2011). Cryptosporidium é considerado o segundo maior causador de
quadros graves de diarreia em criancas menores de cinco anos na Asia e Africa (KOTLOFF et
al., 2013).

Dentre os protozoarios intestinais zoonoticos, estes estdo entre os que ha maior
compreensdo quanto a ocorréncia, transmissdo e patogenia, no entanto ainda ndo ha um
tratamento e uma vacina eficaz para Cryptosporidium e ainda restam duvidas sobre a relagdo
entre a grande diversidade genética e a transmissdo de G. duodenalis (THOMPSON; ASH,
2019; THOMPSON; SMITH, 2011).
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2.2 CRYPTOSPORIDIUM SPP.

Cryptosporidium é um género de protozoarios pertencente ao filo Apicomplexa,
classe, Gregarinomorphea, subclasse Cryptogregaria, ordem Cryptogregarida e familia
Cryptosporidiidae (CAVALIER-SMITH, 2014; RYAN et al., 2016; THOMPSON; KOH,;
CLODE, 2016). E um parasita intracelular e extracitoplasmatico causador da criptosporidiose,
infecta células epiteliais do trato gastrointestinal, e pode causar infecgdes extra-intestinais nos
pulmdes, pancreas, ductos biliares e vesicula biliar (CHALMERS; DAVIES, 2010).

Sua disseminacdo ocorre pela eliminagdo de oocistos infectantes nas fezes levando a
contaminacdo do meio ambiente. Os 0ocistos sdo capazes de permanecerem viaveis por longo
periodo no ambiente, sdo resistentes a varios fatores ambientais como a salinidade do mar e
ao pH baixo do solo. O ciclo bioldgico se completa com a ingestdo de oocistos, pelo
hospedeiro suscetivel, geralmente associada a &gua e aos alimentos (FAYER, 2004).

A transmissao por via hidrica ocorre frequentemente no ciclo da criptosporidiose em
todo o mundo. Surtos de veiculacdo hidrica por este protozoario sao amplamente relatados,
sendo o protozoario mais frequentemente apontado como causador de surtos de veiculagdo
hidrica (BALDURSSON; KARANIS, 2011; EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017).
Este representa ainda um grande desafio no tratamento e desinfeccdo da &gua uma vez que €
relativamente resistente aos processos comumente aplicados (FRANCO, 2007).

O oocisto é a unica forma evolutiva deste hospedeiro descrita no ambiente, porém a
caracterizacdo de novos estagios extracelulares a partir de cultivo in vitro e a descoberta da
multiplicacdo de Cryptosporidium em biofilme de Pseudomonas aeruginosa apontam para a
existéncia de outras formas evolutivas no ambiente, estas formas ainda s6 foram descritas in
vitro, mas podem representar um grande desafio no controle desse parasito (KOH et al., 2013;
RYAN et al., 2016).

A dose infectante para este protozoario € baixa, em condicbes experimentais
humanos saudaveis desenvolveram quadro diarreico com apenas 30 oocistos, 0 humero de
oocistos eliminados alcangaram valores de 10° oocistos durante o periodo de infecgdo, em
bezerros os valores chegam a 107oocistos/grama de fezes (TEUNIS; CHAPPELL;
OKHUYSEN, 2002).

O género Cryptosporidium é composto por mais de 35 espécies e mais de 60
gendtipos. Destas, 17 espécies ja foram encontradas em humanos (C. hominis, C. parvum, C.

meleagridis, C. felis, C. canis, C. cuniculus, C. ubiquitum, C. viatorum, C. muris, C. suis, C.
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fayeri, C. andersoni, C. bovis, C. scrofarum, C. tyzzeri, C. erinacei e C. xiaoi) e trés genotipos
(Cryptosporidium horse, skunk e chipmunk 1) (RYAN; FAYER; XIAO, 2014; RYAN;
ZAHEDI; PAPARINI, 2016). No entanto, C. hominis, C. parvum e C. meleagridis sdo 0s
mais frequentemente detectados sendo, C. parvum reconhecido como o mais frequente em
diferentes mamiferos e, portanto, com maior importancia zoonética (RYAN; FAYER; XIAO,
2014; XIAO, 2010). Em razdo da morfologia semelhante de oocistos de diferentes espécies, a
distingdo por meio de microscopia optica é de dificil realizacdo, metodos moleculares sédo
indicados para essa diferenciacao (FALL et al., 2003).

Estudos demonstram diferencas na epidemiologia desta infecgéo; questdes culturais,
climéticas e geogréaficas resultam em mudancas na ocorréncia e distribuicdo de espécies, e por
consequéncia nas vias de transmissio (CACCIO; CHALMERS, 2016; KING; TYLER;
HUNTER, 2019). Quanto a distribuicdo das duas principais espécies na infeccdo de seres
humanos, C. parvum e C. hominis, a primeira é relatada com maior frequéncia em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, e em populacdes de areas rurais, nestas por efeito de
bovinos jovens serem 0s principais hospedeiros desta espécie, ja C. hominis é mais frequente
no ambiente urbano principalmente pela aglomeracédo entre humanos (LEARMONTH et al.,
2004; KING; TYLER; HUNTER, 2019).

No Brasil, 0s poucos estudos que relatam a infec¢do por Cryptosporidium spp. em
humanos sdo restritos as criancas e pacientes imunocomprometidos. Rolando et al. (2012)
realizaram um estudo com 1197 amostras de fezes de criangas coletadas durante dez anos em
uma creche e dois hospitais do Rio de Janeiro. Os autores relataram positividade em 3,17%
(38/1197) das amostras por meio de coloragdo de Kinyon modificada e microscopia, todas as
amostras foram confirmadas por gPCR. Ainda no Rio de Janeiro, Peralta et al. (2016), em
pacientes HIV positivos, encontraram uma frequéncia de 19,1%, utilizando métodos de
coloragéo e microscopia e 25,8% utilizando gPCR. Assis et al. (2013), em estudo envolvendo
59 pacientes HIV positivos atendidos em um hospital de referéncia, encontraram, por meio de
coloracdo de Ziehl-Neelsen modificada e microscopia, oocistos de Cryptosporidium em
10,10% (6/59) dos pacientes, a confirmagéo por PCR ocorreu em dois casos.

Grande parte dos estudos brasileiros utilizaram como método de triagem para o
diagnostico de Cryptosporidium métodos de coloragéo diferencial aliada a microscopia optica,
considerada de baixa sensibilidade e especificidade quando comparada as técnicas
moleculares (CHECKLEY et al., 2015). A utilizagdo de ferramentas moleculares pode levar
ao melhor conhecimento da ocorréncia deste protozoario mesmo quando 0s 0ocistos estdo em

baixo numero nas amostras biologicas (ELSAFI et al., 2013).
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Os dados disponiveis sobre a distribuicdo de espécies de Cryptosporidium em
humanos no Brasil em portadores do HIV e criangas, C. hominis é mais frequente frente ao C.
parvum. Em estudos que abrangem a caracterizacdo molecular em amostras de fezes positivas
para Cryptosporidium spp., a espécie C. hominis é encontrada em frequéncias de 40% a 90%
em pacientes HIV positivos e 57,1% a 73,6% em criancas; ja para C. parvum as frequéncias
variam de 10% a 20% em HIV positivos e 10,5% a 42,9% em criancas (ARAUJO et al.,
2008; BUSHEN et al., 2007; LUCCA et al., 2009; PERALTA et al., 2016; ROLANDO et al.,
2012). A ocorréncia de outras espécies zoondticas, além de C. parvum, ja foi relatada em
baixa frequéncia no Brasil em amostras fecais de pacientes HIV positivos, as espécies
descritas até o momento sdo: C. felis, C. canis e C. meleagridis (ARAUJO et al., 2008;
LUCCA et al., 2009).

2.3 GIARDIA DUODENALIS

Giardia € um género de protozoario que infecta uma ampla gama de animais e
necessita de apenas um hospedeiro para completar seu ciclo. A infec¢do culmina na producéo
e eliminagdo de cistos nas fezes de seus hospedeiros, estas sdo formas ambientais resistentes
responsaveis por novas infeccbes. A transmissdo ocorre por via fecal-oral de forma direta ou
indireta, na segunda a veiculagdo hidrica e alimentar sdo as mais relatadas (THOMPSON,
2004).

A estrutura celular e metabdlica deste protozoario difere de eucariotos comuns, ha
auséncia de peroxissomos, diferencas no complexo de Golgi e auséncia de mitocondria
(MARTI et al., 2003). Portanto, sua taxonomia esta em constante revisdo afim de melhor
alocar este género dentro dos eucariotos. Na mais recente atualizacdo da taxonomia de
eucariotos unicelulares o género Giardia foi inserido no novo Reino Excavata, Filo
Metamonada, Subfilo Trichosoa, Superclasse Eopharyngea, Classe Trepomonadea, Subclasse
Diplozoa, Ordem Diplomonadida e Familia Giardiidae (ADL et al., 2012).

Oito espécies de Giardia sdo descritas: G. duodenalis, G. muris, G. microti, G.
ardeae, G. psittaci, G. agilis, G. peramelis e G. cricetidarum e cinco delas, G. duodenalis, G.
muris, G. microti, G. peramelis e G. cricetidarum tém mamiferos como hospedeiros
(CACCIO; LALLE; SVARD, 2017; LYU et al., 2018). Apenas G. duodenalis é capaz de
infectar uma ampla gama de mamiferos, incluindo os humanos, os animais de produg&o, os de
companhia, 0 que a configura como a Unica espécie de interesse na saude publica (READ;
MONIS; THOMPSON, 2004).
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Importantes diferencas entre isolados de G. duodenalis foram observadas a partir de
cultivo in vitro associado a ferramentas moleculares, isto motivou a discriminacdo desta
espécie em oito grupamentos genéticos (assemblages) nomeados a partir de letras do alfabeto
(A, B, C, D, E, F, G e H) (RYAN; CACCIO, 2013). Recentemente, com o avanco e aplicacio
de métodos moleculares, varios estudos passaram a relatar uma vasta diferenga genética entre
o0s assemblages motivando uma proposta para que esses grupamentos fossem entéo divididos
em diferentes espécies (Quadro 1) (THOMPSON; ASH, 2019).

Quadro 1 - Diferentes grupos genéticos (assemblages) de Giardia duodenalis, nomenclatura
proposta para a discriminacdo dos grupos em espécies, e 0s principais
hospedeiros

Assemblage Subassemblages | Espécie proposta | Principais Hospedeiros
) Humanos e outros
A Al All e Alll G. duodenalis )
mamiferos
] Humanos e outros
B Blll e BIV G. enterica )
mamiferos
c Cées e canideos
] silvestres
G. canis _
5 Caes e canideos
silvestres
E - G. bovis Ungulados
F - G. cati Gatos
G - G. simondi Roedores
H - - Pinipedes

Fonte: Adaptado de Ryan et al.(2019) e Thompson e ASH (2019).

Dentre todos os assemblages descritos apenas os assemblages A (G. duodenalis) e B
(G. enterica) sdo comumente reportados em humanos e animais e, portanto, sdo considerados
com potencial zoondtico (RYAN; CACCIO, 2013). No entanto, a presenca de assemblages C,
D, E e F ja foi descrita em humanos, porém em casos raros e isolados, nesses casos ndo foi
possivel confirmar se consistia de passagem de DNA pelas fezes ou realmente uma infeccéo
(CACCIO; LALLE; SVARD, 2017).

Analises de variabilidade genética do assemblage A permitem que esse grupamento
seja dividido em trés subassemblages: Al, All e Alll. Quando avaliada a distribui¢cdo nos

hospedeiros, é relatado que, isolados humanos, pertencem aos subassemblages Al e All
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enquanto que isolados mais comuns de outros mamiferos pertencem aos subassemblages Al e
Alll (RYAN; CACCIO, 2013). O assemblage B ¢ dividido entre Blll e BIV, ambos s&o
descritos em animais e humanos (COLLI et al.,, 2015; FENG; XIAO, 2011; RYAN;
CACCIO, 2013).

Estudos de sequenciamento do genoma de isolados de Giardia duodenalis,
descrevem que o subassemblage Al é altamente clonal, sendo que isolados de diferentes
origens (humanos, animais e ambientais) formam um grande grupo que é consistente com a
hipdtese desse subtipo ser uma linhagem zoonotica distribuida em todo o0 mundo. No entanto,
isolados do assemblage B sdo altamente variaveis e os agrupamentos filogenéticos tendem a
se limitar geograficamente (TSUI et al., 2018).

O diagnostico de G. duodenalis a partir de microscopia ética ndo é capaz de
discriminar os isolados em assemblages, essa discriminacdo acontece a partir da
caracterizacdo de porgdes do genoma. As principais regides utilizadas sdo os genes: TPI
(triosefosfato isomerase), Beta-giardin, GDH (Glutamato desidrogenase). A adogdo de
métodos moleculares é recomendada uma vez que essa caracterizacdo traz informacdes
complementares ao diagndstico e assim permite uma melhor compreensao da epidemiologia
dessa protozoose (ADEYEMO et al., 2018).

O uso de diferentes genes no diagnoéstico e caracterizacdo de isolados de Giardia
revelaram discordancia entre os loci utilizados na discriminacdo de assemblages, acredita-se
que possa ocorrer viés na PCR por amplificacdo preferencial quando ha mistura de
assemblages. Estas evidéncias sugerem que a infeccdo pode ocorrer com um complexo de
cepas de diferentes assemblages (BONHOMME et al., 2011). Em ambientes com alta taxa de
transmissdo, h& maior discordancia das assemblages em diferentes marcadores, geralmente
atribuidas a presenca de misturas de espécies (BECK et al., 2012). Considerando o
assemblage B, além da mistura de gendtipos em um mesmo paciente, é descrito ainda a
presenca de alelos heterozigotos nos genes utilizados para a caracterizacdo molecular, esse
fator pode dificultar e superestimar a diversidade de genotipos desse grupo (ANKARKLEYV;
SVARD; LEBBAD, 2012).

Os sintomas de giardiase incluem diarreia, distensdo e dores abdominais, ma
absorcéo de nutrientes e perda de peso. A infeccdo pode ser assintomatica, no entanto casos
crénicos com diarreia persistente ndo responsiva a tratamento sao relatados, ja nos estagios
iniciais de vida é conhecida por causar ma nutri¢do e retardo de crescimento (EINARSSON;
MA’AYEH; SVARD, 2016). A apresentacéo clinica pode variar com relagdo ao assemblage

presente, hd descricdes que o subassemblage All cause doenca mais branda ou até
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assintomatica, e a infeccdo por subassemblages do grupo B infec¢des mais sintométicas e até
persistentes, porem esta associagdo ainda ndo é universal e h& descrigdes contrarias (AL-
MOHAMMED, 2011; CACCIO; LALLE; SVARD, 2017). A apresentacio de diarreia
persistente na infeccdo por G. duodenalis foi confirmada por um estudo de meta-analise com
cinco estudos em que essa associacao foi investigada (MUHSEN; LEVINE, 2012).

Esta protozoose é endémica no Brasil, sua ocorréncia varia em funcéo da populacéo,
regido geografica estudada, além do método de diagnostico empregado. Em uma revisao
sistematica realizada com estudos publicados entre 1995 e 2015 a prevaléncia em humanos no
Brasil variou de 1% a 69% a depender da populacdo estudada. Com relacéo a caracterizagdo
molecular e distribuicdo de assemblages, € relatada uma grande variagdo entre os estudos da
frequéncia dos assemblages encontrados e assim ndo ha predominancia de algum (A e B) no
Brasil (COELHO et al., 2017).

No Parand, no municipio de Marialva foi relatada a prevaléncia de 1% em pacientes
atendidos pelo programa Satde da Familia do Sistema Unico de Satde (SUS); na regido de
Paranagué de 11% em populacdo de zona urbana, periurbana e insular; em populacdo geral de
Londrina/PR foi relatada ocorréncia de 3,74% (BENITEZ et al., 2017; CASAVECHIA et al.,
2016; SEGUI et al., 2018). Em criancas em idade escolar é reportada uma ocorréncia de
14,4% em Jataizinho/PR; 8,93% em Cascavel/PR e 8,0% em S&o Jeronimo da Serra/PR
(FRECKLETON et al., 2019; RUIZ et al., 2006; TAKIZAWA et al., 2008).

Estudos buscam, com base na discriminacdo genética dos isolados, caracterizar a
transmissdo zoondtica e confirmar os principais hospedeiros de interesse na salde publica
(THOMPSON, 2013). Em cées, um dos animais mais proximos do homem, mesmo que a
ocorréncia de assemblages A e B seja relatada, as reportadas com maior frequéncia séo as C e
D (PAZ E SILVA et al, 2012; SOMMER et al., 2015; TYSNES; SKANCKE;
ROBERTSON, 2014). No Brasil, o assemblage C ja foi reportado em humanos hospitalizados
em Campinas/SP (DURIGAN et al., 2014). No entanto, um estudo que buscou caracterizar 0s
assemblages em humanos, cées e rios de uma mesma localidade no estado de Sdo Paulo este
assemblage ndo foi encontrado em humanos e em cdes foram encontrados os assemblages A,
C e D (DAVID et al., 2015). Ha hipoteses de que a ocorréncia de assemblages A e B nestes
animais seja devido a alta ocorréncia de contaminacdo ambiental por humanos,
desencadeando a transmisséo do ser humano ao animal (zooantropondtica) (FANTINATTI et
al., 2018; THOMPSON; ASH, 2016).

Quanto aos outros assemblages com potencial zoonético, o assemblage E conhecida

por estar restrito a ungulados ja foi relatado em criangas no Rio de Janeiro, sugerindo um
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ciclo antropozoondtico nesta populagdo (FANTINATTI et al., 2016).
2.4 CRYPTOSPORIDIUM SPP E GIARDIA DUODENALIS EM ALIMENTOS E AMBIENTE NO BRASIL

Uma vez que a transmissdo indireta por via hidrica e alimentar € de grande
importancia no ciclo da criptosporidiose e giardiase, estudos no Brasil buscam identificar a
presenca das formas ambientais de resisténcia em amostras ambientais e de alimentos, e a
partir da caracterizacdo molecular de espécies de Cryptosporidium e assemblages de Giardia
estabelecer o risco desta presenca para a saude publica.

Em um estudo com agua, solo e verduras de producdo organica no norte do Parana,
G. duodenalis foi o parasita mais encontrado, a caracterizagdo genética s6 foi possivel em
duas amostras de verduras e identificou a presenca de assemblage E, uma vez que este
assemblage é raramente encontrado em humanos, esta presenca ndo implica em risco direto a
humanos (FERREIRA et al., 2018). No entanto, em outro estudo em verduras no Parana
houve a presenca apenas de assemblage A com predominancia de subassemblage All (TIYO
et al., 2016). Quando estudado humanos, verduras e cdes de uma mesma localidade em
Maringa/PR, foi identificada a presenca do sub-assemblage BIV nos trés tipos de amostras,
apontando para que este grupamento genético seja endémico com diferentes formas de
transmissdo (COLLI et al., 2015). Portanto os assemblages presentes em diferentes vegetais
de consumo humano pode variar conforme caracteristicas especificas de cada regido ou
propriedade produtora.

Com relacdo a outros alimentos, tem-se estudado o potencial de transmissdo pelo
consumo de ostras, em um estudo realizado em um estuario na regido sul do litoral de Séo
Paulo, foi identificada a presenca de subassemblage AIll em ostras apds processo de
depuracéo, evidenciando que ostras quando consumidas cruas ou levemente cozidas, mesmo
apos depuracdo, podem ter um papel na transmissdo da giardiase em humanos (LEAL et al.,
2018). Em outro estudo também no litoral de S&o Paulo, foi identificado a presenca de
oocistos de Cryptosporidium em ostras e berbigbes em condicdes naturais (LEAL et al.,
2008). Em amostras hidricas estes protozoarios ja foram reportados em agua bruta de
mananciais de abastecimento de Londrina e Maringa no Parand, com a descri¢do de C.
parvum em agua bruta em Londrina/PR (ALMEIDA et al., 2015; NISHI et al., 2009). A partir
de caracterizacdo molecular de oocistos de Cryptosporidium, foi identificada a presenca de C.
hominis, C. parvum e C. meleagridis em amostras de agua bruta no estado de Sdo Paulo
(ARAUJO et al., 2011; ARAUJO et al., 2018). J4 em Campinas/SP a presenca de G
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duodenalis foi reportada em todas as amostras de &gua bruta de dois mananciais de
abastecimento monitorados durante 10 meses; a partir da caracterizacdo molecular, possivel
em uma das amostras, foi identificada a presenca de subassemblage Blll (FRANCO et al.,
2016). A identificacdo de espécies de Cryptosporidium e assemblages de G. duodenalis,
comumente reportadas em humanos, em amostras e agua bruta demonstra que estdo
circulantes e podem ser transmitidos através da transmisséo hidrica.

Em amostras hidricas a partir da quantificacdo dos (oo)cistos, modelos de dose-
resposta e estimativas de remocdo destes em estacGes de tratamento de agua, o risco para a
populagéo pode ser estimado. A partir dessa abordagem, em quatro grandes regides do estado
de S&o Paulo, a presenca de Cryptosporidium foi identificada em 9,2% e de Giardia em
49,5% das amostras analisadas; o risco para essa populacdo foi maior que o recomendado de 1
caso para cada 10.000 pessoas (SATO et al., 2013).

A ocorréncia destes protozoarios em ambiente urbano também tem sido monitorada
por meio da pesquisa em amostras de esgoto. Em Londrina/PR. Cryptosporidium foi
identificado em 84% (21/25) e Giardia sp em 100% (25/25) das amostras de esgoto bruto
durante um monitoramento anual, neste ambiente as espécies C. muris C. parvum e C. suis,
zoondticas, além de C. hominis, foram identificadas (MARTINS et al., 2019). Outros estudos
no Brasil também descreveram uma alta frequéncia destes dois géneros em esgotos, em S&o
Paulo, durante um monitoramento semestral, todas as amostras foram positivas para
Cryptosporidium com concentra¢des entre 80 e 912 oocistos/L; ainda em Sdo Paulo, Giardia
subassemblage All foi identificada em quatro e assemblage B em duas de um total de cinco
amostras de esgoto bruto positivas para G. duodenalis (FARIAS; GAMBA; PELLIZARI,
2002; FERNANDES et al., 2011). Em Campinas/SP em uma estacdo de tratamento de esgoto
de menor escala, foi identificada a presenca de G. duodenalis e Cryptosporidium spp em
amostras de esgoto bruto, ao contrério do outro estudo em S&o Paulo neste houve presenca de
subassemblage BIV e assemblage C nas amostras (YAMASHIRO et al., 2019). Ao
considerar que 0 esgoto representa a populacdo da regido amostrada, a alta frequéncia destes
protozoarios nestas amostras indica uma importante ocorréncia destes na populagéo.

Visto a ocorréncia diversa destes protozoarios em ambientes e alimentos no Brasil,
uma abordagem para identificar a ocorréncia e as principais espécies de Cryptosporidium e
assemblages de Giardia em humanos é necessaria para, a partir da epidemiologia molecular,

melhor compreendé-los e revelar o real impacto da transmissao zoonética destas protozooses.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia em pacientes atendidos no

ambito do Sistema Publico de Saude brasileiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Diagnosticar a presenca de Giardia e Cryptosporidium em pacientes internados no
setor de Moléstias Infeciosas do Hospital Universitario Regional/UEL

— Caracterizar as espécies de Cryptosporidium em pacientes internados no setor de
Moléstias Infeciosas do Hospital Universitario Regional/UEL.

— Diagnosticar a presenca e caracterizar as espécies de Cryptosporidium e 0s
assemblages de Giardia em pacientes com diarreia ndo hospitalizados.

— Determinar os fatores associados a presenca de Giardia e Cryptosporidium em

pacientes ndo hospitalizados.
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Ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis em pacientes internados

em um centro de referéncia regional para doencas infecciosas

Resumo

A infecgdo por protozoarios intestinais emergiu como uma importante causa de diarreia em
pacientes imunocomprometidos, Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis sdo protozoarios
zoondticos causadores de diarreia em seus hospedeiros, ambos sdo descritos em pacientes
portadores de HIV. O diagnostico molecular destes protozoarios permite uma melhor
caracterizagcdo da ocorréncia e a partir da epidemiologia molecular é possivel identificar o
impacto da transmissdo zoondtica. Este estudo teve como objetivo determinar a frequéncia de
Giardia duodenalis e espécies de Cryptosporidium em pacientes internados no setor de
moléstias infecciosas do Hospital Universitario Regional/UEL. Foram coletadas amostras de
fezes de 54 pacientes hospitalizados, e dados referentes a idade, sexo, enderecgo, afeccdo que
levou ao internamento, tempo de internacdo e histdrico clinico. Para o diagnostico de
Cryptosporidium e Giardia, 0 DNA extraido das amostras de fezes foi submetido a PCR para
0 gene 18s rRNA, os produtos obtidos foram sequenciados para a confirmacdo e determinacéo
da espécie. Dos pacientes avaliados 68,51% (37/54) eram portadores da infecgdo pelo HIV,
destes 81,08% (30/37) manifestavam Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).
Cryptosporidium foi identificado em dois pacientes (3,07%, 02/54) e Giardia em trés (5,55%,
03/54), todos pacientes positivos manifestavam a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. A
analise do sequenciamento foi possivel em uma amostra para Cryptosporidium, este revelou a
presenca da espécie Cryptosporidium suis, para Giardia as trés amostras foram confirmadas
como Giardia duodenalis. Cryptosporidium e Giardia ocorreram apenas em pacientes que
manifestavam AIDS. A presenca de C. suis evidencia a existéncia de um ciclo zoonético em
imunocomprometidos e esta é a primeira descricdo de Cryptosporidium suis em humanos no
Brasil.

Palavras-chave: HIV. Hospedeiro imunocomprometido. Diarreia. Zoonoses. AIDS.

Cryptosporidium spp. and Giardia duodenalis in hospitalized patients in a regional
reference center for infectious diseases.

Abstract

Intestinal protozoa infection emerged as an important cause of diarrhea in
immunocompromised patients, Cryptosporidium spp. and Giardia duodenalis are zoonotic
protozoa that cause diarrhea in their hosts, both of which have been described in patients with
HIV. The molecular diagnosis of these protozoa allows a better occurrence characterization
by means of molecular epidemiology it is possible to identify the impact of zoonotic
transmission. This study aimed to determine the frequency of Giardia duodenalis and
Cryptosporidium species in patients admitted to the infectious diseases sector of the Hospital
Universitario Regional/UEL. Stool samples were collected from 54 hospitalized patients, and
also data on age, sex, address, condition that led to hospitalization, duration of hospitalization
and clinical history. For the diagnosis of Cryptosporidium and Giardia, the samples stool
DNA were extracted and submitted to PCR for the 18s rRNA gene, the products obtained
were sequenced for confirmation and species determination. 68.51% (37/54) of evaluated
patients had HIV infection, of these 81.08% (30/37) had Acquired Immunodeficiency



OCoOoO~NOUIDWNE

W W W W W W W NN NN DN DN DM DNDMDNMNMNDNDMNDNPEP P PP PP PP PP
> 01 A WON P O O 0N O O D WODN P O O 00O N O 0 p W N P O

35

Syndrome (AIDS), Cryptosporidium was identified in two patients (3.07%, 02/54) and
Giardia in three (5.55%, 03/54), all positive patients manifested acquired immunodeficiency
syndrome. Sequencing analysis was possible in one sample for Cryptosporidium, identified as
Cryptosporidium suis, for Giardia the three samples were confirmed as Giardia duodenalis.
Cryptosporidium and Giardia occurred only in patients with AIDS. The presence of C. suis
points to the existence of a zoonotic cycle in immunocompromised individuals and this is the
first description of Cryptosporidium suis in humans in Brazil.

Keywords: HIV. Immunocompromised host. Diarrhea. Zoonosis. AIDS.

Introducéo

Em pacientes imunocomprometidos 0s protozoarios emergiram como uma
importante etiologia de diarreia a partir da pandemia da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) em portadores do HIV na década de 80. Cryptosporidium e Giardia estdo
entres 0s principais protozoarios de transmissdao zoonoOtica associados a esse grupo
(CIMERMAN; CIMERMAN; LEWI, 1999; FARIA et al., 2017). Com o desenvolvimento e
popularizacdo de terapias anti-retrovirais (TARV), a incidéncia e 0s impactos desses
protozoarios reduziram substancialmente nessa populacdo, no entanto essas infeccBes ainda
sdo descritas e o uso irregular de TARV pode acarretar casos graves e persistentes (LOW et
al., 2016; WANG et al., 2013).

Cryptosporidium é um importante protozoario que afeta pacientes com HIV/AIDS,
causando diarreia persistente com perda de peso e reducdo da qualidade de vida (WANG, R.
et al., 2018) O género Cryptosporidium é divido em mais de 35 espécies, as principais que
acometem os humanos sdo C. hominis (antroponética) e C. parvum (zoonoética) (FENG;
RYAN; XIAO, 2018). Em humanos com HIV no Brasil, as espécies de Cryptosporidium
relatadas com maior frequéncia também sdo C. hominis e C. parvum (PERALTA et al., 2016;
ROLANDO et al., 2012). Mesmo que a maior parte dos achados sugiram que a transmissao
antropondtica seja a mais frequente nesses pacientes nas Américas, espécies de carater
zoonotico como C. parvum, C. felis, C. canis e C. meleagridis ja foram relatadas em pacientes
com HIV no Brasil (ARAUJO et al., 2008; LUCCA et al., 2009; WANG, R. et al., 2018). Em
outros paises, a transmissdo zoondtica tem um importante papel na criptosporidiose em
pacientes HIV positivos (SANNELLA et al., 2019; WANG et al., 2013).

Giardia duodenalis € um protozoario capaz de infectar humanos e outros mamiferos.
Esta espécie compreende varios grupamentos genéticos, dentre 0s quais o0 assemblage A e

assemblages B sdo os com maior potencial zoon6tico (THOMPSON; ASH, 2019). Este
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protozoario € endémico no Brasil, € amplamente descrito em amostras hidricas e de alimentos,
e é relatado em portadores de HIV (COELHO et al., 2017; FARIA et al., 2017; FEITOSA et
al., 2001).

A transmissdo destes protozoarios ocorre pela via fecal-oral, (oo)cistos eliminados
nas fezes de seus hospedeiros sdo formas ambientais de resisténcia responsaveis por novas
infeccOes. esses sdo 0s principais protozoarios causadores de surtos de veiculagdo hidrica no
mundo, porém a transmissao pode ocorrer de forma direta nesta o ambiente intradomiciliar é
crucial (EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017; FAYER, 2004).

Para o diagnéstico destes protozoarios, métodos de coloragdo diferencial e
microscopia Optica sdo aplicados, porém sdo considerados de baixa sensibilidade e
especificidade quando comparados as técnicas moleculares (CHECKLEY et al., 2015;
GOTFRED-RASMUSSEN et al., 2016). A utilizacdo de ferramentas moleculares no
diagndstico leva a uma melhor caracterizagdo da ocorréncia destes protozoarios e por meio da
caracterizacdo de espécies e epidemiologia molecular, pode-se identificar o impacto da
transmissdo zoonédtica (THOMPSON; ASH, 2019).

Este estudo teve como objetivo determinar a frequéncia de Giardia duodenalis e
espécies de Cryptosporidium em pacientes internados no setor de moléstias infecciosas do
Hospital Universitario Regional, em Londrina PR.

Material e Métodos

Local de estudo

O estudo foi realizado com pacientes internados no setor de moléstias infecciosas do
Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina, PR. Este é um hospital terciario
de referéncia para o Sistema Unico de Satde (SUS) situado em Londrina/PR, e abrange
pacientes de toda regido norte do Parana. Este municipio tem um indice de Desenvolvimento
Humano de 0,778 e estd situado em uma regido metropolitana com populacdo estimada de
1.101.595 de habitantes (IBGE, 2019).

Coleta e Processamento das Amostras de Fezes

Foram incluidos no estudo todos os pacientes internados entre 04/2017 e 09/2018 no

setor que consentiram com a participacdo o estudo. No total 54 pacientes foram incluidos e 62
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amostras de fezes foram colhidas. Oito pacientes tiveram duas amostras coletadas em uma
mesma internagdo. As amostras foram colhidas em recipientes plasticos sem conservante,
etiquetadas e conservadas a 4°C. Semanalmente as amostras foram separadas em aliquotas e
armazenadas a -20°C até a extracdo de DNA.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (CEP-UEL) da Universidade Estadual de Londrina, sob parecer N° 2.347.824/2017.
Os pacientes foram informados quanto ao projeto e tiveram suas amostras colhidas apds o

aceite e a assinatura de um Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).

Dados clinicos e epidemioldgicos

Uma consulta ao prontuario do paciente foi realizada para a aquisi¢do de dados de
idade, sexo, endereco, afeccbes, tempo de internacdo e histérico clinico. Quando da
ocorréncia de 6bito durante a internagdo, coletou-se a data e a causa da morte. Os dados foram
tabulados no Microsoft Excel do pacote Office para a realizacdo das analises descritivas de

média, desvio padrdo, mediana, amplitude e frequéncias.

Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA do material fecal, 200 a 250 mg de fezes foram pesadas e
submetidas a extracdo por meio de kit comercial (Machery-Nagel, NucleSpin Tissue)
seguindo protocolo do fabricante com incremento de 3 ciclos de congelamento e
descongelamento antes da etapa de lise. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até o

momento das analises.

Reacédo em cadeia da polimerase

Para o diagnostico de Cryptosporidium spp foi realizada a Nested-PCR (nPCR) tendo
como alvo uma porgéo de 820 a 840pb do gene 18S rRNA composta de: 1X PCR Buffer
Invitrogen®; 200 uM de dNTPs; 2,5 mM de MgCl2; 400 nM de cada oligonucleotideo; 1,25
U de Platinum® Taq DNA Polimerase; 2 pug BSA 2,0 uL. do DNA extraido e agua ultra pura
para compor o volume final de 25 pL (XIAO et al., 2001). O produto da primeira reacdo foi
diluido em 50puL de 4gua ultrapura para a segunda reacdo. As condicdes de amplificagéo para

as duas reacdes foram: 5min a 95°C; seguidos por 35 ciclos de 45s a 94°C; 45s a 55°C; 60s a
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72°C e 5mina 72°C.

Para o diagndstico de Giardia spp. a nPCR foi realizada para a amplificagdo de um
fragmento do gene 18S rRNA (LANGKJAR et al., 2007), constituida de: 1X PCR Buffer
Invitrogen®; 200 uM de cada dNTPs; 2,0 mM de MgClz; 200 nM de cada oligonucleotideo;
5% de DMSO (dimetilsulfoxido); 1,25 U de Platinum® Taq DNA Polimerase; 1 uL. de DNA
e agua ultra pura para compor um volume de 25 pL. O produto da primeira reagdo foi diluido
em 25 puL de agua ultrapura para dar sequéncia a segunda reagdo. As condigdes de
amplificacdo para ambas reacdes foram: 5min a 95°C; seguidos por 35 ciclos de 30s a 95°C;
30s a 55°C; 30s a 72°C e 5min a 72°C.

Foi utilizado controle negativo composto por &gua ultrapura e controle positivo
composto por DNA de C. parvum e DNA de Giardia duodenalis assemblage C. Os produtos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com SYbR Safe® e a

imagem capturada por fotodocumentador.

Sequenciamento do material amplificado

Em amostras positivas o produto da nPCR foi novamente submetido a eletroforese e
apos identificacdo do produto amplificado este foi recortado e purificado utilizando kit
comercial (Purelink gel extration kit). O produto purificado foi enviado para o
sequenciamento, para cada amostra foram submetidas duas fitas (senso e anti-senso).

Apds o sequenciamento os cromatogramas foram inspecionados visualmente com o
programa Chromas Lite®, foi realizado um contig das duas fitas (senso e anti-senso) da
mesma amostra com o programa BioEdit® v7.1 (Biological Sequence Alignment Editor). Os
contigs foram comparados com as sequencias padroes de Giardia e Cryptosporidium
depositadas no Genbank, por meio do sistema BLAST (Basic Local Alignment and Search

Tool) e por alinhamento manual utilizando-se o programa BioEdit (RUECKER et al., 2011).

Resultados

Dos 54 pacientes avaliados, 53,70% (29/54) eram do sexo masculino. A idade variou
de 11 a 71 anos, média de 41,13 (£15,34; mediana = 40,55), 37 pacientes eram portadores da
infeccdo pelo HIV, destes 30 manifestavam AIDS. As causas mais frequentes de
hospitalizagdo foram: diarreia (11 pacientes), tuberculose (10 pacientes) e pneumocistose (7

pacientes). O tempo de internacao variou entre 1 e 58 dias, média de 20,00 (£13,47; mediana
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= 17,50). Oito pacientes foram a 6bito durante a internagdo. O tempo de internagdo dos
pacientes que vieram a Obito variou de 5 a 41 dias (média = 20,13 +12,13; mediana = 18,00).

A presenca de DNA de Cryptosporidium foi identificada em dois pacientes (3,07%;
02/54) e a presenca de Giardia em trés (5,55%; 03/54). N&o foi observada co-infec¢cdo. Todos
0s pacientes positivos eram portadores do HIV e manifestavam AIDS. A frequéncia entre os
pacientes portadores de HIV foi de 5,40% (2/37) para Cryptosporidium e 8,10% (3/37) para
Giardia, e entre os que manifestavam AIDS foi de 6,66% (2/30) para Cryptosporidium e 10%
(3/30) para Giardia.

O sequenciamento do material amplificado para Cryptosporidium foi possivel em
uma amostra, este revelou a presenca da espécie C. suis com 100% de identidade com a
sequéncia MN715857 depositada no Genbank, a sequéncia gerada nesse estudo foi depositada
sob acesso MT040892. Quanto a outra amostra, nao foi possivel determinar a espécie devido
a baixa quantidade de DNA.

Com relacéo a Giardia, foi possivel o sequenciamento da porcao do gene 18S rRNA
dos trés pacientes positivos e houve a confirmacao da presenca de Giardia duodenalis com
100% de identidade com o acesso MN174122 no GenBank; as sequencias geradas neste
estudo foram depositadas no GenBank sobre acesso MT053343 - MT053344.

Os dois pacientes com Cryptosporidium manifestavam AIDS e foram internados com
queixa de diarreia persistente. Cryptosporidium suis foi diagnosticado em uma paciente que
fazia uso irregular de Terapia Antirretroviral (TARV), apresentava quadro de desnutricdo,
imunodepressdo, herpes genital e suspeita de sindrome da reconstituicdo imune.

Os trés pacientes positivos para G. duodenalis relatavam uso irregular de TARV,
manifestavam AIDS com uma doenca oportunista, neurotoxoplasmose, pneumocistose ou
neurocriptococose e as internages duraram 11, 27 e 58 dias, respectivamente. Dentre as
causas de internacdo apenas um paciente positivo foi hospitalizado com diarreia, este também
apresentava neurotoxoplasmose e foi a Obito no 11° dia de internacdo por parada

cardiorrespiratoria.

Discussao

A maioria dos pacientes avaliados eram portadores da infeccéo pelo HIV (68,51% -
37/54), dentre o0s quais 81,08% (30/37) apresentavam AIDS. Em hospedeiros
imunocomprometidos, o Cryptosporidium é um protozoario oportunista conhecido por causar

diarreia persistente, com duracdo maior que 14 dias (WANG, R. et al., 2018). Este
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protozoario foi diagnosticado em 6,66% dos pacientes com AIDS, semelhante a outro estudo
no Brasil com pacientes HIV positivos referidos a um hospital em que a frequéncia de 10,1%
(6/59) foi relatada (ASSIS et al., 2013). Dentre as causas de hospitalizacdo de pacientes com
HIV, as doencas oportunistas relacionadas com a AIDS tem uma alta frequéncia mesmo apos
a popularizacéo de TARV (FORD et al., 2015).

Em pacientes portadores de HIV com suspeita de criptosporidiose uma maior
frequéncia de Cryptosporidium spp é relatada, 19,1% por meio de métodos de coloragédo e
microscopia e 25,8% com gPCR (PERALTA et al., 2016). Uma vez que foram incluidos
neste estudo ndo sé pacientes com suspeita de criptosporidiose, a frequéncia encontrada foi
menor mesmo com a utilizacdo de PCR para diagndstico. O diagnostico molecular de
Cryptosporidium apresenta uma maior sensibilidade quando comparada as técnicas de
coloracdo e microscopia comumente utilizadas em laboratorios clinicos, porém inibidores da
PCR presentes em amostras de fezes podem prejudicar a eficAcia (CHECKLEY et al., 2015).

Giardia duodenalis além de ser um parasita negligenciado e endémico no Brasil, é
um achado frequente em criancas internadas (COELHO et al., 2017; PEREIRA; ATWILL,;
BARBOSA, 2007). No Peru foi relatada associacdo entre G. duodenalis, Cryptosporidium e
diarreia em pacientes portadores de HIV, no presente estudo todos 0s pacientes positivos para
Giardia apresentavam AIDS (CARCAMO et al., 2005). Mesmo com uma amostra pequena
(30 pacientes hospitalizados com AIDS) essa ocorréncia pode indica que este € um
protozoario presente na regido, e reforca a importancia da avaliacdo de outras etiologias de
diarreia nestes pacientes.

Pacientes com HIV sdo mais suscetiveis a ocorréncia de diarreia em relacdo a
populacdo geral, etiologias infecciosas e ndo infecciosas sdo apontadas como causa
(DIKMAN et al., 2015). Todos os pacientes internados positivos para Cryptosporidium eram
pacientes com AIDS que referiram diarreia persistente no inicio da internagéo, reafirmando a
relacdo entre AIDS, diarreia persistente e infeccdo por Cryptosporidium (WANG, Z. et al.,
2018). Visto que 29,72% (11/37) dos pacientes portadores de HIV referidos tinham queixa de
diarreia e destes 27,27% (3/11) foram diagnosticados com Cryptosporidium (18,18% - 2/11)
ou Giardia (9,09% — 1/11), ha uma importante frequéncia deste quadro nessa populacéo, e
outras etiologias de diarreia podem estar presentes nesses pacientes.

Mesmo que no Brasil as principais espécies de Cryptosporidium relatadas em
humanos com HIV/AIDS sejam C. hominis e em menor frequéncia C. parvum, a importancia
do ciclo zoono6tico na epidemiologia de Cryptosporidium em pacientes portadores de HIV ja
foi descrita (PERALTA et al., 2016; ROLANDO et al., 2012). Outros estudos verificaram
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que as espécies zoondticas encontradas foram C. parvum, C. meleagridis, C. canis e C. felis as
quais os principais hospedeiros sdo 0s bezerros, aves, cdes e felinos, respectivamente
(ARAUJO et al., 2008; LUCCA et al., 2009)

A espécie C. suis é relatada raramente em humanos no mundo, ha relatos em uma
crianca na Inglaterra, um humano em Madagascar e em dois pacientes portadores de HIV, um
no Peru e outro na China (BODAGER et al., 2015; CAMA et al., 2003; LEONI et al., 2006;
WANG et al., 2013). Essa espécie também foi descrita, em baixa frequéncia, em esgoto da
mesma regido do presente estudo; a ocorréncia em esgoto e humanos imunocomprometidos
aponta para a existéncia de um ciclo zoon6tico na regido uma vez que o principal hospedeiro
desta espécie sdo os suinos (MARTINS et al., 2019; RYAN et al., 2004; RYAN; FAYER,;
XIAO, 2014). Como ndo hé presenca frequente de suinos na area urbana do municipio, a
transmissdo zoonotica desta espécie pode estar ocorrendo de forma indireta por via alimentar,
uma vez que diferentes tipos de esterco séo utilizados como adubo em produgdes de hortalicas
na regido (FERREIRA et al., 2018). Esta é a primeira descri¢do de C. suis em humanos no

Brasil.

Concluséao

Cryptosporidium e Giardia foram diagnosticados apenas em pacientes que
manifestavam AIDS. A presenca de C. suis alerta para a existéncia de um ciclo zoonético em
populacdes vulneraveis, como de imunocomprometidos. Esta é a primeira descricdo de C. suis

em humanos no Brasil.
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Characterization of Cryptosporidium Oocysts in Samples of Raw Surface Water and
Wastewater. Applied and Environmental Microbiology, Washington, v. 67, n. 3, p. 1097—
1101, mar. 2001. DOI: 10.1128/AEM.67.3.1097-1101.2001.
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4.2 ARTIGO B - OCORRENCIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE GIARDIA DUODENALIS E
CRYPTOSPORIDIUM EM PACIENTES COM DIARREIA ATENDIDOS NA ATENGCAO PRIMARIA A

SAUDE
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Ocorréncia e caracterizagdo molecular de Giardia duodenalis e Cryptosporidium em
pacientes com diarreia atendidos na atencdo primaria a saude.

Resumo

Doencas diarreicas sdo endémicas no Brasil, os protozoéarios Giardia e Cryptosporidium séo
importantes etiologias zoondticas desta afeccdo. Estudos no Brasil descrevem uma ampla
ocorréncia destes protozoarios em amostras ambientais e de alimentos. A caracterizagdo
molecular destes protozoarios em humanos com diarreia permite por meio da epidemiologia
molecular melhor entender a transmissdo destes protozoéarios. Este estudo teve como objetivo
identificar a ocorréncia de Giardia e Cryptosporidium e caracterizar molecularmente espécies
e grupamentos genéticos (assemblages) em pacientes com diarreia atendidos no servico
publico de saude. Amostras de fezes pastosas ou diarreicas, encaminhadas pelas unidades
basicas de salde de Londrina/PR, foram coletadas entre agosto/2017 e abril/2018 totalizando
112 amostras, 102 da area urbana e 10 de distritos rurais. Dados dos pacientes (idade, sexo e
endereco) foram coletados do cadastro municipal. O DNA das fezes foi extraido e submetido
a nested-PCR para o gene 18SrRNA dos dois protozoarios, amostras positivas foram
submetidas a nova PCR para os genes TPI, Beta-giardin e GDH para Giardia, os produtos
obtidos foram sequenciados juntamente com os produtos do gene 18S rRNA para
Cryptosporidium . No total 19,64% (22/112) foram positivas para Giardia. A ocorréncia foi
de 18,62% (19/112) em residentes da area urbana e nos distritos 30% (3/10), com relacdo ao
sexo foi de 20,33% (12/59) em pacientes do sexo feminino e 18,86% (10/53) em pacientes do
sexo masculino, quanto aos grupos etarios a menor ocorréncia foi 14,28% (1/7) no grupo de
0-5 anos, ndo houve diferenca estatistica significativa entre a localizacdo, sexo e idade. A
caracterizacdo molecular foi possivel em nove amostras de Giardia e todas pertenciam ao
assemblage B, no gene TPl uma foi caracterizada como subassemblage BlIl e outra como
BIV, e no gene GDH uma como BIV. Uma amostra foi positiva para C. hominis, ndo foi
observada coinfeccdo entre os protozodrios analisados. Concluindo, uma alta frequéncia de
Giardia foi identificada, assemblage B, subassemblages BlIl e BIV, estdo presentes em
quadros diarreicos na regido. Cryptosporidium ocorre em baixa frequéncia e ha ciclo
antropondtico na regido estudada.

Palavras-chave: Zoonoses. Infecgdes por protozoarios. Giardiase. Criptosporidiose.

Occurrence and molecular characterization of Giardia duodenalis and Cryptosporidium
in diarrheic patients from primary health care.

Abstract

Diarrheal diseases are endemic in Brazil, the protozoa Giardia and Cryptosporidium are
important zoonotic etiologies of this condition. Studies in Brazil describe a wide occurrence
of these protozoa in environmental and food samples, the molecular characterization of these
protozoa in humans with diarrhea allows, through molecular epidemiology, to better
understand the transmission of these protozoa. This study aimed to identify the occurrence of
Giardia and Cryptosporidium and to characterize species and genetic groups (assemblages) in
patients with diarrhea treated at the public health service. Samples of loose or diarrheal stools,
sent by the basic health units of Londrina / PR, were collected between August/2017 and
April/2018, totaling 112 samples, 102 from the urban area and 10 from the districts. Patient
data (age, sex and address) were collected from the municipal registry. The fecal DNA was
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extracted and submitted to diagnostic by PCR for the 18SrRNA gene of the two protozoa,
positive samples were submitted to PCR and sequencing of the TPI, Beta-giardin and GDH
genes for Giardia and 18S rRNA for Cryptosporidium. In total, 19.64% (22/112) were
positive for Giardia. The occurrence was 18.62% (19/112) in urban residents and in the
districts 30% (3/10), with respect to sex it was 20.33% (12/59) in female patients and 18.86%
(10/53) in male patients, regarding age groups the lowest occurrence was 14.28% (1/7) in the
0-5 group, there was no statistically significant difference between location, sex and age.
Molecular characterization was possible in nine positive samples for Giardia and all belonged
to assemblage B, in the TPI gene one was characterized as subassemblage Blll and the other
as BIV, and in the GDH gene one as BIV. One sample was positive for C. hominis, no co-
infection was observed. In conclusion, a high frequency of Giardia has been identified,
assemblage B, subassemblages Blll and BIV, are present in diarrheal conditions in the region.
Cryptosporidium occurs in low frequency and there is an anthroponotic cycle in the studied
region.

Key-words: Zoonosis. Protozoan Infections. Giardiasis. Cryptosporidiosis.

Introducéo

Doencas diarreicas sdo endémicas e de grande importancia no Brasil, mesmo com
iniciativas para a diminuicdo da ocorréncia e impacto das parasitoses intestinais em geral, 0s
protozoarios intestinais ainda emergem como etiologia de diarreia aguda e persistente (AW et
al.,, 2019; COELHO et al., 2017). Dentre os protozoarios, Giardia duodenalis e
Cryptosporidium spp sdo uma das principais etiologias desta afeccdo (PAWLOWSKI,;
WARREN; GUERRANT, 2009).

Giardia é um género de protozoarios composto de oito espécies, a principal delas em
relacdo a humanos e outros mamiferos é Giardia duodenalis. Esta espécie compreende varios
grupamentos genéticos, dentre os quais o assemblage A e assemblage B que sdo 0s mais
frequentemente encontrados em humanos, sdo também relatados em outros mamiferos o que
faz deles os de maior importancia na transmissdo zoonotica (THOMPSON; ASH, 2019).
Estes grupamentos ainda séo divididos em diferentes subassemblages, o assemblage A em Al,
All e Alll; e 0 assemblage B em BlIl e BIV (CACCIO; LALLE; SVARD, 2017).

Diferencas de apresentacfes clinicas entre os assemblages tem sido relatadas. O
assemblage B é associado a presenca de sinais clinicos, principalmente diarreia, enquanto que
0 assemblage A ¢ associado a infec¢des subclinicas (ROBERTSON et al., 2010). No entanto,
diferencas quanto ao delineamento de pesquisa, populagcdo amostrada, defini¢cdo de sintomas,
diagnostico e exclusdo de coinfecgbes, resultam em resultados conflitantes (CACCIO;
LALLE; SVARD, 2017).

O género Cryptosporidium é composto de 38 especies, o desenvolvimento de



© 00 N O O A W N P

W W W W W N N NN DD N DD NN DNDMNDNN P PP PR PP
A W N P O O 0O N O OO p WON P O O 00O N O O b WO N —» O

49

métodos de diagnostico e caracterizacdo molecular fez com que um grande numero de
espécies ndo diferenciadas morfologicamente comecgassem a ser descritas (FENG; RYAN;
XIAO, 2018). As principais espécies que acometem o0s humanos sdo C. hominis e C. parvum,
sendo a primeira antropondtica e a segunda zoonotica. Outras espécies zoonoticas sdo
relatadas em menor frequéncia como C. meleagridis, C. cuniculus, C. canis, C. felis e C. suis
(RYAN; FAYER; XIAQ, 2014).

Os métodos de diagnostico convencionais utilizados para estas protozooses séo
baseados na visualizacdo de formas parasitarias em microscopio 6tico, com algumas técnicas
empregadas antes da visualizagdo com objetivo de concentrar essas formas. No entanto, essas
técnicas sdo limitadas em sensibilidade e especificidade quando comparadas as técnicas
moleculares (VAN DEN BOSSCHE et al., 2015). Os diferentes métodos de diagndstico
empregados e as populacdes e regiGes que compde os estudos resultam em uma grande
variagdo nas estimativas da infeccdo por Giardia e Cryptosporidium em pessoas com diarreia.

A ocorréncia destes protozoarios é relatada em ambientes e populagdes no Brasil,
incluindo as mais vulneraveis, porém a falta padronizacdo de métodos e a selecdo de
populacdes especificas (criancas e pacientes imunocomprometidos) dificultam uma melhor
compreensdo da epidemiologia. Ainda h4 uma caréncia de dados sobre a frequéncia e a
caracterizacdo molecular destes protozoarios em pacientes com gastroenterite atendidos pela
atencdo primaria a saide (COELHO et al., 2017; CUNHA; PERALTA; PERALTA, 2019).

Este estudo teve como objetivo identificar a frequéncia de Giardia e
Cryptosporidium e caracterizar molecularmente grupamentos genéticos (assemblages) e

espécies em pacientes com diarreia atendidos no servigo publico de saude.

Material e Métodos

Local de estudo e coleta das amostras

Londrina (23°18'36"S, 51°09'46"W) ¢ o segundo maior municipio do estado do
Parand, com populagdo em 2019 estimada em 569.733 mil habitantes, densidade demografica
de 306,52 hab/km? e indice de Desenvolvimento Humano (IDH) de 0,778 (IBGE, 2019). O
municipio possui 6timos indicadores de saneamento, indicador de atendimento total de agua
de 100% e indicador de atendimento total de esgoto de 99,98% (BRASIL, 2019).

Foram coletadas entre agosto/2017 e abril/2018 112 amostras de fezes de

consisténcia pastosa ou diarreica, encaminhadas pelas unidades basicas de saide do municipio
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para realizacdo de exame coproparasitologico no laboratério clinico do municipio. As
amostras foram aliquotadas e armazenadas a -20° C até 0 momento da extracdo de DNA.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa de seres humanos da
Universidade Estadual de Londrina, parecer N° 2.347.824/2017, pela Secretaria Municipal de

Saude do municipio de Londrina/PR.

Coleta de dados

A partir do cadastro municipal do pacientes atendido pelas Unidade Bésicas de
Saude, foi realizada a coleta da data de nascimento, sexo, e endereco dos pacientes, 0s
enderecos foram geocodificados no Google Earth, e pelo gGIS v2.18.13 foram plotados em

mapa e realizado um mapa de calor pela estimativa de Kernel.

Extracdo de DNA

Uma aliquota de 200 a 250mg de fezes foi utilizada para extracdo de DNA utilizando
kit comercial (Nucleospin Tissue, Macherey Nagel) seguindo o protocolo do fabricante com
incremento de trés ciclos de congelamento (-80°C) e descongelamento (56°C) antes da

incubagéo com Proteinase K.

Nested-PCR

Para o diagnostico de Cryptosporidium foi realizada uma nested-PCR (n-PCR) para
amplificar uma porcéo de 820 a 840pb do gene 18SrRNA (XIAO et al., 2001). Utilizou-se 1X
PCR Buffer Invitrogen®; 200 uM de dNTPs; 2,5 mM de MgClz; 400 nM de cada
oligonucleotideo; 1,25 U de Platinum® Taq DNA Polimerase; 2 nug BSA; 2,0 uL do DNA
extraido e dgua ultra pura para compor o volume final de 25 pL. O produto da primeira reagao
foi diluido em 50 pL de &gua ultrapura antes da segunda reagdo. Foram utilizadas as seguintes
condigdes para amplificacdo: 5min a 95°C; seguidos por 35 ciclos de 45s a 94°C; 45s a 55°C;
60s a 72°C e 5min a 72°C.

Para o diagndstico de Giardia a n-PCR foi realizada pra amplificar uma regidao de
175 pb do gene 18S rRNA especifico do género, foi utilizado em cada reacdo: 1X PCR Buffer
Invitrogen®; 200 uM de cada dNTPs; 2,0 mM de MgCl2; 200 nM de cada oligonucleotideo;



© 00 N O O A W N P

W W W W W N N NN DD N DD NN DNDMNDNN P PP PR PP
A W N P O O 0O N O OO p WON P O O 00O N O O b WO N —» O

51

5% de DMSO (dimetilsulfoxido); 1,25 U de Platinum® Taq DNA Polimerase; 1 uL. de DNA
e aguaultra pura para compor um volume de 25 uL (LANGKJAR et al., 2007). O produto da
primeira reacao foi diluido em 25 pL de dgua ultrapura para dar sequéncia a segunda reagao.
Foram utilizadas as seguintes condi¢Ges para a amplificacdo em ambas reagdes: 5min a 95°C;
seguidos por 35 ciclos de 30s a 95°C; 30s a 55°C; 30s a 72°C e 5min a 72°C.

Caracterizacdo Molecular de Giardia duodenalis

As amostras positivas para Giardia no gene 18SrRNA foram submetidas a
amplificagdo dos genes Beta-giardin, GDH e TPl para caracterizagdo molecular
(THOMPSON; ASH, 2016).

Para o gene Beta-giardin foi utilizada uma n-PCR para amplificar um fragmento de
511 pb, utilizou-se: 1X PCR Buffer Invitrogen®; 200 uM de cada dNTPs; 2,5 mM de MgCly;
200 nM de cada oligonucleotideo; 2 ug de BSA, 1 U de Platinum® Taq DNA Polimerase; 2
uL de DNA e agua ultra pura para um volume de reagdo de 25 pL (LALLE et al., 2005). O
produto da primeira reagdo foi diluido em 25 pL de agua ultrapura e 2 pL foram utilizados na
segunda reacdo. As condi¢des das duas rea¢des foram: 5min a 95°C; seguidos por 35 ciclos de
30s a 95°C; 30s a 63°C; 30s a 72°C e 5min a 72°C.

Para o0 gene GDH (Glutamato desidrogenase) foi utilizada uma semi nested-PCR pra
amplificar um fragmento de 432 pb, utilizou-se: 1X PCR Buffer Invitrogen®; 200 uM de
cada dNTPs; 1,5 mM de MgClz; 200 nM de cada oligonucleotideo; 2ug de BSA, 1 U de
Platinum® Taq DNA Polimerase; 1 ulL de DNA e agua ultrapura para um volume de reagéo
de 25 pL. O produto da primeira reagao foi diluido em 25 pL de dgua ultrapura e 1 pL foi
utilizado na segunda reacéo. As condi¢Oes das duas reacdes foram: 5min a 95°C; seguidos por
35 ciclos de 30s a 95°C; 30s a 58°C; 30s a 72°C e 5min a 72°C.

Para o gene TPI (triosefosfato isomerase) foi utilizada uma n-PCR para amplificar um
fragmento de 530 pb, utilizou-se: 1X PCR Buffer Invitrogen®; 200 uM de cada dNTPs; 1,5
mM de MgClz; 200 nM de cada oligonucleotideo; 2 pg de BSA, 1 U de Platinum® Tag DNA
Polimerase; 2 uL. de DNA e agua ultrapura para um volume de reagdo de 25 pL. O produto da
primeira reagao foi diluido em 25 pL de 4gua ultrapura e 2 uL foram utilizados na segunda
reacdo (SULAIMAN et al., 2003). As condicdes da primeira reacdo foram: 5min a 95°C;
seguidos por 35 ciclos de 30s a 95°C; 30s a 53°C; 30s a 72°C e 5min a 72°C. Para a segunda
reacdo 0s mesmos parametros foram utilizados exceto no anelamento que foi realizado

Touchdown-PCR com 25 ciclos, iniciando com 60,5 °C reduzindo -0,3°C por ciclo, e apds
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mais 10 ciclos utilizando 53°C.

Sequenciamento de DNA

Os fragmentos amplificados nos genes 18s rRNA para Cryptosporidium e nos genes
Beta-giardin, GDH e TPI para Giardia foram submetidos a purificacdo utilizando kit
comercial (Purelink Gel Extration Kit®) a partir do recorte da banda de interesse no gel. O
produto purificado foi enviado para sequenciamento bidirecional por meio do BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit® em um sequenciador automatico Applied Biosystems
3730xI DNA Analyzer.

Apds o sequenciamento os cromatogramas foram inspecionados visualmente com o
programa Chromas Lite®, foi realizado um contig das duas fitas (senso e antissenso) da
mesma amostra com o programa BioEdit® 7.1 (Biological Sequence Alignment Editor).

Os contigs foram comparados com sequencias padrées de Giardia duodenasis e
Cryptosporidium depositadas no Genbank, por meio do sistema BLAST (Basic Local
Alignment and Search Tool) e por alinhamento manual através do programa BioEdit
(RUECKER et al., 2011).

Para a discriminacdo entre assemblages e subassemblages Giardia duodenalis foram
construidos dendogramas, a partir das sequéncias obtidas, utilizando o método de Neighbor-
joining com 1000 repeticdes de bootstrap comparando com sequencias de referéncia

depositadas no Genbank, através do programa Mega® 6 (MINETTI et al., 2015a).

Analise Estatistica

Os testes de significancia estatistica entre os dados de frequéncia e as variaveis
epidemioldgicas foram realizadas pelo teste exato de Fisher ou Qui-quadrado. As associacdes
foram determinadas pelo célculo de razéo de chances (odds ratio-OR). Os célculos foram
realizados no ambiente R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). Foi adotado o nivel de

significancia de 5%.

Resultados

A idade da populacdo estudada variou de 1 a 87 anos com mediana de 43 anos. Com

relacdo ao sexo, 59 amostras eram de pacientes do sexo feminino e 53 do sexo masculino. A
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distribuicdo geografica dos pacientes foi visualmente homogénea em toda a &rea urbana. O
municipio de Londrina é composto pela area urbana e oito distritos, 102 amostras foram de
residentes da area urbana e 10 dos distritos.

Das 112 amostras coletadas, 19,64% (22/112) foram positivas para o género Giardia.
Considerando as amostras oriundas da &rea urbana a ocorréncia de foi de 18,62% (19/102) e
nos distritos 30% (3/10), porém ndo houve diferenca estatistica entre as localidades (OR
=1,85; 1C95% 0,28 — 9,12; p=0,409).

A ocorréncia em relacdo ao sexo foi de 20,33% (12/59) em pacientes do Ssexo
feminino e 18,86% (10/53) em pacientes do sexo masculino, também ndo houve diferenca
estatistica entre os dois grupos (OR 1,10; 1C95% 0,43 — 2,80; p=0,845). Entre 0s grupos
etarios, a menor ocorréncia de Giardia foi 14,28% (1/7) no grupo de 0-|5 anos e a maior
23,07% (6/26) no grupo de 5-|18 anos. Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos (p=
0,813) (Tabela 1).

Tabela 1 — Anélise de associacdo da presenca de Giardia duodenalis e faixa etaria, sexo e
local de moradia de pacientes com diarreia atendidos na atencdo primaria a saude,
Londrina/PR, 2017-2018.

.. ) Valor
Positivos/Total ~ Frequéncia OR? (IC 95%) d
ep
Grupos 0-5 17 14,28% 0,91 (0,01-10,14) 1
etarios 5|18 6/26 23,07% 1,63 (0,38-7,07) 0,520
18-160 9/40 22,50% 1,58 (0,44-6,10) 0,567
60-87 6/39 15,38% 1 (referéncia) -
Sexo Masculino 10/53 18,86%
1,10 (0,43-2,80) 0,845
Feminino 12/59 20,33%
Local Urbano 19/102 18,62%
1,85 (0,28-9,12) 0,409
Distrito 3/10 30%
'0dds Ratio

Fonte: O autor

Cryptosporidium foi diagnosticado em apenas um paciente, representando 0,89%

(01/112), sendo esta do sexo feminino, de 60 anos, residente na cidade e negativa para
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Giardia.
Para verificar a distribuicdo geogréafica dos pacientes positivos os provenientes dos
distritos foram excluidos. A presenca de amostras positivas ocorreu em todas as regides da

area urbana, e ndo houve diferenca estatistica entre as regides (p=0,700) (Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo espacial dos pacientes com diarreia positivos e negativos para Giardia
duodenalis na area urbana (A), e mapa de calor a partir da estimativa de Kernel da
localizacdo dos pacientes positivos para Giardia duodenalis na area urbana (B),
Londrina, 2017-2018.
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Fonte: O autor

A amplificacdo do DNA de Giardia duodenalis nos genes de caracterizacdo
molecular foi possivel em 45,45% (10/22) das amostras positivas: uma amostra nos trés genes
(GDH, Beta-giardin, TPI), duas em dois genes (GDH e TPI) e oito apenas no gene Beta-
giardin.

Os fragmentos gerados nos genes de caracterizacdo foram submetidos ao
sequenciamento e foram obtidas sequencias com qualidade para a construcao de dendogramas
(Figura 2) nas duas amostras positivas no TPI, consideradas Assemblage B, duas no GDH
caracterizada como Assemblage B e em oito das nove positivas no Beta-giardin também

consideradas Assemblage B. Quanto a identificacdo de subassemblages, a partir dos



55

dendogramas foi possivel definir os subassemblages em duas amostras, uma apenas no gene
TPI, caracterizada como subassemblage Blll e a outra no TPl e GDH caracterizada como BIV
(Tabela 2).
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Figura 2 - Dendrogramas de Giardia duodenalis baseados em sequéncias de nucleotideos dos
genes TPI (A), GDH (B) e Beta-giardin (C) de isolados de fezes humanas do
presente estudo (marcados com flecha) e isolados padrdes retirados do Genbank.
Os dendogramas foram construidos utilizando o método Neighbour-joining no
software MEGA 6. NUumeros acima ou abaixo dos bracos indicam os valores de
Bootstrap.
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Fonte: O autor
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Tabela 2 - Assemblages e subassemblages de Giardia duodenalis identificados em fezes
humanas utilizando os genes GDH, TPI e Beta-giardin em Londrina, PR, 2017-

2018

Amostra ldade (anos) Local TPI GDH Beta-giardin
Co4 46 Area Urbana BIII B NA
C62 5 Area Urbana BIV BIV B
C30 10 Area Urbana NA NA B
C56 8 Area Urbana NA NA B
C25 44 Area Urbana NA NA B
C37 37 Area Urbana NA NA B
c41 11 Distrito NA NA B
C67 8 Area Urbana NA NA B
C78 43 Area Urbana NA NA B
C16 64 Area Urbana NA NA BQS

Fonte: O autor
NA: N&o houve amplificacdo
BQS: Baixa qualidade de sequenciamento

O sequenciamento dos fragmentos amplificados na Gnica amostra positiva para
Cryptosporidium revelou a presenca da espécie C. hominis, com 100% de identidade com a
sequéncia depositada sob acesso MK990042.

As sequéncias geradas nesse estudo foram depositadas no Genbank sob Acesso
MTO050507 - MT050514.

Discussao

Giardia duodenalis continua endémica em alguns grupos populacionais no Brasil.
Estudos que avaliaram criangas em idade escolar e populagdes em risco social sdo 0s que
relataram maiores frequéncias (COELHO et al., 2017). As prevaléncias descritas sdo muito
variaveis, a variacdo ocorre devido ao metodo diagnostico utilizado bem como a populagéo
estudada ja que a giardiase apresenta padrbes epidemioldgicos distintos dependentes da
populacdo (ADEYEMO et al., 2018; BARTELT; PLATTS-MILLS, 2016).

Neste estudo, a populacdo avaliada foi abrangente dentro da atencdo priméria a
saude, foram avaliadas amostras de pacientes com diarreia de diferentes idades, sexos e
regides dentro do municipio, incluindo distritos, ndo foi avaliado, portanto, apenas populagdes
mais suscetiveis como criangas em idade escolar. A partir desta abordagem, foi identicado
19% de ocorréncia de Giardia duodenalis, neste mesmo municipio foi relatada uma
ocorréncia de 3,74% (7/187) em populagdo geral, porém néo foi reportada qual a ocorréncia

de Giardia entre aqueles que apresentavam diarreia (BENITEZ et al., 2017). Esta alta
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frequéncia corrobora com os dados relatados em esgoto deste municipio, ja que este
protozoéario foi encontrado em todas amostras de esgoto durante um ano de monitoramento
(MARTINS et al., 2019).

A prevaléncia de G. duodenalis em pacientes sintomaticos € variavel, em paises
desenvolvidos com boa infraestrutura sanitaria a prevaléncia relatada é de 5,81% (HORMAN
et al., 2004). Na Africa do Sul €é reportada a presenca de Giardia em 9,91% dos pacientes com
diarreia (SAMIE et al.,, 2020). Em regides metropolitanas de paises desenvolvidos a
ocorréncia € baixa, e tende a ser esporadica, pode estar relacionada a transmissdo
intradomiciliar ou a fatores como contato com animais de producéo e/ou silvestres, visita a
parques ambientais, e frequentar piscinas (MINETTI et al., 2015b; ZAJACZKOWSKI et al.,
2018).

Da mesma maneira, a regido do presente estudo possui saneamento (agua tratada e
esgoto tratado) universalizados, além de IDH de 0,778, no entanto a frequéncia encontrada foi
maior quando comparada a outras regides, portanto, outras formas de transmisséo, como a
alimentar, podem estar presentes na regido. Estudos com verduras na regido relatam a
presenca frequente deste protozodrio e apontam para que haja uma importante transmissdo por
via alimentar (COLLI et al., 2015; FERREIRA et al., 2018)

Em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, populac@es rurais sdo descritas
com uma prevaléncia maior de G. duodenalis quando comparadas a populag¢des urbanas, pois
estas populacdes carecem de solucBes de saneamento basico além de interagirem mais com o
ambiente o que propicia a transmissdo mais facilmente (AL-JAWABREH et al., 2019; NAZ
et al., 2018; SAMIE et al., 2020) Devido os distritos rurais investigados no presente estudo
consistirem de pequenas vilas urbanizadas, com infraestrutura de saneamento e urbanizagdo
(dgua encanada e fossa séptica) com caracteristicas semelhantes a cidade, a ndo ocorréncia de
diferencga estatistica pode indicar que a transmissdo nestes locais é semelhante a da area
urbana.

O sexo nao foi um fator associado a presencga de Giardia, alguns estudos relatam a
associagdo com homens, porém essas evidéncias ainda sdo controversas e essa variavel parece
estar relacionada a outros fatores culturais especificos (RESES et al., 2018; SWIRSKI et al.,
2016; ZYLBERBERG et al., 2017).

O potencial patogénico de Giardia ainda € objeto de discussdo, a duvida que
centraliza essas discussdes é se este faz parte do ecossistema intestinal como um comensal ou
se realmente € um agente infeccioso (BARTELT; PLATTS-MILLS, 2016). Correlagéo

negativa entre a presenca de diarreia e a infeccdo por Giardia ja foi descrita, e outro estudo
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aponta Giardia como um fator de protecdo para a presenca de diarreia aguda em criangas
(EFUNSHILE et al., 2019; MUHSEN; COHEN; LEVINE, 2014). No entanto no presente
estudo em pacientes com diarreia houve uma alta frequéncia de Giardia, porém uma vez que
ndo diarreicos ndo foram amostrados foi possivel correlacionar o estado clinico com a
infeccdo.

Diferencas em apresentacdes clinicas da giardiase sdo relatadas, mas s6 a partir do
estudo molecular deste género é que foi possivel estratificar isolados em grupos e assim
compreender que diferentes grupos genéticos podem apresentar diferentes epidemiologias e
apresentacdes clinicas (CACCIO et al., 2005). O assemblage B foi Ginico grupo encontrado na
caracterizagdo molecular, este grupo é altamente heterogéneo e pode estar associado a
presenca de sinais clinicos em humanos, contrariamente na Africa do sul em ambiente urbano
o assemblage A foi associado a diarreia (ANKARKLEV; SVARD; LEBBAD, 2012). A
definicdo que assemblage A esta geralmente relacionado a doenca subclinica e o assemblage
B a doenca clinica é conflitante e diferencas com relacdo a sintomatologia podem estar
relacionadas as caracteristicas especificas de diferentes populacdes e localidades (CACCIO;
LALLE; SVARD, 2017).

Os dois subassemblages do assemblage B, BIll e BIV, foram encontrados no
presente estudo, esse assemblage, ja foi descrito como o mais frequente em criangas em idade
escolar em outro estudo no Parand, no mesmo estudo o assemblage BIV foi o Gnico sub-
assemblage comum entre humanos, cdes e verduras, apontando para uma transmissdo
alimentar e/ou zoondtica (COLLI et al., 2015). Considerando gque o assemblage B é altamente
heterogéneo e tende a formar grupamentos limitados geograficamente, a identificacdo do
assemblage BIV, reforca que este pode ser um importante subassemblage endémico no estado
com transmissdo alimentar e/ou zoondtica mesmo em ambientes com bons indicadores de
saneamento (TSUI et al., 2018).

A frequéncia de Cryptosporidium em amostras diarreicas foi semelhante a
encontrada em pacientes na Coréia e menor quando comparada a paises endémicos, nestes a
presenca esta associada a condices sanitarias precéarias, como em criangas da Africa sub-
saariana e Asia (KOTLOFF et al., 2013; LEE; SONG; YU, 2005). JA4 em paises
desenvolvidos, com boas condi¢Ges de saneamento a criptosporidiose esta frequentemente
associada a surtos de veiculacdo hidrica (EFSTRATIOU; ONGERTH; KARANIS, 2017,
RYAN; HIJAWI; XIAO, 2017). O municipio estudado apresenta condi¢cdes boas de
saneamento, e, portanto, ndo ha uma transmissdo frequente como reportada em locais com

falta de saneamento. A presenca de Cryptosporidium ja foi relatada em amostras de esgoto da
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regido, porém especies frequentes em humanos foram relatadas em baixa frequéncia, portando
mesmo com a ocorréncia em amostras de esgoto o Cryptosporidium na regido pode estar
associado a quadros esporadicos (MARTINS et al., 2019).

A partir do sequenciamento do gene 18s rRNA amplificado, foi possivel identificar a
espécie C. hominis. Esta é uma espécie antroponoética descrita com maior frequéncia em
ambiente urbano e em paises desenvolvidos (XIAO, 2010). No Brasil, esta é a espécie mais
frequente em humanos, e ja foi reportada como causa de surto de diarreia em uma creche
(GONCALVES et al., 2006; PERALTA et al., 2016; ROLANDO et al., 2012). Com relacéo a
ocorréncia ambiental, j& foi encontrada em agua bruta no estado de Sdo Paulo (ARAUJO et
al., 2011; FRANCO et al., 2016), e em amostras de esgoto em S&o Paulo/SP e Londrina/PR
(MARTINS et al., 2019; ULLOA-STANOJLOVIC et al., 2016). Visto a frequéncia em
humanos e em amostras ambientais o C. hominis figura como uma importante espécie para a
criptosporidiose humana em ambientes urbanos no Brasil. No entanto, uma vez que C.
parvum também ¢é relatada em humanos no Brasil e j& foi descrita no esgoto do municipio,
ndo se descarta a presenca de ciclo zoonético com transmissao de C. parvum (MARTINS et
al., 2019).

Concluséao

Ha uma alta frequéncia de G. duodenalis em amostras de fezes de pacientes com
diarreia na atencdo primaria a satde. G. duodenalis assemblage B, subassemblages Blll e
BIV, estdo presentes em quadros diarreicos na regido. Cryptosporidium hominis ocorre em

baixa frequéncia na atencdo basica a saude.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Em paciente internados no setor de Moléstias Infeciosas do Hospital Universitario
Regional/UEL, Cryptosporidium e Giardia foram diagnosticados apenas naqueles que

manifestavam Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.

Esta € a primeira descricdo de Cryptosporidium suis em humanos no Brasil. Esta
presenca alerta para a existéncia de um ciclo zoono6tico em populacdes de

imunocomprometidos

H& uma alta frequéncia de Giardia em amostras de fezes de pacientes com diarreia
provenientes da atencdo primaria a salde; a presenca de isolados do assemblage B,
subassemblages BIIl e BIV, nestes pacientes indicam que estes subassemblages estdo
presentes em quadros diarreicos.

Cryptosporidium ocorre em baixa frequéncia na populacdo e a presenca de
Cryptosporidium hominis indica que ha ciclo antropono6tico na regido.

A ocorréncia de Giardia ndo foi associada a idade, sexo e ao local de moradia (area

urbana ou distritos) em pacientes da atencdo primaria a saude.



67

1 6 ANEXQOS
2 6.1 PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES

3 HUMANOS DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA

Pusgsha Evvchinsds

g = LONDRINA - UEL

™ ... e UNIVERSIDADE ESTADUAL DE Ploboforme
=9 ;%"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Epidemiologia Molecular de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em Populagao
Hospitalar e Caracterizagao Molecular em esgoto da Regido dos Pacientes.

Pesquisador: Roberta Lemos Freire

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 63672217.3.0000.5231

Instituicao Proponente: CCA - Programa dePés Graduagao em Ciéncia Animal
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.347.824

Apresentacao do Projeto:

Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo protozoarios zoon6ticos conhecidos por causarem quadros de
doenga diarreica em animais e humanos e por estarem frequentemente relacionados a surtos de diarréia. A
giardiase e a criptosporidiose sao doencas subnotificadas e faltam dados para melhor compreender a
distribuicdo e a epidemiologia dessas protozooses no Brasil. O objetivo dessa pesquisa é diagnosticar e
avaliar a epidemiologia molecular de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em amostras clinicas de humanos
atendidos no setor de moléstias infecciosas do Hospital Universitario de Londrina, avaliar a presenga destes
protozodarios em amostras de esgoto de regides com a presenca de humanos positivos e comparar os
isolados clinicos com os ambientais. Com este projeto espera-se encontrar a presenca de ambos
protozoarios na populagao em estudo e em esgoto bruto, caracterizar as espécies e subtipos de
Cryptosporidium, assemblages e genétipos de Giardia presentes nessas amostras e fatores associados as
infeccoes a fim de elucidar a epidemiologia molecular de ambas protozooses. A comparacédo dos isolados
clinicos com ambientais poderéa fornecer dados que suportam o uso do monitoramento em esgoto para
predizer a doenca em humanos.
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duodenalis em amostras clinicas de pacientes atendidos no setor de moléstias infecciosas do Hospital
Universitario/UEL, em amostras diarreicas/pastosas recebidas pelo Laboratério Municipal de Analises
Clinicas (CENTROLAB) para diagnotico parasitologico e em amostras de esgoto oriunda de regides com
pacientes positivos.

Objetivo Secundario:

Diagnosticar e caracterizar por meio de PCR, PCR-RFLP e sequenciamento as espécies e subtipos de
Cryptosporidium em amostras de fezes e esgoto.

Diagnosticar e caracterizar por meio de PCR e sequenciamento as espécies, assemblages e gendtipos de
Giardia duodenalis em amostras de fezes e esgoto.

Determinar as provaveis fontes de infecgdo, se humana ou animal, por meio da identificagdo genotipica dos
isolados clinicos e ambientais.

Estabelecer associagées quanto a presen¢a de humanos positivos e amostras de esgoto positivas.
Estabelecer associacdes entre as variaveis epidemiologicas descritas no instrumento de coleta de dados e o
desfecho em pacientes internados.
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Este projeto ja foi aprovado pelo Comité de Etica em janeiro de 2017 e, agora, trata-se de uma segunda
emenda ao projeto para mudanca dos critérios de inclusao dos participantes.
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Nao ha.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nao ha pendéncias.
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Este é seu parecer final de aprovacéo, vinculado ao Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade imprimi-lo para apresentagio aos
6rgaos e/ou instituicdes pertinentes.
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