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RESUMO 

 
Introdução. Giardia duodenalis é considerado um importante agente etiológico de 
doença diarreica em crianças nos países em desenvolvimento. Apesar da elevada 
prevalência deste protozoário, ainda há poucos estudos que avaliam os aspectos 
relativos à sua diversidade genética, resposta imune e patogenicidade, 
principalmente na giardíase humana. Objetivo. Caracterizar geneticamente 
isolados de Giardia duodenalis e avaliar a produção de mediadores da resposta 
imune genótipo-específica em crianças. Material e métodos. Este estudo foi 
dividido em três etapas. Na primeira, avaliamos a frequência da infecção e a 
reatividade de anticorpos IgA e IgG anti-G. duodenalis em crianças. Para tanto, 
amostras de soro e fezes foram coletadas de 287 crianças, atendidas no 
Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia, Universidade Federal 
da Bahia (LACTFAR-UFBA). As amostras fecais foram processadas para o 
diagnóstico da infecção por Giardia duodenalis por exames parasitológicos e 
pesquisa de coproantígeno. Os soros foram testados utilizando um ensaio 
imunoenzimático (ELISA) in house para detecção de IgG e IgA séricos anti-
Giardia. Na segunda etapa, para genotipagem dos isolados de G. duodenalis, as 
39 fezes positivas para G. duodenalis obtidas no LACTFAR, mais 71 provenientes 
de crianças de creches, foram submetidas à amplicação do DNA de Giardia 
duodenalis, seguida da análise do polimorfismo dos fragmentos de restrição 
(PCR-RFLP) dos genes-alvos glutamato desidrogenase (gdh) e β-giardina, e 
sequenciamento dos produtos da PCR com resultados inconclusivos. Na terceira 
fase do estudo, para avaliação da resposta imune à infecção por G. duodenalis, 
foram selecionados os soros de 83 crianças, divididas em três grupos distintos: 39 
crianças monoinfectadas por G. duodenalis; 26 sem infecção por enteroparasitos 
e 18 crianças infectadas por outros protozoários. A reatividade de anticorpos IgG 
e IgA anti-Giardia foram determinados pelo ELISA in house; os níveis de IFN-ƴ, 
TNF, IL-10, IL-6 e IL-5 foram determinados por ELISA de captura comercial, e o 
óxido nítrico foi dosado a partir da determinação de seus metabólitos nitrato/nitrito 
(NOx) no soro e saliva pela reação de Griess. Resultados. A frequência de 
infecção por G. duodenalis nas 287 crianças analisadas foi de 8,0% (n=23) e as 
soroprevalências de IgG e IgA anti-Giardia foram de 12,5% (n=36) e 20,2% 
(n=58), respectivamente. Das 110 amostras positivas para G. duodenalis, 80 
(72,7%) foram amplificadas em um ou ambos os genes analisados. O 
subgenótipo AII de G. duodenalis foi o mais frequente, encontrado em 58,8% 
(n=47) dos isolados, seguido por AI (18,8%, n=15), BIV (11,2%, n=9) e BIII (5,0%, 
n=4). Os valores médios dos níveis INF-ƴ no soro (393,10 +/- 983,90 pg/mL) e 
NOx sérico (30,03 +/- 10,92 μmol/L) e salivar (192,4 +/- 151,2 μmol/L) nas 
crianças infectadas por G. duodenalis foram significativamente maiores (p<0,05) 
quando comparados com o grupo de crianças não parasitadas. Em relação à 
resposta imune genótipo-específica, não foram observadas diferenças na 
reatividade de anticorpos, níveis de citocinas e NOx entre as crianças infectadas 
com os subgenótipos AI ou AII de G. duodenalis. Conclusões. A elevada 



 

 

soroprevalência de anticorpos anti-Giardia pode ser devido à exposição contínua 
das crianças ao parasito, resposta imune de memória ou reatividade cruzada com 
outros protozoários intestinais. O genótipo de G. duodenalis mais frequente foi o 
AII, sugerindo que transmissão antroponótica é mais comum entre crianças, 
porém a alta variabilidade nos genótipos e subgenótipos encontrada indica que 
vias de transmissão zoonóticas também estão presentes. Os níveis elevados de 
INF-ƴ e NOx indica que a infecção intestinal em humanos induz uma resposta 
imune celular capaz de ser detectada a nível sistêmico. Entretanto, não foram 
observadas diferenças significativas no perfil de reatividade de anticorpos e 
produção de citocinas e NOx de crianças infectadas por diferentes 
genótipos/subgenótipos de G. duodenalis, sugerindo que a resposta imune contra 
o protozoário não é genótipo-específica. Entretanto, novos estudos com maior 
número de isolados genéticos são necessários, incluindo aqueles de infecções 
sintomáticas, para avaliar as diferenças na patogenicidade e imunogenicidade dos 
genótipos/subgenótipos de G. duodenalis.  
 
Palavras-chave: Giardia duodenalis. Anticorpos. Citocinas. Genotipagem. Óxido 
nítrico. Crianças. 
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ABSTRACT 

 
Introduction: Giardia duodenalis is considered an important etiologic agent of 
diarrheal disease in children in developing countries. Despite the high prevalence 
of this protozoan, there are still few studies that evaluate aspects related to its 
genetic diversity, immune response and pathogenicity, in human giardiasis. 
Objective: To characterize genetically isolated Giardia duodenalis and to evaluate 
the production of genotype-specific mediators of the immune response in children. 
Material and methods: This study was divided into three phases. In the first, we 
evaluated the frequency of infection and reactivity of IgA and IgG antibodies anti-
G. duodenalis in children. For that, sera and faecal samples were collected from 
287 children attended at the Laboratory of Clinical Analysis of the Faculty of 
Pharmacy, Federal University of Bahia (LACTFAR-UFBA). Fecal samples were 
processed for diagnosis of Giardia duodenalis infection by parasitological 
examination and coproantigen screening. Serum samples were tested using an in-
house enzyme immunosorbent assay (ELISA) for the detection of anti-Giardia IgG 
and IgA in serum. Thereafter, for genotyping of G. duodenalis isolates, the 39 
positive fecal samples obtained plus 71 from children of day care centers, were 
submitted to the amplification of Giardia duodenalis DNA, followed by restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis of the target genes glutamate 
dehydrogenase (gdh) and β-giardin, and sequencing for PCR products with 
inconclusive results. In the third phase of the study, there were selected sera from 
83 children for the evaluation of the immune response to G. duodenalis infection, 
divided  into three distinct groups: 39 children monoinfected with G. duodenalis, 26 
without enteroparasite infection and 18 children infected by other protozoa. The 
reactivity of anti-Giardia IgG and IgA antibodies were determined by the in-house 
ELISA; the levels of INF-ƴ, TNF-α, IL-10, IL-6 and IL-5 were determined by a 
commercial capture ELISA, according to the manufacturer's instructions, and nitric 
oxide was determined by quantification of its nitrate/nitrite metabolites (NOx) in 
sera and saliva by Griess reaction. Results: The frequency of G. duodenalis 
infection in the 287 children analyzed was 8.0% (n=23) and  the seroprevalence of 
IgG and IgA anti-Giardia were 12.5% (n=36) and 20.2% (n=58), respectively. Of 
the 110 samples positive for G. duodenalis, 80 (72.7%) had the DNA amplified in 
one or both genes analyzed. The G. duodenalis AII subgenotype was the most 
frequent, found in 58.8% (n=47) of samples, followed by AI (18.8%, n=15), BIV 
(11.2%, n=9) and BIII (5.0%, n=4). The mean serum levels of INF-ƴ (393.10 +/- 
983.90 pg/mL) and of NOx  in serum  (30.03 +/- 10.92 μmol/L) and saliva (192.4 +/- 
151.2 μmol/L) in children infected with G. duodenalis were significantly higher 
(p<0.05) compared to the group of non-parasitized children. Regarding to the 
genotype-specific immune response, no differences were observed in antibody 
reactivity and levels of serum cytokines and NOx among children infected with the 
G. duodenalis AI or II subgenotypes. Conclusions: The high seroprevalence of 
anti-Giardia antibodies may be due to continuous exposure of children to the 



 

 

parasite, immune memory response or cross reactivity with other intestinal 
protozoa. The most frequent subgenotype of G. duodenalis was AII, suggesting 
that anthroponotic transmission is more common among children, but the high 
variability in the genotypes and subgenotypes found in children indicates that 
zoonotic transmission pathways are also present. The elevated levels of INF-ƴ and 
NOx indicate that intestinal infection in humans induces a cellular immune 
response capable of being detected at the systemic level. However, no significant 
difference in antibody reactivity profile, and cytokine and NOx production of 
children infected by different G. duodenalis genotypes/subgenotypes were 
observed, suggesting that the immune response against the protozoan is not 
assemblage-specific. However, further studies with a greater number of genetic 
isolates are required, including those from symptomatic infections, to assess the 
differences in pathogenicity and immunogenicity of G. duodenalis 
genotypes/subgenotypes. 
 
Key-words: Giardia duodenalis. Antibodies. Cytokines. Genotyping. Nitric oxide. 
Children. 
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SSUrDNA Subunidade ribossomal menor 

TA Temperatura ambiente 

TGF-β Fator transformador de crescimento β 

TNF Fator de necrose tumoral  

tpi Triose fosfato isomerase 

VSP Proteínas de superfície variante específica 

ZN Ziehl-Neelsen modificada 

μg/ml Micrograma por mililitros 

μm Micrômetros  

µl Microlitros 
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1 INTRODUÇÃO  

  

Infecções intestinais causadas por protozoários são uma importante causa 

de diarreia, constituindo ainda um sério problema de saúde pública em regiões 

tropicais1. Entre os agentes etiológicos, merece destaque a Giardia duodenalis, 

como um dos principais causadores de diarreia aguda e/ou persistente no 

homem, principalmente em crianças2.  

 A infecção por G. duodenalis apresenta amplo espectro clínico a depender 

de características do patógeno e da integridade do sistema imune do hospedeiro. 

Em indivíduos imunocompetentes, a infecção pode variar de um quadro 

assintomático a episódios de diarreia aguda autolimitada ou crônica, 

acompanhada de dor abdominal, náusea, vômitos, desidratação e perda de 

peso3,4. Crianças podem sofrer consequências mais graves, incluindo prejuízo no 

desenvolvimento físico e cognitivo5–10.  

Em crianças, a infecção causada por G. duodenalis, juntamente com outros 

patógenos intestinais, é uma das principais causas de diarreia. O protozoário é 

responsável por ocasionar aproximadamente 200 milhões de casos de doença 

diarreica em todo o mundo11,12. No Brasil, estudos isolados apresentaram 

frequências de giardíase variando entre 5% e 96%13–18. Na Bahia, há poucos 

estudos publicados avaliando a prevalência deste protozoário no Estado. Em 

2012, Lander et al.19 relataram uma prevalência de 13% de infecção em crianças 

de creche em Salvador, e em 2016, Silva et al.20 encontraram uma frequência de 

18%, demonstrando que, apesar do nível de endemicidade variar, a frequência de 

giardíase é elevada. 

Como a diarreia aquosa é a principal manifestação clínica das infecções 

causadas por G. duodenalis, bem como os outros parasitos intestinais, o 

diagnóstico clínico não permite uma diferenciação específica do agente causal, de 

modo que a confirmação laboratorial constitui uma ferramenta imprescindível para 

estabelecer o diagnóstico diferencial. O diagnóstico laboratorial desse protozoário 

é normalmente realizado através da identificação morfológica de cistos e/ou 

trofozoítos nas fezes, por meio de microscopia óptica, seja utilizando exame direto 

das fezes ou precedido por métodos de concentração (como flutuação em sulfato 

de zinco, formol-éter e sedimentação por centrifugação) e coloração com 
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lugol21,22. A microscopia tem a vantagem de possibilitar a detecção simultânea de 

outros parasitos, apresenta baixo custo e é de fácil execução. Porém, possui 

baixa sensibilidade, havendo a necessidade do exame de três amostras fecais por 

paciente, devido à eliminação intermitente de cistos, bem como análise por 

microscopista experiente2,23. Buscando contornar esses problemas, foram 

desenvolvidas técnicas imunológicas diretas, como imunofluorescência e ensaio 

imunoenzimático (ELISA – Enzyme-linked immunosorbet assay), para detecção 

de antígeno de G. duodenalis nas fezes. Esses métodos são uma boa alternativa 

no diagnóstico deste protozoário e possuem valores de sensibilidade e 

especificidade elevados20,24–26.  

Outra alternativa para o diagnóstico imunológico da G. duodenalis é a 

detecção de anticorpos séricos específicos, sendo útil em estudos 

soroepidemiológicos27–30. Embora a detecção de anticorpos IgG específicos no 

soro não permita distinguir infecção passada de atual, a IgA sérica e salivar 

indicam infecções recentes31. Embora existam alguns kits disponíveis 

comercialmente para diagnóstico sorológico de protozoários intestinais, como 

Entamoeba histolytica, a disponibilidade de ensaios para detecção de anticorpos 

anti-Giardia ainda é bastante limitado, tornando necessária a padronização e 

validação de metodologias para o diagnóstico imunológico da giardíase. 

A principal função biológica da IgA secretória (IgAs) é a proteção contra 

microorganismos como vírus, bactérias e protozoários na superfície das mucosas, 

inibindo a sua aderência nas células epiteliais32. Um estudo realizado na 

Venezuela mostrou que os níveis total e específico de IgA anti-Giardia são mais 

elevados em crianças com G. duodenalis, em comparação àquelas infectadas 

com outros protozoários, ou não-parasitadas. Os resultados sugerem que os 

níveis de IgAs anti-Giardia medidos em saliva podem refletir a resposta de IgA 

intestinal, induzidas localmente por estes parasitos33.  

Estudos demonstraram que a espécie G. duodenalis é um complexo que 

incluem isolados morfologicamente idênticos, mas geneticamente distintos. 

Atualmente sabe-se que esta espécie é composta por diferentes assemblages 

(genótipos), classificados de A-H, sendo os genótipos A e B os responsáveis pelos 

casos humanos11,34. Além da importância na taxonomia e no diagnóstico, as 

técnicas moleculares baseadas em reação em cadeia da polimerase (PCR – 
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Polymease chain reaction) também são empregadas em estudos epidemiológicos, 

abordando a distribuição de genótipos, a origem da transmissão e a associação 

com a clínica11. A caracterização direta dos isolados de G. duodenalis favorece a 

resolução de questões importantes como a presença de mais de um genótipo, a 

influência da variabilidade genética no curso normal da infecção e a correlação 

entre genótipos e hospedeiros ou patogenicidade35. Segundo Feng e Xiao11, 

somente os genótipos A e B estão associados com infecção em humanos. A 

distribuição destes genótipos varia muito de um país para o outro, ou até mesmo 

entre regiões de um mesmo país. Contudo, os fatores responsáveis pela 

variabilidade geográfica ainda não foram elucidados, mas é provável que esta 

variação esteja associada às vias de transmissão. Apesar de a Giardia ser um 

enteroparasito frequente no Brasil, a sua caracterização molecular é pouco 

documentada. 

Diferentes mecanismos são sugeridos para explicar a variação nas 

manifestações clínicas da infecção por Giardia. Entretanto, foi proposto que 

isolados geneticamente diferentes induzem resposta imune de maneira genótipo-

específica, podendo influenciar na patogenicidade da infecção, bem como 

resistência ou susceptibilidade do hospedeiro36. Assim, são necessários mais 

estudos para melhor compreensão sobre as variações na resposta imune, 

patogenia e evolução clínica das infecções causadas pelos diferentes genótipos 

de G. duodenalis. 

 
 
1.1  OBJETIVOS  

 

1.1.1 Objetivo geral  

 

Caracterizar geneticamente isolados de Giardia duodenalis e avaliar a 

produção de mediadores da resposta imune genótipo-específica em crianças. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a frequência de G. duodenalis e outros enteroparasitos em 

crianças. 
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 Padronizar ensaios imunoenzimáticos (ELISA) para detecção de anticorpos 

IgG e IgA específicos contra Giardia. 

 Avaliar a frequência de anticorpos IgG e IgA anti-Giardia no soro através de 

ELISA in house, associando com a presença do parasito nas fezes de 

crianças. 

 Correlacionar os resultados do diagnóstico parasitológico, detecção de 

coproantígenos e pesquisa de anticorpos específicos para o diagnóstico de 

G. duodenalis. 

 Caracterizar os genótipos e subgenótipos de G. duodenalis isolados de 

crianças infectadas. 

 Determinar os níveis de citocinas no soro, e de óxido nítrico no soro e 

saliva de crianças infectadas por G. duodenalis. 

 Avaliar associação entre genótipos e a produção específica de anticorpos 

anti-Giardia, citocinas (IFN-ƴ, TNF, IL-10, IL-6 e IL-5) e óxido nítrico. 
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2.1 HISTÓRICO E TAXONOMIA 

 

O gênero Giardia é composto por espécies de protozoários flagelados, 

cosmopolitas, que parasitam o intestino delgado de uma ampla variedade de 

hospedeiros, incluindo mamíferos, répteis, aves e anfíbios, sendo o agente causal 

da giardíase. 

Tendo em conta os aspectos morfológicos da Giardia spp, estas espécies 

pertencem ao Reino Protista (eucariontes unicelulares), filo Sarcomastigophora 

(portador de núcleos vesiculares e flagelos, sem formação de esporos), subfilo 

Mastigophora (um ou mais flagelos, reprodução assexuada por divisão binária), 

classe Zoomastigophora (sem cromatóforos), ordem Diplomonadida (quatro pares de 

flagelos, dois núcleos, sem mitocôndria ou complexo de Golgi, de vida livre ou 

parasita) e da família Hexamitidae (simetria bilateral, forma oval, com duplicação de 

organelas)37. 

Apesar de o parasito ter sido observado pela primeira vez no século XVII por 

Anton Van Leeuwehoek38, só começou a despertar maior interesse da comunidade 

científica em 1932, quando o parasitologista Charles Stiles suspeitou que houvesse 

uma associação entre infecção por Giardia e diarreia39. Atualmente este parasito é 

um dos mais investigados, entretanto ainda há muitas questões para serem 

elucidadas em relação à taxonomia, patogenia, imunidade e potencial zoonótico de 

transmissão. 

Após mais de 300 anos desde que o protozoário foi relatado pela primeira 

vez, a sua taxonomia ainda não está completamente estabelecida. Inicialmente, 

após a criação do gênero Giardia, a determinação das espécies foi baseada no 

hospedeiro de origem40, o que levou a descrição de mais de 50 espécies do 

parasito. Porém, com o tempo, pesquisadores propuseram que uma mesma espécie 

poderia infectar hospedeiros distintos, bem como um mesmo hospedeiro poderia 

abrigar mais de uma espécie do protozoário. Assim, em 1952, Filice propôs uma 

nova avaliação taxonômica do gênero Giardia, baseada nas características 

morfológicas para validar as espécies, pondo de lado o critério relativo ao 

hospedeiro41. Deste modo, descreveu três espécies: G. duodenalis, G. muris e G. 

agilis41. Posteriormente, com os recursos da microscopia eletrônica e os avanços da 

biologia molecular, foram identificadas mais três espécies: G. psittaci42, G. ardeae43 

e G. microti44. A Tabela 1 apresenta as diferentes espécies de Giardia e os 
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respectivos hospedeiros. 
 

Tabela 1- Hospedeiros e principais características morfológicas das espécies de Giardia. 

Espécies Hospedeiros Características morfológicas
Dimensões 

do trofozoíto 
(comp/larg 

em µm)

G. duodenalis 
Homem e 
outros 
mamíferos 

Trofozoíto piriforme com corpos 
medianos em forma de garras. 12 – 15/6 – 8 

G. muris Roedores Trofozoíto arredondado com corpos 
medianos pequenos e redondos. 9 – 12/5 – 7 

G. agilis Anfíbios  Trofozoíto longo e estreito com 
corpo mediano em clave. 20 – 30/4 – 5 

G. psittaci  Aves 
Trofozoíto semelhante ao da G. 
duodenalis sem a franja 
ventrolateral. 

~ 14/~ 6 

G. ardeae Aves 

Trofozoítos arredondados, com um 
entalhe proeminente no disco 
ventral e um flagelo caudal 
rudimentar; corpo mediano 
arredondado em forma de garra. 

~ 10/~ 6,5 

G. microti Roedores 

Trofozoíto semelhante ao da G. 
duodenalis. Cisto contém dois 
trofozoítos aparentemente 
diferenciados com discos ventrais 
maduros 

12 – 15/6 – 8 

Fonte: Monis, Caccio e Thompson44  (Adaptado). 
 

 Dentre as seis espécies atualmente aceitas e descritas na Tabela 1, apenas 

G. duodenalis parasita o homem, podendo infectar outros mamíferos, incluindo 

animais domésticos e silvestres. Giardia duodenalis, G. lamblia e G. intestinalis são 

termos utilizados de forma intercambiável se referindo ao mesmo organismo. Tanto 

G. duodenalis quanto G. intestinalis são utilizados com a mesma frequência ao se 

referir às espécies de Giardia que infectam mamíferos incluindo o homem. No 

campo médico, G. lamblia é ainda comumente utilizado para se referir a espécies 

que infectam humanos. Em decorrência de diferentes interpretações das complexas 

regras do Código Internacional de Nomenclatura Zoológica (CINZ) ainda há 

divergência de opiniões sobre a nomenclatura mais correta, sendo mais aceito o 

termo G. duodenalis11,44. 

 Embora a G. duodenalis seja considerada uma espécie única, os avanços nas 
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técnicas de biologia molecular revelaram que trata-se de um complexo multi-

espécies envolvendo isolados morfologicamente indistinguíveis, mas geneticamente 

distintos. Um estudo que comparou os dados relativos a antígenos, isoenzimas, 

cariótipos e sequências de DNA de isolados de G. duodenalis de origem animal e 

humana, demonstrou uma considerável diversidade genética nesta espécie45. Os 

genótipos deste grupo foram nomeados após a descoberta de diferenças 

substanciais em genes como os da glutamato desidrogenase (gdh), triosfosfato 

isomerase (tpi) e β-giardina (βg), e subsequente análise filogenética, de forma a 

descartar a possibilidade das diferenças serem devido a heterogeneidade das 

cópias ou de variação intra-genotípica46. Posteriormente, foi demonstrado que a G. 

duodenalis não é uma espécie uniforme, mas um complexo de espécies com 

diversidade genética adaptados a diferentes hospedeiros47. Desta forma, os isolados 

mais próximos foram agrupados em assemblages (genótipos ou grupos) e 

subassemblages (subgenótipos ou subgrupos)46. Os dados moleculares definiram 8 

genótipos para a espécie G. duodenalis, classificados de A, B, C, D, E, F, G e H47. 

 A partir do reconhecimento das diferenças nas sequências gênicas de 

isolados previamente caracterizados como genótipos A e B, foi possível identificar 

subgenótipos distintos, quanto à especificidade de hospedeiros. O genótipo A foi 

subclassificado em subgenótipos de AI a AIV, sendo AI relatado em humanos e 

animais; AII é mais prevalente do homem; AIII e AIV predominam em animais. O 

genótipo B inclui os subgenótipos BI-BIV. BIII e BIV são os mais prevalentes e 

identificados em amostras fecais obtidas de humanos, cães, gatos, cavalos, 

bezerros e animais silvestres48. 

Com a introdução de procedimentos baseados na reação em cadeia da 

polimerase (PCR), a identificação dos genótipos/subgenótipos é realizada através da 

análise de sequências de DNA de uma diversidade de genes polimórficos, tais como 

subunidade menor do RNA ribossômico (SSUrRNA) e genes do metabolismo celular, 

como glutamato de desidrogenase (gdh), triose fosfato isomerase (tpi), beta-giardina 

(β-giardina), fator de elongação alfa (ef1α) e, mais recentemente, a região 

espaçadora intergênica (IGS) do rRNA49, evidenciando ainda mais a existência de 

variabilidade intraespecífica em G. duodenalis. Diante disso, alguns pesquisadores 

sugeriram uma nova classificação taxonômica, propondo a adoção de nomes de G. 

duodenalis para genótipo A, G. entérica para genótipo B, G. canis para genótipos C 

e D, G. bovis para genótipo E, G. cati para genótipo F e G. simondi para genótipo 
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G34,50,51 (Tabela 2). Entretanto, devido às incertezas relacionadas com a identificação 

de parasitos em suas descrições iniciais, essas espécies devem ser revistas e seus 

nomes validados com dados moleculares e biológicos em conformidade com o CINZ, 

antes de poderem ser aceitos como espécies válidas52. 

Tabela 2- Classificação das espécies de Giardia spp, proposta por Monis, Caccio e 
Thompson . 

Espécie Hospedeiro

G. duodenalis (=genótipo A) Homem e outros primatas, cães, gatos, bovinos, roedores 
e outros mamíferos silvestres. 

G. enterica (=genótipo B) Homem e outros primatas, cães e algumas espécies de 
mamíferos silvestres. 

G. agilis Anfíbios 
G. muris Roedores 
G. psittaci Aves 
G. ardeae Aves 
G.microti Roedores 
G. canis (=genótipos C e D) Cães 
G. cati (=genótipo F) Gatos 
G. bovis (=genótipo E) Bovinos, ovinos e suínos 
G. simondi (=genótipo G) Ratos 
Genótipo H Mamíferos marinhos 

Fonte: Monis, Caccio e Thompson44 (Adaptado).  

 
2.2  CICLO BIOLÓGICO 

 

Embora seja uma célula eucariótica, apresentando núcleo distinto, membrana 

nuclear e sistema de endomembranas, a Giardia spp apresenta características 

procarióticas, como a ausência de mitocôndrias e peroxissomos53–55. A ausência de 

mitocôndrias e de outros componentes que executam a fosforilação oxidativa, coloca 

este protozoário na condição de anaeróbico, obtendo energia através do 

metabolismo fermentativo37. 

O ciclo de vida da G. duodenalis é simples, monoxênico e direto, e 

compreende duas formas morfológicas distintas, o cisto e o trofozoíto. O trofozoíto é 

encontrado no intestino delgado do hospedeiro vertebrado, sendo a forma 

responsável pelas manifestações clínicas da infecção. Apresenta formato de pera, 
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com simetria bilateral, possui dimensões de 12-15 µm de comprimento por 6-8 µm 

de largura. A face dorsal é lisa e convexa, enquanto a ventral é côncava, 

apresentando estrutura semelhante a uma ventosa, que é conhecida por várias 

denominações: disco ventral, adesivo ou suctorial; importante para a sua fixação na 

mucosa intestinal. Abaixo do disco é observada a presença de uma ou duas 

formações paralelas, em forma de vírgula, conhecidos como corpos medianos. No 

interior do trofozoíto, e localizado na parte frontal, são encontrados dois núcleos. O 

trofozoíto possui, ainda, quatro pares de flagelos, que se originam dos blefaroplastos 

ou corpos basais, situados em polos anteriores aos núcleos21. O trofozoíto é a forma 

móvel deste parasito, sendo considerado não invasivo. É encontrado no intestino 

delgado do hospedeiro na forma vegetativa, porém, pode ser eliminado em fezes 

diarreicas, mas não sobrevive, e não é capaz de infectar um novo hospedeiro21,47. 

O cisto, forma responsável pela transmissão da G. duodenalis, é oval ou 

elipsóide, mede de 8-14 µm de comprimento por 7-10 µm de largura. No citoplasma 

apresenta dois a quatro núcleos, axonemas que se originam a partir dos flagelos do 

trofozoíto e corpos escuros em forma de meia-lua, precursores do disco adesivo do 

trofozoíto. Apresenta uma parede cística glicoproteica, formada principalmente pelo 

polímero β(1-3)-N-acetil-D-galactosamina. Esse revestimento torna o cisto resistente 

a variações de temperatura e umidade e a ação de produtos químicos usados no 

tratamento de água, tais cloro, ozônio, cloraminas, entre outros21. Seu tamanho 

reduzido pode favorecer sua passagem em barreiras físicas, como filtros, por 

exemplo2. 

O cisto é a forma infectante e, após ser ingerido, sofre um processo de 

desencistamento iniciado no meio ácido do estômago e completado no duodeno e 

jejuno. Bernander, Palm e Svärd53 constataram que cada cisto maduro libera uma 

forma oval, tetranucleada, com oito flagelos, denominada excitozoíto. Além disso, há 

evidências de que em cada excitozoíto ocorram duas divisões nucleares sem 

replicação do material genético e, em seguida, o organismo divide-se e origina 

quatro trofozoítos binucleados (Figura 1A). Os trofozoítos multiplicam-se por divisão 

binária longitudinal, colonizando o intestino, onde se alimentam por pinocitose. O 

ciclo se completa quando os trofozoítos se movem ao longo do intestino e, em 

resposta a alterações nas concentrações de íons de hidrogênio, sais biliares, 

proteases e outras condições, sofrem o processo de encistamento, ao final do qual 

são produzidos os cistos, que serão excretados juntamente com as fezes do 
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hospedeiro, contaminando água e alimentos21,56 (Figura 1B).  

 

Figura 1 A - Ciclo de vida proposto por Bernander, Palm e Svärd53 enfatizando a 
presença do excitozoíto; B. Ciclo de vida da Giardia spp. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Ciclo - CDC (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Giardiasis.htm)56 
 

2.3  EPIDEMIOLOGIA 

 

A giardíase é uma doença cosmopolita, com ampla distribuição global, sendo 

um dos parasitos mais comumente relacionados à diarreia em humanos. Segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) estima-se que 200 milhões de pessoas 

residentes na Ásia, África e América Latina apresentem giardíase sintomática, com 

500 mil novos casos registrados anualmente, sendo a vasta maioria em 

crianças11,12,54,55. Devido a sua natureza cosmopolita e por estar associada a 

condições socioeconômicas e higiênico-sanitárias precárias, desde 2004, a Giardia 

foi incluída no grupo de “Iniciativa de Doenças Negligenciadas” da OMS, que reúne 

doenças negligenciadas nos países em desenvolvimento, e que guardam relação 

com a pobreza, falta de saneamento básico e com a qualidade da água2,57. 

Embora tenha distribuição global, a prevalência da giardíase em humanos 

não é homogênea, variando de acordo a população e método diagnóstico utilizado. 
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Em países desenvolvidos, as pesquisas relatam baixas taxas, variando de 1 a 5%. 

Considerando os países desenvolvidos, pesquisas demonstraram taxas de infecção 

de 1,3% no Reino Unido58, 0,11% nos Estados Unidos59, 4,6% no Canadá60, 1% na 

Itália61, 2% na Alemanha62 e 1,9% em Portugal63. Nos países desenvolvidos a 

frequência é maior em casos de surtos e em pessoas que fizeram viagens a países 

estrangeiros. Nos países em desenvolvimento, onde as condições sanitárias e 

socioeconômicas apresentam deficiências, a taxa de infecção pode ser superior a 

50%, dependendo da população avaliada. Estudos recentes relataram taxas de 18% 

no Egito64; 3,2 a 37,2% na Nigéria65,66; 4,5% a 41% na Quênia67,68, 7% na Etiópia69; 

6,7% na Jamaica70; 1,6 a 17,5% no Irã71–73; 15% na Turquia74; 31,1% no 

Afeganistão75; 1 a 28,8% na Líbia76; 20% no México77; 16,7% a 80% na 

Colômbia78,79; 27,5% no Peru80; 6 a 35,1% na Venezuela81,82 e 33,3% na 

Argentina83. 

No Brasil, estudos isolados apresentaram frequências de giardíase variando 

entre 5% e 96,6%. Em Santa Catarina foi relatada frequência de 12,0%84; no Rio de 

Janeiro, 8,1%13; em São Paulo frequências entre 5% e 96,6%14–18; no Amazonas, 

16,9%85; no estado de Minas Gerais, 32% em uma comunidade indígena86 e 19,2% 

em crianças de creche de Uberlândia87; 13% a 18,4 % em Salvador19,20. Fica claro 

que, apesar do nível de endemicidade variar, a frequência de giardíase no Brasil 

ainda é muito elevada, se configurando como um sério problema de saúde pública. 

A maioria desses estudos envolvem crianças de creche e de escolas, onde as 

frequências deste protozoário são maiores. Dados na literatura relatam que 

giardíase é mais comum na população infantil do que em adultos, especialmente em 

instituições88. Estes ambientes favorecem a disseminação da G. duodenalis devido à 

aglomeração de crianças, ao contato interpessoal, à vulnerabilidade natural desta 

faixa etária e, muitas vezes, às condições inadequadas de higiene89. 

A principal via de infecção por G. duodenalis é a fecal-oral. O homem pode 

adquirir indiretamente a infecção por ingestão de cistos através da água e alimentos 

contaminados, ou diretamente, por contato com pessoa ou animal infectado90,91. 

Além do homem, o protozoário infecta animais de criação, de estimação e silvestres, 

e estes podem ser fontes de contaminação de cistos no meio ambiente. Dessa 

forma, a transmissão zoonótica deste parasito apresenta importância epidemiológica 

e na saúde pública11,92. 

A contaminação da água com cistos de G. duodenalis consiste em um 
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importante fator na prevalência da giardíase. A resistência dos cistos a processos 

usuais de desinfecção da água, como o tratamento por cloro, aliado a sua 

viabilidade no ambiente por vários dias e a capacidade de infectar diferentes tipos de 

mamíferos, incluindo cães, gatos e animais selvagens, favorecem a contaminação 

de coleções hídricas11,93. Tendo em vista a importância da água na transmissão da 

giardíase, a Portaria n° 2.914/2011, do Ministério da Saúde, que dispõe sobre os 

procedimentos de controle e de vigilância da qualidade da água para consumo 

humano e seu padrão de potabilidade, inclui o monitoramento de cistos de Giardia 

spp no(s) ponto(s) de captação de água quando for identificada média geométrica 

anual maior ou igual a 1.000 Escherichia coli/100mL94. 

A contaminação da água potável por cistos de G. duodenalis é responsável 

por surtos, principalmente em países desenvolvidos91. De acordo com Efstratiou 

Ongerth e Karanis95, 381 surtos veiculados por água e causados por protozoários 

foram relatados entre janeiro de 2011 e dezembro de 2016, sendo a maioria deles 

(90%) descritos na Nova Zelândia, América do Norte e Europa. A G. duodenalis foi o 

agente etiológico responsável por 37% dos surtos, ficando atrás apenas do 

Cryptosporidium spp (63%). Nos Estados Unidos (EUA) a maioria dos surtos de 

giardíase foram associados a transmissão pela água (74,8%)91.  Devido à falta de 

um sistema de registro sistemático acerca da giardíase nos países em 

desenvolvimento, pouco se sabe sobre surtos nesses locais, impossibilitando uma 

visão mais clara sobre os índices epidemiológicos. No Brasil, a presença de cistos 

de Giardia spp já foi observada em amostras de água e esgoto96–100. 

Surtos de giardíase relacionados a alimentos também já foram relatados101-

105. As práticas precárias de higiene de manipuladores de alimentos e a 

contaminação dos alimentos ao longo da cadeia de produção podem contribuir para 

esses surtos101,102,106,107. A prevenção da contaminação na produção dos alimentos 

é especialmente importante, uma vez que frutas e vegetais são frequentemente 

consumidos crus sem etapa de inativação de patógenos. 

 

2.4  MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS E FISIOPATOGENIA 

 

As manifestações clínicas da infecção por G. duodenalis são altamente 

variáveis entre os indivíduos e dependem de vários fatores, incluindo quantidade do 

inóculo inicial, duração da infecção e fatores relacionados ao hospedeiro e ao 
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parasito108.   

A maioria dos infectados são assintomáticos4,109, principalmente em áreas 

endêmicas. Infecções sintomáticas podem ser agudas ou crônicas. A giardíase 

aguda é caracterizada por diarreia, dor epigástrica, náusea, vômito, perda de peso, 

distensão abdominal e flatulência4,108. Os sintomas ocorrem de 6-20 dias após a 

infecção e duram de 2-4 dias109,110. A giardíase é autolimitada na maioria dos casos, 

indicando que existe uma resposta efetiva do hospedeiro, embora casos crônicos 

ocorram. Nas infecções crônicas, os sintomas podem se estender por um longo 

período, manifestando-se com episódios de diarreia intermitente, contínua ou 

esporádica, podendo ser acompanhada por perda de peso e má absorção intestinal, 

resultando em esteatorréia e deficiência de lactase, vitaminas A, B12 e folato6. 

Além disso, por razões pouco claras, há sequelas crônicas associadas à 

giardíase, que podem afetar pelo menos 5% dos infectados111,112, incluindo a 

síndrome do intestino irritável113–115, fadiga crônica115,116, desnutrição8,117,118, prejuízo 

cognitivo5,118 e manifestações extraintestinais (alergia alimentar, urticária, artrite 

reativa e manifestações oculares inflamatórias)119. O maior impacto clínico é 

observado em indivíduos malnutridos, imunocomprometidos e crianças. Na infância, 

a giardíase pode comprometer o desenvolvimento físico e cognitivo5,10,118,120. 

Os processos fisiopatológicos envolvidos na giardíase permanecem pouco 

compreendidos. Sabe-se que a infecção ocorre sem invasão dos tecidos intestinais 

subjacentes ou infiltração de células inflamatórias, com exceção de um pequeno 

aumento nos linfócitos intraepiteliais. As consequências fisiopatológicas da infecção 

por Giardia spp são multifatoriais, envolvendo fatores do parasito e do 

hospedeiro3,108. Para sobreviver ao ambiente hostil do intestino delgado e escapar 

da eliminação peristáltica, os trofozoítos aderem-se fortemente à superfície epitelial 

via disco adesivo ventral, através de moléculas de superfície, incluindo giardinas e 

proteínas contráteis121,122. Enquanto o papel dessas moléculas na patogênese ou 

imunidade permanece desconhecido, a interação entre trofozoítos e células epiteliais 

provoca uma série de eventos que culmina na diarreia123,124. Até o momento, dados 

na literatura evidenciaram que os estágios fisiopatológicos envolvidos na giardíase 

incluem: (1) encurtamento das microvilosidades com ou sem atrofia das vilosidades, 

devido às ações do parasito e das células T CD8+3,125,126; (2) indução de quimiocinas 

nas células intraepiteliais, resultando na quimiotaxia de mastócitos e células 

dendríticas127,128; (3) disfunção da barreira intestinal129–134; (4) taxa aumentada de 
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apoptose dos enterócitos125,133,135; (5) consumo de arginina, inibindo produção de 

óxido nítrico (NO)136; (6) aumento da permeabilidade intestinal137; (7) hipersecreção 

de ânions138; (8) hipermotilidade intestinal139; (9) hiperplasia da cripta e secreção de 

muco aumentada125; (10) composição alterada da microbiota intestinal134,140,141 e 

ativação de linfócitos do hospedeiro126,127,142,143 (Figura 2). 

 
Figura 2- Mecanismos fisiopatogênicos da giardíase. 1. Encurtamento das microvilosidades. 
2. Indução de quimiocinas 3. Disfunção das junções das células intestinais. 4. Indução de 
apoptose. 5. Consumo de arginina. 6. Aumento da permeabilidade intestinal. 7. Secreção de 
íon cloreto aumentada. 8. Hipermotilidade intestinal. 9. Hiperplasia da cripta e secreção de 
muco aumentada. 10. Composição alterada da microbiota intestinal. 

 

 
Fonte: Adaptado de Einarsson, Ma’ayeh e Svärd123. 
 

 

2.5  RESPOSTA IMUNE CONTRA Giardia 

 

A infecção por G. duodenalis é autolimitada na maioria dos indivíduos 

infectados, indicando a existência de mecanismos de defesa do hospedeiro contra o 

parasito32,144. Estudos epidemiológicos sugerem que infecções prévias levam a um 

risco reduzido de reinfecção e/ou desenvolvimento de sintomas mais leves em 

infecções secundárias145–147. Porém, mais estudos são necessários para determinar 

quais tipos de respostas imunes medeiam esta proteção. 
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A resposta imune a patógenos intestinais, incluindo Giardia spp, envolve 

componentes do sistema imune inato e adaptativo. Embora os mecanismos de 

defesa do hospedeiro responsáveis pelo controle da giardíase sejam pouco 

compreendidos, estudos demonstraram o desenvolvimento tanto de respostas 

imunes adaptativas, quanto de mecanismos inatos em humanos e animais148,149. O 

entendimento da complexa rede de respostas imunes e da interação parasito-

hospedeiro pode auxiliar no desenvolvimento de vacinas e descobertas de novos 

alvos para intervenção terapêutica. 

 

2.5.1 Resposta imune inata 

 

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do organismo, agindo de 

forma rápida e não específica contra a colonização por patógenos.  As próprias 

características fisiológicas do intestino do hospedeiro oferecem resistências à 

colonização por patógenos intestinais, tais como as elevadas concentrações de 

enzimas digestivas e bile150,151, o movimento peristáltico e a camada de muco são 

barreiras que previnem que o patógeno acesse e colonize o epitélio134,144,148,149,152. 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) são pequenas moléculas com atividade 

microbicida e parecem ter importante papel na resposta imune inata do 

hospedeiro153–155. Os efeitos dos PAMs sobre trofozoítos de Giardia spp foram 

investigados in vitro. Na presença de trofozoítos, células intestinais produzem PAMs 

(defensinas e criptinas) para eliminação do patógeno32. Foi demonstrado que 

criptinas 2 e 3 reduzem a viabilidade dos trofozoítos in vitro156. Entretanto, há poucos 

relatos publicados sobre a importância dessas moléculas no controle e eliminação 

de trofozoítos in vivo. Além disso, camundongos deficientes em metaloproteinase-7 

(que não produzem defensinas ativas), são capazes de controlar e erradicar 

infecção por G. muris, quando comparados com controles normais32, mas não a 

infecção por G. duodenalis157. 

O óxido nítrico (NO) é sintetizado por células imunes e do epitélio intestinal, e 

apresenta ações antimicrobianas sobre uma ampla gama de bactérias e 

parasitos32,158–160, além de possuir múltiplas outras funções, incluindo papel na 

neurotransmissão e imunomodulação161. O NO é produzido enzimaticamente a partir 

da arginina através da ação da enzima NO sintase (NOS), que existe em três 

isoformas, neuronal (nNOS), induzível (iNOS) e endotelial (eNOS). Em muitas 
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células a expressão de iNOS é induzida por citocinas e produtos microbianos, e esta 

é a principal isoforma expressa pelas células epiteliais intestinais32,162. Estudos 

mostraram efeitos do óxido nítrico sobre a proliferação de trofozoítos de Giardia spp 

in vitro. Esta molécula inibe a proliferação de trofozoítos, mas não mata o parasito, 

tendo por tanto um efeito citostático, mas não citotóxico. Além disso, o NO também 

inibe processos de desencistamento e encistamento in vitro163. Níveis mais elevados 

de NO foram encontrados em pacientes infectados com G. duodenalis comparados 

aos indivíduos do grupo controle sem infecção164. Li, Zhou e Singer165 mostraram 

que, embora a deficiência de iNOS não afete significativamente a eliminação de G. 

duodenalis in vivo, a deficiência de nNOS retarda a eliminação do parasito. Isto pode 

ser devido ao nNOS ter papel no trânsito e mobilidade intestinal, o que juntos 

formam uma importante barreira contra colonização por este protozoário. Apesar dos 

efeitos do NO sobre os trofozoítos de Giardia spp, o parasito desenvolveu 

estratégias para evadir a este mecanismo de defesa do hospedeiro: regulando 

negativamente a expressão de NOS nas células intestinais136,166, e consumindo a 

arginina, que é a principal fonte para a produção de NO166,167. 

A microbiota intestinal também age como um mecanismo de defesa contra 

patógenos. A flora entérica é um fator que pode potencialmente interferir com o 

processo de infecção e colonização por G. duodenalis119,140,168,169. Os mecanismos 

permanecem incertos, mas pesquisas indicam que a microbiota intestinal pode 

modular tanto a susceptibilidade quanto a gravidade da giardíase170,171, através da 

competição e liberação de fatores inibitórios172, bem como da toxicidade direta e 

indução de resposta imune cruzada173–177. Assim, a variabilidade na microbiota 

intestinal entre diferentes indivíduos pode explicar em parte as diferenças na 

fisiopatologia e susceptibilidade à infecção.  

Durante as infecções intestinais, diferentes tipos de leucócitos podem migrar 

para o intestino e atravessar para o lúmen intestinal, agindo diretamente sobre os 

microorganismos. O aumento na população de macrófagos na lâmina própria em 

camundongos infectados por G. duodenalis foi previamente relatado166. Estudos in 

vitro mostraram que monócitos e macrófagos humanos fagocitam trofozoítos de 

Giardia spp, que são subsequentemente mortos por mecanismos oxidativos178–180. 

Os neutrófilos também participam como células efetoras181, porém não há evidência 

de infiltração de polimorfonucleares associados à giardíase. 

Mastócitos são células atualmente reconhecidas como importantes efetoras 
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da resposta imune contra vários parasitos. Em um estudo anterior, camundongos 

deficientes em mastócitos desenvolveram giardíase crônica, após administração oral 

de G. muris. Além disso, camundongos susceptíveis injetados com anti-histamínico 

ou droga anti-serotoninérgica, também apresentaram infecção crônica por G. muris, 

mostrando a importância dos mastócitos na capacidade do hospedeiro em eliminar o 

parasito182. Camundongos deficientes nestas células que foram infectados com G. 

duodenalis não produziram anticorpos IgA contra o parasito e não eliminaram a 

infecção139, estes dados sugerem que os mastócitos contribuem para sobrevida, 

maturação e ativação de células B, direcionando para o desenvolvimento de uma 

resposta humoral produtora de IgA183. Em estudo realizado por Li, Tako e Singer184, 

camundongos deficientes em componentes do sistema complemento, infectados por 

G. duodenalis,  apresentaram habilidade de recrutamento de mastócitos reduzido e 

atraso na eliminação do parasito. O conjunto desses resultados sugere que os 

mastócitos têm papel significativo na resposta imune protetora contra Giardia. 

As células dendríticas (CD) e as células Microfold (ou células M) são células 

apresentadoras de antígenos que podem ter papel durante a giardíase. Produtos 

secretórios e excretórios e outras proteínas específicas de Giardia spp podem ativar 

a maturação de células dendríticas e a expressão de citocinas 

proinflamatórias127,128,185. As células M, por sua vez, são especializadas no 

direcionamento de antígenos do lúmen intestinal para os tecidos linfóides da 

mucosa186,187, porém pouco é conhecido sobre o papel dessas células durante a 

giardíase. Como os trofozoítos de Giardia spp não invadem o epitélio, mas induzem 

respostas imunes adaptativas locais e sistêmicas, células dendríticas e células M 

podem estar implicadas no transporte de antígenos para os órgãos imunes locais e 

sistêmicos144. 

 

2.5.2 Resposta imune adaptativa 

 

 Se os mecanismos imunes inatos não conseguem eliminar o patógeno, este 

continua a proliferar, expressar e liberar seus antígenos, que, desta vez, serão alvos 

da resposta imune adaptativa. As respostas imunes celular e humoral apresentam 

papel importante na eliminação da infecção por Giardia144.  

 Evidências sugerem que anticorpos, especialmente da classe IgA, contribuem 

para imunidade protetora contra giardíase31,188–191. Enquanto a maioria das infecções 
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são autolimitadas em indivíduos sem anormalidades no sistema imune, aqueles com 

imunodeficiência são claramente mais susceptíveis à giardíase crônica192,193. 

Entretanto, estudos clínicos sobre incidência e gravidade da giardíase mostram 

resultados conflitantes32. Indivíduos com imunodeficiência variável comum 

apresentam susceptibilidade aumentada a infecção por G. duodenalis. Estes 

pacientes são deficientes nas funções efetoras das células B, mas também 

apresentam deficiências nas células T, de modo que o aumento na prevalência das 

infecções por Giardia não pode ser atribuída somente à falta de anticorpos. Para os 

indivíduos com deficiência seletiva de IgA, os dados são controversos194–196. Esta 

deficiência é definida por níveis séricos inferiores a 0,05g/L (valores de referência: 

0,5 – 3,5g/L), porém a maioria dos indivíduos deficientes em IgA são relativamente 

deficientes, e podem produzir baixos níveis deste anticorpo, os quais seriam 

suficientes para controlar a infecção por G. duodenalis197,198. 

 A IgA secretória (IgAs) anti-Giardia pode ser detectada em saliva e leite 

materno humanos31,199, sendo que a do leite pode proteger o lactente contra 

giardíase no início da vida199. Camundongos deficientes na produção de anticorpos, 

principalmente IgA, falham na eliminação de G. muris e G. duodenalis200,201. 

Entretanto, em um estudo conduzido por Singer e Nash140, camundongos deficientes 

em células B conseguiram eliminar os parasitas de ambas as espécies, sugerindo a 

presença de mecanismos adicionais, independentes de anticorpos, na eliminação da 

Giardia spp.  

A existência de mecanismos independentes de anticorpos na eliminação de 

Giardia spp não necessariamente significa que os anticorpos não são importantes. 

Entretanto, a maioria dos anticorpos produzidos contra Giardia spp é direcionada 

contra isoformas de proteínas de superfície variante específica (VSP – variant 

surface protein), uma proteína rica em cisteína que recobre a superfície do parasito. 

Cada trofozoíto possui 150 a 200 genes codificadores de VSP, mas apenas um é 

expresso por vez. A habilidade de alterar a expressão das VSPs permite ao parasito 

evadir da resposta imune por anticorpos202–204.  

A infecção por G. duodenalis em crianças induz produção de anticorpos 

secretórios na saliva e nas fezes. Níveis de IgA salivar e IgG sérica são mais 

elevados em indivíduos infectados do que em controles31,33. Portanto, células B e 

anticorpos IgA são importantes para o controle da giardíase144. Os mecanismos 

pelos quais a IgA exerce suas funções não são bem compreendidos, mas 
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provavelmente envolve “exclusão imune”, isto é, imobilização dos trofozoítos do 

epitélio intestinal ou camada de muco. 

A resposta imune celular tem um papel essencial na eliminação das infecções 

por Giardia spp. Em humanos e animais, uma diminuição nos níveis de células T 

CD4+ contribui para o desenvolvimento de giardíase crônica. Além disso, a 

transferência passiva de células T CD4+ em camundongos deficientes em células T 

restaura a resistência à infecção em modelos de infecção por G. muris e G. 

duodenalis140. Embora haja evidência do papel das células T na giardíase, os 

mecanismos desta ação são pouco compreendidos. Hanevik et al.205 demonstraram 

memória imunológica após infecção humana por G. duodenalis. É possível que 

células T CD4+ ajam induzindo a produção de anticorpos. Entretanto, estudo 

mostrou que camundongos deficientes em células B podem eliminar a maioria dos 

parasitos quando infectados por G. muris ou G. duodenalis, já camundongos 

deficientes em células T não são capazes de controlar essas infecções140. Esses 

resultados sugerem a presença de mecanismos independentes de células B e da 

produção de anticorpos. Estudos prévios em modelos animais experimentais 

relataram níveis elevados de citocinas, incluindo TNF, INF-ƴ, IL-6, IL-12, IL-5, IL-4, 

IL-2, IL-13, IL-17, IL-22 e IL-23127,149,206–209. Por outro lado, os estudos em humanos 

fornecem informações limitadas sobre a produção de citocinas na giardíase.  

Publicações recentes revelam um possível mecanismo das células T CD4+ 

durante a infecção por Giardia spp, examinando principalmente o papel da IL-

17127,142,143,210,211. Grit et al.127 mostraram que vacas infectadas com G. duodenalis 

exibiram uma proliferação aumentada de células T CD4+ e uma elevada expressão 

de IL-17. Além disso, Dreesen et al.143 mostraram que células linfóides mesentéricas 

e esplênicas de camundongos infectados por G. muris, exibiram uma proeminente 

indução de IL-17A na primeira semana pós-infecção. Quando a ação da IL-17A foi 

inibida através do bloqueio do seu receptor (IL-17AR), os animais infectados não 

eliminaram o parasito. Em um estudo mais recente, Dann et al.142 mostraram que 

células T CD4+ da lâmina própria do intestino delgado produziram mais IL-17A após 

infecção por G. muris. Foram também demonstrados níveis elevados de RNAm de 

IL-17A em camundongos deficientes de células CD4+, sugerindo haver outras fontes 

de IL-17A, além das células T. Camundongos deficientes em IL-17A apresentaram 

baixos níveis de IgA secretória nas fezes, sugerindo que esta citocina está 

associada à produção ou transporte de IgA no intestino. Além disso, esse 
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experimento demonstrou que a produção de IL-17A é necessária para o controle das 

infecções por G. muris e G. duodenalis142. Um estudo realizado por Saghaug et al.210 

mostraram níveis de IL-17A foram elevados nos pacientes infectados por G. 

duodenalis. Estudo realizado por Paerewijck et al.212 demonstra o papel central do 

eixo IL-17A/IL-17RA na imunidade protetora contra Giardia spp, e mostrou que a IL-

17A induz a produção de peptídeos antimicrobianos e fatores de complemento, além 

de regular a secreção de IgA no lúmen intestinal em camundongos infectados por 

G.muris. Esses achados sugerem que a resposta imune protetora mediada por 

células T pode ser parcialmente modulada por resposta Th17. 

As células T estão também associadas com o dano patológico que causa 

alterações na membrana apical dos enterócitos durante a infecção126.  Linfócitos 

intraepiteliais (LIE) são células TCD8+ que residem entre as células epiteliais 

intestinais. Apesar do papel protetor dos LIE em algumas infecções, como nas 

helmintíases, a elevação destas células é encontrada em indivíduos com giardíase 

crônica, as quais induzem lesão nos enterócitos e má-absorção, além da deficiência 

de dissacaridases125,149. Neste contexto, enquanto as células T CD4+ são 

importantes mediadores na eliminação da infecção por Giardia spp, as células T 

CD8+ têm papel na imunopatogenia, indicando que as células T apresentam papel 

dúbio durante a giardíase. 

 

2.6  DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

 

2.6.1 Diagnóstico parasitológico 

 

O diagnóstico da giardíase inicialmente é baseado em sinais e sintomas 

clínicos, entretanto, estes são inespecíficos e devem ser confirmados pela presença 

de cistos e/ou trofozoítos nas fezes63. Historicamente, a Giardia spp é detectada 

através do exame microscópico, seja através do exame direto das fezes ou 

precedido por métodos de concentração e/ou coloração. Os trofozoítos são 

pesquisados através do exame direto em fezes diarreicas, enquanto a detecção dos 

cistos é realizada em fezes formadas, e otimizada através de métodos de 

concentração, como o Faust (centrifugo-flutuação em solução concentrada de 

sulfato de zinco), sedimentação por centrifugação ou formol-éter21. Técnicas de 

coloração podem ser empregadas para auxiliar na detecção dos estágios evolutivos 
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do protozoário e diferenciação de demais microorganismos e detritos fecais. A 

coloração com iodeto (lugol) é a mais utilizada, outras, de caráter permanente, 

incluem hematoxilina, Giemsa ou tricromo21,22. 

A análise microscópica de amostras fecais é considerada o padrão-ouro para 

o diagnóstico da giardíase. A microscopia apresenta como vantagens a possibilidade 

de detecção simultânea de vários parasitos, o baixo custo e a facilidade de 

execução, desde que o examinador seja experiente. No entanto, a sensibilidade 

desta técnica varia de acordo o número de amostras analisadas e o uso de técnicas 

de concentração23. Devido à intermitência da eliminação de cistos, a eficiência 

diagnóstica do exame parasitológico é limitada. Segundo Danciger e Lopez213, 

indivíduos parasitados por G. duodenalis apresentam eliminação de cistos nas fezes 

que varia diariamente de baixo, médio e grande número de cistos. 

Consequentemente, aqueles que apresentam baixa eliminação de cistos, a 

probabilidade de se obter um resultado falso-negativo é maior. Assim, o exame 

seriado das fezes em dias alternados é necessário e aumenta a sensibilidade do 

método214–217. 

A análise do fluido duodenal ou de fragmentos de biopsia jejunal pode ser 

considerada como um recurso extra no diagnóstico da G. duodenalis em alguns 

casos específicos, porém, devido ao caráter invasivo, esses exames são pouco 

utilizados para este fim21.  

 

2.6.2 Diagnóstico imunológico 

 

Buscando contonar as desvantagens do diagnóstico parasitológico, atingir 

melhores resultados, e reduzir o desconforto do paciente, como coletas múltiplas, ou 

até mesmo invasivas, foram desenvolvidas técnicas imunológicas, como 

imunofluorescência e ELISA, com dois enfoques diferentes: detecção de antígenos 

do parasito nas fezes ou de anticorpos séricos anti-Giardia. 

 

2.6.2.1 Detecção de antígeno nas fezes 

 

O diagnóstico através da detecção de antígenos nas fezes pode ser realizado 

através de três técnicas diferentes: ensaio imunoenzimático (ELISA), 

imunocromatografia e imunofluorescência, utilizando-se em todas elas anticorpos 
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monoclonais contra proteínas da parede do cisto e do trofozoíto. 

A pesquisa de coproantígenos por ELISA permite um resultado objetivo através 

das densidades ópticas (DOs) obtidas, além disso, esta metodologia é capaz de 

detectar quantidades mínimas de antígeno20. Outra vantagem deste método é a 

possibilidade de analisar várias amostras fecais simultaneamente e os kits que 

utilizam essa metodologia são passíveis de automação24.  Há inúmeros estudos na 

literatura comparando as sensibilidades e especificidades do ELISA com o exame 

microscópico de fezes no diagnóstico de G. duodenalis. Com raras exceções, a 

conclusão global é que o imunoensaio é pelo menos tão sensível quanto, ou mais 

sensível que a microscopia20,24,218,219. Um estudo prospectivo e duplo-cego avaliou o 

desempenho do ELISA e microscopia para o diagnóstico da giardíase, em 142 

amostras de fezes, o ELISA apresentou maior sensibilidade e especificidade para 

diagnóstico em uma única amostra fecal220. Rodríguez-Ulloa e Rivera-Jacinto221 

encontraram 89,8% e 94,4% de sensibilidade e especificidade, respectivamente, na 

avaliação de um kit de ELISA comercial comparado com a técnica de sedimentação 

espontânea em tubo. Silva et al.20 analisaram amostras de fezes de 824 crianças 

microscopia e pesquisa de coproantígeno por ELISA para detecção de G. 

duodenalis, considerando como verdadeiros positivos aquelas amostras detectadas 

em pelo menos um dos métodos, a sensibilidade e especificidade do ELISA foi de 

97% e 100%, respectivamente, enquanto a sensibilidade do exame microscópico foi 

de 55%. Apesar dos bons resultados apresentados, alguns pesquisadores não 

indicam a utilização desses kits na rotina, uma vez que eles não detectam outros 

parasitos simultaneamente e apresentam um custo elevado em relação ao exame 

parasitológico de fezes. 

Técnicas imunocromatográficas para detecção de G. duodenalis em amostras 

de fezes envolvem a captura de antígenos do parasito em um dispositivo imóvel e 

detecção destes por um anticorpo específico conjugado com uma marcador visível, 

como partículas de ouro coloidal. A banda escura indica a presença de antígeno de 

G. duodenalis e é visível ao olho nu222–224. Testes baseados neste princípio 

tipicamente produzem resultado em 10-15 min, em contraste com o tempo maior 

geralmente necessários para testes baseados no ELISA224. Além da rapidez em 

produzir o resultado, outra vantagem dos ensaios imunocromatográficos é a 

disponibilidades de inúmeros testes que permitem a detecção de outros parasitos 

além da G. duodenalis, como por exemplo o ImmunoCard STAT (Meridian 
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Bioscience, Inc.) capaz de detectar Giardia e Cryptosporidium em um único teste, e 

o Triage (BIOSITE Diagnostics, San Diego, EUA) que também detecta amebas do 

complexo Entamoeba histolytica/dispar225,226. Existem inúmeros estudos 

comparando e validando diferentes testes imunocromatográficos com outros 

métodos, e mostraram sensibilidades e especificidades variando de 58-100% e 91,7-

100%, respectivamente23,25,26,226–228. Entretanto, de acordo o Centro para Prevenção 

e Controle de Doenças (CDC – Centers of Disease Control and Prevention)56, este 

tipo de teste pode ser usado, mas não deve substituir a análise parasitológica 

tradicional. Testes imunocromatográficos são considerados fáceis de serem 

realizados e não requerem experiência, entretanto o alto custo desses produtos 

comparado a microscopia tradicional é um fator limitante para seu uso na rotina 

laboratorial220. 

Tanto o ELISA quanto o teste imunocromatográfico detectam antígenos 

solúveis de G. duodenalis nas fezes do hospedeiro infectado, assim não necessitam 

da presença do parasito íntegro nas fezes. Diferentemente desses métodos, a 

imunofluorescência direta (IFD), baseada na ligação de anticorpos monoclonais 

fluorescentes específicos a cistos de G. duodenalis, detecta o parasito íntegro, 

permitindo a quantificação da carga parasitária229. A sensibilidade e especifidades da 

IFD variam de 96-100% e de 99-100%, respectivamente230–232 De acordo com El-

Nahas et al.229,  a IFD é uma excelente técnica para detecção de Giardia spp, 

entretanto, devido ao seu elevado custo, deve ser aplicada em casos suspeitos com 

manifestações clínicas de giardíase e resultados parasitológicos negativos, mesmo 

após técnicas de concentração. 

 

2.6.2.2 Detecção de anticorpos 

 

Os testes sorológicos procuram detectar as imunoglobulinas anti-Giardia, 

especialmente das classes IgG, IgM e IgA no soro de indivíduos infectados. 

Contudo, de acordo com Garcia27, a detecção desses anticorpos no soro ainda não 

é uma técnica que contribua para o diagnóstico da giardíase, faltando critérios 

necessários para uso na rotina laboratorial. O diagnóstico sorológico pode, por sua 

vez, auxiliar nos levantamentos epidemiológicos para determinar o nível de 

exposição de uma população, embora não tenha demonstrado sensibilidade e 

especificidade adequadas para o diagnóstico individual29. 
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A detecção de IgG anti-Giardia no soro em indivíduos de áreas endêmicas 

não permite distinguir uma infecção recente de passada, isto porque a resposta 

desta classe de anticorpo dura muitas semanas ou meses e, nos casos de regiões 

endêmicas, a constante exposição a infecção por Giardia ao longo da vida podem 

manter altos níveis desses anticorpos no soro, mesmo sem infecção ativa233. 

Comparando os resultados da pesquisa de anticorpos IgG anti-Giardia por ELISA e 

imunofluorescência indireta, Guimarães e Sogayar234 observaram que esses testes 

não mostraram concordância satisfatória com o exame de fezes em três amostras, 

no entanto apresentaram uma prevalência da soropositividade elevada que pode ser 

atribuída à reações cruzadas ou exposição prévia. Por outro lado, a dosagem de IgG 

específica anti-Giardia é usada em estudos epidemiológicos para determinar o nível 

de exposição de uma população28,235–237.  

Alguns estudos usando ELISA para detectar uma resposta sorológica contra 

Giardia sugere que, comparado com IgG, a resposta de IgM é mais curta e mais 

indicativa de infecção ativa, apresentando assim melhor relação com a giardíase 

aguda, embora os resultados sejam conflitantes110,238–241. Alguns estudos 

recomendam a pesquisa de IgM específicos como um auxiliar ao exame 

microscópico no diagnóstico da giardíase233,242. Por outro lado, um estudo realizado 

por Behr et al.243 mostrou que a sensibilidade do ELISA para detecção de IgM foi de 

50% e especificidade de 56%, mostrando que este teste não se correlaciona 

adequadamente com o exame microscópico.  

Embora a resposta de anticorpo IgA anti-Giardia no soro tenha sido detectada 

durante infecção em humanos e em camundongos244,245, seu papel no diagnóstico 

da giardíase é pouco estabelecido. Birkhead et al.189 mostraram que, durante um 

surto de diarreia, indivíduos com giardíase apresentaram níveis mais elevados de 

IgA específica contra G. duodenalis, mas não de IgG ou IgM, comparados aos 

indivíduos saudáveis. Um padrão similar foi observado no soro dos indivíduos 

durante convalescença. Enquanto este estudo sugere que níveis de IgA sérica são 

os mais úteis para determinar exposição a G. duodenalis, um outro estudo realizado 

por Goka et al.242 sugeriu que é a resposta de anticorpos IgM específico que permite 

confirmar o estabelecimento da infecção. Em outro estudo, Goka et al.246 detectaram 

IgA sérica especifica em um terço dos indivíduos infectados com G. duodenalis, 

sugerindo que a presença de IgA sérica específica indica infecção corrente e, 

embora  esse isotipo de anticorpo seja detectado menos frequentemente que o IgM, 
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eles podem ser úteis para o diagnóstico em uma proporção de indivíduos, quando o 

parasito não pode ser detectado nas fezes. Em estudo realizado por El-Gebaly et 

al.31 a sensibilidade e especificidade da detecção de IgA sérica foi de 64% e 85%, 

respectivamente. 

A IgA secretória (IgAs) é o anticorpo predominante no lúmen intestinal e 

provavelmente o mais importante mecanismo de defesa envolvido contra 

parasitos247. Foi relatado que pessoas com deficiências em IgAs são mais 

susceptíveis à infecção por G. duodenalis190. IgAs anti-Giardia foi detectada em 

amostras de fluído duodenal de indivíduos infectados usando o método de ELISA. 

Além disso, a IgAs foi detectada também na superfície de trofozoítos de G. 

duodenalis de biópsias usando a técnica de imunofluorescência direta. Este achado 

sugere que a produção deste anticorpo ocorre durante infecção ativa por Giardia, 

assim, a sua determinação pode ser uma importante ferramenta para monitoramento 

do curso da infecção33. Rodríguez et al.33 relataram que os níveis de IgAs foram 

significativamente mais elevados em crianças infectadas com G. duodenalis  do que 

no grupo de indivíduos infectados com outros protozoários ou no grupo não 

parasitado, sugerindo que a detecção de IgAs específica anti-Giardia na saliva é um 

método diagnóstico confiável para detecção deste parasito248. O uso de saliva ao 

invés de soro apresenta a vantagem da facilidade de coleta e ser uma técnica não 

invasiva, o que é importante, principalmente para crianças. 

 

2.6.3 Diagnóstico molecular 

 

Uma limitação do diagnóstico laboratorial da G. duodenalis, seja através da 

microscopia ou da pesquisa de coproantígeno, é que estes métodos não permitem a 

diferenciação dos diferentes genótipos da espécie.  

As técnicas de biologia molecular podem fornecer informações muito além 

das oferecidas pela microscopia ou métodos imunológicos. Tais métodos 

apresentam ampla aplicação na área da parasitologia sistemática e ecologia dos 

parasitos, em particular na taxonomia, evolução biológica, genética de populações e 

epidemiologia, melhorando nosso entendimento sobre a relação parasito-

hospedeiro11,22,37,50,54. Além destas vantagens, os métodos moleculares apresentam 

sensibilidade e especificidade elevadas comparadas ao exame microscópico, 

permitem combinar múltiplos alvos em um ensaio multiplex, além de possibilitar a 
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quantificação e tipagem molecular249. Os diferentes métodos moleculares aplicados 

na detecção e caracterização de G. duodenalis incluem: reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e suas variantes (Nested-PCR, PCR em tempo real, PCR-RFLP), 

análise multiloci e sequenciamento11,22. 

Atualmente, métodos baseados na PCR para diagnóstico laboratorial da 

giardíase foram desenvolvidos e mostraram elevados valores de sensibilidade e 

especificidade, comparado com a detecção de antígeno e/ou microscopia250–254.   

Segundo Verweij et al.255, o DNA de meia Giardia é o limite de detecção da PCR. No 

entanto, um resultado negativo não descarta a presença do parasito, uma vez que a 

PCR pode sofrer interferência de inibidores presentes nas fezes. 

A PCR convencional é uma técnica qualitativa e a revelação do seu produto 

depende da realização de uma eletroforese, tornando-o um método laborioso e 

demorado. A introdução da PCR em Tempo Real (PCR-RT) permitiu a quantificação 

do DNA amplificado e o monitoramento de cada ciclo durante a amplificação, 

possibilitando a visualização imediata do resultado, e reduzindo o risco de 

contaminação, tempo de trabalho, e custos com reagentes através da possibilidade 

de combinação de ensaios para a detecção de diferentes alvos ao mesmo 

tempo253,256. Nos dias atuais, grande parte dos pesquisadores focam no uso do 

formato multiplex da PCR-RT, método capaz de detectar diferentes alvos 

simultaneamente através da utilização de sondas e fluoróforos distintos257–263. Os 

alvos mais comumente usados no multiplex são G. duodenalis, Cryptosporidium e 

Entamoeba histolytica, principais protozoários causadores de diarreia264–266. 

Apesar das vantagens, as ferramentas de biologia molecular não são utilizadas 

no diagnóstico rotineiro das parasitoses por demandar aparelhagem e reagentes 

caros, além de profissionais capacitados. Além disso, de acordo com Thompson e 

Ash92, enquanto os benefícios das ferramentas de biologia molecular são 

significativas para identificar espécies críticas de parasitos, não está claro ainda se 

amplificação por PCR é um método de detecção adequado para propósitos 

diagnósticos. Alguns estudos relataram taxas de detecção similar ou superior com o 

PCR12,82,226,267,268, presumindo que a PCR seja mais sensível que os exames de 

rotina. Entretanto, há uma proporção de estudos publicados que relatam maior taxa 

de detecção de Giardia usando microscopia ou imunofluorescencia e variação da 

amplificação do PCR, a depender os genes alvos92,269–274. A variação no sucesso 

dos protocolos de PCR pode ser dependente de vários fatores, tais como o método 
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de extração de DNA, inibidores da PCR presente nas fezes e tipo de gene alvo 

amplificado275. Considerando esses fatores, estudos de prevalência da G. 

duodenalis devem ser conduzidos utilizando tanto técnicas moleculares quanto 

microscopia, de forma a assegurar maior confiança na verdadeira prevalência, além 

de determinar a composição dos genótipos de G. duodenalis presentes na 

população estudada. 

 

2.7  GENOTIPAGEM DE Giardia duodenalis 

 

O protozoário Giardia duodenalis consiste em um multicomplexo composto de 

oito genótipos (A-H), que hoje são relatadas como espécies separadas com 

hospedeiros específicos50 (Tabela 2). O genótipo A, correspondente a G. duodenalis, 

e o genótipo B, correspondente a G. entérica, são conhecidos por infectar humanos 

e outros mamíferos, incluindo animais domésticos e de criação11.  

 Devido à habilidade de G. duodenalis para infectar vários hospedeiros e a 

presença dos cistos no ambiente, seres humanos podem adquirir infecções através 

de diferentes rotas de transmissão, seja antroponótica ou zoonótica. A importância 

de cada uma dessas vias de transmissão na epidemiologia da giardíase não é muito 

clara, devido ao fato de que as ferramentas de diagnóstico tradicionais não terem a 

habilidade de diferenciar a fonte de contaminação do parasito, bem como os 

diferentes genótipos e subgenótipos envolvidos na infecção11,276. Assim, ferramentas 

moleculares são essenciais para a genotipagem de isolados de G. duodenalis 

presentes em nosso meio para melhor entendimento da biologia, epidemiologia e 

importância clínica dos mesmos. Estas técnicas são importantes nas investigações 

de surtos veiculados por água ou alimentos, e em estudos de dinâmica de 

transmissão deste parasito. 

Numerosas técnicas moleculares foram desenvolvidas para diferenciação dos 

genótipos/subgenótipos de G. duodenalis, a maioria baseadas na caracterização dos 

seguintes genes alvos: subunidade ribossomal pequena (SSU-rDNA), regiões 

transcricionais internas (ITSI-2, do ingês “closely situated internal transcriber 

regions”), β-giardina específica de Giardia (β-giardina), triose fosfato isomerase (tpi) 

e glutamato desidrogenase (gdh)45,277–279. Tais análises revelaram que o uso de um 

único locus gênico para caracterização frequentemente produz resultados 

conflitantes quando o mesmo isolado é comparado usando outro locus genético11,92. 
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Assim, análise de sequência multiloci, direcionada a mais de um locus gênico, é 

crucial para identificação de G. duodenalis em nível de subgenótipo.  

Vale ressaltar que a precisão para se caracterizar geneticamente os isolados 

de G. duodenalis depende de fatores como: gene alvo, número de marcadores 

genéticos empregados na análise, grau de especificidade do ensaio e as técnicas 

empregadas para identificação do genótipo11,16,92. A despeito disso, não há critério 

rígido que determine a escolha desses marcadores, uma vez que todos os loci 

permitem a distinção entre os genótipos A-H. No entanto, como a variação dentro de 

cada genótipo é limitada, apenas alguns genes mais polimórficos, como β-giardina, 

gdh e tpi mostraram uma maior diversidade intragenotípica, possibilitando a 

diferenciação dos subgenótipos11. 

Embora atualmente saiba-se que os genótipos A e B de G. duodenalis são os 

principais causadores da giardíase em humanos, a distribuição destes genótipos 

varia muito de um país para o outro, ou até mesmo entre regiões de um mesmo 

país. Contudo, os fatores responsáveis pela variabilidade geográfica ainda não 

foram elucidados, mas é provável que esteja associada às vias de transmissão e 

fontes de infecção11. Em alguns países como Alemanha280, Portugal281, Uganda282, 

Egito283, Síria284, Jamaica70 e México77, os estudos reportam a predominância do 

genótipo A. No entanto, uma maior prevalência de infecções humanas pelo genótipo 

B foi observada por pesquisadores na Áustria285, Kenya67, Líbia286, Colômbia79, 

Canadá60 e Argentina287. Segundo os pesquisadores Cacciò e Ryan12 e Laishram et 

al.288, o genótipo B parece ser o mais predominante em diferentes regiões. 

Apesar de a G. duodenalis ser um enteroparasito muito frequente no Brasil289–

291, a sua caracterização molecular é pouco documentada. No entanto, os estudos 

indicam que no país a distribuição dos genótipos pode variar entre regiões. No Rio 

de Janeiro, Volotão et al.292, empregando PCR e sequenciamento do gene β-

giardina, demonstraram o predomínio do genótipo A em amostras de fezes de 

crianças, adultos e cães, sendo a maioria classificada como AI.  Em outro estudo 

conduzido entre pacientes atendidos na FIOCRUZ no Rio de Janeiro, análise 

multiloci de isolados de G. duodenalis desses pacientes mostrou que 52,7% (n=29) 

das amostras pertenciam ao genótipo A e 47,3% (n=26) ao B293. Em São Paulo, 

Coradi et al.294 detectaram apenas genótipo A, e a maioria AII. Em estudo realizado 

no mesmo Estado por David et al.295 e outro realizado no Amazonas85, genótipos A e 

B foram encontrados em proporções similares. Em Fortaleza, Kohli et al.147 
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amplificaram 58 isolados, dentre os quais o genótipo B foi encontrado em 74,1%, o 

genótipo A em 15,5% e infecções mistas (A + B) em 10,3%. Em Minas Gerais foi 

encontrado apenas o genótipo B296. 

Não é totalmente compreendido porque alguns indivíduos desenvolvem 

giardíase clínica, enquanto outros permanecem assintomáticos. A gravidade da 

doença é provavelmente determinada pela interação entre virulência do parasito, 

estado imunológico, nutricional e de desenvolvimento do hospedeiro, a natureza da 

microbiota intestinal, e a presença ou ausência de outros co-patógenos35. 

Provavelmente a diversidade genética do parasito tem algum papel na patogênese 

da giardíase297. A correlação entre os genótipos de G. duodenalis e a apresentação 

clínica é uma questão controversa. Enquanto alguns estudos sugerem que o 

genótipo A está mais associado aos casos de giardíase sintomática298–300, outros 

trabalhos encontraram que infecções com genótipo B foram significativamente 

correlacionados com sintomas clínicos283,301–303. Por outro lado, outros trabalhos não 

mostraram associação entre genótipos e manifestações clínicas77,304. Esses 

resultados discrepantes levantam a necessidade de novos estudos sobre o assunto. 

Diferentes mecanismos foram sugeridos para explicar a variação nas 

manifestações clínicas da infecção por Giardia149. É proposto que isolados diferentes 

geneticamente do parasito induzem resposta imune de maneira genótipo-específica. 

Estudo realizado por Babaei et al.36 mostrou níveis mais elevados de INF-ƴ e IL-10 

no soro de pacientes infectados com genótipo AI de G. duodenalis, comparado aos 

infectados com o genótipo AII e controles saudáveis, sugerindo que isolados de G. 

duodenalis geneticamente distintos podem induzir respostas imunes diferentes. 

Entretanto, os mecanismos potenciais sobre as diferenças no perfil de resposta 

imune entre giardíase sintomática e assintomática, relacionadas à variabilidade 

genética do parasito, necessitam de mais investigações, justificando a realização do 

trabalho aqui proposto. 
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Capítulo 3 

REATIVIDADE DE ANTICORPOS SÉRICOS IgG E IgA 
ANTI-Giardia duodenalis E COMPARAÇÃO COM A 

DETECÇÃO DO PROTOZOÁRIO NAS FEZES DE 
CRIANÇAS 
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RESUMO 
 
Introdução: A giardíase é considerada uma doença negligenciada nos países em 
desenvolvimento, afetando principalmente crianças. Os métodos de diagnóstico 
tradicionais por exame microscópico de fezes apresentam sensibilidade moderada, 
devido a intermitência na eliminação dos cistos e fragilidade dos trofozoítos. Por 
outro lado, a detecção de anticorpos séricos contra G. duodenalis por ELISA é um 
método útil em estudos epidemiológicos para determinar a exposição ao protozoário. 
Objetivo: Determinar a soropositividade de anticorpos IgG e IgA anti-Giardia em 
crianças e comparar o diagnóstico sorológico com a detecção do parasito nas fezes. 
Material e Métodos: Amostras de fezes e soro foram coletadas de 287 crianças de 
Salvador, Bahia. As amostras fecais foram processadas para o diagnóstico da 
infecção por Giardia duodenalis, através de métodos parasitológicos e pesquisa de 
coproantígeno. As amostras de soro foram testadas utilizando um ensaio 
imunoenzimático (ELISA) in house para detecção de IgG e IgA séricos anti-Giardia. 
O limite de corte, sensibilidade e especificidade dos ELISAs foram determinados 
pela curva ROC. Resultados: A frequência de enteroparasitos nas crianças foi de 
27,9% (n=80), sendo G. duodenalis o parasito patogênico mais frequente (8,0%; 
n=23). A sensibilidade e especificidade do ELISA in house foi de 80% e 90% para 
IgG, e 80% e 83,3% para IgA, respectivamente. A soroprevalência de IgG e IgA anti-
Giardia nas crianças examinadas neste trabalho foram de 12,5% (n=36) e 20,2% 
(n=58), respectivamente. A taxa de reação cruzada foi de 13% (6/46) para IgG e 
21,1% (12/57) para IgA, sendo mais frequente no soro de crianças infectadas por 
Endolimax nana e Entamoeba coli. Conclusão: O ELISA in house mostrou elevadas 
sensibilidades e especificidades para detecção no soro de IgG e IgA anti-Giardia. O 
encontro do parasito ou seus antígenos nas fezes apresentaram concordância 
moderada com a detecção de IgG e fraca com a de IgA. A maior frequência de 
reatividade de anticorpos específicos, comparada ao diagnóstico do parasito nas 
fezes, pode ser devido a exposição contínua das crianças a G. duodenalis, resposta 
imune de memória ou reatividade cruzada com outros protozoários intestinais.  
 
Palavras-chave: Giardia. Anticorpos. Crianças. 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Giardiasis is considered a neglected disease in developing countries, 
affecting mainly children. Traditional methods of diagnosis by microscopic 
examination of feces have moderate sensitivity. Conversely, the detection of serum 
antibodies to G. duodenalis by ELISA is a useful method in epidemiological studies to 
determine exposure to the protozoan. Objective: To determine the seropositivity of 
IgG and IgA anti-Giardia serum antibodies in children and to compare the serological 
diagnosis with the detection of the parasite in the feces. Material and methods: 
Feces and serum samples were collected from 287 children from Salvador, Bahia. 
Fecal samples were processed for the diagnosis of Giardia duodenalis infection by 
parasitological methods and coproantigen detection. Serum samples were tested 
using an in-house enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for detection of seric 
anti-Giardia IgG and IgA. The cut-off, sensitivity and specificity ELISAs were 
determined by the ROC curve. Results: The frequency of enteroparasites in the 
children was 27.9% (n = 80), with G. duodenalis being the most frequent pathogenic 
parasite (8.0%; n = 23). The sensitivity and specificity in house ELISA was 80% and 
90% for IgG, 80% and 83,3% for IgA, respectively. The seroprevalence of IgG and 
IgA anti-Giardia in the children examined in this study were 12.5% (n = 36) and 
20.2% (n = 58), respectively. The cross-reaction rate was 13% (6/46) for IgG and 
21.1% (12/57) for IgA, being more frequent in sera of children infected with 
Endolimax nana and Entamoeba coli. Conclusion: The in-house ELISA showed high 
sensitivities and specificities for detection of anti-Giardia IgG and IgA in children sera. 
The higher frequency of specific antibody reactivity, compared to the parasite 
diagnosis in feces, may be due to the continuous exposure of children to G. 
duodenalis infection, immune memory response or cross-reactivity with other 
intestinal protozoa. 
 
Key words: Giardia. Antibodies. Children.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Infecções parasitárias estão associadas às condições climáticas, sanitização 

precária, variáveis socioeconômicas, falta de acesso à água potável e hábitos 

culturais1–3. Estas infecções podem causar anemia, desnutrição e outros prejuízos 

no desenvolvimento físico e cognitivo, principalmente em crianças3–5. Estima-se que 

2 bilhões de pessoas estejam infectadas por pelo menos um parasito intestinal e 

mais da metade da população mundial encontra-se em risco de infecção6.  

Entre as parasitoses negligenciadas, consideradas um problema de saúde 

pública nos países em desenvolvimento, podemos destacar a giardíase. A Giardia 

duodenalis é um dos principais agentes etiológicos da diarreia em todo o mundo, 

sendo responsável por cerca de 200 milhões de casos e com potencial de 

transmissão zoonótica7–9. Devido à sua natureza cosmopolita e por estar associada 

às condições socioeconômicas e higiênico-sanitárias precárias, desde 2004, a 

Giardia foi incluída no grupo de “Iniciativa de Doenças Negligenciadas” da OMS10,11. 

A infecção por G. duodenalis tem um amplo espectro clínico, variando de 

casos assintomáticos a diarreia aguda ou crônica, dor abdominal, náuseas e 

vômitos, desidratação, e perda de peso12,13. As crianças são o principal grupo de 

risco e podem sofrer consequências mais sérias, incluindo comprometimento no 

desenvolvimento físico e cognitivo14–18. O diagnóstico laboratorial deste protozoário é 

geralmente realizado através da identificação morfológica de cistos e/ou trofozoítos 

nas fezes através de microscopia óptica19,20. Este método tem a vantagem de 

permitir a detecção simultânea de outros parasitos e possui baixo custo. Entretanto, 

apresenta baixa sensibilidade, requer técnicos treinados e, além disso, devido a 

eliminação intermitente dos cistos de G. duodenalis nas fezes, é necessário o exame 

de três amostras fecais por paciente para aumentar a sensibilidade do diagnóstico 

parasitológico10,21. O uso de mais de um método parasitológico e/ou imunológico 

pode aumentar a sensibilidade do diagnóstico laboratorial da giardíase. A detecção 

de antígeno por ensaio imunoenzimático (ELISA) ou imunocromatografia mostrou 

ser mais sensível que a microscopia22–29. Além disso, a detecção de anticorpos 

contra G. duodenalis por ELISA é um método útil em estudos epidemiológicos para 

determinação da soroprevalência em grandes comunidades30–34.  

Elevados níveis de anticorpos específicos contra Giardia foram detectados em 

diferentes grupos nos Estados Unidos35, México33,36 e Caribe34. Embora a detecção 
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de anticorpos IgG séricos específicos não permita distinguir infecção passada de 

corrente, este método é importante para avaliar a exposição de uma população. 

Outros estudos sugerem que a detecção de IgA específica, tanto no soro 

quanto na saliva, indicam infecções recentes por G. duodenalis37,38.  Entretanto, os 

resultados são controversos, e alguns trabalhos mostram que a detecção IgA, assim 

como IgG, não permite a diferenciação de infecção passada de corrente, 

principalmente em populações onde este parasito é endêmico39,40. Mais estudos 

sobre a soroprevalência de G. duodenalis em áreas endêmicas são necessários, 

para melhor compreensão do nível de exposição da população ao parasito.  

Apesar da infecção por G. duodenalis ser endêmica no Brasil, existem poucos 

estudos soroepidemiológicos em crianças. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi 

determinar a frequência de anticorpos IgG e IgA anti-G. duodenalis no soro em 

crianças de Salvador, Bahia, Brasil, atendidas em um laboratório clínico público, 

além de verificar o potencial diagnóstico desses exames para detecção da giardíase. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  DESENHO DO ESTUDO E POPULAÇÃO 

 

Este estudo de corte transversal foi conduzido com crianças regularmente 

atendidas para realização de exames laboratoriais de rotina no Laboratório de 

Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia, da Universidade Federal da Bahia 

(LACTFAR-UFBA), Salvador, Bahia. As crianças foram selecionadas por 

amostragem de conveniência, no período de Janeiro de 2015 a Janeiro de 2016. Os 

critérios para inclusão no estudo foram: idade de 0 a 15 anos; realizarem exame 

parasitológico de fezes e sangue no LACTFAR e cujos pais ou responsáveis 

concordassem em participar. Os critérios de exclusão foram: a criança não realizar 

exame de sangue no LACTFAR e/ou apresentar amostra de fezes em formol para 

exames parasitológicos.  

 

2.2  ASPECTOS ÉTICOS 

 

Todos os responsáveis pelas crianças foram informados da natureza do 

estudo e aqueles que concordaram em participar assinaram o termo de 
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consentimento livre e esclarecido (APÊNDICE 1). As crianças maiores de 6 anos 

foram esclarecidas sobre a pesquisa e assinaram o termo de assentimento 

(APÊNDICE 2). A realização desta pesquisa teve anuência da Congregação da 

Faculdade de Farmácia da UFBA, e foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP) da Escola de Enfermagem da UFBA sob número de parecer 905.867 (ANEXO 

1).  

 

2.3  COLETA DE DADOS E AMOSTRAS 

 

 Um questionário padronizado foi respondido pelos responsáveis das crianças, 

incluindo dados demográficos, socioeconômicos, de saneamento local e hábitos de 

higiene, além de relatos de sintomas gastrointestinais recentes apresentados pela 

criança (APÊNDICE 3). 

As amostras de fezes foram processadas no Laboratório de Parasitologia do 

LACTFAR. Parte das fezes foi utilizada no processamento do exame parasitológico, 

e o restante foi armazenado a -20°C para posterior pesquisa de antígeno de Giardia. 

As amostras de sangue foram coletadas em tubo seco para separação de 

soro. Para tanto, os tubos foram centrifugados por 10 min a 1.620 x g, e as alíquotas 

de soro foram congeladas a -20°C até o momento do uso.  

 

2.4  DIAGNÓSTICO DE ENTEROPARASITOS 

 

As amostras de fezes foram submetidas aos seguintes métodos 

parasitológicos: centrifugo-flutuação (CF) em sulfato de zinco (densidade da solução 

1,18g/ml)41; sedimentação por centrifugação (SC) em água42 e coloração de Ziehl-

Neelsen modificada (ZN)43. O sedimento fecal obtido pela técnica SC foi examinado 

com salina e com solução de iodo para detecção de helmintos e protozoários, e 

utilizado para confecção do esfregaço para diagnóstico de coccídeos intestinais pela 

coloração de ZN. Duas lâminas foram examinadas para cada técnica empregada. 

Amostras fecais de indivíduos positivos para G. duodenalis no exame parasitológico 

foram submetidas a uma avaliação semiquantitativa dos cistos excretados, através 

da contagem de cistos em 30µL do sobrenadante obtido no método CF, em lâmina 

corada com lugol. Além do exame parasitológico, as amostras de fezes foram 

examinadas para detecção de coproantígeno de G. duodenalis por ensaio 
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imunoenzimático direto (ELISA) (ELISA; RIDASCREEN® Giardia, R-Biopharm AG, 

Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante. Para amostras com 

resultado até duas vezes o ponto de corte da reação (cut-off) fornecido pelo 

fabricante (densidade ótica 0,15) com exame parasitológico negativo para Giardia, o 

ELISA era repetido mais duas vezes para confirmação. Amostras com densidade 

ótica abaixo de 0,15 foram consideradas negativas. Como controles positivos do 

ensaio foram utilizados antígeno de Giardia (fornecido no Kit) e duas amostras fecais 

positivas para cistos de Giardia. Poços contendo diluente no lugar das fezes 

serviram de controle negativo do ensaio. 

 

2.5  ELISA PARA DETECÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-Giardia 

 

2.5.1 Cultura de G. duodenalis e preparo do antígeno solúvel 

 

Trofozoítos de G. duodenalis (cepa WB) foram cultivados axenicamente em 

meio TYI-S-33 suplementado com soro e bile bovina, de acordo procedimento 

descrito por Keister44. Os trofozoítos foram incubados em tubos de vidro com tampa 

rosqueável, a 37ºC e 5% de CO2 por 48 h. Para liberação dos trofozoítos, os tubos 

foram colocados em banho de gelo por 15 minutos. Culturas com mais de 95% de 

trofozoítos móveis e integridade morfológica, foram utilizados para os repiques. 

Para produção do antígeno, os trofozoítos de cultura foram lavados três vezes 

a 4ºC, 720 x g, por 10 minutos, em tampão salina-fosfato, pH 7,2 (PBS), estéril. Os 

trofozoítos foram rompidos com 15 ciclos de ultrassom (Branson Sonifier Cell 

Disruptor, EUA), de 60 segundos a 90Hz, com intervalos de igual período em banho 

de gelo. O número de ciclos foi estipulado observando-se alíquotas do 

homogeneizado de trofozoítos ao microscópio para confirmar a total ruptura. 

Posteriormente, foram adicionados ao lisado antigênico os seguintes inibidores de 

proteases: ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,05mM, fluoreto de 

fenilmetilsulfonilo (PMSO) 1Mm, TPCK/TLCK 0,05Mm, e leupeptina 1μg/ml. O lisado 

antigênico foi centrifugado a 4.500 x g por 30 minutos a 4ºC, e o conteúdo proteico 

do sobrenadante foi dosado pelo método de Lowry et a.l45. As alíquotas de antígeno 

foram congeladas a -20ºC até o uso. 
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2.5.2 Padronização dos ELISAs in-house 

 

 Para a padronização do ELISA para pesquisa de anticorpos séricos anti-

Giardia foram inicialmente testadas as concentrações de antígeno de 10, 20, 40 e 80 

µg/mL; as diluições de soro de 1/25, 1/50, 1/100 e 1/200 e as diluições do conjugado 

1/500, 1/1000 e 1/2000. Para os dois ensaios, a concentração de antígeno ótima foi 

de 20 µg/mL. A diluição do soro ideal para o ensaio de IgG foi de 1/100 e para IgA foi 

1/25. Os conjugados apresentaram boa distinção entre os controles negativos e 

positivos na diluição 1/1.000 em ambos os ensaios. 

 Para estabelecer as melhores condições dos ensaios de pesquisa de 

anticorpos séricos anti-Giardia, foram utilizados 30 soros de crianças positivas para 

cistos de G. duodenalis no exame parasitológico, 30 crianças não parasitadas, 24 

com infecções por outros protozoários (Endolimax nana, Entamoeba coli, Iodamoeba 

butschilli e Blastocystis hominis) e 10 com helmintos (Trichuris trichiura, Ascaris 

lumbricoides, Enterobius vermicularis e Strongyloides stercoralis). Além do exame 

parasitológico, a negatividade para G. duodenalis do grupo controle foi confirmada 

pela pesquisa de coproantígeno.  

 
2.5.3 Ensaio imunoenzimático (ELISA) para determinação de anticorpos IgG e 

IgA anti-G. duodenalis no soro 
 

A cada poço das placas de microtitulação (placas de 96 poços, Corning Inc. 

Coastar polystyrene EIA/RIA plates) foram adicionados 100 µl do antígeno de G. 

duodenalis, a 20 µg/mL, diluído em tampão carbonato/bicarbonato a 0,06 M, pH 9,6. 

Em seguida, as placas foram incubadas por 18 horas, a 4 ºC, e lavadas 3 vezes com 

tampão salina-fosfato a 0,15 M, Tween 20 a 0,05% (PBS-T), pH 7,2, com molho de 

cinco minutos. Após lavagens, as placas foram bloqueadas com 100 µl de PBS-T, 

contendo 5% p/v de leite desnatado (tampão de bloqueio) e incubadas em câmara 

úmida, durante uma hora, a 37 ºC. As placas foram então lavadas 5 vezes com PBS-

T, como descrito acima, e 100 µl de soro diluído 1:100 (IgG) ou 1:25 (IgA) em PBS-T, 

contendo 5% p/v de leite desnatado, foram aplicados aos poços, em duplicata. Após 

incubação por uma hora a temperatura ambiente (TA), os poços foram lavados como 

na etapa anterior, e 100 μl do conjugado anti-IgG (Sigma-Aldrich Company, St. 

Louis, EUA) ou anti-IgA humana ligada a peroxidase (Thermo Fisher Scientific, EUA) 

diluído a 1:1.000 no mesmo tampão dos soros, foram adicionados por poço e 
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incubados por uma hora a 37ºC em câmara úmida. Após incubação, foram 

realizadas duas lavagens com PBS-T e mais três com PBS puro. A reação foi 

revelada com a adição de 100 µl do substrato (15 mL de tampão citrato-fosfato a 

0,051 M, pH 5,0, contendo o p-fenilenodiamina a 0,0037 M e água oxigenada 30 

volumes a 0,04%), seguida de incubação ao abrigo da luz durante 20 minutos. A 

reação foi interrompida com 20 μl de ácido sulfúrico a 8 N e a leitura das densidades 

ópticas foi realizada em espectrofotômetro, utilizando o filtro de 450-630nm 

(Awareness Tecnology Inc., EUA). O ponto de corte (cut-off) foi determinado através 

da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) e os resultados foram expressos 

em índice de reatividade (IR) do ELISA, dividindo a média da densidade ótica de 

cada amostra pelo ponto de corte.  

 

2.6  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os cálculos estatísticos foram realizados utilizando o programa Graph Pad 

Prism 5.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, Califórnia, EUA) e SPSS for 

Windows versão 19. 

A determinação das sensibilidades e especificidades dos ELISAs foram 

calculadas pela curva ROC. O nível de concordância entre os métodos 

parasitológicos, pesquisa de antígeno nas fezes e o ELISA foi calculado através do 

índice Kappa (46).  

A análise da associação entre a frequência de infecção e de anticorpos anti-G. 

duodenalis com as variáveis estudadas foi realizada através da determinação do 

odds-ratio (OR) e aplicando o teste qui-quadrado (χ2) e seu valor de p associado, 

sendo considerado estatisticamente significante quando o valor de p foi menor que 

0,05. 

As médias dos índices de reatividade (IR) dos grupos estudados (crianças com 

Giardia, com outras parasitoses ou não infectadas) foram comparadas utilizando o 

teste ANOVA e o pós-teste de Dunn. Foram consideradas diferenças 

estatisticamente significantes quando p< 0,05. 
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3 RESULTADOS 

  

3.1 CARACTERIZAÇÃO DA POPULAÇÃO DO ESTUDO 

 

Das 287 crianças incluídas no estudo, 285 (99,3%) responderam o questionário 

socioeconômico na íntegra. As características demográficas, socioeconômicas e 

sanitárias dos participantes estão descritas na Tabela 1. Não houve diferença 

significante em relação à distribuição do gênero no grupo estudado. Quanto à idade, 

no geral, prevaleceram crianças acima de seis anos (73%). A análise dos dados 

socioeconômicos revelou que mais de 30% dos pais e/ou responsáveis não 

concluíram o ensino fundamental. Além disso, cerca de 77% das famílias viviam com 

renda mensal inferior ou igual a um salário mínimo.  

No que se refere às características sanitárias, em 90,9% das residências havia 

sistema de esgoto, em 99,3% tinha banheiro com sanitário e 85,6% utilizavam água 

encanada. Animais domésticos estavam presentes em 43,9% dos domicílios. 
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Tabela 1- Características demográficas, socioeconômicas e higiênico-sanitárias da população de 
crianças atendidas no LACTFAR. 

Fonte: Autoria própria 
 

Variável
 

Frequência
n (%)

Variável
 

Frequência
n (%)

Gênero  Renda familiar total  
    Feminino 128 (44,6)     ≤1 Salário mínimo 218 (76,5) 
    Masculino 159 (55,4)     2 Salários mínimo 53 (18,6) 

Faixa etária      3 Salários mínimo 9 (3,2) 
    0 a 1 ano 9 (3,1)     ≥ 4 Salários mínimos 5 (1,8) 
    2 a 5 anos 70 (24,4)   
    6 a 10 anos 110 (38,3)   
    11 a 14 anos 98 (34,1)   
Período escolar da criança  Tomou banho em rios ou 

lagos
80 (28,1) 

  Creche 34 (11,9) Anda descalço 186 (65,3) 

  Pré-escolar 49 (17,2) Utiliza água encanada 244 (85,6) 

  Fundamental I 84 (29,5) Ferve/filtra água para beber 159 (55,8) 

  Fundamental II 118 (49,2) Possui esgoto onde reside 259 (90,9) 

Grau de escolaridade do 
responsável

 Possui banheiro com pia e 
sanitário

283 (99,3) 

    Nenhum 2 (0,7) Lava os alimentos 281 (98,6) 
    Fundamental incompleto 91 (31,9) Possui animal doméstico 125 (43,9) 
    Fundamental completo 20 (7,0)   
    Ens. médio incompleto 48 (16,8)   
    Ens. médio completo  111 (38,9)   
    Ens. superior incompleto 11 (3,9)   
    Ens. superior completo 2 (0,7)   

3.2  FREQUÊNCIA DE INFECÇÕES PARASITÁRIAS 

 

Das 287 crianças examinadas, 27,9% (n=80) estavam infectadas por pelo 

menos um parasito. Entre as crianças parasitadas, as infecções causadas por 

protozoários foram mais frequentes do que as infecções causadas por helmintos.  

Dentre os parasitos patogênicos houve predomínio da infecção por G. 

duodenalis (8%), seguido por Trichuris trichiura (2,8%) e Ascaris lumbricoides (2,1%) 

(Tabela 2). Dentre as 80 crianças positivas, 58 estavam monoparasitadas, 19 
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biparasitadas e 3 poliparasitadas (Tabela 2). 

 
Tabela 2- Enteroparasitos detectados em 287 crianças atendidas no LACTFAR. 

Enteroparasitos Frequência 

n (%) 

Positividade para enteroparasitos 80 (27,9)  

Protozoários  

Giardia duodenalis 23 (8,0)  

Endolimax nana 36 (12,5)  

Entamoeba coli 24 (8,4)  

Iodamoeba butschilli 5 (1,7) 

Blastocystis hominis 2 (0,7)  

Helmintos  

Ascaris lumbricoides 6 (2,1) 

Trichuris trichiura 8 (2,8) 

Strongyloides stercoralis 1 (0,3) 

Enterobius vermicularis 2 (0,7) 

Parasitismo  

Monoparasitismo 58 (20,2) 

Biparasitismo 19 (6,6) 

Poliparasitismo 3 (1,0) 

Fonte: Autoria própria 
 

Das 80 crianças infectadas por enteroparasitos, 33 (41,2%) apresentaram 

queixas de pelo menos um sintoma gastrointestinal recente, sendo 18 (54,5%) por 

parasitos patogênicos e 15 (45,5%) não patogênicos. Não houve associação entre a 

presença de enteroparasitos e diarreia ou outro sintoma gastrointestinal. Das 23 

crianças com giardíase, 9 (39,1%) relataram queixas de sintomas gastrointestinais, 

tais como dores abdominais, náuseas e vômitos, desses, 2 indivíduos apresentaram 

diarreia. Entretanto, não houve associação significativa entre diarreia ou sintomas 

gastrointestinais e giardíase. 
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3.3 PADRONIZAÇÃO DO ELISA PARA DETECÇÃO DE ANTICORPOS IgG E IgA 
ANTI-Giardia duodenalis NO SORO 
 

O ELISA indireto para detecção de anticorpos IgG apresentou sensibilidade e 

especificidade de 80,0% e 90,0%, respectivamente (Figura 1A). A presença de 

provável reatividade cruzada foi observada em 16,7% (4/24) dos soros de pacientes 

com outros protozoários, mas não naqueles infectados por helmintos (Figura 1B).  

 

Figura 1- A. Curva ROC, indicando o melhor ponto de corte da reação (cut-off), 
sensibilidade, especificidade e área sob a curva para detecção de IgG anti-Giardia em 
amostras de soro. B. Reatividade de IgG anti-G. duodenalis detectados no ELISA. * p<0,001 
(ANOVA, teste de Dunn).  
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria 
 

 

O ELISA para detecção de IgA apresentou sensibilidade e especificidade de 

80,0% e 83,3%, respectivamente (Figura 2A). A presença de provável reatividade 

cruzada foi observada em 38,2% (13/34) dos pacientes infectados por outros 

enteroparasitos, sendo que 11/24 (45,8%) das crianças infectadas por outros 

protozoários e 2/10 (20%) dos indivíduos infectados por helmintos, também foram 

positivos no ELISA. (Figura 2 B). 
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Figura 2. A- Curva ROC, indicando o melhor ponto da reação (cut-off), sensibilidade, 
especificidade e área sob a curva para detecção de IgA anti-Giardia em amostras de soro. 
B. Resposta de IgA anti-G. duodenalis detectados no ELISA. * p<0,001 (ANOVA, teste de 
Dunn).  

 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
Fonte: Autoria própria 
 
 
 

3.4 SOROPREVALÊNCIA DE IgG E IgA SÉRICAS ANTI-Giardia EM CRIANÇAS 
ATENDIDAS NO LACTFAR 

 

Após a padronização do ELISA para detecção de IgG e IgA específicos, foram 

testados os soros das 287 crianças atendidas no LACTFAR. A Figura 3 mostra a 

resposta de anticorpos IgG e IgA na população do estudo. A soropositividade para 

anticorpos IgG e IgA anti-Giardia na população estudada foi de 12,5% (36/287) e 

20,2% (58/287), respectivamente (Tabela 3). Das 23 crianças positivas para G. 

duodenalis no exame microscópico e/ou pesquisa de coproantígeno, 18 (78,3%) 

apresentaram soropositividade para IgG e 17 (73,9%) para IgA. 
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Figura 3- Resposta de IgG (A) e IgA (B) anti-G. duodenalis detectados no ELISA em 
crianças atendidos no LACTFAR. Crianças infectadas por G. duodenalis ( ), negativas no 
parasitológico/coproantígeno ( ), crianças infectadas por outros protozoários ( ) ou por 
helmintos ( ). * p<0,001 (ANOVA, teste de Dunn).  

 
 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria 
 
 

Tabela 3- Soropositividade de IgG e IgA séricas anti-Giardia em crianças, de acordo com o resultado do 
exame parasitológico de fezes e pesquisa de coproantígeno. 

 

Positividade para anticorpos anti-Giardia 

Grupos 

IgG 

n (%) 

   IgA  

n (%) 

Crianças com G. duodenalis (n=23) 18 (78,3)a 17 (73,9)b 

Crianças com outros protozoários (n=46) 6 (13)a 10 (21,7)b 

Crianças com helmintos (n=11) 0 (0) 2 (18,2)b 

Crianças negativas no parasitológico (n=207) 12 (5,8)a 31 (15)b 

TOTAL 36 (12,5) 58 (20,2) 
a;b p<0,05 (qui-quadrado) 

Fonte: Autoria própria 
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Fonte: Autoria própria 
 

 

 
  

POSITIVIDADE PARA Giardia duodenalis

  ELISA-IgG (soro) ELISA-IgA (soro)

  Positivo Negativo Total kappa Positivo Negativo Total kappa 

Microscopia 
Positivo 16 4 20 

 

0,58 

14 6 20  

0,32 

Negativo 20 247 267 
44 223 267 

Total 36 251 287 
58 229 287 

ELISA-Ag (fezes) Positivo 18 5 23 

 

 

0,57 

 

17 

 

6 

 

23 

 

 

0,34  Negativo 18 246 264 41 223 264 

 Total 36 251 287 58 229 287 
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3.5  COMPARAÇÃO ENTRE O ELISA PARA DETECÇÃO DE ANTICORPOS IgG E 
 IgA ANTI-Giardia COM O EXAME PARASITOLÓGICO DE FEZES E A 
 PESQUISA DE COPROANTÍGENO 

 

A Tabela 4 mostra a comparação entre a detecção de anticorpos IgG e IgA 

específicos com o diagnóstico de G. duodenalis nas fezes. A pesquisa de 

coproantígeno detectou um caso positivo que não foi diagnosticado através do 

exame microscópico das fezes. Um total de cinco (21,7%) das crianças positivas 

para G. duodenalis não apresentaram anticorpos IgG reativos a antígenos do 

parasito. O índice de concordância entre a detecção de anticorpos IgG específicos 

com a microscopia e a pesquisa de antígenos nas fezes foram considerados 

moderados, k=0,58 e k=0,57, respectivamente (Tabela 4). Em relação à presença de 

anticorpos IgA anti-Giardia, seis (26,1%) amostras das crianças infectadas com G. 

duodenalis não apresentaram reatividade. A concordância entre a detecção de 

anticorpos IgA específicos com a microscopia e a pesquisa de antígenos nas fezes 

foram considerados fracos, k=0,32 e k=0,34, respectivamente (Tabela 4). 

 
 

Tabela 4 - Comparação entre o ELISA para detecção de anticorpos IgG e IgA anti-Giardia 
no soro com o diagnóstico de G. duodenalis por microscopia e pesquisa de coproantígeno 
em crianças.
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3.6  REATIVIDADE IgG E IgA ANTI-Giardia EM CRIANÇAS INFECTADAS POR  
 OUTROS PARASITOS 

 

Na Tabela 5 são apresentados os resultados de prováveis reatividades 

cruzadas no ELISA para IgG e IgA anti-Giardia.  Seis soros (6/57; 10,5%) de 

crianças infectadas por protozoários intestinais apresentaram reatividade no ELISA-

IgG anti-Giardia, enquanto nenhuma positividade foi observada nas amostras de 

crianças infectadas por helmintos. Em relação ao ELISA-IgA, 21% (12/57) dos 

pacientes infectados por outros parasitos apresentaram reatividade a este anticorpo, 

sendo 10 (83,3%) infectados por protozoários, principalmente Endolimax nana (5/12; 

41,7%). 

 
Tabela 5- Reações cruzadas para outros enteroparasitos no ELISA-IgG e IgA anti-Giardia 

Parasitos 

Pacientes positivos para 

outros parasitos 

n (%) 

Positividade no 

ELISA-IgG 

n (%) 

Positividade no 

ELISA-IgA 

n (%) 

Protozoários 46 (80,7) 6 (100) 10 (83,3) 

Endolimax nana 18 (31,6) 3 (50,0) 5 (41,7) 

Entamoeba coli 12 (21,1) 3 (50,0) 2 (16,7) 

Iodamoeba butschilli 2 (3,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 

E. coli + E. nana 9 (15,8) 0 (0,0) 1 (8,3) 

E. nana+ I. butschilli 2 (3,5) 0 (0,0) 1 (8,3) 

Blastocystis hominis + E. nana 1 (1,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 

E. coli + Trichuris trichiura 2 (3,5) 0 (0,0) 1 (8,3) 

Helmintos 11 (19,3) 0 (0,0) 2 (16,7) 

T. trichiura 4 (7,0) 0 (0,0) 1 (8,3) 

Ascaris lumbricoides 4 (7,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

A. lumbricoides + T. trichiura 1 (1,8) 0 (0,0) 1 (8,3) 

Strongyloides stercoralis 1 (1,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Enterobius vermicularis 1 (1,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 

TOTAL 57 (100) 6 (10,5) 12 (21,0) 

Fonte: Autoria própria 
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3.7 COMPARAÇÃO ENTRE A REATIVIDADE DE ANTICORPOS IgG E IgA ANTI-
Giardia E A CARGA PARASITÁRIA 

 

Com o objetivo de comparar a resposta imune humoral com a carga 

parasitária, foi realizada uma análise semiquantitativa dos cistos de G. duodenalis 

eliminados, determinando-se uma faixa de carga parasitaria para comparação com a 

positividade de IgA e IgG anti-Giardia séricos, como apresentado na Tabela 6.  

 

Tabela 6- Comparação entre a carga parasitária e o resultado do ELISA-IgG e IgA anti-
Giardia. 

Fonte: Autoria própria 
 
 

Os resultados mostraram que a maioria dos indivíduos infectados eliminava 

até 500 cistos por lâmina e que, independente da carga parasitária, podem ser 

encontrados anticorpos específicos circulantes no soro. A maioria das crianças 

(84,6%; 11/13), que apresentavam menor carga parasitária (0-100 cistos/lâmina) 

foram positivas para IgG anti-Giardia no soro. Por outro lado, nos pacientes com 

maior carga parasitária, foi detectada 100% de positividade para IgA anti-Giardia 

(Tabela 6). Entretanto, não foi observada diferença estatística significante entre os 

grupos, provavelmente devido ao número limitado de amostras positivas para 

contagem dos cistos de Giardia. 

 

3.8  ASSOCIAÇÃO ENTRE VARIÁVEIS SOCIOECONÔMICAS, INFECÇÃO POR G. 
duodenalis E POSITIVIDADE DE ANTICORPOS IgG E IgA ESPECÍFICOS NO 
SORO 

  

A Tabela 7 mostra a análise univariada das variáveis estudadas em relação à 

positividade parasitológica e sorológica (IgG e IgA) para G. duodenalis. Dentre as 

variáveis analisadas, a inexistência ou nível baixo de escolaridade do responsável 

foi significativamente associado à infecção por G. duodenalis (OR=3,14; IC95% = 

1,06 – 9,27, p=0,04). 

 

Carga parasitaria 
(cistos/lâmina) 

N° de 
pacientes 

Nº IgG (+) Nº IgG (-) N°IgA (+) N° IgA (-) 

+ (0 - 100) 13 11 (84,6%) 2 (15,4%) 8 (61,5%) 5 (38,5%) 

++ (101 - 500) 7 6 (85,7%) 1 (14,3%) 6 (85,7%) 1 (14,3%) 

+++ (>500) 3 1 (33,3%) 2 (66,7%) 3 (100%) 0 (0) 



Variável 
 

 
 

N 

Parasitológico/Coproantígeno positivo para Giardia 
duodenalis 

ELISA-IgG anti-Giardia  ELISA-IgA anti-Giardia 

Parasitológico 
positivo para 

Giardia duodenalis
n (%)

OR IC 95% p  Soropositividade 
IgG anti-Giardia

n (%)

OR IC 95% p  Soropositividade 
IgA anti-Giardia

n (%)

OR IC 95% p

Sexo                

Feminino 128 13 (10,2) Referencia    17 (13,3) Referencia    25 (19,5) Referencia   

Masculino 159 10 (6,3) 0,59 0,25 - 1,40 0,28  19 (11,9) 0,89 0,44 - 1,79 0,735  33 (20,8) 1,08 0,60 - 1,93 0,798 

                

Faixa etária                

0 – 1 anos 9 0 (0) -- -- --  2 (22,2) 3,21 0,57 - 18,13 0,186  0 (0) -- -- -- 

2 - 5 anos 70 9 (12,9) 2,26 0,77 - 6,68 0,131  10 (14,3) 1,87 0,70 - 5,02 0,206  9 (12,9) 0,51 0,22 - 1,19 0,118 

6 - 10 anos 110 8 (7,3) 1,2 0,40 - 3,59 0,212  16 (14,5) 1,91 0,78 - 4,69 0,15  27 (24,5) 1,12 0,59 - 2,14 0,722 

11 - 15 anos 98 6 (6,1) Referencia    8 (8,2) Referencia    22 (22,4) Referencia   

                

Renda familiar                

<= 1 salário minímo 218 14 (6,4) 0,27 0,03 - 2,62 0,296  24 (11,0) 0,19 0,02 - 1,17 0,073  39 (17,9) 0,33 0,05 - 2,02 0,229 

2 salários minímos 53 4 (7,5) 0,33 0,03 - 3,66 0,374  7 (13,2) 0,23 0,03 - 1,62 0,139  13 (24,5) 0,49 0,07 - 3,24 0,458 

3 salários minímos 9 2 (22,2) 1,14 0,08 - 16,95 0,92  2 (22,2) 0,43 0,04 - 4,64 0,486  3 (33,3) 0,75 0,08 - 7,21 0,803 

>= 4salários minímos 5 1 (20) Referencia    2 (40,0) Referencia    2 (40) Referencia   

                

Escolaridade do 
responsável

               

    Nenhum ou 
Fundamental incompleto 

93 12 (12,9) 3,14 1,06 – 9,27 0,04*  13 (14,0) 1,04 0,47 – 2,31 0,923  19 (20,4) 0,98 0,47 –1,94 0,959 

    Fundamental 
completo 

20 1 (5,0) 1,11 0,12 - 10,09 0,922  1 (5,0) 0,34 0,04 - 2,70 0,306  4 (20,0) 0,96 0,29 - 3,14 0,941 

    Ens. médio 
incompleto 

48 3 (6,3) 1,41 0,324 - 6,17 0,644  5 (10,4) 0,74 0,25 - 2,18 0,589  9 (18,8) 0,88 0,37 - 2,08 0,776 

    Ens. médio completo  111 5 (4,5) Referencia    15 (13,5) Referencia    23 (20,7) Referencia   

    Ens. Superior 
incompleto 

 

11 0 (0) -- -- --  1 (9,1) 0,64 0,08 - 5,37 0,681  2 (18,2) 0,85 0,17 - 4,21 0,842 

Tomou banho em rios 
ou lagos

               

Sim 80 6 (7,5) 1,03 0,38 - 2,75 0,958  10 (12,5) 1,03 0,47 - 2,25 0,944  17 (21,2) 1,11 0,59 - 2,11 0,742 

Não 
 

205 15 (7,3) Referencia    25 (12,2) Referencia    40 (19,5) Referencia   

Tabela 7- Associação entre variáveis socioeconômicas, infecção e soroprevalência de G. duodenalis 
70 

 



Variável N Parasitológico/Coproantígeno positivo para Giardia 
duodenalis 

 ELISA-IgG anti-Giardia   ELISA-IgA anti-Giardia 

Parasitológico 
positivo para 

Giardia duodenalis
n (%) 

OR IC 95% p  Soropositividade 
IgG anti-Giardia

n (%)

OR IC 95% p  Soropositividade 
IgA anti-Giardia

n (%)

OR IC 95% p

Andar descalço                

Sim 186 15 (8,1) 1,36 0,51 - 3,62 0,538  24 (12,9) 1,19 0,55 - 2,53 0,661  39 (21,0) 1,24 0,67 - 2,30 0,499 

Não 99 6 (6,1) Referencia    11 (11,1) Referencia    18 (18,2) Referencia   

                

Animal doméstico                

Sim 125 5 (4,0) 0,38 0,133 - 1,05 0,06  14 (11,2) 0,83 0,41 - 1,72 0,623  28 (22,4) 1,3 0,73 - 2,33 0,371 

Não 160 16 (10,0) Referencia    21 (13,1) Referencia    29 (18,1) Referencia   

                

Utiliza água encanada                

Sim 244 19 (7,8) Referencia    31 (12,7) Referencia    48 (19,8) Referencia   

Não 41 2 (4,9) 1,61 0,14 - 2,71 0,509  4 (9,8) 0,74 0,25 - 2,23 0,596  9 (21,9) 1,15 0,51 - 2,57 0,736 

                

Ferve ou filtra água 
para beber

               

Sim 159 12 (7,5) Referencia    19 (11,9) Referencia    31 (19,5) Referencia   

Não 126 9 (7,1) 0,94 0,38 - 2,31 0,897  16 (12,7) 1,07 0,53 - 2,18 0,848  26 (20,6) 1,07 0,59 - 1,92 0,811 

                

                

Pavimentação das 
ruas

               

Sim 251 19 (7,6) Referencia    30 (11,9) Referencia    52 (20,7) Referencia   

Não 34 2 (5,9) 0,76 0,17 - 3,43 0,724  5 (14,7) 1,27 0,46 - 3,53 0,647  5 (14,7) 0,66 0,24 - 1,79 0,414 

                

Lavagem de alimentos 
cruz

               

Sim 281 21 (7,5) Referencia    35 (12,5) -- -- --  56 (19,9) Referencia -- -- 

Não 4 0 (0) -- -- --  0 (0) -- -- --  1 (25,0) 1,34 0,14 - 
13,12 

0,802 

Fonte: Autoria própria 
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4 DISCUSSÃO 

 

No Brasil, as prevalências de infecções por parasitos intestinais variam de 

acordo a região do país e acredita-se estarem associadas às condições 

socioeconômicas e ambientais, condições clínicas, hábitos de higiene e idade da 

população estudada. Muitos pesquisadores mostraram frequências variando entre 

14% e 94%47–50. Neste estudo, 27,9% das crianças analisadas estavam infectadas 

por um ou mais enteroparasitos. 

Entre as parasitoses diagnosticadas, as infecções causadas por protozoários 

foram mais frequentes do que as infecções por helmintos, o que corrobora outros 

estudos49–51. A maior prevalência de infecções por protozoários pode ser decorrente 

da facilidade de disseminação dos cistos, que são resistentes a condições adversas, 

além do tamanho pequeno que permite a passagem através dos filtros e 

contaminação da água potável, facilitando a transmissão. Por outro lado, a 

disseminação dos helmintos depende da presença de indivíduos infectados, da 

contaminação fecal do solo, das condições apropriadas de temperatura e umidade 

do ambiente para o desenvolvimento da forma infectante e do contato com o solo 

contaminado52. A população de nosso estudo consistiu de crianças de zona urbana 

de Salvador, onde as condições favoráveis para infecção por helmintos são 

reduzidas, além disso, o contato de crianças com o solo é menos frequente do que o 

observado para adolescentes e adultos, sendo esperado a baixa prevalência de 

helmintos observada neste trabalho. 

Giardia duodenalis foi o parasito patogênico mais prevalente nas crianças 

analisadas neste estudo (8%, n=23), um achado que corrobora outros trabalhos 

realizados em crianças no Brasil48,53,54, que apresentaram frequências variando entre 

5% e 96%. Em Santa Catarina foi relatado uma prevalência de 12%55; no Rio de 

Janeiro, 8,1%51; em São Paulo, entre 5,0-96,6%48,52,56–58; no Amazonas, 16,9%59; 

32% em uma comunidade indígena de Minas Gerais47 e 19,2% em crianças de 

creche de Uberlândia, Minas Gerais49. Em Salvador, a frequência de giardíase em 

crianças varia de 13% a 18,4 %, de acordo estudos anteriores29,60. Dados na 

literatura relatam que a giardíase é mais comum na população infantil do que em 

adultos, especialmente em creches e escolas61,62. Estes ambientes favorecem a 

disseminação dos cistos devido à aglomeração de crianças, ao contato interpessoal, 

à vulnerabilidade natural dessa faixa etária, e muitas vezes, às condições 
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inadequadas de higiene63. 

Em paralelo às estimativas de prevalência, muitas variáveis preditoras 

importantes foram associadas com parasitos intestinais e/ou giardíase, incluindo 

gênero, idade, nível educacional, renda familiar, condições sanitárias e domiciliares, 

presença de animais domésticos, hábitos de higiene, entre outros50. Neste trabalho 

foi investigada a associação entre a infecção por G. duodenalis com fatores de risco 

relacionados às condições socioeconômicas e comportamentais das crianças 

incluídas no estudo. Essa análise mostrou que a pouca ou nenhuma escolaridade do 

responsável foi significativamente associada à infecção por G. duodenalis (OR=3,14; 

IC95% = 1,06 – 9,27; p=0,04). Este achado é consistente com alguns estudos 

anteriores em países em desenvolvimento, onde a falta ou o baixo nível de 

escolaridade dos pais foram associados com maiores taxas de infecções por 

parasitos em crianças3,64–66. O nível educacional constitui um aspecto importante no 

combate a doenças infectocontagiosas, na medida em que possibilita uma melhor 

compreensão das suas formas de transmissão e prevenção62. 

O diagnóstico da giardíase depende da detecção de cistos ou trofozoítos por 

exame microscópico das fezes, porém este método apresenta baixa sensibilidade, 

depende de microscopista experiente e, devido a eliminação intermitente dos cistos 

pelo hospedeiro, há necessidade da análise de várias amostras fecais21,67,68. 

Buscando atingir melhores resultados e reduzir o desconforto do paciente como 

coletas múltiplas, ou até mesmo invasivas, foram desenvolvidas técnicas 

imunológicas, como imunofluorescência e ELISA, com dois enfoques diferentes: 

detecção de anticorpos séricos anti-Giardia e detecção de antígenos do parasito nas 

fezes.  

Inúmeros estudos mostraram que o imunodiagnóstico do parasito baseado na 

detecção de antígenos de Giardia nas fezes apresentam bons resultados, e é mais 

sensível que a detecção de cistos por microscopia25,28,29. Porém, poucos estudos 

avaliaram a resposta de anticorpos séricos anti-G. duodenalis, seja para fins 

diagnósticos, ou para utilização em inquéritos soroepidemiológicos. Neste estudo, 

nós avaliamos a resposta de anticorpos séricos IgG e IgA contra G. duodenalis em 

crianças atendidas em um laboratório público em Salvador, Bahia.  

Observações experimentais, clínicas e epidemiológicas indicam que G. 

duodenalis estimula uma resposta imune no hospedeiro69–71. Estudos relatam a 

presença de anticorpos anti-Giardia em indivíduos com giardíase37,38,72. Com base 
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nesses achados, testes sorológicos foram desenvolvidos procurando detectar as 

imunoglobulinas específicas, especialmente das classes IgG, IgM e IgA no soro de 

pacientes. Contudo, de acordo com Garcia30, a detecção desses anticorpos no soro 

ainda não é uma técnica que contribua para o diagnóstico da giardíase, faltando 

critérios para uso na rotina laboratorial. O diagnóstico sorológico pode, por sua vez, 

auxiliar nos levantamentos epidemiológicos para determinar o nível de exposição de 

uma população. Por outro lado, em pacientes que possuem uma carga parasitária 

baixa, apresentando exames parasitológicos negativos, e com sintomas clínicos 

sugestivos de giardíase, a utilização de testes sorológicos pode ser uma alternativa 

diagnóstica38. 

Em nosso estudo, a sensibilidade do ELISA para detecção de IgG e IgA 

contra G. duodenalis foi de 80% para ambos os anticorpos, e as especificidades 

foram de 90 e 83,3%, respectivamente. Estudos anteriores encontraram 

sensibilidades variando de 64-97% e especificidades de 84-85% no ELISA para IgG 

anti-Giardia33,38. Rodriguez et al.37 compararam um ensaio imunoenzimático para 

detecção de anticorpos séricos IgA anti-Giardia com o exame microscópico de fezes 

e encontraram uma sensibilidade de 57% e especificidade de 97%. Estas diferenças 

se devem, possivelmente, às diferentes populações estudadas, ao estágio da 

doença, ou ainda às variações do imunoensaio, como tipo de antígeno, diluições dos 

soros e tipo de anticorpo conjugado. 

Após a padronização do ELISA in house e determinação do ponto de corte 

(cut-off), o ensaio foi utilizado para avaliar a frequência de soropositividade da 

giardíase em crianças atendidas no LACTFAR. A soroprevalência de IgG anti-Giardia 

foi de 12,5% (n=36). Alguns estudos realizados em outras regiões mostraram 

soroprevalências mais elevadas. Anticorpos IgG anti-Giardia foram detectados em 

77% de mulheres lactantes no México36 e em 55,3% da população geral33. Em 

estudo realizado no Caribe, a soroprevalência de G. duodenalis em mulheres 

grávidas foi de 40,5%34. A baixa soroprevalência observada em nosso estudo, 

quando comparado a outros, pode ser devido a população estudada ser composta 

por crianças, sugerindo um impacto acumulativo de infecções repetidas na produção 

de anticorpos específicos com o passar da idade, como já relatado por outros 

autores31,33. Entretanto, outros estudos encontraram elevada soroprevalência em 

crianças indígenas no Arizona e de área rural do Panamá31, o que pode ser devido à 

elevada exposição em ambientes pouco ou não-urbanizados. 
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Apesar da elevada prevalência de infecção por G. duodenalis em crianças em 

áreas endêmicas, existem poucos estudos soroepidemiológicos no Brasil. Em um 

estudo realizado por Guimarães e Sogayar73, a soroprevalência de IgG em crianças 

de uma creche de São Paulo foi de 63,3%. Outros estudos mostraram uma redução 

na prevalência de infecções por G. duodenalis e outras enteroparasitoses em países 

em desenvolvimento, devido a melhoria nas condições higiênico-sanitárias e 

educacionais nessas regiões62,74, reduzindo a exposição a esses patógenos, o que 

pode explicar a soroprevalência menor encontrada nas crianças incluídas no nosso 

estudo.  

A soroprevalência de IgG específica foi maior nos indivíduos positivos no 

parasitológico de fezes/coproantígeno para G. duodenalis (78,9%; 18/23), do que 

nos negativos (13%). Em um estudo realizado por Ljungstrom e Castor75, IgG anti-

Giardia foi detectada em 68% dos pacientes com diagnóstico microscópico positivo e 

em 22% dos pacientes negativos. El-Gebaly et al.38 detectaram IgG sérica em 64% 

dos indivíduos com cistos nas fezes e em 15% dos pacientes com parasitológico 

negativo, achados próximos aos encontrados em nosso estudo. 

A presença de resultados falsos-negativos no ELISA-IgG no grupo estudado, 

pode ser atribuída a produção de baixos níveis de anticorpos, indetectáveis no 

imunoensaio, ou devido a  baixa carga parasitária de infecções crônicas33,39,40. Por 

outro lado, os resultados falso-positivos podem ser devido a presença de infecção 

não-diagnosticada no exame parasitológico, reatividade cruzada com outros 

parasitos ou exposição prévia dos indivíduos que vivem em áreas endêmicas33. 

Nosso estudo mostrou um índice de concordância kappa moderado quando 

comparamos a detecção de IgG sérico específico e a detecção de G. duodenalis na 

fezes por microscopia (Kappa = 0,58) ou por pesquisa de coproantígeno (Kappa = 

0,58). Guimarães e Sogayar73 e  Gilman et al.76 não encontraram concordância 

satisfatória entre o ELISA-IgG anti-Giardia e o exame parasitológico de fezes., 

mostrando que, em áreas endêmicas com altas taxas de infecção, um único isotipo 

de anticorpo não pode ser usado como marcador para infecção por este protozoário. 

O anticorpo IgA contra G. duodenalis pode ser um melhor indicador de 

infecção corrente do que IgG, uma vez que é a imunoglobulina predominantemente 

produzida no trato gastrointestinal. Embora IgA sérica seja originada da medula 

óssea, estudos mostraram que este anticorpo pode compartilhar especificidade 

antigênica com IgA intestinal77. O anticorpo IgA anti-Giardia foi detectado no soro de 
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20,2% (n=58) das crianças incluídas no estudo. A soroprevalência da giardíase, 

usando IgA como marcador, foi significativamente maior nos indivíduos positivos no 

parasitológico de fezes/coproantígeno (73,9%; 17/23), do que nos indivíduos 

negativos (21,5%).O índice kappa entre a detecção de IgA sérico e a identificação de 

G. duodenalis nas fezes por microscopia ou coproantígeno foram inexpressivos, 

contrastando com estudos anteriores que sugerem que anticorpos IgA séricos 

específicos contra Giardia são melhores indicadores de infecção corrente do que 

IgG35,37,38. Por outro lado, um estudo realizado por Goka et al.40 mostrou que IgA 

sérica anti-Giardia pode ser detectada em apenas um terço dos pacientes com 

giardíase, e em áreas endêmicas não permite diferenciar infecção corrente de 

exposição prévia. Janoff et al.78 mostraram que em áreas endêmicas, onde a 

exposição a infecção por G. duodenalis é frequente e precoce, tanto IgG quanto IgA 

séricos específicos permanecem elevados na fase adulta, refletindo exposição 

recorrente ao parasito.  

Estudos experimentais mostram que anticorpos IgA permanecem elevados 

por longo período mesmo após eliminação do parasito, corroborando os resultados 

encontrados em nosso trabalho. Em estudo realizado por Jiménez et al.79, níveis de 

IgA sérico contra antígenos secretados/excretados e solúveis de G. duodenalis 

permaneceram elevados até mais de 80 dias após infecção experimental em 

camundongos, mesmo sem a detecção de cistos nas fezes. Em estudo realizado por 

Amorim et al.80, gerbilos (Meriones unguiculatus) infectados experimentalmente com 

G. duodenalis apresentaram elevação dos níveis séricos de IgA na terceira semana 

pós-infecção, e persistiram elevados por até 90 dias, mesmo após controle da 

infecção, sugerindo que IgA anti-Giardia no soro, assim como IgG, também pode ser 

um indicador útil de exposição a este protozoário. 

Um problema comum em ensaios para a detecção de anticorpos contra 

antígenos parasitários é a presença de reações cruzadas, principalmente em áreas 

com elevada prevalência de parasitoses. Porém, poucos estudos descrevem essa 

reatividade cruzada em imunoensaios para detecção de anticorpos anti-Giardia. Em 

nosso estudo, 13% (6/46) e 21,7% (10/46) das crianças infectadas por algum 

protozoário apresentaram reatividade para IgG e IgA contra Giardia, 

respectivamente. A maioria dos casos de provável reatividade cruzada foi com 

crianças infectadas por Endolimax nana e Entomaeba coli, para ambos os isotipos 

de anticorpos. A reatividade cruzada pode ser devida à similaridade entre epítopos 
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antigênicos dos protozoários, porém pode ser decorrente da presença de infecção 

não diagnosticada e/ou exposição prévia dos indivíduos que vivem em áreas 

endêmicas para Giardia e outros protozoários intestinais81. Apenas duas crianças 

infectadas por helmintos (uma por Trichuris trichirura e uma biparasitada por Ascaris 

lumbricoides + T. trichiura) (16,7%; 2/11) apresentaram reatividade de IgA anti-

Giardia. Estudos mais específicos são necessários para explicar as prováveis 

reações cruzadas encontradas, principalmente com outros protozoários. Nesse 

sentido, a absorção dos soros com antígenos de outros protozoários, como por 

exemplo, Endolimax nana, poderia melhorar a especificidade do ensaio. 

Estudos experimentais em camundongos mostram que o aumento da 

resposta sorológica de anticorpos anti-Giardia ao longo do período de infecção é 

acompanhada de redução da eliminação de cistos nas fezes79,82. Em nosso estudo 

observamos uma ligeira maior proporção de soropositividade para IgG do que para 

IgA nos indivíduos com menor carga parasitária. Esse dado poderia sugerir que IgG 

está associado à resolução da infecção e IgA a maior exposição à G. duodenalis em 

crianças, contrariando o descrito por estudos anteriores que relatam um papel 

protetor na IgA contra giardíase35,83,84. Além do número limitado de amostras 

positivas, o nosso estudo foi de corte transversal, não permitindo avaliar a cinética 

da resposta de anticorpos anti-Giardia em humanos e a eliminação do parasito nas 

fezes. 

A elevada taxa de detecção de anticorpos IgG e IgA anti-Giardia observada 

neste estudo mostra alta endemicidade e exposição precoce a esse protozoário na 

população estudada. Embora alguns estudos sugiram que a detecção de IgA anti-

Giardia no soro seja indicativo de infecção corrente, em nosso trabalho foi 

observado que, assim como IgG, essa imunoglobulina pode ser correlacionada com 

infecções recorrentes por esse protozoário. Assim, os ensaios aqui padronizados, 

para pesquisa de anticorpos anti-Giardia, podem ser uteis tanto na investigação de 

casos de giardíase em curso, bem como em levantamentos soroepidemiológicos de 

exposição ao parasito. Além disso, elevadas cargas parasitárias e/ou casos 

recorrentes de giardíase em crianças podem estar associados a uma resposta de 

anticorpo deficiente, tanto secretórios quanto sistêmicos. Novos estudos são 

necessários para esclarecer essas questões. 
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RESUMO 
 
Introdução: Giardia duodenalis é considerado a causa mais comum de diarreia por 
parasitos, principalmente em crianças nos países em desenvolvimento. Estudos 
moleculares revelaram uma grande diversidade genética deste protozoário, sendo 
considerados pelo menos oito genótipos distintos (A-H). Desses genótipos, A e B 
são encontrados principalmente em humanos e ocasionalmente em animais. O 
conhecimento da epidemiologia molecular da giardíase humana no Brasil é escasso. 
Objetivo. O principal objetivo do presente estudo foi determinar os genótipos e 
subgenótipos de G. duodenalis de crianças do município de Salvador, Bahia. 
Material e métodos. Cento e dez amostras de fezes positivas para G. duodenalis 
por microscopia e/ou pesquisa de coproantígeno, provenientes de 71 crianças de 
duas creches de Salvador e 39 crianças usuárias de um laboratório de análises 
clínicas universitário, foram submetidas a reação em cadeia da polimerase, seguido 
da análise do polimorfismo dos fragmentos de restrição (PCR-RFLP) dos genes 
glutamato desidrogenase (gdh) e β-giardina. Os isolados que apresentaram padrão 
sugestivo de infecção mista foram submetidos a sequenciamento do gene β-giardina 
Resultados. Das 110 amostras positivas para G. duodenalis, 80 (72,7%) foram 
amplificadas por um ou ambos os genes analisados. Desses, 62 (77,5 %) foram 
identificados como genótipo A e 18 (22,5%) como genótipo B. Em relação aos 
subgenótipos, o AII foi o mais frequente, encontrado em 58,8 % (n=47) dos isolados, 
seguido por AI (18,8%, n=15), BIV (11,2%, n=9) e BIII (5,0%, n=4,0). Prováveis 
infecções mistas por isolados de G. duodenalis foram encontrados em 12,5% (n=10) 
no RFLP, mas não foram confirmadas no sequenciamento. O subgenótipo AII foi o 
mais frequente em crianças em ambas as creches, enquanto o AI foi encontrado 
apenas no grupo de crianças atendidas no LACTFAR. Conclusão. O predomínio de 
genótipo AII neste estudo sugere que transmissão antroponótica é mais comum, 
porém a alta variabilidade nos genótipos e subgenótipos encontrados indica que vias 
de transmissão zoonóticas também estão presentes. 
 
Palavras-chave: Giardia duodenalis. Crianças. Genotipagem. Genótipos. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Giardia duodenalis is considered the most common cause of parasitic 
diarrhea, especially in children in developing countries. Molecular studies revealed a 
great genetic diversity of this protozoan, being considered at least eight distinct 
genotypes (A-H). Of these genotypes, A and B are found mainly in humans and 
occasionally in animals. The molecular epidemiology knowledge of the human 
giardiasis in Brazil is scarce. Objective: The main objective of the present study was 
to determine the genotypes and subgenotypes of G. duodenalis of children from the 
city of Salvador, Bahia. Material and methods: One hundred and ten fecal samples 
positive for G. duodenalis by microscopy and/or coproantigen detection were 
obtained from 71 children from two daycare centers and 39 children users of a 
university clinical analysis laboratory, were subjected to polymerase chain reaction, 
followed by restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) of the fragments 
of the glutamate dehydrogenase (gdh) and β-giardin genes. The isolates that showed 
a pattern suggestive of mixed infection were submitted to sequencing of the β-giardin 
gene. Results: Of the 110 G. duodenalis positive samples, 80 (72.7%) amplified one 
or both target genes analyzed. Of these, 62 (77.5 %) were identified as genotype A, 
and 18 (22.5%) as genotype B. In relation to subgenotypes, AII was the most 
frequent, found in 58.8 % (n = 47) of isolates, followed by AI (18.8%, n = 15), BIV 
(11.2%, n = 9) and BIII (5.0%, n = 4). Possible mixed infections by G. duodenalis 
isolates were found in 12.5% (n = 10) in RFLP, but they were not confirmed after 
sequencing. The AII subgenotype was the most frequent in children in both day care 
centers, whereas AI was found only in the group of children attended at the clinical 
laboratory. Conclusion: The predominance of AII genotype in this study suggests 
that anthroponotic transmission is more common, but the high variability in the 
genotypes and subgenotypes found in children indicate that zoonotic transmission 
pathways are also present. 
 
Key words: Giardia duodenalis. Children. Genotyping. Genotypes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

  Giardia duodenalis apresenta distribuição mundial, ocorrendo tanto em países 

em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos, e é um dos parasitos mais 

comumente associado com diarreia em humanos. Devido à sua alta prevalência em 

crianças de países em desenvolvimento e seus efeitos na desnutrição, a giardíase 

apresenta grande impacto na saúde pública1–3. A alta susceptibilidade de crianças à 

infecção por G. duodenalis é geralmente atribuída à imaturidade do sistema imune 

no primeiro contato com o parasito e aos hábitos de higiene precários, quando 

comparadas aos adultos1. 

 A transmissão de giardíase ocorre por via fecal-oral, com a infecção 

resultando da ingestão de cistos presentes em água ou alimentos contaminados 

com fezes4. A transmissão direta de pessoa para pessoa também contribui para a 

disseminação do parasito entre crianças frequentadoras de creches e escolas1,5. 

 Embora G. duodenalis seja considerada uma espécie única, avanços nas 

técnicas de biologia molecular revelaram que este protozoário é um complexo de 

espécies com diversidade genética, mas morfologicamente idênticos, exibindo 

adaptações a diferentes hospedeiros4,6. Neste contexto, isolados moleculares de G. 

duodenalis relacionados entre si, foram agrupados em 8 principais genótipos ou 

assemblages, A, B, C, D, E, F, G e H, e seus respectivos subgenótipos ou 

subassemblages4,7,8. 

 Diferenças nas sequências genéticas dos genótipos A e B tornou possível 

distinguir subgenótipos, que diferem na especificidade aos hospedeiros9. O genótipo 

A foi classificado em subgenótipos de AI a AIV. O AI é geralmente relatado em 

humanos e animais; o AII é predominante em humanos, enquanto que o AIII e o AIV 

são mais comuns em animais10. O genótipo B inclui os subgenótipos BIII e BIV, 

identificado em amostras fecais obtidas principalmente de humanos, mas ocorre 

também em cães, gatos, cavalos, bovinos e animais selvagens9,11. 

 A distribuição geográfica de genótipos humanos de G. duodenalis varia de um 

país para outro, ou mesmo entre regiões de um mesmo país. Os fatores 

responsáveis por estas diferenças ainda não foram elucidados, mas é provável que 

esta variação esteja associada com diferenças nas rotas de transmissão e fontes de 

infecção12. Em alguns países como Alemanha13, Portugal14, Uganda15, Egito16, 

Síria17, Jamaica18 e México19, estudos reportam a predominância do genótipo A. No 
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entanto, uma maior prevalência de infecções humanas pelo genótipo B foi 

observada na Áustria20, Quênia21, Líbia22, Canadá23, Egito24 e  Argentina25. 

 No Brasil existem poucos relatos descrevendo a distribuição dos genótipos de 

G. duodenalis em humanos. No Rio de Janeiro, Volotão et al.26 identificaram apenas 

o genótipo A, sendo a maioria AI. Entretanto, um estudo conduzido em São Paulo 

com isolados de crianças de creche mostrou o predomínio do genótipo B27. Em 

Fortaleza, Kohli et al.28 amplificaram 58 isolados e o genótipo B foi encontrado em 

74,1%, o genótipo A em 15,5% e infecções mistas (A+B) em 10,3%. Em Minais 

Gerais, apenas o genótipo B foi encontrado29. Recentemente, o genótipo B também 

foi relatado em pacientes de área metropolitana do Rio de Janeiro, mostrando uma 

mudança nos padrões de frequência dos genótipos A e B30. 

 Apesar da alta frequência de infecção por G. duodenalis no Brasil, 

principalmente em crianças, a epidemiologia molecular do parasito ainda é pouco 

estudada, especialmente na região Nordeste. Neste trabalho, caracterizamos, pela 

primeira vez, isolados de G. duodenalis provenientes de crianças da cidade de 

Salvador, Bahia, Brasil. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS E CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

As amostras de fezes positivas para G. duodenalis foram obtidas de 110 

crianças, com idade de 0 até 14 anos. Setenta e uma crianças foram provenientes 

de duas creches administradas por obras sociais do município de Salvador, Bahia, 

sendo 46 crianças da Creche A e 25 da Creche B. As outras 39 crianças foram 

usuárias de serviços de saúde pública e pertencentes a famílias de baixa renda, 

cujas amostras de fezes foram submetidas à análise parasitológica no Laboratório 

de Análises Clínicas da Faculdade de Farmácia, Universidade Federal da Bahia 

(LACTFAR).  

Para comparação das frequências de genótipos e subgenótipos de G. 

duodenalis, as crianças infectadas foram divididas de acordo com a idade e gênero. 

Todas as amostras positivas para Giardia duodenalis foram diagnosticadas 

por microscopia após sedimentação por centrifugação em água31 e centrifugo-

flutuação em sulfato de zinco32, além da pesquisa de coproantígeno usando um 
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imunoensaio comercial (ELISA; RIDASCREEN®Giardia, R-Biopharm AG, Alemanha).  

Todos os pais responsáveis pelas crianças foram informados da natureza do 

estudo e aqueles que concordaram em participar assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (APÊNDICE 1). As crianças maiores de 6 anos 

assinaram o termo de assentimento (APÊNDICE 2). A realização desta pesquisa 

teve anuência da Congregação da Faculdade de Farmácia da UFBA, e foi aprovada 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) Escola de Enfermagem da UFBA sob 

número de parecer 905.867 (ANEXO 1). 

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE G. Duodenalis 

 

2.2.1 Extração do DNA 

 

O DNA dos cistos de G. duodenalis foi extraído/purificado usando o QIAamp 

DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as instruções do 

fabricante, com algumas modificações, tais como o tempo e a temperatura da etapa 

de lise celular que foram aumentados para 10 minutos e 95°C, respectivamente, e o 

volume de eluição do DNA que foi reduzido para 100 µl de tampão. O DNA extraído 

foi armazenado a -20°C até o uso. 

 

2.2.2 Amplificação dos genes β-giardina e gdh 

 

Para genotipagem dos isolados de G. duodenalis foram amplificados os 

genes β-giardina e gdh por nested-PCR. Resumidamente, um fragmento de 753 pb 

do gene β-giardina foi amplificado usando o iniciador direto G7 e o reverso G759, 

como descrito por Caccio et al.6 Na reação de nested-PCR subsequente, um 

fragmento de 511 pb foi amplificado usando iniciador direto G99 e reverso G609, 

como descrito por Lalle et al.33 Em ambas as reações, a mistura reacional da PCR 

consistiu de: 1,5mM de MgCl2, 200µM de cada dNTP, 10pmol de cada iniciador, 2,5 

U de Taq DNA polimerase (Recombinante Brasileira, Invitrogen), e 1µL de DNA 

purificado, em um volume final de 25µL. Os ciclos consistiram em: uma 

desnaturação inicial de 5 minutos a 94°C para a primeira PCR e 15 min a 95°C para 

a nested-PCR, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de 

anelamento (65°C na reação primária e 55°C na nested PCR), e 60 segundos a 
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72°C, com uma extensão final de 7 minutos a 72°C. 

Os isolados de G. duodenalis identificados como genótipo A, através da 

análise do gene β-giardina, foram submetidos a uma reação de semi-nested PCR 

(sn-PCR) para amplificação do fragmento de 384 pb6, para isso foram usados os 

iniciadores direto G376 e reverso G759. A mistura reacional da sn-PCR consistiu de: 

1,5mM de MgCl2, 200µM de cada dNTP, 10pmol de cada iniciador, 2,5 U de Taq 

DNA polimerase (Recombinante Brasileira, Invitrogen), e 1µL de DNA purificado, em 

um volume final de 25µL. Os ciclos consistiram em: uma desnaturação inicial de 5 

minutos a 94°C seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de 

anelamento a 65°C, e 60 segundos a 72°C, com uma extensão final de 7 minutos a 

72°C. 

 Um fragmento de 432 pb do gene gdh foi amplificado usando sn-PCR, 

conforme descrito por Read et al.34 Na reação primária, o fragmento de DNA foi 

amplificado usando iniciador direto GDHeF e reverso GDHiR. Na reação de sn-PCR 

sequencial, o fragmento de 432 pb foi amplificado usando iniciador direto GDHiF e 

reverso GDHiR. Em ambas as reações, a mistura de PCR consistiu de: 2mM de 

MgCl2, 200µM de cada dNTP (GC:TA = 3:1), 12,5pmol de cada iniciador, 1U de Taq 

DNA polimerase (Recombinante Brasileira, Invitrogen), e 1µL de DNA purificado, em 

um volume final de 25µL para reação primária e 50µL para a sn-PCR. Os ciclos 

consistiram em: uma desnaturação inicial de 5 minutos a 94°C, seguido por 40 ciclos 

de 30 segundos a 94°C, 20 segundos de anelamento 65°C, e 45 segundos a 72°C, 

com uma extensão final de 7 minutos a 72°C. 

Os produtos das reações foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 1% corado com brometo de etídio. 

  

2.2.3 Análise de polimorfismo de fragmento de restrição (RFLP) 

 

Os amplicons dos genes β-giardina e gdh foram digeridos com endonucleases 

para determinação os genótipos e subgenótipos de G. duodenalis. Os produtos de 

PCR do gene β-giardina foram digeridos com 10 U da endonuclease HaeIII 

(fragmento de 511 pb)6 e HhaI (fragmento de 384 pb)33 (Fermentas Life Sciences). 

Os produtos de amplificação do gene gdh de 432 pb foram digeridos com 10U das 

enzimas de restrição BspLI ou RsaI (Fermentas Life Sciences). Os produtos de 

restrição foram analisados em gel de agarose a 3%, corado com brometo de etídio, 
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usando padrão de peso molecular de 50 pb. 

 

2.2.4 Sequenciamento 

 

Os isolados com padrão de genótipos mistos no RFLP foram submetidos ao 

sequenciamento do amplicon do gene β-giardina. Os produtos da PCR foram 

purificados e sequenciados em ambas as direções pelo serviço de sequenciamento 

da empresa Macrogen (Macrogen Inc., Seoul, Korea). Sequencias de nucleotídeos e 

eletroferogramas foram analisados e editados usando o programa CLC Main 

Workbench, versão 8.0 (CLC Bio, Qiagen). Para a determinação do genótipo de 

cada amostra, a análise filogenética em árvore foi realizada pelo método Neighbor-

Joining utilizando o software MEGA 635. Sequências referências do gene β-giardina 

correspondentes aos diferentes genótipos da G. duodenalis foram obtidas do 

GenBank (AY072723, subgenótipo AII; KR051224, subgenótipo AI; GQ337974, 

genótipo B; AY072726, subgenótipo BIII; AY072725, subgenótipo BIV; e GQ337973, 

genótipo E). As sequencias foram publicadas no GenBank com número de acesso 

MG845536 - MG845549. 

 

2.3  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados obtidos foram analisados usando o programa IBM SPSS for 

Windows. Os dados foram apresentados em frequências absolutas e percentagens. 

O teste qui-quadrado (χ2) foi usado para comparar a frequência de genótipos e 

subgenótipos de G. duodenalis entre os grupos e sua associação com o gênero e as 

faixas etárias das crianças. O teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn foi 

usado para comparar as variáveis numéricas. A probabilidade menor que 0,05 

(p<0,05) foi considerada significante. 
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3 RESULTADOS 

 
3.1 CARACTERIZAÇÃO DA POPULAÇÃO  

 

Das 110 crianças infectadas por G. duodenalis incluídas no estudo, não foram 

observadas diferenças entre sexos, sendo 50% meninas e 50% meninos. A idade 

dos participantes variou de 0 a 14 anos, com a maioria entre 0 a 6 anos (n=98; 

89,1%) (Tabela 1). A faixa etária das crianças do grupo LACTFAR foi maior que a de 

crianças de creche, visto que 30,8% (12/39) tinham entre 7 a 14 anos (Tabela 1).  

 
Tabela 1 - Caracterização quanto ao sexo e faixa etária das crianças infectadas por G. 
duodenalis nos diferentes grupos estudados. 

 

Crianças com G. duodenalis de acordo com gênero e faixa 
etária 
n (%) 

 

Creche A  
(n= 46) 

Creche B  
(n= 25) 

LACTFAR 
(n= 39) 

Total 
(n=110) 

Sexo     

Feminino 20 (43,5) 16 (64) 19 (48,7) 55 (50) 
Masculino 26 (56,5) 9 (36) 20 (51,3) 55 (50) 

     Faixa etária     

0-2 anos 31 (67,4) 19 (76) 4 (10,3) 54 (49) 
3- 6 anos 15 (32,6) 6 (24) 23 (59) 44 (40) 
7-10 anos - - 6 (15,4) 6 (5,5) 
11- 14anos - - 6 (15,4) 6 (5,5) 

Fonte: Autoria própria 
 

 

3.2  AMPLIFICAÇÃO DOS GENES gdh E β-giardina 

 

O resultado da amplificação das 110 amostras positivas para G. duodenalis 

está demonstrado na Tabela 2. Oitenta (72,7%) amostras foram amplificadas com 

sucesso em pelo menos um dos genes analisados.  Os fragmentos de 511 pb do 

gene β-giardina e de 432 pb do gene gdh (Figura 1) amplificaram em 53,6% (59/110) 

e 67,2% (74/110) das amostras, respectivamente. Cinquenta e três (48,2%) isolados 

foram amplificados em ambos os loci analisados, 6 (5,4%) amplificaram apenas β-

giardina e 21 (19,1%) apenas o gdh (Tabela 2). 
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Figura 1 - Géis representativos da eletroforese dos produtos amplificados na PCR:  
fragmentos de 511 pb (A) e 384 pb (B) do gene β-giardina e 432 pb do gene gdh (C). M-
padrão de peso molecular de 1kb (DNA Ladder Invitrogen). 

 

 
Fonte: Autoria própria 
 

Tabela 2 - Percentual de amplificação dos genes gdh e β-giardina. 

Gene alvo n (%) 

β-giardina 6 (5,4) 

gdh 21 (19,1) 

β-giardina + gdh 53 (48,2) 

Sem amplificação 30 (27,3) 

Total 110  (100) 

Fonte: Autoria própria 
 
 

3.3  GENOTIPAGEM E SUBTIPAGEM DOS ISOLADOS DE G. duodenalis  

 

Dentre as 80 amostras amplificadas, a análise da PCR-RFLP e o 

sequenciamento do gene β-giardina revelou o genótipo A como o mais frequente na 

população geral, sendo encontrado em 77,5% (62/80) dos isolados (p<0,05). O 

genótipo B foi identificado em 18 isolados (22,5%) (Tabela 3).  

Analisando cada grupo de crianças, na Creche A e no LACTFAR a frequência 

do genótipo A foi significativamente maior do que a do B, enquanto que na Creche B 

não houve diferença estatística entre os genótipos (Tabela 3). O genótipo B foi 

significativamente mais frequente na Creche B (11/18; 61,1%, p<0,05), quando 

comparado com os demais grupos analisados. 
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Tabela 3 - Frequência e distribuição dos genótipos de G. duodenalis de crianças. 

abcd Letras iguais indicam significância estatística entre grupos (p<0,05, teste χ2) 
  Fonte: Autoria própria 
 

 

Na Tabela 4 são apresentadas as frequências dos subgenótipos identificados 

em cada grupo analisado. No geral, o subgenótipo AII foi o mais frequente (47/80; 

58,8%), seguido pelo AI (15/80; 18,8%). Das 18 amostras identificadas como B, 13 

foram subclassificadas, com 5,0% de BIII e 11,2% de BIV. O perfil de RFLP dos 

genótipos e subgenótipos identificados neste estudo estão mostrados na Figura 2. 

 

Tabela 4 - Subgenótipos de G. duodenalis em diferentes grupos de crianças. 

 

Frequência n (%) 
 

Subgenótipos 
isolados 

Creche A  
(n=31) 

Creche B 
 (n=24) 

LACTFAR 
(n=25) 

TOTAL 
 (n= 80) 

AI - - 15 (60,0) 15 (18,8 )c 
AII 26 (83,9)a,b 13 (54,2)b 8 (32,0)b      47 (58,8 )c,d,e 

B (não 
subgenotipados) 1 (3,2) 3 (12,5) 1 (4,0) 5 (6,2) 

BIII 4 (12,9)a - - 4 (5,0 )d 
BIV - 8 (33,3) 1 (4,0) 9 (11,2)e 

abcdeLetras iguais indica diferença estatística significante (p<0,05, teste χ2) 
Fonte: Autoria própria 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Frequência n (%) 
 

Genótipos 
Creche A  

(n=31) 
Creche B  

(n=24) 
LACTFAR 

(n=25) 
TOTAL  
(n= 80) 

A 26 (83,9)a,b 13 (54,2)b 23 (92)b 62 (77,5 )c 

B 5 (16,1)a,d 11 (45,8)d 2 (8)0d 18 (22,5)c 
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Figura 2 - Eletroforese dos produtos do RFLP. M – Padrão e peso molecular (50 pb DNA Ladder - 
Invitrogen). A. RFLP do fragmento de 511 pb da β-giardina com enzima de restrição HaeIII: 1 e 2 - 
Padrão de digestão do genótipo A (50, 110, 150 e 201); 3 e 4 - Padrão de digestão do genótipo B (26, 84, 
110, 117 e 150); 5 - Padrão de digestão sugestivo de mistura dos genótipos A e B; 6 – Padrão de 
digestão sugestivo de mistura dos genótipos B e E (15, 24, 26, 110, 150 e 186). B e C. RFLP do 
fragmento de 384 pb da β-giardina com enzima de restrição HhaI: 1, 2 e 5- Padrão de digestão do 
subgenótipo AII / AIII (34, 70, 70 e 210); 3 – padrão não descrito na literatura, sugestivo de mistura com 
AII; 4 -   Padrão de digestão do subgenótipo AI (70, 104 e 193). D, E e F. RFLP do fragmento de 432 pb 
do gdh com enzima de restrição BspLI: 1 e 2 - Padrão de digestão do subgenótipo AII (70, 80, 90 e 120 
pb), 3 e 4- Padrão de digestão do subgenótipo BIII / BIV (120 e 290); 5 - Padrão de digestão sugestivo 
de mistura dos subgenótipos AII e BIII / BIV; 6 e 7 – Padrão sugestivo de mistura BIII/BIV (120 e 290) e D 
(120 e 250); 8 - Padrão de digestão do subgenótipo AI (90, 120 e 150). G. RFLP do fragmento de 432 pb 
do gdh com enzima de restrição RsaI: 1 - Padrão de digestão sugestivo de mistura dos subgenótipos BIII 
(130 e 300 pb) e BIV (430); 2-5 - Padrão de digestão do subgenótipo BIV; 6 e 7 - Padrão de digestão do 
subgenótipo BIII.  
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Assim como para os genótipos, também foram observadas diferenças na 

distribuição dos subgenótipos entre os grupos. O subgenótipo AI foi encontrado 

apenas em crianças atendidas no LACTFAR, sendo que 10 dos 15 isolados (66,7%) 

foram provenientes de crianças da mesma faixa etária que aquelas da creche. Em 

ambas as creches, dentre os isolados de G. duodenalis identificados como genótipo 

A, apenas o AII foi detectado. Na Creche A foi observado o predomínio significativo 

do subgenótipo AII (n=26; 83,9%). Por outro lado, na Creche B, embora o AII tenha 

sido o mais frequente (n=13; 54,2%), não houve diferença significativa, quando 

comparado com a frequência do genótipo B (n=11; 45,8%). 

Dez isolados do nosso estudo apresentaram padrão de bandas no RFLP 

sugestivo de mistura de genótipos/subgenótipos (2 BIII+BIV, 2 AI+AII, 1 BIII+E, 1 

AII+BIII, 1 BIV+D, 1 AI+BIII, 1 AII+BIII+BIV e 1 AI+BIII+D). Entretanto a análise de 

sequenciamento do gene β-giardina mostrou a ausência de picos múltiplos nos 

eletroferogramas, não confirmando a presença de infecções mistas nesses isolados 

(Figura 2 e APÊNDICE 4).  

A origem e os resultados das amostras fecais positivas para G. duodenalis, 

incluindo a genotipagem dos isolados através da PCR-RFLP e resultados do 

sequenciamento, estão descritos em detalhes no APÊNDICE 4.  A árvore filogenética 

mostrando o agrupamento dos isolados sequenciados com as sequencias de 

referência está apresentada no APÊNDICE 5. 

 

3.4  RELAÇÃO ENTRE SUBGENÓTIPOS COM O SEXO E FAIXA ETÁRIA DAS 
CRIANÇAS 
 

Não foi observada diferença significativa na distribuição dos subgenótipos de 

G. duodenalis em relação ao sexo das crianças. Por outro lado, em relação a faixa 

etária, o subgenótipo AI foi mais frequente nas faixas etárias de 3-10 anos, enquanto 

o AII foi predominou em crianças de 0-2 anos (Tabela 5). Embora tenham sido 

caracterizados poucos isolados BIV, a maioria foi identificado em crianças de até 2 

anos.  
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Tabela 5 - Frequência de subgenótipos de G. duodenalis de acordo ao sexo e faixa etária. 

Dados
Frequência 

n (%)

Sexo N
AI 

(n=15 )
AII 

(n=47 )
BIII 

(n=4 )
BIV 

(n=9 )
Feminino 43 10  (66,7) 24  (51,1) 1 (25) 5 (55,6)
Masculino 37 5  (33,3) 23  (48,9) 3 (75) 4 (44,4)

Faixa etária
0-2 anos 40 2 (13,3)a,b 27(57,4)c 1 (25,0) 7 (77,8)
3- 6 anos 31 8 (53,3)a 16 (34,0)c 3 (75,0) 2 (22,2)

7- 10 anos 5 5 (33,3)b 0 (0) 0 (0) 0 (0)
11 - 14 anos 4 0 (0) 4 (8,5)c 0 (0) 0 (0)
abcLetras iguais indicam diferença estatística significante (p<0,05, teste χ2 ).
Fonte: Autoria própria

      
     

4 DISCUSSÃO 

 

Avanços recentes na biologia molecular mostraram que G. duodenalis 

consiste em um complexo multiespécies, cujos membros apresentam pouca 

variação em sua morfologia, mas possuem grande variabilidade genética. Esta 

espécie é classificada em oito genótipos distintos (A-H), mas apenas os genótipos A 

e B foram encontrados em humanos, embora possam ser detectados em outros 

animais domésticos e selvagens8,12. O genótipo A pode ser subclassificado em 

subgenótipos (ou subassemblages): o subgenótipo AI é encontrado em humanos e 

em uma ampla gama de animais; AII é mais comum em humanos, embora já 

relatado em animais; e o AIII é exclusivo de animais. O genótipo B é subdividido em 

BIII e BIV, e é encontrado predominantemente em humanos, sendo pouco frequente 

em animais8,11,12,36,37. 

Apesar da alta prevalência de giardíase no Brasil há poucos estudos sobre a 

diversidade genética da G. duodenalis. Na Bahia, especificamente, não há estudos 

sobre a distribuição dos genótipos e subgenótipos até o momento. Em nosso estudo 

realizamos a caracterização molecular de isolados de G. duodenalis provenientes de 

110 crianças da cidade de Salvador, divididas em três grupos distintos (2 grupos de 

crianças de creche e 1 de crianças atendidas em um laboratório clínico público de 

Salvador). Todos os isolados foram submetidos à PCR para amplificação de 

fragmentos dos genes β-giardina e gdh. Oitenta (72,7%) amostras foram 

amplificadas com sucesso em pelo menos um dos genes analisados. Houve um 
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sucesso ligeiramente maior na taxa de amplificação do gene gdh (67,2%) do que do 

gene  β-giardina 59 (53,6%). Estes genes são frequentemente usados para detectar 

e/ou genotipar isolados de Giardia de amostras fecais, mas diferenças em suas 

amplificações já foram relatadas27,38. Como esses marcadores são genes de cópia 

única, a diferença nas taxas de amplificação não pode ser explicada em função do 

número de cópias. Alguns autores sugerem que a presença de divergências entre as 

sequências genômicas e os iniciadores usados para a PCR, pode resultar na 

redução ou mesmo falta de amplificação39. 

Trinta (27,3%) isolados de G. duodenalis incluídos neste estudo não 

amplificaram nenhum dos genes testados. Os resultados negativos na PCR podem 

ser devido à presença de inibidores da DNA polimerase presente nas fezes, tais 

como bilirrubina, sais biliares, hemoglobina, compostos fenólicos e polissacarídeos 

complexos, que são co-purificados durante a extração do DNA genômico40,41. Outros 

fatores que influenciam na amplificação da PCR são quantidade e qualidade dos 

cistos, condições e tempo de armazenamento das amostras, técnica de extração de 

DNA, número de cópias dos genes alvo, e escolha dos iniciadores e condições dos 

ciclos da reação41. 

Embora atualmente os genótipos A e B de G. duodenalis sejam reconhecidos 

como os principais causadores da giardíase em humanos, a distribuição destes 

genótipos varia muito de um país para o outro, ou até mesmo entre regiões de um 

mesmo país. Contudo, os fatores responsáveis para esta variabilidade, ainda não 

foram elucidados, mas é provável que esteja associada às vias de transmissão e 

fontes de infecção12. No contexto da epidemiologia molecular, diferenciação dos 

genótipos e subgenótipos da G. duodenalis, é extremamente importante para 

entender a dinâmica de transmissão do parasito em determinadas regiões. 

 Neste estudo, foi detectado o genótipo A (77,5 %) e B (22,5 %), com um 

predomínio significativo do primeiro. Em alguns países como Espanha42; 

Alemanha13, Portugal14, Uganda15, Egito16, Síria17, Irã43 e Jamaica18, os estudos 

reportam a maior frequência do genótipo A. No entanto, uma maior prevalência de 

infecções humanas pelo genótipo B foi observada na Áustria20, Quênia21, Líbia22, 

Canadá23 e Afeganistão44. Na América Latina, Ramírez et al.45 e Minvielle et al.25 

relataram que o genótipo B foi mais frequente na Colômbia e Argentina, 

respectivamente. Por outro lado, no México, o genótipo A predominou19,46 e, em 

Cuba, não houve diferença na frequência dos genótipos A e B47. 
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No Brasil, devido à enorme dimensão territorial, a prevalência dos genótipos 

de G. duodenalis varia entre regiões. Em São Paulo, Coradi et al.48 detectaram 

apenas o genótipo A. Por outro lado, o estudo realizado por Oliveira-Arbex et al.27 

mostrou predomínio do genótipo B. No Rio de Janeiro, Fantinatti, Bello, Fernandes e 

Da-Cruz49 evidenciaram predomínio de genótipo A. Em estudos realizados no 

Amazonas50, Rio de Janeiro30, São Paulo51 e Santa Catarina52, genótipos A e B de 

Giardia foram encontrados em proporções similares. Em Fortaleza28 e no Paraná53 

houve predomínio do genótipo B. É importante salientar que entre os estudos 

brasileiros, a maioria realizou a caracterização molecular de menos de 50 isolados 

de G. duodenalis29,48,49,51–53. Em nosso estudo, entretanto foram analisados 80 

isolados de G. duodenalis, provenientes de diferentes grupos de crianças.  

Considerando nossa amostragem, foram observadas diferenças na 

distribuição dos genótipos de acordo com o local analisado. Nas crianças da Creche 

A houve predomínio do genótipo A (83,9%; p<0,005), enquanto que na creche B não 

houve diferença significativa entre as frequências dos genótipos A (54,2%) e B 

(45,8%). A disseminação de cistos G. duodenalis através do contato pessoa-pessoa, 

comum em crianças institucionalizadas, como no caso de creches, promove a 

concentração de determinados isolados moleculares nesses locais27, fato que pode 

justificar o predomínio do genótipo A na primeira creche. Além disso, a presença de 

mais de um genótipo na segunda creche reflete as múltiplas fontes de exposição, o 

que pode estar associado a vulnerabilidade socioeconômica das  crianças atendidas 

nesta instituição54. Considerando que as crianças oriundas do laboratório público 

eram provenientes de diferentes localidades de Salvador, sem inter-relação entre si, 

o predomínio do genótipo A (92%) sugere uma maior frequência da disseminação 

deste tipo molecular, através da água e alimentos contaminados na cidade de 

Salvador, Bahia. 

Quanto aos subgenótipos, o AII foi o mais frequente, sendo detectado em 

58,8% dos casos (47/80), seguido pelos subgenótipos AI (18,8%), BIV (11,2%) e BIII 

(5,0 %). Similarmente, outros estudos relataram predomínio do subgenótipo AII em 

crianças de outros países17,42,55,56, assim como em alguns estudos realizados no 

Brasil30,52. Contudo, nosso resultado contrasta com um estudo realizado no Rio de 

Janeiro, onde a maioria dos isolados foi identificada como AI26, assim como no 

Paraná53 e em uma creche de São Paulo27, com predomínio de BIV. A maior 

frequência do subgenótipo AII em nosso estudo sugere que transmissão de 
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giardíase ocorre principalmente por via antroponótica (contato direto ou indireto por 

água e alimentos contaminados), uma vez que este subgenótipo é predominante 

isolado de humanos8,12. 

Analisando a distribuição dos subgenótipos nas amostras das duas creches 

observamos que houve maior ocorrência do AII seguido por BIII e BIV. A detecção 

dos subgenótipos AII, BIII e BIV nas amostras das crianças das creches corroboram 

os relatos sobre o papel da transmissão de giardíase pessoa-pessoa, uma vez que 

são predominantemente encontrados em humanos36,57. Esta hipótese é também 

apoiada pela ausência do subgenótipo AI, que frequentemente é encontrado em 

animais domésticos e de pecuária36. Estes resultados são esperados, uma vez que 

crianças institucionalizadas são particularmente susceptíveis a infecções por via de 

transmissão fecal-oral, principalmente devido a hábitos de higiene pouco 

desenvolvidos e ao ambiente de aglomeração de creches57. Por outro lado, nas 

crianças atendidas no LACTFAR, o subgenótipo AI foi detectado na maioria dos 

casos (60,0%, 15/25). Este tipo molecular é mais associado a infecção em animais 

que em humanos12,19, sugerindo que o tratamento deficiente da água de consumo, 

contaminação de reservatórios de água com resíduos de origem animal e/ou contato 

com animais de estimação, como cães e gatos, podem ser fatores envolvidos na 

exposição ao parasito neste grupo. 

A ocorrência de infecções humanas mistas envolvendo diferentes genótipos e 

subgenótipos já foi relatada em estudos anteriores, com taxas variando de 2 a 21%, 

sendo mais elevadas nos países em desenvolvimento6,17,21,33,45,58. Neste trabalho 10 

isolados apresentaram padrão no RFLP sugestivo de infecções mistas: 2 BIII+BIV, 2 

AI+AII, 1 BIII+E, 1 AII+BIII, 1 BIV+D, 1 AI+BIII, 1 AII+BIII+BIV e 1 AI+BIII+D. 

Entretanto, a análise do sequenciamento do gene β-giardina mostrou a ausência de 

picos múltiplos nos eletroferogramas, e não confirmou a presença de infecções 

mistas nesses isolados. A ocorrência de infecções mistas por vários 

genótipos/subgenótipos de G. duodenalis reflete a circulação complexa do parasito 

no ambiente, a exposição desta população à múltiplas fontes de infecção e a falta de 

imunidade cruzada entre diferentes isolados moleculares21. Por outro lado, a 

ocorrência de perfis de RFLP sugestivos da presença concomitante de dois ou mais 

genótipos na mesma amostra, pode ser atribuído à sequência alélica heterozigótica 

do gene-alvo11, como demonstrado por Morrison et al.59 no projeto genoma de G. 

duodenalis. Assim, a dificuldade de distinguir verdadeiras infecções mistas de 
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alterações genéticas e polimorfismos alélicos reforça a necessidade da utilização de 

análise multiloci para caracterização genotípica de G. duodenalis38,54. Além disso, a 

presença de proporções distintas dos genótipos pode resultar em sequenciamento 

preferencial de genótipo em maior concentração. 

Não houve diferenças significativas entre a distribuição dos subgenótipos de G. 

duodenalis e o sexo da criança em nosso estudo. Este resultado está de acordo com 

estudos de epidemiologia molecular anteriores17,60. Entretanto, outros estudos 

encontraram o genótipo B como o mais frequente em indivíduos do sexo feminino61. 

Nossos resultados mostraram também que a frequência do subgenótipo AII foi 

significativamente maior na faixa etária de 0-2 anos, enquanto o AI em crianças de 

3-6 anos, corroborando estudos que relataram maior prevalência do genótipo AII em 

crianças mais novas17,62. A alta taxa de infecção de AII em crianças menores em 

nosso estudo pode ser explicada pelos hábitos de higiene precários, facilitando a 

transmissão deste subgenótipo, que é predominantemente antroponótico. Já a maior 

frequência de infecção por AI na faixa etária de 3-6 anos pode ser devida ao maior 

contato com animais de estimação, o que facilitaria a disseminação deste 

subgenótipo. Por outro lado, não podemos excluir a possibilidade de favorecimento 

da colonização intestinal de um novo isolado molecular de G. duodenalis, devido a 

memória imunológica contra um isolado anterior. De fato, estudos realizados na 

cidade do Rio de Janeiro, em diferentes períodos, sugerem a substituição de um 

isolado genético de G. duodenalis por outro na população26,30. 

Em nosso estudo, 91,8% das crianças infectadas pela G. duodenalis não 

apresentavam diarreia ou queixas relevantes de sintomas gastrointestinais no 

momento da coleta, e estavam realizando exames laboratoriais por solicitações 

médicas de rotina (LACTFAR) ou por participarem de um estudo de avaliação de 

complemento nutricional (creches). Entre os casos de giardíase analisados, 9 

crianças (8,2%) eram sintomáticas, todas do grupo LACTFAR. Destes, 7 tiveram os 

genótipos caracterizados, com duas crianças apresentando diarreia (ambas 

infectadas com subgenótipo AI) e os 5 demais envolvendo outros sintomas 

gastrointestinais (2 genótipos AII, 2 AI, 1 B). Assim, devido ao número limitado de 

indivíduos sintomáticos em nosso estudo, não foi possível avaliar associações entre 

os genótipos e os sintomas.  

A correlação entre os genótipos de G. duodenalis e a apresentação clínica 

ainda é uma questão controversa. Enquanto alguns estudos mostram que o genótipo 
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A está mais associado aos casos de giardíase sintomática63, outros trabalhos 

encontraram que infecções com genótipo B foram significativamente correlacionados 

com sintomas clínicos16,64,65. No contexto dos nossos resultados é importante 

enfatizar que crianças assintomáticas têm papel como disseminadoras dos cistos 

tanto em ambiente de creche e/ou escola, quanto em seus domicílios, aumentado a 

chance de transmissão de Giardia. Considerando as crianças como portadoras 

assintomáticas, de maneira geral houve predomínio do genótipo A, mas é importante 

salientar a distribuição similar dos genótipos A e B em uma das creches, sugerindo 

que fatores intrínsecos ao hospedeiro (idade, estado nutricional, resposta 

imunológica, composição da microbiota intestinal) são mais relevantes no 

desencadeamento de doença, independente do genótipo envolvido, e que fatores 

epidemiológicos envolvidos na dinâmica da transmissão são determinantes na 

ocorrência dos isolados moleculares. 

Este é um dos poucos estudos de caracterização genética de G. duodenalis 

no Nordeste brasileiro e o primeiro estudo realizado no Estado da Bahia. Os 

resultados mostram que, embora haja um predomínio de subgenótipo AII na 

população analisada, sugerindo que a transmissão antroponótica seja mais comum 

em nosso meio, há uma alta variabilidade nos genótipos e subgenótipos nos 

isolados de G. duodenalis encontrados, mostrando que vias de transmissão 

zoonóticas podem estar presentes. Mais estudos analisando diferentes grupos 

parasitados por G. duodenalis, com variedade de quadros clínicos e usando 

métodos moleculares mais avançados, são necessários para uma melhor 

compreensão da epidemiologia da giardíase no nosso meio. 
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RESUMO 

 
Introdução: A maioria dos estudos sobre imunidade na giardíase é realizada em 
modelos experimentais in vitro ou em animais, e poucos trabalhos avaliam a 
resposta imune contra este protozoário em humanos. A infecção por G. duodenalis 
apresenta amplo quadro clínico, que pode variar de casos assintomáticos a 
infecções agudas a crônicas. Diferentes genótipos de G. duodenalis podem induzir 
variadas manifestações clínicas, bem como diferentes padrões de resposta 
imunológica no hospedeiro. Objetivo: Avaliar marcadores séricos da resposta imune 
em indivíduos infectados por G. duodenalis, e comparar a produção destes 
marcadores com os isolados moleculares de G. duodenalis caracterizados. Material 
e Métodos: Foram coletadas amostras de fezes, soro e saliva de 83 crianças 
divididas em três grupos: 39 crianças infectadas por G. duodenalis (Grupo G), 26 
crianças saudáveis, sem infecção por enteroparasitos (Grupo N) e 18 crianças 
infectadas por outros protozoários (Grupo P). Anticorpos IgG e IgA anti-Giardia foram 
detectados por um ELISA in house. Os níveis de IFN-ƴ, TNF, IL-10, IL-6 e IL-5 
séricos foram avaliados por um ELISA de captura comercial e o óxido nítrico foi 
dosado a partir da determinação de seus metabólitos nitrato/nitrito (NOx) no soro  e 
saliva pela reação de Griess. Os genótipos e subgenótipos de G. duodenalis foram 
determinados pela amplificação dos genes-alvos glutamato desidrogenase (gdh) e β-
giardina, seguido da análise do polimorfismo dos tamanhos de fragmentos de 
restrição (PCR-RFLP) e sequenciamento da β-giardina dos isolados identificados 
resultados discordantes no RFLP. Resultados: A reatividade de anticorpos IgG e IgA 
foi significativamente maior no grupos de crianças infectadas por G. duodenalis (IgG 
- 1,503 +/- 0,819; IgA – 2,308 +/- 1,935). Os valores médios dos níveis séricos de 
IFN-ƴ (393,10 +/- 983,90 pg/mL), de NOx sérico (30,03 +/- 10,92 μmol/L) e salivar 
(192,4 +/- 151,2 μmol/L) nas crianças infectadas por G. duodenalis foram 
significativamente maiores quando comparados com o grupo de crianças não 
parasitadas (127,4 +/- 274,30 pg/ml; 25,82 +/- 7,74 μmol/L e 122,5 +/- 105,90 
μmol/L, respectivamente). Em relação a resposta imune genótipo-específica, não 
foram observadas diferenças na reatividade de anticorpos, níveis de citocinas e NOx 
séricos entre as crianças infectadas com os subgenótipos AI ou AII de G. duodenalis. 
Conclusão: Os níveis elevados de IFN-ƴ e NOx indicam que a infecção intestinal em 
humanos induz uma resposta imune celular capaz de ser detectada a nível 
sistêmico. Entretanto, não foram observadas diferenças significativas no perfil de 
reatividade de anticorpos e produção de citocinas e NOx no soro de crianças 
infectadas por diferentes genótipos/subgenótipos de G. duodenalis, sugerindo que a 
resposta imune contra o protozoário não é assemblage-específica. Entretanto, novos 
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estudos com maior número de isolados genéticos são necessários, incluindo 
aqueles de infecções sintomáticas, para avaliar as diferenças na patogenicidade e 
imunogenicidade dos genótipos/subgenótipos de G. duodenalis.  
 
Palavras-chave: Giardia. Imunidade. Citocinas. Óxido nítrico. Genótipos. 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Most studies on giardiasis immunity are performed in in vitro or animal 
experimental models, and few studies have evaluated the immune response against 
this protozoan in humans. Infection by G. duodenalis presents broad clinical 
manifestations, which can range from asymptomatic cases to acute and chronic 
infections. Different genotypes of G. duodenalis may induce various clinical 
manifestations, and patterns of immune response in the host. Objective: To evaluate 
serum markers of immune response in individuals infected with G. duodenalis, and 
compare the production of these markers with the G. duodenalis molecular isolates 
characterized. Material and methods: There were collected feces, serum and saliva 
samples from 83 children divided into three groups: 39 children infected by G. 
duodenalis (Group G), 26 healthy children, without enteroparasite infections (Group 
N), and 18 children infected by other protozoa (Group P). Anti-Giardia IgG and IgA 
antibodies were detected by an in-house ELISA. Levels of seric IFN-ƴ, TNF-α, IL-10, 
IL-6 and IL-5 were determined by a commercial capture ELISA, and the nitric oxide 
was determined by quantification of its nitrate/nitrite metabolites (NOx) in sera and 
saliva by Griess reaction. Genotypes and subgenotypes of G. duodenalis were 
determined by amplification of the target genes glutamate dehydrogenase (gdh) and 
β-giardin DNA, followed by restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 
analysis. Sequencing of β-giardin from the isolates identified discordant results in the 
RFLP.  Results: The reactivity of IgG and IgA antibodies was significantly higher in 
children infected with G. duodenalis (IgG – 1.503 +/- 0.819; IgA – 2.308 +/- 1.935). 
The mean serum levels of IFN-ƴ (393.10 +/- 983.90 pg/mL) and serum (30.03 +/- 
10.92 μmol/L) and salivar NOx (192.4 +/- 151.2 μmol/L) in children infected with G. 
duodenalis were significantly higher compared to the group of non-parasitized 
children (127.4 +/- 274.30 pg/mL; 25.82 +/- 7.74 μmol/L and 122.5 +/- 105.90 μmol/L, 
respectively). Regarding to the genotype-specific immune response, no differences 
were observed in antibody reactivity and levels of serum cytokine and NOx among 
children infected with the G. duodenalis AI or AII subgenotypes. Conclusions: The 
elevated levels of IFN-ƴ and NOx indicate that intestinal infection in humans induces 
a cellular immune response capable of being detected at the systemic level. 
However, no significant difference in antibody reactivity profile, and cytokine and NOx 
production in the serum of children infected by different G. duodenalis 
genotypes/subgenotypes were observed, suggesting that the immune response 
against the protozoan is not assemblage-specific. However, further studies with a 
greater number of genetic isolates are required, including those from symptomatic 
infections, to assess the differences in pathogenicity and immunogenicity of G. 
duodenalis genotypes/subgenotypes. 
 
Key words: Giardia. Immunity. Cytokines. Nitric oxide. Genotypes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A giardíase, causada pelo protozoário intestinal G. duodenalis, é uma das 

doenças diarreicas mais comuns do mundo, com mais de 200 milhões de pessoas 

infectadas anualmente1,2. O parasito coloniza o intestino delgado, atacando a 

superfície do epitélio, mas não penetra a barreira epitelial. Os indivíduos infectados 

podem ser assintomáticos3,4 ou desenvolver sintomas gastrointestinais, 

caracterizados por diarreia aguda ou crônica, dor epigástrica, náusea, vômito, perda 

de peso, distensão abdominal e flatulência4,5. Em crianças, a infecção pode levar a 

consequências mais sérias, incluindo comprometimento no desenvolvimento físico e 

cognitivo6,7. Não é totalmente compreendido porque alguns indivíduos desenvolvem 

giardíase clínica, enquanto outros permanecem assintomáticos. A severidade da 

doença é provavelmente determinada pela interação entre a virulência do parasito, a 

resposta imune e o estado nutricional do hospedeiro, a natureza da microflora 

intestinal e a presença ou ausência de outros patógenos8. 

Várias linhas de evidência sugerem que a resposta imune contra Giardia 

envolve mecanismos inatos e adaptativos9. Inúmeros estudos sugerem que 

anticorpos, especialmente da classe IgA, contribuem para imunidade protetora, tanto 

em humanos quanto em modelos animais10–12. Entretanto, outros estudos sugerem a 

presença de mecanismos adicionais, independentes de anticorpos, na eliminação de 

G. duodenalis13,14. 

A resposta imune celular tem um papel essencial na eliminação das infecções 

por Giardia. Em humanos e animais, a diminuição nos níveis de células T CD4+ 

contribui para o desenvolvimento de giardíase crônica. Embora haja evidências do 

papel das células T na giardíase, os mecanismos desta ação são pouco 

compreendidos. É possível que células T CD4+ induzam as células B na produção 

de anticorpos, ou que outros mediadores estejam envolvidos13. Estudos usando 

modelos animais relataram níveis elevados de diferentes citocinas, incluindo TNF, 

IFN-ƴ, IL-6, IL-12, IL-5, IL-4, IL-2, IL-13, IL-17, IL-22 e IL-2315–20. Embora o papel das 

citocinas nas infecções parasitárias seja amplamente investigado em modelos 

animais, há poucos estudos sobre seu papel na giardíase humana.  

O óxido nítrico (NO) é sintetizado por células imunes e pelo epitélio intestinal, 

apresentando ações antimicrobianas sobre uma ampla gama de bactérias e 

parasitos11,21,22. O NO inibe a proliferação de trofozoítos de G. duodenalis, além 
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disso, também inibe os processos de desencistamento e encistamento in vitro23. 

Níveis mais elevados de NO foram encontrados em indivíduos infectados com G. 

duodenalis comparado ao grupo controle24. Apesar das evidências do papel protetor 

de NO na giardíase, o conhecimento sobre a função desse mediador na resposta 

imune contra G. duodenalis em humanos ainda é bastante limitado. 

Embora a G. duodenalis seja considerada uma espécie única, os avanços nas 

técnicas de biologia molecular revelaram que este protozoário é um complexo de 

espécies com diversidade genética, mas morfologicamente idênticos, exibindo 

adaptações a diferentes hospedeiros25,26. Portanto, genótipos de G. duodenalis 

relacionados foram agrupados em 8 principais genótipos A, B, C, D, E, F, G e H e 

seus respectivos subgenótipos25,27,28. Feng e Xiao2, em uma revisão com 

caracterização molecular por PCR, em mais de 4.000 isolados de G. duodenalis em 

humanos, demonstraram que, quase exclusivamente, somente os genótipos A e B 

estão associados com infecção em humanos. Alguns pesquisadores sugerem que os 

isolados de G. duodenalis geneticamente distintos diferem nas características 

imunopatológicas e no desencadeamento de sintomas. Enquanto alguns estudos 

mostram que o genótipo A está mais associado aos casos de giardíase 

sintomática29–31, outros trabalhos encontraram que infecções com genótipo B foram 

significativamente correlacionadas com sintomas clínicos32–36. Por outro lado, relatos 

mais recentes não encontraram associação entre genótipos e manifestações 

clínicas37,38. Estes resultados discrepantes levantam a necessidade de novos 

estudos sobre o assunto.  

Diferentes mecanismos foram sugeridos para explicar a variação nas 

manifestações clínicas da giardíase. Dentre estes, supõe-se que isolados 

geneticamente diferentes do parasito induzem resposta imune de maneira genótipo-

específica19,39. Considerando o exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a 

resposta imune inata (NO), humoral (anticorpos IgG, IgA, citocinas IL-6 e IL-5), 

celular (IFN-ƴ e TNF) e regulatória (IL-10) em indivíduos infectados por G. 

duodenalis, bem como associar os níveis desses parâmetros imunológicos com os 

genótipos de G. duodenalis identificados. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  POPULAÇÃO DO ESTUDO 

 

Este estudo de corte transversal foi conduzido com crianças atendidas para 

exames laboratoriais de rotina no Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de 

Farmácia, da Universidade Federal da Bahia (LACTFAR-UFBA), localizado na 

cidade de Salvador, Bahia. Amostras de fezes, saliva e soro foram coletadas de 83 

crianças, as quais foram divididas em três grupos: a) Grupo G - 39 indivíduos 

infectados com G. duodenalis, selecionados pelo exame microscópico de fezes 

positivo para identificação de cisto/trofozoítos do parasito e/ou presença de 

coproantígeno de G. duodenalis nas fezes, utilizando um ensaio imunoenzimático 

comercial (ELISA; RIDASCREEN® Giardia, R-Biopharm AG, Alemanha); Grupo N - 

26 indivíduos sem infecção por parasito intestinal; e Grupo P - 18 indivíduos 

monoparasitados por outros protozoários e negativos para G. duodenalis. Um 

questionário padronizado foi respondido pelos responsáveis das crianças, com o 

objetivo de obter descrição demográfica, socioeconômica e higiênico-sanitária, além 

de relato de sintomas gastrointestinais recentes. 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Escola de Enfermagem da 

Universidade Federal da Bahia (HUPES - UFBA), Parecer Nº 907.867 (ANEXO 1). O 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido dos responsáveis 

legais pelas crianças (APÊNDICE 1).  

 

2.2  PROCESSAMENTO DAS FEZES PARA DIAGNÓSTICO DE Giardia E OUTROS 
ENTEROPARASITOS 

 

As amostras de fezes foram submetidas aos seguintes exames 

parasitológicos: centrífugo-flutuação em sulfato de zinco (densidade da solução 

1,18g/ml)40; sedimentação por centrifugação em água41 e coloração de Ziehl-

Neelsen modificado (ZN)42. O sedimento fecal obtido por técnica de sedimentação 

foi examinado em lâminas com salina e iodo para detecção de helmintos e 

protozoários, bem como corado pelo ZN para diagnóstico de Cryptosporidium. Duas 

lâminas foram examinadas para cada técnica. Além do exame parasitológico, as 

amostras de fezes foram testadas para pesquisa de coproantígeno de G. duodenalis 
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por ELISA (ELISA; RIDASCREEN® Giardia, R-Biopharm AG, Alemanha), de acordo 

com as instruções do fabricante. Para amostras com resultado até duas vezes o 

ponto de corte da reação (cut-off) fornecido pelo fabricante (densidade ótica 0,15) 

com exame parasitológico negativo para Giardia, o ELISA era repetido mais duas 

vezes para confirmação. Amostras com densidade ótica abaixo de 0,15 foram 

consideradas negativas. Como controles positivos do ensaio foram utilizados 

antígeno de Giardia (fornecido no Kit) e duas amostras fecais positivas para cistos 

de Giardia. Poços contendo diluente no lugar das fezes serviram de controle 

negativo do ensaio. 

 

2.3  CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE G. duodenalis 

 

2.3.1 Extração do DNA 

 

O DNA de cistos de G. duodenalis foi extraído/purificado usando QIAamp 

DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo instruções do fabricante, 

com algumas modificações, tais como o tempo e a temperatura da etapa de lise 

celular que foram aumentados para 10 minutos e 95°C, respectivamente, e o volume 

de eluição do DNA que foi reduzido para 100 µl de tampão. 

 

2.3.2 Amplificação dos genes β-giardina e gdh 

 

 Para genotipagem dos isolados de G. duodenalis foram analisados os genes 

β-giardina e gdh por nested-PCR RFLP. Um fragmento de 753 pb do gene β-giardina 

foi amplificado usando o iniciador direto G7 e reverso G759, como descrito por 

Caccio et al.26 Na reação de nested-PCR subsequente, um fragmento de 511 pb foi 

amplificado usando iniciador direto G99 e reverso G609, como descrito por Lalle et 

al.43 Em ambas as reações, a mistura reacional da PCR consistiu de: 1,5mM de 

MgCl2, 200µM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador, 2,5 U de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen), e 1 µL de DNA purificado, em um volume final de 25 µL. Os 

ciclos termais para as reações consistiram em: uma desnaturação inicial de 5 

minutos a 94°C para a primeira PCR e 15 min a 95°C para a nested-PCR, seguido 

por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de anelamento (65°C na reação 

primária e 55°C na nested PCR), e 60 segundos a 72°C, com uma extensão final de 
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7 minutos a 72°C. 

Os isolados de G. duodenalis identificados como genótipo A, através da 

análise do gene β-giardina, foram submetidos a uma reação de semi-nested PCR 

(sn-PCR) para amplificação do fragmento de 384 pb, de acordo descrito por Caccio 

et al.26, para isso foram usados os iniciadores direto G376 e reverso G759. A mistura 

reacional da sn-PCR consistiu de 1,5 mM de MgCl2, 200 µM de cada dNTP, 10 pmol 

de cada iniciador, 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), e 1 µL de DNA 

purificado, em um volume final de 25 µL. Os ciclos termais para as reações 

consistiram de: uma desnaturação inicial de 5 minutos a 94°C seguido por 35 ciclos 

de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de anelamento a 65°C, e 60 segundos a 72°C, 

com uma extensão final de 7 minutos a 72°C. 

Um fragmento de 432 pb do gene gdh foi amplificado usando sn-PCR 

conforme descrito por Read et al.44 Na reação primária, o fragmento de DNA foi 

amplificado usando iniciador direto GDHeF e reverso GDHiR. Na reação de sn-PCR 

sequencial, o fragmento de 432 pb foi amplificado usando iniciador direto GDHiF e 

reverso GDHiR. Em ambas as reações, a mistura da PCR consistiu de 2 mM de 

MgCl2, 200 µM de cada dNTP (GC:TA = 3:1), 12,5 pmol de cada iniciador, 1U de Taq 

DNA polimerase (Invitrogen), e 1µL de DNA purificado, em um volume final de 25 µL 

para reação primária e 50 µL para o sn-PCR. Os ciclos termais para as reações 

consistiram de: uma desnaturação inicial de 5 minutos a 94°C, seguido por 40 ciclos 

de 30 segundos a 94°C, 20 segundos de anelamento 65°C, e 45 segundos a 72°C, 

com uma extensão final de 7 minutos a 72°C. 

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 

1%, corado com brometo de etídio. 

 

2.3.3 Análise de polimorfismo de fragmentos de restrição e sequenciamento 

 

Os amplicons dos genes gdh e/ou β-giardina foram digeridos com 

endonucleases para a análise do polimorfismo dos fragmentos de restrição (PCR-

RFLP), com o objetivo de determinar os genótipos e subgenótipos de G. duodenalis. 

Os produtos de PCR do gene β-giardina foram digeridos com 10 U da endonuclease 

HaeIII (fragmento de 511pb)26 e HhaI (fragmento de 384pb)43 (Fermentas Life 

Sciences). Os produtos de amplificação do gene gdh de 432 pb foram digeridos com 

10 U das enzimas de restrição BspLI ou RsaI (Fermentas Life Sciences). Os 
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fragmentos de restrição dos amplicons foram analisados em gel de agarose a 3%, 

corado com brometo de etídio, usando padrão de peso molecular de 50 pb. 

Os isolados com padrão de genótipos mistos no RFLP foram submetidos ao 

sequenciamento do amplícon do gene β-giardina. Os produtos da PCR foram 

purificados e sequenciados em única direção pelo serviço de sequenciamento da 

empresa Macrogen (Macrogen Inc., Seoul, Korea). Sequencias de nucleotídeos e 

eletroferogramas foram analisados e editados usando o programa CLC Main 

Workbench, versão 8.0 (CLC Bio, Qiagen). Para a determinação do genótipo de 

cada amostra foi realizada a análise filogenética em árvore pelo método Neighbor-

Joining utilizando o software MEGA 645. Sequências referências do gene β-giardina 

correspondentes aos diferentes genótipos da G. duodenalis foram obtidas do 

GenBank (AY072723, subgenótipo AII; KR051224, subgenótipo AI; GQ337974, 

genótipo B; AY072726, subgenótipo BIII; AY072725, subgenótipo BIV; e GQ337973, 

genótipo E). As sequencias foram depositadas no GenBank  com número de acesso 

MG845541 - MG845549. 

 

2.4  PESQUISA DE ANTICORPOS IgG E IgA ANTI-Giardia SÉRICOS 

 

2.4.1 Produção de antígeno 

 

 Trofozoítos de G. duodenalis (cepa WB) foram cultivados axenicamente em 

meio TYI-S-33 suplementado com soro e bile bovina, de acordo com o procedimento 

descrito por Keister46. Para produção do antígeno, trofozoítos ressuspensos em 

tampão salina-fosfato, pH 7,2 (PBS), estéril, foram rompidos com 15 ciclos de 

ultrassom (Branson Sonifier Cell Disruptor, EUA), de 60 segundos a 90Hz, com 

intervalos de igual período em banho de gelo. Posteriormente, foram adicionados ao 

lisado antigênico, os seguintes inibidores de proteases: ácido 

etilenodiaminotetracetico (EDTA) 0,05 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSO) 

1Mm, TPCK/TLCK 0,05 Mm, e leupeptina 1 μg/ml. Após homogeneização, o lisado 

foi centrifugado a 4.500 g por 30 minutos a 4ºC. O conteúdo proteico do 

sobrenadante foi dosado pelo método de Lowry et al.47, e as alíquotas da solução 

antigênica foram congeladas a -20ºC até o uso. 
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2.4.2 ELISA 

 

Anticorpos IgG e IgA contra antígenos de G. duodenalis foram detectados por 

um ELISA in house, padronizado no laboratório. Resumidamente, a cada poço das 

placas de microtitulação (Corning Inc. Coastar polystyrene EIA/RIA plates) foram 

adicionados 100 µl do antígeno de G. duodenalis, a 20 µg/mL, diluído em tampão 

carbonato/bicarbonato a 0,06 M, pH 9,6. Em seguida, as placas foram incubadas por 

18 horas, a 4 ºC, e lavadas 3 vezes com tampão salina-fosfato a 0,15 M, Tween 20 a 

0,05% (PBS-T), pH 7,2, com molho de cinco minutos. Após lavagens, as placas 

foram bloqueadas com 100 µl de PBS-T, contendo 5% p/v de leite desnatado 

(tampão de bloqueio) e incubadas em câmara úmida, durante uma hora, a 37 ºC. As 

placas foram então lavadas 5 vezes com PBS-T, como descrito acima, e 100 µl de 

soro diluído 1:100 (IgG) ou 1:25 (IgA) em PBS-T, contendo 5% p/v de leite 

desnatado, foram aplicados aos poços, em duplicata. Após incubação por uma hora 

a temperatura ambiente (TA), os poços foram lavados como na etapa anterior, e 

100μl do conjugado anti-IgG (Sigma-Aldrich Company, St. Louis, EUA) ou anti-IgA 

(Thermo Fisher Scientific, EUA) humana ligada a peroxidase, diluídos a 1:1000 no 

mesmo tampão dos soros, foram adicionados por poço e incubados por uma hora a 

37ºC em câmara úmida. Após incubação, foram realizadas duas lavagens com PBS-

T e mais três com PBS 1x puro. A reação foi revelada com a adição de 100 µl do 

substrato (15 mL de tampão citrato-fosfato a 0,051 M, pH 5,0, contendo o p-

fenilenodiamina a 0,0037 M e água oxigenada 30 volumes a 0,04%), seguida de 

incubação ao abrigo da luz durante 20 minutos. A reação foi interrompida com 20 μl 

de ácido sulfúrico a 8 N e a leitura das densidades ópticas foi realizada em 

espectrofotômetro, utilizando o filtro de 450-630nm (Awareness Tecnology Inc., 

EUA). Se ocorresse discordância entre as leituras das duplicatas ≥ 30%, a amostra 

era testada novamente. Os resultados foram expressos em índice de reatividade (IR) 

do ELISA. 

 

2.5 DOSAGEM DE CITOCINAS NO SORO 

 

 Os níveis séricos das citocinas foram medidos em duplicata por ELISA de 

captura, de acordo as instruções do fabricante. Kits comerciais de ELISA para 

dosagem de TNF (BD Biosciences, San Diego, EUA), IFN-ƴ, IL-5, IL-6 e IL-10 (R&D 
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Systems, Inc, EUA) foram utilizados. Os resultados foram expressos em 

picogramas/mL (pg/mL). A sensibilidade do kit de ELISA foi de 15,6 pg/mL para TNF 

e IFN-ƴ; 9,4 pg/mL para IL-6; 31,3 pg/mL para IL-10; e 23,4 pg/mL para IL-5.  

 

2.6 DOSAGEM DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

 

 O NO é instável e rapidamente é convertido em nitratos e nitritos, portanto é 

necessário determinar as concentrações desses metabólitos em amostras biológicas 

como representativos do NO. Neste estudo foi utilizado o método descrito por Tatsch 

et al.48 para dosagem de nitratos/nitritos (NOx) no soro e na saliva, através do 

método colorimétrico de Griess49. O reagente de Griess é uma mistura 1:1 de 1% de 

sulfanilamida e 0.1% de naftiletilenodiamino (NED) em ácido acético (CH3COOH) a 

60%. O nitrito reage com a sulfonilamida formando um diazocomposto que, ao reagir 

com o NED, gera um cromóforo de coloração rósea50. 

Resumidamente, para a realização do ensaio foi preparada uma solução 

padrão de nitrito de sódio em solução salina 0.9% nas concentrações de 200, 100, 

50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,563, 0,781, 0,391, 0,195 µmol/L para construção da 

curva de calibração. Em uma microplaca de poliestireno foram adicionados 50 µl da 

amostra a ser analisada e 50 µl do reagente de Griess. A leitura das densidades 

ópticas foi realizada em espectrofotômetro, utilizando o filtro de 560 nm e os 

resultados foram expressos em µmol/L. 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad, San Diego, CA, EUA). A faixa etária e sexo das crianças, e a presença 

de sintomas gastrointestinais dos diferentes grupos foram apresentados como 

proporções e foram comparados utilizando o teste de qui-quadrado. Variáveis 

numéricas foram apresentadas com média, desvio-padrão, mediana e valores 

mínimos e máximos. O teste de normalidade de Augostino & Pearson foi usado para 

avaliar o tipo de distribuição dos dados. Os níveis de citocinas e índices de 

reatividade (IR) dos anticorpos IgG e IgA séricos anti-Giardia foram comparados 

através do teste de Mann Whitney, e os níveis de NOx com o teste t de Student. 

Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1  CARACTERIZAÇÃO DA POPULAÇÃO 

 

 A Tabela 1 mostra as características demográficas e a frequência de sintomas 

gastrointestinais dos grupos de crianças incluídas no estudo. Não houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos em relação ao sexo e faixa etária. A 

idade das crianças incluídas no estudo variou de 0 a 14 anos, entretanto, a maioria 

das crianças se concentrou na faixa etária de 3 a 6 anos. 

 
Tabela 1- Características demográficas dos grupos. 

  
 

Grupo G 
(n=39) 

Grupo N 
(n=26) 

Grupo P 
(n=18) 

Sexo Masculino 19 (48,7) 12 (46,2) 9 (50,0) 

 
Feminino 20 (51,3) 14 (53,8) 9 (50,0) 

     Faixa etária 0-2 anos 3 (7,7) 1 (3,8) 0 (0,0) 

 
3-6 anos 24 (61,5) 17 (65,4) 12 (66,7) 

 
7-10 anos 6 (15,4) 4 (15,4) 3 (16,7) 

 
>11 anos 6 (15,4) 4 (15,4) 3 (16,7) 

Sintomas 
gastrointestinais  9 (23,1) 7 (26,9) 3 (16,7) 

     
Fonte: Autoria própria 

 

 Em relação a presença de sintomas gastrointestinais, 9 (23,1%) das crianças 

com infecção por G. duodenalis apresentaram queixas de sintomas gastrointestinais, 

e destas, duas relataram diarreia. Não houve diferença estatística significante 

quanto a queixas gastrointestinais comparando o grupo infectado por G. duodenalis 

com os demais grupos. 

 

3.2  GENOTIPAGEM DE G. duodenalis 

 

 Dos 39 isolados de G. duodenalis submetidos à amplificação de DNA, 25 

(64,1%) amplificaram pelo menos um dos genes analisados.  A análise de RFLP 

revelou o genótipo A como o mais frequente (92 %, n= 23) (Figura 1A).  

 Em relação aos subgenótipos de G. duodenalis identificados, o AI foi o mais 

frequente, encontrado em 60% (n=15; p<0,05) dos isolados amplificados, seguido 
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por AII (32 %, n=8) (Figura 1B) e BIV (4%, n=1). Um isolado identificado como B não 

foi possível subgenotipar. Cinco isolados identificados como prováveis infecções 

mistas no RFLP não foram confirmados pelo sequenciamento do gene β-giardina, 

sendo classificados como 3 AI, 1 AII e 1BIV. 

 
Figura 1- Distribuição dos genótipos (A) e subgenótipos (B) de Giardia duodenalis em 
crianças. *Frequência maior do genótipo A (p<0,05; teste qui-quadrado). 
 

 
Fonte: Autoria própria 

 

Entre os casos de giardíase incluídos neste estudo, sete isolados de 9 

portadores sintomáticos tiveram os genótipos caracterizados. Destas, duas crianças 

apresentaram queixas de diarreia, ambas infectadas pelo subgenótipo AI de Giardia 

duodenalis, e as demais que apresentaram outros sintomas gastrointestinais 

apresentaram os genótipos AII (n=2), AI (n=2) e B (n=1). Não houve associação 

entre os genótipos e/ou subgenótipos de G. duodenalis e a presença de sintomas 

gastrointestinais. 

 

3.3  RESPOSTA DE ANTICORPOS, CITOCINAS E ÓXIDO NÍTRICO NOS  
      DIFERENTES GRUPOS DE CRIANÇAS 
 

 A reatividade de anticorpos séricos IgG e IgA anti-Giardia foi maior no grupo 

de crianças infectadas por G. duodenalis (IgG -  1,503 +/- 0,819; IgA -  2,308 +/- 

1,935), quando comparado com controles sem infecção por enteroparasitos  (IgG - 

0,592 +/- 0,226; IgA - 0,562 +/- 0,375), e aquelas infectadas por outros protozoários 

(IgG - 0,911 +/- 0,704; IgA - 1,005 +/- 0,863) (p<0,001) (Figura 2 A e B e Tabela 2).  

A 
92% 

(n=23)* 

B 
8% (n=2) 

A 

AI 
60% 

(n=15) 

AII 
32% (n=8) 

BIV 
4% (n=1) 

B 
4% (n=1) 

B 
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Em relação à concentração de citocinas no soro, as análises mostraram que 

os níveis de IFN-ƴ foram mais elevados nas crianças com giardíase (393,10 +/- 

983,90 pg/mL), do que nos demais grupos, N (127,4 +/- 274,30 pg/mL) e P (70,51 +/- 

120,40 pg/mL) (p<0,05). As concentrações de TNF e de IL-10 foram similares entre 

os grupos. Os níveis de IL-5 e IL-6 foram abaixo dos limites de detecção em 96,4% 

(80/83) das amostras analisadas (Figura 2 e Tabela 2). 

Os níveis de NOx sérico e salivar foram mais elevados nos indivíduos 

infectados por G. duodenalis (sérico – 30,03 +/- 10,92 μmol/L; salivar – 192,4 +/- 

151,2) do que nos controles sem infecção por enteroparasitos (sérico - 25,82 +/- 

7,74 μmol/L; salivar – 122,5 +/- 105,90) (p<0,05) (Figura 3 e Tabela 2). Além disso, 

nas crianças infectadas pelo parasito houve maior frequência de indivíduos com 

concentração sérica e salivar de NOx maior que 41 μmol/L e 301 μmol/L, 

respectivamente (Tabela 3).  
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Figura 2- Perfil de resposta de anticorpos IgG (A) e IgA (B) séricos anti-Giardia e níveis de 
citocinas IFN-ƴ (C), TNF (D), IL-10 (E), IL-5 (F) e IL-6 (G) no soro em 39 crianças infectadas 
por G. duodenalis (Grupo G, ), 26 crianças saudáveis sem infecções por enteroparasitos 
(Grupo N, ) e 18 infectadas por outros protozoários intestinais (Grupo P, ). *p<0,001; 
**p<0,05 (Teste de Mann Whitney). Barras indicam média +/- desvio-padrão. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Autoria própria 
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Tabela 2 - Reatividade de anticorpos IgG e IgA anti-G. duodenalis e concentrações de NOx e 
citocinas no soro de crianças. 
Parâmetros avaliados Mediana Média +/- D.P. Min. - Max. p 

     

Grupo G (n=39) 
    IgG (IR) 1,176a 1,503 +/- 0,819 0,441 – 3,684 p<0,001* 

IgA (IR) 1,588b 2,308 +/- 1,935 0,471 – 8,294 p<0,001* 
NOx sérica (μmol/L) 30,20 30,03 +/- 10,92c 7,75 - 57,45 p<0,05** 
NOx salivar (μmol/L) 184,60 192,4 +/- 151,2d 7,81 – 506,90 p<0,05** 

IFN-ƴ (pg/mL) 25,60e 393,10 +/- 983,90 15,60 - 4794,00 p<0,05* 
TNF (pg/mL) 15,60 111,8 +/- 158,40 15,60 - 597,20 

 IL-10 (pg/mL) 31,30 72,91 +/- 134,80 31,30 - 823,50 
 IL-5 (pg/mL) 23,40 24,43 +/- 4,87 23,40 - 51,78 
 IL-6 (pg/mL) 9,40 9,61 +/- 1,29 9,40 - 17,38 
 

     Grupo N (n=26) 
    IgG (IR) 0,592a 0,592 +/- 0,226 0,199 - 0,993 

 IgA (IR) 0,537b 0,562 +/- 0,375 0,044 – 1,397 
 NOx sérica (μmol/L) 26,13 25,82 +/- 7,74c 13,76 - 41,07 
 NOx salivar (μmol/L) 105,50 122,5 +/- 105,90d 9,48 – 335,80  

IFN-ƴ (pg/mL) 15,60e 127,4 +/- 274,30 15,60 - 1269,00 
 TNF (pg/mL) 15,60 103,2 +/- 151,80 15,60 - 507,90 
 IL-10 (pg/mL) 31,30 93,88 +/- 158,80 31,30 - 803,50 
 IL-5 (pg/mL) 23,40 23,40 +/- 0,00 - 
 IL-6 (pg/mL) 9,40 9,79 +/- 1,32 9,40 - 14,46 
 

     Grupo P (n=18) 
    IgG (IR) 0,779 0,911 +/- 0,704 0,184 – 2,654 

 IgA (IR) 0,816b 1,005 +/- 0,863 0,029 – 2,559 
 NOx (μmol/L) 26,63 26,53 +/- 7,74 10,21 - 51,86 
 NOx salivar (μmol/L) 125,00 143,3 +/- 99,90 17,64 – 326,5  

IFN-ƴ (pg/mL) 15,60e 70,51 +/- 120,40 15,60 - 464,90 
 TNF (pg/mL) 15,60 95,91 +/- 143,50 15,60 - 472,20 
 IL-10 (pg/mL) 31,30 61,11 +/- 113,30 31,30 - 513,50 
 IL-5 (pg/mL) 23,40 24,28 +/- 3,65 23,40 - 38,44 
 IL-6 (pg/mL) 9,40 9,40 +/- 0,00 - 
 a;b;c;d;e letras iguais indicam diferença estatisticamente significante entre os grupos  

*Teste de Mann-Withney; ** Teste t student. IR – Índice de reatividade; D.P- Desvio-padrão 
Fonte: Autoria própria 
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Figura 3- Níveis de metabólitos do óxido nítrico (NOx) no soro (A) e saliva (B) em 39 
crianças infectadas por G. duodenalis (Grupo G, ), 26 crianças saudáveis sem infecções 
por enteroparasitos (Grupo N, ) e 18 infectadas por outros protozoários intestinais (Grupo 
P, ). *p<0,05 (Teste t de Student). Barras indicam média +/- desvio-padrão. 

  Fonte: Autoria própria 
 

 
Tabela 3- Distribuição das crianças de acordo a faixa de concentração de NOx. 

  
Faixa concentração de NOx 

sérico  (μmol/L) 

Frequência n (%) 

Grupo G Grupo N Grupo P 

0 - 20 7 (17,9) 6 (23,1) 4 (22,2) 
21 - 40 26 (66,7) 19 (73,1) 13 (72,2) 
41 - 60 6 (15,4)* 1 (3,8) 1 (5,6) 
TOTAL 39 (100) 26 (100) 18 (100) 

Faixa concentração de NOx 

salivar  (μmol/L)    
0 - 100 13 (33,3) 14 (53,8) 8 (44,4) 

101 - 300 17 (43,6) 10 (41,7) 9 (50,0) 
> 301 9 (23,1)* 2 (7,7) 2 (11,1) 

TOTAL 39 (100) 26 (100) 18 (100) 
*Concentrações elevadas de NOx nas crianças com Giardia; p<0,05 (Teste qui-quadrado). 
Fonte: Autoria própria 

 
 

3.4 COMPARAÇÃO DOS NÍVEIS DE CITOCINAS E RESPOSTA DE ANTICORPOS 
COM OS DIFERENTES GENÓTIPOS DE G. duodenalis 

 

Devido à baixa frequência do genótipo B (apenas dois isolados), a produção 

sistêmica de mediadores da resposta imune foi avaliada comparando os 

subgenótipos AI e AII de G. duodenalis, mais frequentes neste estudo. Não houve 

diferença estatisticamente significante nos parâmetros imunológicos analisados 
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entre as crianças infectadas por estes subgenótipos (Tabela 4 e Figura 4). 

 
Tabela 4 - Resposta de anticorpos IgG e IgA séricos anti-Giardia e concentrações no soro 
de NOx e citocinas nas crianças infectadas por subgenótipos AI e AII de G. duodenalis. 

Parâmetro Mediana Média +/- D.P. Min. - Max. 

AI (n=12) 
   IgG (IR) 1,235 1,382 +/- 0,631 0,529 – 3,037 

IgA (IR) 1,809 2,106 +/- 1,424 0,559 – 5,765 
NOx sérico (μmol/L) 30,2 29,63 +/- 7,98 13,35 – 44,49 
NOx salivar (μmol/L) 116,3 158,40 +/- 163,4 10,23 – 506,8 

IFN-ƴ (pg/mL) 15,6 612,20 +/- 1546,0 15,60 – 5932,0 
TNF (pg/mL) 15,6 131,0 +/- 184,4 15,6 – 507,9 
IL-10 (pg/mL) 31,30 93,89 +/- 202,9 31,30 – 823,5 

    AII (n=7) 
   IgG (IR) 1,284 1,809 +/- 1,144 0,441 – 3,331 

IgA (IR) 2,787 3,498 +/- 2,553 0,603 – 8,294 
NOx sérico (μmol/L) 29,57 29,97 +/- 16,08 7,75 – 57,45 
NOx salivar (μmol/L) 222,8 221,1 +/- 116,0 15,21 – 436,9 

IFN-ƴ (pg/mL) 15,6 561,0 +/- 1465,0 15,6 – 4182,0 
TNF (pg/mL) 15,6 34,99 +/- 28,94 15,6 – 79,20 
IL-10 (pg/mL) 31,30 59,70 +/- 80,33 31,30 – 258,5 

IR – Índice de reatividade; D.P- Desvio-padrão 
      Fonte: Autoria própria 
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Figura 4- Perfil de resposta de anticorpos IgG (A) e IgA (B) séricos anti-Giardia, níveis de 
óxido nítrico (NOx) sérico (C) e salivar (D) e de citocinas IFN-ƴ (E), TNF (F) e IL-10 (G) no 
soro em 15 crianças infectadas por subgenótipos AI ( ) e 8  por AII ( ) de G. duodenalis. 
Barras indicam média +/- desvio-padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Autoria própria 
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4 DISCUSSÃO 

  

Estudos epidemiológicos sugerem que infecção prévia com Giardia leva a um 

risco reduzido de reinfecção e/ou desenvolvimento de sintomas mais leves em 

infecções secundárias51–53. Estados de imunodeficiência, como desnutrição e 

hipogamaglobulinemia, aumenta a susceptibilidade ao desenvolvimento de sintomas 

relacionados à giardíase11,54. De fato, a resposta imune é importante para a 

erradicação do parasito no intestino, durante a infecção e no desenvolvimento de 

imunidade protetora9.  

A maioria do conhecimento sobre resposta imune na giardíase provém de 

estudos in vitro envolvendo o estímulo de células imunes com antígenos de G. 

duodenalis, e modelos animais infectados com G. duodenalis ou G. muris11,16,55–58. 

Entretanto, resultados obtidos de modelos animais podem não representar as 

condições da giardíase humana. As diferenças no método realizado, raça e estado 

imune do animal de laboratório, cepa do parasito, bem como patógenos naturais e 

microbiota do hospedeiro podem afetar os resultados e a interpretação dos 

ensaios11,55. Por outro lado, poucos estudos avaliam a resposta imune na giardíase 

humana, com base nisso, um dos objetivos do nosso trabalho foi avaliar o perfil de 

resposta imune desenvolvida em indivíduos infectados por G. duodenalis. Para 

tanto, parâmetros das respostas imune inata (óxido nítrico), humoral (IgG, IgA, IL-6 e 

IL-5), celular (IFN-ƴ, TNF-α) e regulatória (IL-10) foram avaliados em crianças com 

giardíase (Grupo G), e comparados com grupos de crianças infectados por outros 

protozoários (Grupo P) e sem infecção por enteroparasitos (Grupo N). 

Evidências sugerem que anticorpos, especialmente da classe IgA, contribuem 

para imunidade protetora contra giardíase. Camundongos deficientes na produção 

de anticorpos, principalmente IgA, falham na eliminação de G. muris e G. 

duodenalis12. Snider et al.59 mostraram que camundongos com 

hipogamaglobulinemia e camundongos selvagens tratados com anti-IgM para 

depletar células B desenvolveram giardíase crônica, quando infectados com o G. 

muris. Estudos experimentais em modelos animais infectados por Giardia mostram 

elevação de anticorpos séricos IgG e IgA durante a infecção, permanecendo 

elevados durante longo período após resolução da infecção16,56,57,60. Por outro lado, 

a resposta de anticorpos contra G. duodenalis em humanos ainda é pouco estudada. 

Em nosso estudo a resposta de anticorpos séricos IgG e IgA anti-Giardia foi 
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significativamente maior nas crianças infectadas por G. duodenalis do que naquelas 

infectadas por outros protozoários ou no grupo controle não parasitado. Nossos 

resultados corroboram estudos anteriores que mostraram uma resposta de 

anticorpos de IgG e IgA intensa em pacientes com giardíase61–63, mostrando que 

infecção por G. duodenalis ativa a produção de anticorpos séricos específicos. Os 

mecanismos pelos quais os anticorpos exercem suas funções anti-Giardia não são 

bem compreendidos, mas provavelmente envolve “exclusão imune”, isto é, 

imobilização dos trofozoítos do epitélio intestinal ou camada de muco64. 

O possível papel protetor da resposta imune Th1, Th2 ou Th17 na infecção 

por Giardia ainda não está claro. Estudos indicam que embora os anticorpos sejam 

importantes na proteção da giardíase, há mecanismos imunológicos independentes 

de anticorpos9,13,65,66. Interferon-gama (IFN-ƴ), que é uma citocina crucial da 

resposta Th1, parece ter papel na giardíase, uma vez que está elevada em modelos 

de infecções experimentais19,57,67 e em humanos infectados por G. duodenalis68. Em 

nosso estudo os níveis de IFN-ƴ foram significativamente mais elevados nas 

crianças infectadas, corroborando os resultados encontrados em outros estudos68,69. 

O papel do IFN-ƴ na imunidade contra Giardia apresenta resultados conflitantes. 

Estudos mostram que camundongos deficientes nesta citocina consegue eliminar 

esse protozoário13,70, sugerindo que IFN-ƴ não é essencial para controle dessa 

infecção. Por outro lado, trabalhos mostraram que IFN-ƴ, juntamente com IL-5, é 

importante no controle da giardíase em camundongos infectados 

experimentalmente57, e que a intensidade da infecção por G. muris foi aumentada 

em camundongos tratados com anticorpos anti-IFN-ƴ71. Interessantemente, Long et 

al.72 mostraram que níveis elevados de IFN-ƴ, IL-4 e IL-5 em amostras fecais de 

indivíduos infectados foram associados ao aumento na duração da infecção por G. 

duodenalis, sugerindo que essas citocinas podem favorecer a persistência da 

infecção. 

A citocina IFN-ƴ foi relacionada com um aumento da produção de NO por 

macrófagos na infecção por Giardia73,74. Estudos mostram que a NO sintases (NOS) 

são induzidas principalmente em condições inflamatórias Th1, principalmente por 

citocinas IFN-ƴ, TNF-α e IL-1β, enquanto perfil de resposta imune Th2 inibe a sua 

produção75. Em nosso estudo, assim como o IFN-ƴ, os níveis médios de NO sérico e 

salivar nos pacientes infectados com G. duodenalis foram mais elevados que os 

níveis no grupo controle sem parasitoses, corroborando estudos anteriores24,69,76. 
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Matowicka-Karna et al.69 demonstraram que a giardíase estimula produção de NO 

em humanos, que não diminuiu mesmo após tratamento anti-parasitário. O óxido 

nítrico (NO) é uma importante molécula bioregulatória, produzida por inúmeros tipos 

celulares em resposta ao estímulo por citocinas e tem um importante papel na 

resposta imune contra inúmeros patógenos, incluindo vírus, bactérias e 

parasitos77,78. Estudos mostram os efeitos do NO sobre a proliferação de trofozoítos 

de Giardia in vitro. A molécula inibe a proliferação de trofozoítos de G. duodenalis, 

mas não mata o parasito, tendo, portanto um efeito citostático e, além disso, o NO 

também inibe os processos de desencistamento e encistamento de G. duodenalis in 

vitro23. Apesar dos efeitos do NO sobre os trofozoítos de Giardia, o parasito 

desenvolveu estratégias para evadir a este mecanismo de defesa do hospedeiro, 

através da regulação negativa da expressão de NOS nas células intestinais79,80, 

além de consumir a arginina, que é a principal fonte para a produção da 

molécula23,80,81.  

É importante salientar que não foi observada diferença significante entre as 

concentrações de NO sérico e salivar do grupo de crianças parasitadas por outros 

protozoários, daquelas com infecção por G. duodenalis, apesar dos valores de 

médias deste último grupo tenham sido maiores. Esses dados podem ser explicados 

pelo estímulo a níveis basais do sistema imune local por protozoários considerados 

não patogênicos, ou pela limitação do número de pacientes com outras infecções 

enteroparasitárias.   Assim, os resultados do nosso estudo sugerem que o NO tem 

papel na imunidade na giardíase humana, mas dados da literatura mostram que o 

balanço entre o consumo de arginina pela Giardia e a produção de NO poderia 

contribuir para a variabilidade na duração e gravidade da infecção. Mais estudos são 

necessários para entender os múltiplos papéis do NO na giardíase. 

 O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina pró-inflamatória liberada 

durante a infecção por Giardia16,19. Camundongos deficientes em TNF exibem atraso 

na eliminação do protozoário, sugerindo que esta citocina participa da resposta 

imune durante a infecção18. Um estudo realizado em humanos mostrou que 

pacientes com giardíase apresentaram níveis elevados de TNF no soro76.  Por outro 

lado, a falta de resposta inflamatória durante a infecção por Giardia pode ser devido 

a uma regulação da resposta pró-inflamatória através na liberação de citocinas como 

IL-10 e TGF-β, impedindo o recrutamento de células inflamatórias15,16,57. Em nosso 

estudo não houve diferença significativa nos níveis de TNF e IL-10 entre os 
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indivíduos infectados por G. duodenalis e os controles, o que pode ser devido ao 

tamanho da amostra e ou baixa produção dessas citocinas em crianças com 

infecções subclínicas. 

 Similarmente, a IL-6 é uma citocina pró-inflamatória que está elevada na 

giardíase. A IL-6 induz a resposta celular inata, medeia a produção de IgA e o 

desenvolvimento de resposta celular Th1782,83. Camundongos deficientes nesta 

citocina falham na eliminação de Giardia67,84. A IL-5 também contribui para resposta 

imune humoral, sendo produzida por linfócitos Th2 e induzindo a diferenciação das 

células B e T, além de estimular a proliferação, diferenciação e quimiotaxia de 

eosinófilos (85,86). Um estudo realizado por Matowicka-Karna, Kralisz e Kemona69 

encontrou níveis mais baixos de IL-5 e IL-6 em indivíduos infectados por G. 

duodenalis, quando comparado aos controles saudáveis, e os níveis destas citocinas 

aumentaram após o tratamento da infecção. Em nosso estudo os níveis destas 

moléculas estavam abaixo do limite de detecção na maioria dos pacientes. Esse 

resultado pode ser devido às suas baixas concentrações, sendo necessária a 

utilização de métodos de detecção mais sensíveis, ou dosagem em sobrenadante de 

cultura de células estimuladas com antígenos de Giardia. 

A infecção por G. duodenalis apresenta amplo espectro clínico, variando de 

casos assintomáticos até sintomas gastrointestinais agudos ou crônicos. A 

severidade da doença é provavelmente determinada pela interação entre virulência 

do parasito, resposta imune, estado nutricional e de desenvolvimento do hospedeiro, 

a natureza da microflora intestinal, e a presença ou ausência de outros co-

patógenos87,88. A diversidade genética do parasito foi implicada na patogênese da 

doença89. A G. duodenalis é considerada um complexo multiespécie com grande 

variabilidade genética, e é classificada em oito genótipos distintos (A-H), mas 

apenas os genótipos A e B foram encontrados em humanos2,28. O genótipo A pode 

ser classificado em subgenótipos AI-AIV e o genótipo B, que é subdividido em BIII e 

BIV, que variam em relação a especificidade do hospedeiro2,28,90. A correlação entre 

os genótipos de G. duodenalis e a apresentação clínica há muito tempo é uma 

questão controversa. Enquanto alguns estudos mostraram que o genótipo A está 

associado aos casos de giardíase sintomática29,31, outros relataram que infecções 

com genótipo B foram significativamente correlacionados com sintomas clínicos34,36. 

Em nosso estudo foram genotipados isolados de G. duodenalis de crianças e houve 

predomínio do subgenótipo AI, seguido por AII. Apenas duas crianças estavam 
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infectadas com genótipo B.  

Verificamos que 76,9% (n=30) das crianças infectadas não apresentavam 

diarreia ou queixas relevantes de sintomas gastrointestinais no momento da coleta. 

Entre os casos de giardíase incluídos neste estudo, 9 eram sintomáticos e 7 tiveram 

os genótipos caracterizados, sendo duas crianças com diarreia (ambas genótipo AI) 

e os demais envolvendo outros sintomas gastrointestinais (2 genótipos AII, 2 AI e 1 

B). Assim, não foi possível avaliar associações entre os genótipos, reatividade de 

anticorpos, níveis de citocinas e NOx com os sintomas clínicos, devido ao número 

limitado de indivíduos sintomáticos em nosso estudo.  

Diferentes mecanismos foram sugeridos para explicar a variação das 

manifestações clínicas da giardíase91.  Foi proposto que diferentes isolados 

genéticos do parasito induzem resposta imune genótipo-específica. Cepas de 

genótipos distintos diferem em suas capacidades de colonização, virulência e 

ativação da resposta imune específica19,92–94. Em um estudo realizado por Babaei et 

al.39, indivíduos infectados pelo subgenótipo AI apresentaram níveis mais elevados 

de IFN-ƴ e IL-10 séricos quando comparados aos infectados pelo subgenótipo AII, 

sugerindo que genótipos distintos podem diferir consideravelmente em sua 

capacidade para induzir imunopatogenicidade e danos teciduais. Em nosso estudo, 

níveis de IFN-ƴ foram maiores que 1000 pg/mL em 3 indivíduos infectados por AI e 

um indivíduo infectado por AII. Os níveis de TNF foram maiores que 100 pg/mL em 

quatro casos de AI, entretanto não houve diferença nos níveis de citocinas, óxido 

nítrico e resposta de anticorpos IgG e IgA entre os grupos de crianças infectados por 

diferentes subgenótipos AI ou AII. Este resultado pode indicar que a resposta imune 

contra G. duodenalis não é genótipo ou subgenótipo específica, corroborando com o 

estudo realizado por Hanevik et al.66 Entretanto, não foi possível observar diferenças 

significativas na resposta de anticorpos, citocinas e NOx entre os grupos genótipos 

de G. duodenalis, devido ao predomínio do AI nas crianças infectadas. Estudos com 

um maior número de isolados de G. duodenalis e incluindo casos de giardíase 

sintomática são necessários, para melhor compreender as diferenças na resposta 

imune, patológica e clínica aos diferentes genótipos de Giardia.  

A maior parte do nosso conhecimento sobre imunidade na giardíase provém 

de estudos experimentais in vitro ou em modelos animais, com poucos estudos 

avaliando a resposta imune em casos de infecção por G. duodenalis em humanos. 

Neste trabalho avaliamos a resposta imune inata (óxido nítrico), humoral (IgG, IgA, 
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IL-6 e IL-5), celular (IFN-ƴ e TNF-α) e regulatória (IL-10) no soro de crianças 

infectadas por G. duodenalis. Os níveis de IFN-ƴ e NOx foram significativamente 

maiores nos indivíduos com giardíase, sugerindo que resposta celular é importante 

na infecção por G. duodenalis em humanos. Mais estudos são necessários para 

compreender o papel desses mediadores na giardíase. 
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CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste estudo permitem as seguintes conclusões:  

 

 A população infantil analisada apresentou alta positividade de infecções por 

enteroparasitos, enfatizando a necessidade de realizar o exame 

parasitológico de fezes regularmente em crianças;  

 A G. duodenalis foi o parasito patogênico mais frequente, sendo detectado 

em 8,0% das crianças incluídas neste estudo, destacando a importância 

deste patógeno intestinal; 

 O ELISA padronizado para detecção de anticorpos séricos IgG e IgA anti-

Giardia apresentaram elevados valores de sensibilidades e especificidades; 

 A determinação de anticorpos por ELISA demonstrou ser um método útil para 

avaliação de soroprevalência de G. duodenalis em crianças, com elevada 

associação com a presença do parasito nas fezes; 

  A elevada taxa de detecção de anticorpos anti-Giardia mostra alta 

endemicidade e exposição precoce a esse protozoário na população 

estudada;  

 Entre os genótipos de G. duodenalis encontrados neste estudo, houve um 

predomínio de subgenótipo AII, sugerindo que a transmissão antroponótica é 

comum em nosso meio. Entretanto, foi observada alta variabilidade nos 

genótipos e subgenótipos mostrando que vias de transmissão zoonóticas 

podem estar presentes; 

 Os níveis de INF-ƴ e NOx foram maiores nos indivíduos com giardíase, 

sugerindo que resposta celular é importante na infecção por G. duodenalis em 

humanos; 

 Não houve diferença na resposta de anticorpos, níveis de citocinas e NOx na 

infecção por diferentes subgenótipos de G. duodenalis, sugerindo que a 

resposta imune contra G. duodenalis não é genótipo-específica. 
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APÊNDICE 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – TCLE 
 

Estamos solicitando ao Sr(a) a autorização para que o menor pelo qual é 
responsável participe da pesquisa: “Avaliação da etiologia e fisiopatologia das 

diarreias na infância”, que tem como pesquisadora responsável a Profa. Márcia 

Cristina Aquino Teixeira. 
Esta pesquisa tem como objetivo principal diagnosticar infecções intestinais e 

caracterizar os microrganismos envolvidos, como vermes, bactérias e vírus, e avaliar 
o funcionamento do intestino. A importância deste estudo deve-se ao fato de que 
esses patógenos causam diarreia, dores de barriga, vômitos, perda de peso, e pode 
se espalhar para outras partes do corpo se não tratados, causando doença grave. 
Além disso, neste projeto serão realizados exames especiais para saber se a 
absorção intestinal está funcionando bem, ou se alguns nutrientes da dieta da 
criança estão sendo perdidos nas fezes. 

Caso o(a) Sr(a) autorize a participação da criança nesta pesquisa, serão 
utilizados as fezes e sangue do participante, que for coletado para outros exames de 
rotina no laboratório, a pedido do pediatra. Também iremos coletar a saliva, 
colocando um pedaço de algodão na bochecha da criança, e retirando quando 
estiver molhado. Será necessário também responder a um questionário, simples e 
rápido, para obtermos algumas informações sobre a condições socioeconômicas e a 
saúde do participante. 

Salientamos que as amostras utilizadas na pesquisa são as mesmas 
solicitadas pelo seu médico e que durante a realização da coleta de sangue pode 
haver algum desconforto, tais como hematomas ou dor, que será minimizado através 
das orientações adequadas e profissionais experientes na realização do 
procedimento. Não existirá risco e/ou desconforto na coleta de amostra de saliva e 
de fezes. 

A participação neste estudo será muito importante para orientar o tratamento 
e o acompanhamento clínico da criança. Todos os resultados dos exames serão 
entregues ao médico ou diretamente ao Sr(a), sem qualquer despesa ou prejuízo 
para o atendimento e/ou tratamento de seu filho. Durante todo o período da 
pesquisa o(a) Sr(a) poderá tirar suas dúvidas, ligando para a Profa. Márcia Cristina 
Aquino Teixeira, tel.: 3283-6950 e 3283-6954. 

O(A) Sr(a) tem o direito de recusar sua autorização, em qualquer fase da 
pesquisa, sem nenhum prejuízo para o(a) Sr(a) e/ou para a criança. Os dados do 
participante fornecidos serão confidenciais e utilizados apenas NESTA pesquisa. Os 
resultados serão apresentados em eventos e/ou revistas científicas, não havendo 
divulgação de nenhum dado que possa identificá-lo(a). Esses dados serão 
guardados pelo pesquisador responsável em local seguro e por um período de 5 
anos. Após esse período, os resultados de exames e questionários de pacientes 
serão incinerados. 

Sua participação é voluntária, isto é, a qualquer momento o(a) Sr(a) poderá 
recusar-se a responder qualquer pergunta que lhe cause constrangimento de 
qualquer natureza, ou desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa 
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não trará nenhum prejuízo em sua relação com o pesquisador ou com laboratório 
que lhe prestou atendimento. Este documento foi impresso em duas vias. Uma ficará 
com o Sr(a) e a outra com o pesquisador responsável. 
 
Consentimento Livre e Esclarecido 

 
 Eu, _____________________________________________________, 
representante legal do menor __________________________________________, 
autorizo sua participação na pesquisa “Avaliação da etiologia e fisiopatologia das 
diarreias na infância”. 
 Esta autorização foi concedida após os esclarecimentos que recebi sobre os 
objetivos, importância e o modo como os dados serão coletados, por ter entendido 
os riscos, desconfortos e benefícios que essa pesquisa pode trazer para meu(minha) 
filho(a), e também por ter compreendido todos os direitos que ele(a) terá como 
participante e eu como seu representante legal. 

Autorizo, ainda, a publicação das informações fornecidas em congressos e/ou 
publicações científicas, desde que os dados apresentados não possam identificá-
lo(a). 
 
 Salvador, _____/_______/_______ 
 
Assinatura do representante legal: _____________________________________ 

 
 

Declaração do pesquisador responsável 

 
Como pesquisador responsável pelo estudo “Avaliação da etiologia e fisiopatologia 
das diarreias na infância”, declaro que assumo a inteira responsabilidade de cumprir 
fielmente os procedimentos metodologicamente e direitos que foram esclarecidos e 
assegurados ao participante desse estudo, assim como manter sigilo e 
confidencialidade sobre a identidade do mesmo. 

Declaro ainda estar ciente que na inobservância do compromisso ora 
assumido estarei infringindo as normas e diretrizes propostas pela Resolução 466/12 
do Conselho Nacional de Saúde – CNS, que regulamenta as pesquisas envolvendo 
o ser humano. 

 
 Salvador, _____/_______/_______ 
 
Assinatura do pesquisador responsável: ________________________________ 

                Márcia Cristina Aquino Texeira 
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APÊNDICE 2- TERMO DE ASSENTIMENTO (menor) 
 

Você está sendo convidado(a) como voluntário(a) a participar da pesquisa 
“Avaliação da etiologia e fisiopatologia das diarreias na infância”. O motivo 
desta pesquisa é estudar infecções intestinais e caracterizar os microrganismos 
envolvidos, como vermes, bactérias e vírus, e avaliar o funcionamento do intestino. A 
importância deste estudo deve-se ao fato de que esses patógenos causam diarreia, 
dores de barriga, vômitos, perda de peso, e pode se espalhar para outras partes do 
corpo se não tratados, causando doença grave. Além disso, neste projeto serão 
realizados exames especiais para saber se a absorção intestinal está funcionando 
bem, ou se alguns nutrientes da dieta da criança estão sendo perdidos nas fezes. 

Caso concorde em participar desta pesquisa, serão utilizados as fezes e 
sangue do participante, que for coletado para outros exames de rotina no 
laboratório, a pedido do pediatra. Também iremos coletar a saliva, colocando um 
pedaço de algodão na sua bochecha, e retirando quando estiver molhado. Será 
necessário também responder a um questionário, simples e rápido, para obtermos 
algumas informações sobre a condições socioeconômicas da sua família e a sua 
saúde. 

Salientamos que as amostras utilizadas na pesquisa são as mesmas 
solicitadas pelo seu médico e que durante a realização da coleta de sangue pode 
haver algum desconforto, tais como hematomas ou dor, que será minimizado através 
das orientações adequadas e profissionais experientes na realização do 
procedimento. Não existirá risco e/ou desconforto na coleta de amostra de saliva e 
de fezes. 

A sua participação neste estudo trará benefícios porque realizaremos 
diversos exames de laboratório e os resultados serão entregues diretamente aos 
seus pais, sem qualquer despesa.  

Seus dados pessoais serão confidenciais, ou seja, apenas os 

pesquisadores terão acesso e serão utilizados somente nesta pesquisa. Sua 
identidade será mantida em segredo, e você não será identificado em nenhuma 
publicação ou evento científico, porque colocaremos códigos ao invés de nomes, 
iniciais ou qualquer dado que possa identificá-lo. Para participar deste estudo, seu 
responsável deverá autorizar e assinar um termo de consentimento. Nem você, nem 
seus familiares terão gastos ou receberão qualquer pagamento, ou seja, sua 
participação é voluntária. 

 
 
 
 
 
 
 

Rubricas:_______________________                  ___________________________                                
                        PESQUISADOR                                          PARTICIPANTE (menor 
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Você será orientado em qualquer assunto ou dúvida que tiver e estará livre 
para participar ou se recusar.  Caso você não queira participar, não terá qualquer 
prejuízo ou mudança na forma em que será atendido(a) pelo pesquisador ou pelo 
laboratório.  O responsável por você poderá retirar o consentimento ou interromper a 
sua participação a qualquer momento. Os resultados dos exames estarão à sua 
disposição e do seu responsável, tão logo sejam liberados pelo laboratório. Os 
dados e documentos utilizados na pesquisa ficarão guardados com a pesquisadora 
por um período de 5 anos na sala 252, e depois mantidos na sala B da Faculdade de 
Farmácia-UFBA por mais 5 anos, quando então serão destruídos. 

Durante todo o período da pesquisa você poderá tirar suas dúvidas com a 
pesquisadora responsável, Profa. Márcia Cristina Aquino Teixeira, Laboratório de 
Parasitologia, tel.: 3283-6950/6954; 98877-4027, Email: marciat@ufba.br; Av. Barão 
de Jeremoabo, nº 147, Faculdade de Farmácia, Campus de Ondina 40170-115, 
Salvador/BA. 

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Escola de Enfermagem da Universidade Federal da Bahia Rua: Basílio da Gama, s/n 
- Canela - Salvador/BA - CEP.: 40.110-040; TEL.: (71) 3283-7615, E-mail: 
cepee.ufba@ufba.br. 

 
Este documento (termo de assentimento) tem 2 páginas e será impresso em 

duas vias que serão assinadas, sendo que uma via ficará com o pesquisador, e a 
outra será entregue a você. 

 
TERMO DE ASSENTIMENTO (menor) 

 
Eu, _________________________________________________________, 

fui informado(a) dos objetivos deste estudo de maneira clara e detalhada e tirei 
todas minhas dúvidas. Sei que a qualquer momento poderei pedir novas 
informações, e o meu responsável poderá modificar a decisão de participar, se 
assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsável já assinado, declaro 
que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via deste termo de 
assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dúvidas. 

 
 

Salvador, ____/_____/______ 
 
 
________________________________      _______________________________ 
             Assinatura do pesquisador                     Assinatura do(a) participante (menor) 
 
 

 
 
 

 

mailto:marciat@ufba.br
mailto:cepee.ufba@ufba.br
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APÊNDICE 3- QUESTIONÁRIO 
 

PROJETO: Avaliação da etiologia e fisiopatologia das diarreias na infância 
 

   QUESTIONÁRIO Nº ______________ 
1. Dados pessoais da criança e da família

1. Nome:____________________________________________________RG____________
2. Data nascimento ____/____/____ Gênero: (   ) Fem  (   ) Masc       Turma: ______ 

Turno:________ 
3. Endereço:________________________________________________________________

________________________________________________________________________
4. Telefone:________________________ Celular do Responsável: ____________________
5. Nome da Mãe:____________________________________________________________
6. Nome do 

Pai:____________________________________________________________________
7. Cartão SUS nº ____________________________________________________________

8. Grau de escolaridade da mãe e do pai (escreva a letra M=mãe e P=pai no local correto): 
(     ) (     ) Fundamental incompleto   (     ) (     ) Médio incompleto  (     ) (     ) Superior 

incompleto                 
(     ) (     ) Fundamental completo      (     ) (     ) Médio completo     (     ) (     ) Superior 

completo                 
(      ) (     ) Nenhum

9. Escolaridade da criança:_________________________________________

Obs.: Fundamental=primário+ginásio; Médio=antigo 2ºgrau; Superior=universidade

10.Marque com X a renda familiar aproximada:
(     ) menor ou igual a 1 salário mínimo    (     ) 3 salários mínimos    (     ) 4 salários mínimos
(     ) 2 salários mínimos                            (     ) mais de 4 salários mínimos

11.Quantas pessoas moram na casa?_____________
2. Informações gerais e de saneamento do local onde reside

1. Possui animais domésticos em casa?  (    ) Sim   (   ) Não  

Quais?_________________________

2. Seu animal tem acesso à rua? (    ) Sim   (   ) Não   

3. Seu animal tomou remédio para verminose nos últimos 4 meses? (    ) Sim   (   ) Não

4. De onde vem a água para beber e cozinhar?

(    ) Água encanada    (   ) Tanque     (    )  Rio      (    ) Barragem   (    )  Poço  

Outro:____________
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5. Ferve ou filtra a água para beber?                    (    ) Sim            (    ) Não   

6. Costuma faltar água encanada?                       (    ) Sim             (    ) Não   

7. Possui rede de esgoto no local onde mora?    (    ) Sim             (    ) Não  

8. As ruas possuem asfalto e calçadas?              (    ) Sim             (    ) Não   

9. Tem banheiro com sanitário?                           (    ) Sim              (    ) Não   

10.Lava alimentos que se come crus como frutas, verduras e hortaliças (folhas tipo alface, 

couve, espinafre, coentro, cebolinha) antes de comer? (    ) Sim              (    ) Não   

11.Se a resposta for sim, como você lava esses alimentos? (Pode assinalar mais de uma 

opção)

(    ) Água, apenas    (   ) Água e hipoclorito (Q-boa diluída)    (    ) Água e detergente    (    ) 

Deixa de molho no vinagre ou limão    (    ) Outros (escrever)  

__________________________________

10. Tomou ou toma banho de rio, lagoa ou barragens? (    ) Não    (    ) Sim 
11. Se a resposta for sim, com que frequência você toma banho de rio: (    ) raramente  (    ) de 
vez em quando    (    ) frequentemente. Informe o lugar onde fica o rio/lagoa ou barragem 
________________

12. Costuma andar descalço na terra?   (    ) Sim       (    ) Não

3. Dados da saúde da criança

1. Toma algum remédio ou vitaminas? (    ) Não    (    ) Sim. Se a resposta for sim, quais 

remédios e porque está tomando? 

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

2. Já teve alguma verminose antes? (    ) Sim  (    ) Não. 

Se sim, informe qual foi: _________________________________________________________

3. Sentiu algum dos seguintes sinais/sintomas recentemente (últimos 15 dias)?

(    ) Perda de peso                     (   ) Coceira no ânus          ( ) Alergias            (     ) Asma

(    ) Diarreia                                (   ) Vômito/enjoos             (    ) Rinite alérgica

(    ) Disenteria com sangue        (   ) Gases                         (    ) Pneumonia

(    ) Falta de apetite                    (   ) Nenhum                      (    ) Tosse com catarro

(    ) Dor abdominal                      (   ) 

Outros:__________________________________________

1.

Entrevistador:__________________________________________________



Isolados Idade Sexo Origem Microscopia ELISA Βg 
511 
PCR 

HaeIII Βg 
384 
PCR 

HhaI Gdh 

432 
PCR 

BspLI RsaI Seq. Genótipo 
Final 

R92 1 M Creche B + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R94 1 F Creche B + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R96 1 M Creche B + + + B   + B BIV  BIV 

R102 1 F Creche B + + + B   + B BIII+BIV B B 
R175 3 F Creche B + + + B   + B BIII+BIV B B 
R303 1 F Creche B + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R304 2 M Creche B + + -    + AII   AII 
R305 2 F Creche B + + -    -    Neg 
R311 2 F Creche B + + + B   + B BIV  BIV 
R312 2 F Creche B + + + B   + B BIV  BIV 
R313 2 M Creche B + + + B   + B BIV  BIV 
R314 2 M Creche B + + -    + B BIV  BIV 
R322 3 F Creche B + + + B   + B BIV  BIV 
R326 4 M Creche B + + -    + AII   AII 
R363 2 M Creche B + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R364 2 F Creche B + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R365 2 F Creche B + + -    + AII   AII 
R368 3 F Creche B - + -    + AII   AII 
R372 3 F Creche B + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R416 2 M Creche B + + -    + AII   AII 
R474 2 F Creche B + + + B   + B BIV  BIV 
R476 2 M Creche B + + + B   + B BIV  BIV 
R477 2 F Creche B + + + A -  + AII   AII 
R489 2 F Creche B + + + B   -    B 
R496 4 F Creche B  

 
+ - + A + AII/AIII -    AII 

  

APÊNDICE 4- Descrição das amostras submetidas à PCR, quanto a idade, gênero, origem, diagnóstico através da 
microscopia (M) e do ELISA, densidade óptica do ELISA, resultados detalhados e o resultado final da caracterização molecular 
utilizando a PCR-RFLP dos genes β-giardina e Gdh e as respectivas enzimas de restrição de cada protocolo. 
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Isolados Idade Sexo Creche Microscopia ELISA Βg 
511 
PCR 

HaeIII Βg 
384 
PCR 

HhaI Gdh 
432 

PCR 

BspLI RsaI Seq. Genótipo 

Final 

R14 1 F Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R46 1 M Creche A + + + A + AII/AIII -    AII 

R125 3 M Creche A + + + B + E   + B BIII B BIII 
R271 1 M Creche A + + -    + AII   AII 
R272 2 F Creche A + + -    + B BIII  BIII 
R273 3 F Creche A - + + A + AII/AIII + AII   AII 
R274 1 F Creche A - + -    + AII   AII 
R288 4 M Creche A - + + A + AII/AIII + AII   AII 
R294 4 M Creche A + + -    + AII   AII 
R298 1 F Creche A - + -    + AII   AII 
R301 2 F Creche A + + -    -    Neg 
R332 3 F Creche A + + -    + AII   AII 
R337 2 F Creche A + + + A -  + AII   AII 
R339 3 F Creche A - + -    -    Neg 
R340 4 M Creche A - + -    -    Neg 
R342 2 M Creche A + + -    -    Neg 
R344 2 M Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R348 3 M Creche A + + -    -    Neg 
R355 3 F Creche A - + -    -    Neg 
R356 1 F Creche A - + -    -    Neg 
R382 1 M Creche A - + + A + AII/AIII + AII   AII 
R389 4 M Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R391 2 F Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R393 3 M Creche A + + + B   + B BIII  BIII 
R394 2 M 

 
 

Creche A - + -    -    Neg 
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Isolados Idade Sexo Creche Microscopia ELISA Βg 

511 
PCR 

HaeIII Βg 
384 
PCR 

HhaI Gdh 
432 

PCR 

BspLI RsaI Seq. Genótipo 

Final 

R397 2 M Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R401 4 F Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R402 2 M Creche A - + -    -    Neg 
R403 3 M Creche A + + -    + B BIII  BIII 
R426 2 M Creche A - + -    -    Neg 
R427 2 F Creche A + + + A -  + AII   AII 
R429 1 F Creche A - + + A + AII/AIII -    AII 
R432 2 F Creche A + - -    -    Neg 
R434 1 M Creche A + - -    -    Neg 
R437 1 M Creche A - + -    -    Neg 
R439 3 F Creche A - + -    + AII   AII 
R441 1 M Creche A - + + A + AII/AIII + AII   AII 
R443 2 F Creche A + + + A + AII/AIII + AII+B BIII AII AII 
R447 1 M Creche A - + -    + AII   AII 
R448 2 M Creche A - + -    -    Neg 
R449 1 M Creche A - + -    + AII   AII 
R453 1 F Creche A + + -    -    Neg 
R468 2 M Creche A + + + A+B + AII/AIII + AII+B BIII+ 

BIV 
B B 

R471 2 M Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R500 4 M Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
R504 1 F Creche A + + + A + AII/AIII + AII   AII 
L01 2 F LACTFAR + + -    + AI   AI 

L02 4 M LACTFAR + + -    + AI   AI 

L03 9 F LACTFAR + + + A + AI + AI   AI 
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Isolados Idade Sexo Creche Microscopia ELISA Βg 
511 
PCR 

HaeIII Βg 
384 
PCR 

HhaI Gdh 
432 

PCR 

BspLI RsaI Seq. Genótipo 

Final 

L04 6 M LACTFAR + + -    + AI   AI 

L05 3 M LACTFAR + + -    -    Neg 

L06 5 F LACTFAR - + + A + AI + AI   AI 

L07 5 F LACTFAR + + + A + AI + AI   AI 

L08 1 F LACTFAR + + -    - --   Neg 

L09 (S84) 5 F LACTFAR + + + B   + BIII/BIV 

+D 

BIV B BIV 

L10 7 F LACTFAR + + + A + AI + AI   AI 

L11 7 F LACTFAR - + + A + AI + AI   AI 

L12 3 M LACTFAR + + -    -    Neg 

L13 9 F LACTFAR + + + A + AI + AI   AI 

L14 (S150) 6 F LACTFAR + + + A + AI + AI 

+BIII/BIV 

BIII AI AI  

L15 (S154) 2 M LACTFAR + + + A + AI + BIII/BIV 

+D 

BIII AI AI 

L16 7 F LACTFAR + + + A + AI + AI   AI 

L17 14 F LACTFAR + + + A + AII/AIII + AII   AII 

L18 (MB09) 12 M LACTFAR + + + A + AII/AIII + AI  AII AII 

L19 14 M LACTFAR + + + A + AII/AIII + AII   AII 

L20 10 M LACTFAR + + -    -    Neg 

L21 12 F LACTFAR + + -    + AII   AII 

L22 (MB59) 12 M LACTFAR - + + B   -   B B 
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Isolados Idade Sexo Creche Microscopia ELISA Βg 
511 
PCR 

HaeIII Βg 
384 
PCR 

HhaI Gdh 
432 

PCR 

BspLI RsaI Seq. Genótipo 

Final 

L23 13 M LACTFAR + + -    -    Neg 

L24 4 M LACTFAR - + -    + AI   AI 
L25 (K38) 5 F LACTFAR + + + A + AI 

+AII/AIII 

-   AI AI 

L26 5 M LACTFAR + + -    + AI   AI 
L27 5 M LACTFAR + + -    -    Neg 
L28 4 F LACTFAR + + -    -    Neg 
L29 5 F LACTFAR + + -    -    Neg 
L30 5 M LACTFAR - + -    -    Neg 
L31 5 M LACTFAR + + -    -    Neg 

L32 (K109) 5 M LACTFAR + + + A + AII/AIII + AII  AII AII 
L33 5 M LACTFAR + + -    -    Neg 
L34 5 M LACTFAR + + -    -    Neg 

L35  5 M LACTFAR - + -    -    Neg 
L36 (K172) 4 M LACTFAR + + + A + AII/AIII + AII  AII AII 
L37 (K173) 5 F LACTFAR + + + A + AII/AIII + AII  AII AII 

L38 4 F LACTFAR + + -    -    Neg 

L39 5 M LACTFAR + + + A + AII/AIII + AII   AII 
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APÊNDICE 5. Árvore filogenética dos genótipos de G. duodenalis contruída por 
análise neighbor-joining, baseado na sequencia de nucleotídeos parcial do gene β-
giardina deste estudo comparado com sequencias de referências de genótipos 
conhecidos depositados no GenBank. 

 

 

 

 

 K173

 R443

 K172

 K109

Genotype AII AY072723

 MB09

Genotype AI KR051224

 K38

 S150

 S154

 S84

 R102

Genotype BIII AY072726

 MB59

 R468

 R175

Genotype B GQ337974

Genotype BIV AY072725

 R125

Genotype E GQ337973

14
18

24

7

20

18

24

100

100

27

24

59

64

0.005



183 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 
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ANEXO 1- PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA   EM PESQUISA 
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                                      ANEXO 2- ARTIGO PUBLICADO  

 
 






