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Giardia duodenalis é parasito de várias espécies de mamíferos, incluindo humanos, tendo 

distribuição mundial. Está associado à diarréia e desordens nutricionais, especialmente em 

crianças. A caracterização molecular do parasito é fundamental para identificar as 

Assemblages/sub-Assemblages relacionadas à infecção, possibilitando a associação dessas 

com manifestações clínicas. O objetivo deste estudo foi caracterizar molecularmente as 

Assemblages/sub-Assemblages de G. duodenalis em crianças de pré-escola, provenientes das 

cidades de Araguari e Uberlândia, Minas Gerais, Brasil, utilizando quatro genes. Para a 

pesquisa de cistos foi utilizado a técnica de flutuação em sulfato de zinco a 33%. A 

caracterização molecular utilizou os genes SSU rRNA, β-giardin (bg), glutamato 

dehidrogenase (gdh) e triose-fostato isomerase (tpi). Foram realizadas análises de 

genotipagem multilocus (MLG), e de associação entre manifestações clínicas e Assemblages. 

A presença de cistos de G.duodenalis foi observada em 45 (19,9%) das 226 amostras fecais de 

crianças procedentes de creches. A PCR falhou em amplificar e sequenciar amostras para o 

gene SSU rRNA. Trinta e quatro sequências amplificaram pelo gene tpi, sendo 16 

Assemblage A, 14 Assemblage B e quatro amostras mistas A/B. Das 32 sequências obtidas 

pelo gdh, 14 foram Assemblage A, 16 Assemblage B e duas A/B. Para o bg 19 amostras 

sequenciaram, sendo nove Assemblage A, cinco B, três Assemblage E e duas mistas, A/E e 

B/E. A predominância de Assemblages variou de acordo com o gene utilizado. Amostras 

heterogêneas foram encontradas nos três genes, entre elas amostras mistas inter-Assemblages 

A/B, A/E, B/E e, intra-Assemblage BIII/BIV. Amostras animal-específica (Assemblage E) 

foram identificadas pelo gene bg, e não confirmadas pelos outros genes. De 45 amostras 

positivas para microscopia, 35 foram amplificadas pela nested PCR por algum dos gene. 

Dessas, 12 amostras tiveram completa concordândia inter-Assemblage entre os três genes. Na 

classificação da MLG, observou-se duas novas MLGs para Assemblage A e cinco novas 

MLGs para Assemblage B. Houve associação significante (p=0,0101) para Assemblage e 

localidade, sendo Assemblage A mais prevalente em Araguari e B, em Uberlândia. Observou-

se relação significante (p=0,0454) entre Assemblage B e diarréia. Não houve associação com 

outras manifestações clínicas, tais como dor abdominal, vômito, perda de peso, flatulência e 

consistência das fezes. Estes achados comprovam a importância do uso de mais de um gene, 

pois a sensibilidade e variabilidade genética muda, de acordo com o marcador utilizado. 

Sequências heterogêneas foram encontradas para os três genes e algumas foram consideradas 

infecções mistas. A PCR falhou em amplificar amostras positivas pela microscopia óptica. A 

utilização da MLG foi importante para classificação das amostras Assemblage A, mas pouco 

efetiva para Assemblage B. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Giardia duodenalis is a parasite of several mammalian species, including humans, with a 

worldwide distribution. It is associated with diarrhea and nutritional disorders, especially in 

children. Molecular characterization of the parasite is crucial to identify assemblages/sub-

assemblages related to infection, and its association with clinical manifestations. The goal was 

to identify the molecular assemblages/sub-assemblages of G. duodenalis in children from pre-

school, from Araguari and Uberlândia, Minas Gerais, Brazil. It was used four genes for this 

research. The cysts were researched with 33% zinc sulfate flotation. The molecular 

characterization used SSU rRNA, β-giardin (bg), glutamate dehydrogenase (gdh) and triose 

phosphate isomerase (tpi) protocols. We conducted a multilocus genotyping (MLG) and the 

association between clinical manifestations and assemblage. Cysts of G.duodenalis were 

found in 45 (19.9%) of 226 stool samples from nurseries children. PCR detection (SSU 

rRNA  protocol) failed to amplify DNA samples. Tpi protocol has amplified thirty-four 

sequences: 16 assemblage A, 14 assemblage B and four mixed samples A/B. Gdh protocol 

amplified 32 sequences, including 14 assemblage A, 16 assemblage B and two A/B. For bg 

protocol 19 samples sequenced, nine was characterized as assemblage A, five as assemblage 

B, three as E, and two mixed, A/E and B/E. The predominance of assemblages varied with the 

gene protocol used. Heterogeneous samples were found in all genes, including mixed inter-

assemblages A/B, A/E, B/E, and intra-assemblage BIII/BIV. Animal-specific (assemblage E) 

samples were identified with bg, and not confirmed by other genes. From 45 positive samples 

by optical microscopy, 35 were amplified by nested PCR for at least one gene. Among all, 12 

samples were characterized in full concordance by the three genes. It was described two new 

MLGs assemblages A and five new MLGs to assemblage B. Assemblage A was highly 

prevalent in Araguari (p = 0.0101)  and assemblage B, in Uberlândia. There was a statistically 

association (p = 0.0454) between assemblage B and diarrhea. There was no association with 

other clinical manifestations such as abdominal pain, vomiting, weight loss, flatulence and 

stool consistency. These findings prove the importance of using more than one gene protocol, 

since the sensitivity and genetic variability changes with the locus used. Heterogeneous 

sequences were found for all three genes and were considered mixed infections. PCR failed to 

amplify positive samples by optical microscopy. The use of MLG was important for the 

classification of assemblage A isolates, but less effective in assemblage B. 
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Apesar dos avanços científicos e tecnológicos nos últimos anos, parasitoses 

intestinais, ainda, constituem grave problema de saúde pública (CHAN, 1997). Essa situação 

é observada, principalmente, nos países em desenvolvimento devido à falta de recursos, infra-

estrutura técnica e pela carência de medidas educacionais (LUDWIG et al., 1999). 

Dentre essas parasitoses, a Giardia duodenalis pode ser considerada a mais comum 

em humanos e em animais, com distribuição global de 2,8 x 10
8
 casos por ano (LANE; 

LLOYD, 2002; THOMPSON, 2004). Na Ásia, África e América Latina, cerca de 200 milhões 

de pessoas têm giardíase sintomática, com mais 500 mil novos casos reportados por ano 

(WHO, 1996). A prevalência de Giardia duodenalis alcança taxas entre 2% a 5% em países 

industrializados e acima de 20-30% em países em desenvolvimento (ELEGIO-GARCIA, et 

al., 2005). 

Esse protozoário flagelado e binucleado, taxonomicamente está inserido no Reino 

Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe 

Zoomastigophorea, Ordem Diplomonadida, Subordem Diplomonadina, Família Hexamitidae, 

Gênero Giardia (THOMPSON, 2004). 

É organismo importante na biologia evolutiva e genética molecular (THOMPSON, 

2004). Reconhecido como espécie complexa, é composta de oito grupos geneticamente 

distintos, denominados Assemblages (sinonímia genótipos; grupos), mas morfologicamente 

idênticos (CACCIÒ; RYAN, 2008; SPRONG et al., 2009; PLUTZER et al., 2010). 

A maioria das Assemblages parece ter hospedeiros específicos (FENG; XIAO, 

2011). Contudo, as Assemblages A e B, consideradas zoonóticas, são grupos geneticamente 

diversos e, por isso, divididas em subgrupos (WIELINGA et al., 2011).  

A prevalência das Assemblages A e B varia consideravelmente de região geográfica, 

embora Assemblage B pareça ser mais comum. (CACCIÒ; RYAN, 2008). Entretanto, no 

Brasil, estudos determinam como prevalente a Assemblage A (SOUZA et al., 2007; 

VOLOTÃO et al., 2007; GOMES et al., 2011; VOLOTÃO et al., 2011) 

Em muitos indivíduos a infecção é assintomática e, em outros, os sintomas podem 

ser graves, tais como, cólicas abdominais, náuseas, seguidas por diarréia, em consequência da 

má-absorção (MÜLLER; von ALLMEN, 2005). Essa ampla variação de sintomas são 

manifestadas principalmente em crianças (ADAM, 1991; MASCARINI; DONALÍSIO, 

2006). Não existem evidências científicas na associação entre as diversas manifestações 

clínicas e Assemblages, mostrando-se inconsistentes os resultados (CACCIÒ, RYAN; 2008). 
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Um dos ambientes em que as crianças estão mais expostas à Giardia duodenalis são 

as creches. Nelas o risco de exposição a esses parasitos é característica inerente a estes 

estabelecimentos, pela facilidade de contato inter-pessoal, funcionários pouco treinados e 

inadequados hábitos de higiene. A faixa etária, também, é fator de risco para infecção por 

parasitos, pois as crianças que frequentam as creches estão em idade entre zero e seis anos, 

possuindo imaturidade imunológica e formando noções de higiene. São indivíduos que estão 

iniciando a exploração oral e apresentam íntimo contato com o solo (FRANCO; CORDEIRO, 

1996). 

A alta variabilidade genética em G. duodenalis, aliada aos poucos estudos existentes 

no Brasil, e a inconsistência de dados de manifestações clínicas relacionados com 

Assemblages provocam dificuldades para o entendimento da virulência, patogenia e 

epidemiologia do protozoário Giardia duodenalis. Isso torna estudos de caracterização 

molecular fundamentais, pois esclarecem o comportamento complexo desse parasito, pela 

genotipagem e comparação dos genótipos, auxiliando na busca de formas seguras de 

identificação e controle do mesmo.  

Apesar de inúmeras informações sobre os genótipos de Giardia duodenalis em 

humanos no mundo, ainda são escassos os estudos de caracterização molecular deste 

protozoário em humanos infectados no Brasil. Assim, trabalhos que realizem a caracterização 

molecular e análise de variação genotípica em Minas Gerais, permitirão conhecer o padrão de 

frequência dos principais genótipos e a variação intra e inter-Assemblages. Além disso, 

fornecerão informações sobre a existência de co-infecções com Assemblages ou sub-

Assemblages diferentes. Estudos sobre a associação de Assemblages e sintomas da giardíase 

poderão ajudar a compreender a variação da clínica da doença, contribuindo para medidas 

futuras de controle e diagnóstico da giardíase. 

 

1.1 Histórico 

 

Os seres humanos sofreram as consequências da infecção por Giardia spp. por 

milhares de anos, porém tiveram que aguardar a invenção do microscópio para observar o 

parasito pela primeira vez, e mais 200 anos, para  descrevê-lo (LAMBL, 1859).  Inicialmente 

o parasito foi descrito por Antony van Leeuwenhoek, em 1681, ao examinar suas próprias 

fezes no microscópio (DOBELL, 1920).  A taxonomia do parasito e a classificação variaram 
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por muitos anos, sendo baseadas na origem do hospedeiro ou nos aspectos morfológicos 

(ADAM, 2001).  

Filice (1952), baseado nas diferenças morfológicas de cada espécie, propôs três 

grandes grupos, denominando-os de: Giardia agilis, parasitos de anfíbios; Giardia muris, de 

roedores e Giardia duodenalis (sinonímia G. lamblia, G. intestinalis), de vários mamíferos, 

incluindo o homem. Com o avanço tecnológico, diferenças puderam ser identificadas 

permitindo a identificação de três novas espécies denominadas Giardia psittaci 

(ERLANDSEN; BENRICK, 1987) em periquitos, Giardia ardeae (ERLANDSEN et al., 

1990) em garças, e Giardia microti em roedores do campo (Microtus achrogaster) e rato 

almiscarado (Ondatra zibethicus) (MONIS et al., 2003). As duas primeiras foram descritas 

pela microscopia eletrônica, de acordo com as características estruturais dos trofozoítos. A 

última foi baseada na morfologia do cisto e na análise de sequência de subunidades de rRNA  

(ADAM, 2001; van KEULEN et al., 2002). Dentre essas seis espécies existentes, a Giardia 

duodenalis se destaca por ser a única encontrada em humanos e devido a complexidade 

molecular (THOMPSON, 2004).  

 

1.2 Biologia da Giardia duodenalis 

 

O parasito apresenta dois estágios bem definidos em seu ciclo de vida, os cisto e os 

trofozoítos. O cisto é a forma infectante, medindo de 8,0 a 12,0 µm de comprimento por 7,0 a 

10,0 µm de largura, circundado por uma parede de 0,3 µm de espessura e possui de dois a 

quatro núcleos, corpos basais e elementos estruturais do disco ventral (THOMPSON; 

REYNOLDSON; MENDIS, 1993). É encontrado, frequentemente, em fezes formadas, 

apresentando alta resistência no ambiente e permanecendo viável por vários meses, 

principalmente, em locais úmidos (LANE; LLOYD, 2002). O trofozoíto representa a forma 

vegetativa do parasito. É bilateralmente simétrico e dorsoventralmente achatado, medindo em 

torno de 12,0 a 15,0 µm de comprimento e 5,0 a 9,0 µm de largura. Apresenta dois núcleos de 

tamanhos iguais na parte anterior, dois axonemas, um disco suctorial ou adesivo ventral, dois 

corpos médios e quatro pares de flagelos (THOMPSON; REYNOLDSON; MENDIS, 1993).  

A forma cística, após ingerida, sofre ação do baixo pH gástrico e de enzimas 

pancreáticas que rompem suas paredes, promovendo o excistamento, e liberando dois 

trofozoítos. Estes, aderem à mucosa intestinal e sob condições favoráveis, iniciam processo de 

reprodução assexuada, multiplicando por divisão binária, utilizando nutrientes presentes na 



 

26 

mucosa e lúmen intestinal (BARR et al., 1994; THOMPSON, 2004). Não há invasão celular, 

entretanto, o citoesqueleto e, especialmente, o disco ventral desempenham papel fundamental 

na sobrevivência do organismo no intestino do hospedeiro (ADAM, 2001). Completando o 

ciclo, o encistamento promove a sobrevivência do parasito nas condições adversas do meio 

(FARTHING, 1996). 

 

1.3 Transmissão da Giardia duodenalis 

 

A transmissão ocorre por contaminação oro-fecal, principalmente quando os cistos 

presentes nas fezes de pessoas ou animais infectados contaminam água, alimentos ou fômites, 

resultando em uma nova infecção, quando ingeridos por outros indivíduos (UNGAR et al., 

1984). A principal via de transmissão é o contato pessoa-pessoa, sobretudo em instituições 

coletivas como creches, orfanatos, entre pessoas da mesma família ou quando as condições de 

higiene são deficientes (ORTEGA; ADAM, 1997; TEIXEIRA, et al., 2007). A transmissão 

pelo contato animal-pessoa é possível, implicando que animais domésticos, de fazenda e 

silvestres podem ser portadores, contaminando reservatórios de água, infectando populações e 

ocasionando surtos (VAN KEULEN et al., 2002). 

A água é importante veículo de transmissão de G. duodenalis, constintuindo sério 

problema em saúde pública (THOMPSON, 2000). O parasito, na forma cística, é altamente 

resitente à cloração e ozonização e, de acordo com Lane e Lloyd (2002), a filtração é processo 

que garante a remoção dos cistos. Foram encontrados surtos associados ao consumo de água 

não filtrada ou proveniente de sistemas subterrâneos contaminados por fontes da superfície 

(HOQUE et al., 2002; JAKUBOWSKI, GRAUN, 2002; THOMPSON, 2004). Os alimentos 

são outra fonte de infecção, pois frutas e verduras consumidas cruas mantêm os cistos viáveis 

(SMITH, et al., 2006). 

 

1.4 Patogenia da Giardia duodenalis 

 

O período pré-patente da giardíase varia entre um e 45 dias nos pacientes 

sintomáticos, embora 60% das infecções sejam assintomáticas, especialmente em crianças e 

adultos que desenvolveram infecções anteriores (THOMPSON; REYNOLDSON; MENDIS, 

1993). A patogênese não está claramente compreendida, mas observa-se atrofia e danos nas 

microvilosidades. Estas alterações estão correlacionadas com deficiências enzimáticas na 
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borda em escova, diminuindo a digestão e absorção de nutrientes, incluindo os dissacarídeos, 

gorduras e vitaminas, que retornam à normalidade quando a infecção é debelada (BURET et 

al., 1991). Sinais clínicos como diarréia persistente, dor abdominal e rápida perda de peso são 

extremamente variáveis (ADAM, 1991). Os fatores de risco para giardíase clínica não estão 

claros e, indubitavelmente, compreendem àqueles associados ao hospedeiro (resposta imune, 

condição nutricional, outras doenças concomitantes) e ao parasito (virulência, genótipo) 

(LEIB; ZAJAC, 1999; THOMPSON et al., 1993; SAHAGÚN et al., 2008). 

A idade é fator que contribui para a ocorrência do protozoário, sendo as crianças, o 

grupo mais acometido e de maior risco de desenvolverem sintomas, particularmente se 

viverem em condições precárias (SAVIOLI et al., 2006) 

 

1.5 Ocorrência de Giardia duodenalis 

 

A prevalência de Giardia duodenalis varia de acordo com o desenvolvimento 

econômico do país (ELEGIO-GARCIA et al., 2005). Em países desenvolvidos como a 

Bélgica, Portugal, Alemanha, Espanha e Estados Unidos as taxas de infecções vão de um a 

5% (GEURDEN et al. 2009; ALMEIDA et al. 2006, SAGEBIEL et al. 2009; MANZARDO et 

al. 2008; CHURCH et al., 2010). 

Em países em desenvolvimento como o México, Quihui et al. (2006) observaram 

prevalência de 24% em crianças, associada a fatores de risco, tais como defecação em locais 

impróprios, baixa renda familiar e o nível de escolaridade das mães. Na Tailândia, estudos de 

infecções por enteroparasitas, em crianças, observaram que a Giardia duodenalis foi 

frequente (WONGSTITWILAIROONG et al., 2007; RATANAPO et al., 2008). Ostan et al. 

(2007), investigando a relação da baixa condição sócio-econômica e a incidência de parasitos 

intestinais na Turquia, verificaram G. duodenalis como o parasito intestinal patogênico 

comum. 

Da mesma forma, no Brasil, a ocorrência varia de acordo com as áreas de estudo e a 

metodologia empregada no diagnóstico. Estudando a prevalência de parasitoses intestinais em 

crianças de 12 a 48 meses de idade em Salvador, no Estado da Bahia, Matos et al. (2008) 

observaram 13,5% de prevalência. Carvalho et al. (2006) e Mascarini, Donalísio (2006), 

realizaram estudos na cidade de Botucatu, Estado de São Paulo, e encontraram prevalência de 

26,88% em crianças. De acordo com os autores, a baixa renda familiar estava diretamente 
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associada à presença de parasitoses intestinais. Um estudo na Amazônia demonstrou índice de 

9,9% em crianças dessa região (SILVA et al.; 2009). 

No Estado de Minas Gerais são poucos os estudos abordando essa parasitose em 

crianças. Em Araguari, Santos (2008) relata prevalência de 51,8% em crianças entre zero a 

cinco anos; Machado et al (2008) e Gonçalves et al. (2011) no município de Uberlândia 

identificaram G. duodenalis como parasito intestinal frequente, com taxa de infecção de 

27,5% e 19,2%, respectivamente. 

 

1.6 Métodos de diagnóstico 

 

Dentre os métodos parasitológicos de diagnóstico empregados para detecção de 

Giardia, o método de flutuação em sulfato de zinco 33% (FAUST et al., 1938) se mostra 

como o mais eficiente, prático e rápido (ZAJAC et al, 2002). Além disso, é indicador 

confiável de infecção (THOMPSON, 2004). Porém, devido ao padrão intermitente de 

eliminação dos cistos, muitas vezes o parasito não é diagnosticado por um único exame de 

fezes, sendo necessárias, três amostras fecais, no mínimo, coletadas em dias alternados 

(ADAM, 1991; WOLFE, 1992). 

Os ensaios imunoenzimáticos são considerados instrumentos de detecção de 

anticorpos, apresentando sensibilidade de 92% e especificidade de 98% (UNGAR et al., 

1984). Vários kits para detecção de antígenos estão disponíveis comercialmente, apresentando 

agilidade de execução e facilidade de interpretação da técnica (ROSOFF; STIBBS, 1986; 

ROCHA et al., 1999; FEDORKO et al., 2000; VIDAL; CATAPANI, 2005).  

No entanto, a detecção do parasito pelos métodos citados é de valor epidemiológico 

(O’HANDLEY, 2002). Para a identificação e caracterização dos genótipos da espécie de 

Giardia duodenalis, as técnicas moleculares, particularmente a Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), têm auxiliado nessa detecção, sendo altamente sensível e específico, 

possibilitando o diagnóstico e reconhecimento de variantes intra-específicas (CACCIÒ et al., 

2002; THOMPSON, 2004).  
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1.7 Taxonomia molecular da Giardia duodenalis 

 

As características morfológicas dos cistos e trofozoítos recuperados de humanos e 

mamíferos infectados são idênticas, porém a G. duodenalis é considerada multiespécie 

geneticamente complexa (CACCIÒ; RYAN, 2008; FENG; XIAO, 2011). 

Historicamente, análises de aloenzimas de G. duodenalis classificaram todos os 

isolados de humanos em dois grupos genéticos, Assemblage A (Polish) e Assemblage B 

(Belgian), que devido a diversidade genotípica foram divididos em quatro subgrupos 

genéticos (sub-Assemblages I a IV) (THOMPSON; HOPKINS; HOMAN, 2000; MONIS et 

al., 2003). Linhagens adicionais espécies-específicas de animais foram identificadas, sendo 

Assemblages C e D identificadas em cães domésticos e selvagens, Assemblage E em 

artiodáctilos, Assemblage F em gatos e Assemblage G em roedores (MONIS et al., 2003; 

CACCIÒ et al., 2005; THOMPSOM et al., 2008) (Tabela 1). 

 

 

 

Tabela 1. Espécies de Giardia e Assemblages de G. duodenalis 

Espécies Principais hospedeiros 

G. agilis Kunstler, 1882 Anfíbios 

G. ardeae Noller, 1920 Garças 

G. microti Benson, 1908 Roedores do campo e ratos 

almirados 

G. muris Benson, 1908 Roedores 

G. psittaci Erlandsen e Bemrick, 1987 Periquitos 

G. duodenalis Davaine, 1875 Mamíferos 

Assemblage A Humanos, primatas, 

ruminantes domésticos e 

selvagens, alpacas, suínos, 

cavalos, cães domésticos e 

selvagens, gatos, furão, 

roedores, marsupiais, outros 

mamíferos 

Assemblage B Humanos, primatas, gados, 

cães, cavalos, coelhos, 

castores, roedores silvestes 

Assemblage C Cães domésticos e selvagens 

Assemblage D Cães domésticos e selvagens 

Assemblage E Ruminantes domésticos, 

suínos 

Assemblage F Gatos 

Assemblage G Camundongos, ratos 

Assemblage H Focas 

FENG e XIAO, 2011 
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Diversos novos genótipos têm sido reportados, como a Assemblage H encontrada em 

focas (LASEK-NESSELQUIST et al., 2010) e genótipo Quenda encontrado em Bandicoot 

Marron do Sul (Isoodon obesulus, também conhecido como quenda) (ADAMS et al., 2004). 

Porém, esses genótipos foram caracterizados por apenas um gene, e necessitam de mais 

estudos utilizando outros genes para a devida confirmação (FENG; XIAO, 2011). 

Monis et al. (2009) observaram a especificidade dos hospedeiros e características 

genéticas das Assemblages de G. duodenalis, e sugeriram nova nomenclatura. Essa seria G. 

duodenalis para Assemblage A, G. enterica para Assemblage B, G. canis para Assemblage C 

e D, G. bovis para Assemblage E, G. cati para Assemblage F e G. simondi para Assemblage G 

(MONIS et al., 2009). Feng e Xiao (2011) relataram que essa nomenclatura parece lógica e 

poderia diminuir a confusão na taxonomia da G. duodenalis, mas precisam ser revistas com 

precisão, para serem aceitas pela comunidade de pesquisa.  

 

1.8 Genótipos de G. duodenalis em humanos 

 

As Assemblages A e B são encontradas em humanos e diversos outros hospedeiros, 

por isso são consideradas zoonóticas (CACCIÒ; RYAN, 2008). Por serem grupos com alta 

variabilidade genotípica, foram classificados em sub-Assemblages ou subgrupos. 

Inicialmente, a Assemblage A foi separada em Assemblage AI e AII, pela da análise de 

aloenzimas e suportado pela análise filogenética (MONIS et al., 2003). Recentemente, um 

terceiro subgrupo, Assemblage AIII, foi identificado e associado com animais selvagens 

(javalis, gamos, gatos) (ROBERTSON et al., 2007; CACCIÒ et al., 2008).  

Além dessas classificações em sub-Assemblages, Cacciò et al. (2008) propuseram 

sistema de nomenclatura em subtipos, baseado na análise da genotipagem multilocus (MLG) 

dos genes triose-fosfato isomerase (tpi), glutamato dehidrogenase (gdh) e β-giardin (bg) 

(Tabela 2). Essa caracterização sistematizada dividiu a Assemblage A em seis subtipos para 

cada um dos genes, tornando a tipificação intra-Assemblage de melhor compreensão, 

reduzindo a confusão na terminologia e melhorando o entendimento da segregação dos 

hospedeiros nos subtipos (CACCIÒ et al., 2008; FENG, XIAO, 2011). 
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Tabela 2. Sub-Assemblages, genótipagem multilocus (MLG) e 

subtipos da Assemblage A de Giardia duodenalis classificados 

por Cacciò et al. (2008) 

 

Sub-Assemblages Subtipos MLG 

 tpi gdh bg  
AI A1 A1 A1 AI-1 

 A5 A5 A5 AI-2 

AII A2 A2 A2 AII-1 

 A2 A3 A3 AII-2 

 A2 A3 A2 AII-3 

 A2 A4 A3 AII-4 

 A1 A3 A3 AII-5 

 A3 A3 A3 AII-6 

 A4 A3 A3 AII-7 

AIII A6 A6 A6 AIII-1 

 

 

 

A Assemblage B foi dividida em subgrupos, chamados sub-Assemblages BIII e BIV 

(MONIS et al., 2003). Essas sub-Assemblages foram descritas por estudos eletroforéticos de 

aloenzimas, mas não foram suportados pelas análises de sequências de DNA (WIELINGA; 

THOMPSON, 2007). A Assemblage B é geneticamente diversa, possuindo alto padrão de 

substituição, o que altera a classificação em sub-Assemblage entre os genes, não 

possibilitando caracterização em sub-Assemblages e subtipos. (WIELINGA; THOMPSON, 

2007; CACCIÒ et al., 2008; WIELINGA et al., 2011). 

Embora isolados humanos sejam exclusivamente classificados em Assemblages A e B, 

algumas exceções foram encontradas. Traub et al. (2009), Foronda et al. (2008) e Gelanew et 

al. (2007) demonstraram isolados humanos classificados em Assemblages C, D, E e, F. Os 

autores listaram algumas hipóteses que não puderam ser comprovadas, estando entre elas a 

utilização de um gene (FORONDA et al., 2008), contaminação cruzada do PCR primário com 

o nested-PCR (TRAUB et al., 2009) e, cistos passados passivamente de animais para 

humanos (GELANEW et al., 2007).  

 

1.9 Epidemiologia molecular de Giardia duodenalis em humanos 

 

A prevalência das Assemblages, em humanos, varia consideravelmente de região 

geográfica, embora Assemblage B pareça ser a comum. (CACCIÒ; RYAN, 2008).  



 

32 

Há relatos de predomínio desta Assemblage em estudos da Austrália, do sul e sudeste 

da Ásia, e Índia (READ et al., 2002; HAQUE et al., 2005; RATAPANO et al., 2008; 

MOHAMMED MAHDY et al., 2009; SINGH et al., 2009; TUNGTRONGCHITR et al., 

2010; YANG et al., 2010;), e da Assemblage A na Coréia do Sul, China, Irã e Arábia Saudita 

(YONG et al., 2000; BABAEI et al., 2008; AL-MOHAMMED, 2011; WANG et al., 2011). 

Na Europa, similar à Ásia, a maioria dos estudos mostra o predomínio da Assemblage 

B (AMAR et al., 2002; AYDIN et al., 2004; BERRILLI et al., 2006; ROBERTSON et al., 

2007; GEURDEN et al., 2009), entretanto há estudos na Itália e Portugal que prevalecem a 

Assemblage A (LALLE et al., 2005; SOUSA et al., 2006). 

Nas Américas, estudos realizados na Nicarágua, Argentina e algumas regiões do Peru 

mostram Assemblage B como principal genótipo (SULAIMAN et al., 2003; LEBBAD et al., 

2008; MINVIELLE et al., 2008) e, no México, Colômbia, Estados Unidos, Assemblage A 

(ELIGIO-GARCIA et al., 2008; RAVID et al., 2007; HUSSEIN  et al., 2009). 

No Brasil, os poucos estudos relacionados à epidemiologia molecular de G. 

duodenalis em humanos, determinam como prevalente a Assemblage A no sudeste (SOUZA 

et al., 2007; VOLOTÃO et al., 2007; GOMES et al., 2011; VOLOTÃO et al., 2011). Estudo 

realizado no nordeste do país determinou ser a Assemblage B a comum (KOHLI et al., 2008). 

Porém, vale destacar que estes estudos basearam-se na análise com um único marcador e, 

muitas vezes, poucos isolados sequenciados. 

 

1.10 Genotipagem multilocus (MLG) 

 

As técnicas de genotipagem para Giardia spp., na maioria dos estudos, basearam-se na 

análise da subunidade menor do RNA ribossomal (SSU-rRNA ou 18S rRNA), dos genes β-

giardin (bg), glutamato dehidrogenase (gdh), triosefosfato isomerase (tpi),  fator de elongação 

1-alfa (ef-1), o gene GLORF-C4 (C4) e, recentemente, a região espaçadora rRNA inter-

genômica (IGS) (LEE et al., 2006; WIELINGA; THOMPSON, 2007; CACCIÒ; RYAN; 

2008). A partir do sequenciamento completo do genoma de um isolado de G. duodenalis 

(WB, assemblage A, subgrupo A1), atualmente, é possível localizar os genes nos 

cromossomos. Dessa forma, observou-se que esses genes são completamente diferentes, 

sendo os tpi e o gdh os mais variáveis, seguido dos bg e C4, e posteriormente, os genes mais 

conservados ef-1 e SSU rRNA (CACCIÒ; RYAN, 2008; MONIS et al.; 2009). Genes mais 

conservados são tradicionalmente utilizados para diferenciação de espécies e Assemblages, 
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enquanto os variáveis permitem subtipagem dentro das Assemblages (WIELINGA; 

THOMPSON, 2007; FENG; XIAO, 2011). 

A utilização de apenas um gene para determinação das Assemblages tem sido 

questionada, pois foi demonstrado que há variação de Assemblages, dependendo do gene 

escolhido (CACCIÒ et al., 2008; GÓMEZ-MUÑOZ et al., 2012). Isso ocorre devido à 

existência de isolados geneticamente diversos com alto padrão de substituição, que alteram o 

polimorfismo específico sub-Assemblage, levando a resultados diferentes entre os genes 

(CACCIÓ; RYAN, 2008; CACCIÓ et al. 2008; WIELINGA et al., 2011). Na Assemblage B 

essa característica parece ser forte, já que a diversidade genética e a porcentagem de 

sequências com heterogeneidade (duplos picos sobrepostos no cromatograma) são 2,5 e 

quatro vezes maiores do que para Assemblage A, respectivamente (SPRONG et al., 2009).  

Cacciò et al. (2008) sugeriram modelo de nomenclatura apropriada para MLG (Tabela 

2), e relatam que a genotipagem com mais de um gene melhora a atribuição de cada isolado 

em Assemblage específica. Dessa forma, a classificação MLG é ferramenta necessária para 

entendimento da epidemiologia da giardíase (CACCIÓ et al., 2008; WELINGA et al., 2011; 

GÓMEZ-MUÑOZ et al., 2012). 

 

1.11 Assemblages versus virulência e manifestações clínicas 

 

O alto grau de variabilidade genética entre os isolados de G. duodenalis podem 

explicar as diferenças em relação à infectividade no hospedeiro, padrões metabólicos e de 

crescimento (WIELINGA; THOMPSON, 2007). Estudos sobre os isolados ―in vivo‖ têm 

revelado que essas diferenças estão relacionadas com o curso da infecção e a resposta imune 

do indivíduo (FAUBERT et al., 1983). Algumas dessas diferenças refletem no padrão de 

excreção de cistos, na virulência e no crescimento em cultura (MELONI et al., 1991).  

A existência de variações genéticas aliada às diferenças de infectividade, aos padrões 

metabólicos e ao crescimento entre os diversos isotipos, leva a considerar importante questão: 

existe também associação entre as manifestações clínicas e as diversas Assemblages? As 

evidências científicas existentes até o momento são inconsistentes (CACCIÒ; RYAN, 2008). 

Alguns estudos mostram a correlação entre os isolados A e diarréia e febre (READ et al.; 

2002; AYDIN et al., 2004; HAQUE et al., 2005; PERES CORDON et al., 2008; SAHAGÚN 

et al., 2008; AJJAMPUR et al., 2009; HELMY et al., 2009; BREATHNACH et al., 2010). Em 

contraste, outros confirmam a forte relação entre isolados B e manifestações clínicas 
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(HOMAN; MANK, 2001; GELANEW et al., 2007; KOHLI et al., 2008; MOHAMMED 

MAHDY et al., 2009; AL-MOHAMMED, 2011; LEBBAD et al., 2011). Laishram, Kang e 

Ajjampur (2012) relataram que a maioria dos estudos a qual a Assemblage A foi associada 

com sintomas severos, foi proveniente de regiões onde a Assemblage B predominava. A 

escassez de estudos sobre o tema, aliada a diferenças de resultados nos trabalhos existentes, 

sugerem a necessidade de mais pesquisas (FENG; XIAO, 2011). 
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2.1. GERAL 

 

Caracterizar molecularmente as Assemblages/sub-Assemblages de Giardia 

duodenalis em crianças na pré-escola, provenientes de Araguari e Uberlândia, utilizando 

quatro marcadores genômicos (genes). 

 

2.2. ESPECÍFICOS 

 

 Detectar e purificar os cistos de Giardia em fezes de humanos; 

 Determinar as Assemblages e sub-Assemblages dos isolados presentes em crianças das 

localidades pesquisadas; 

 Identificar se os quatro genes utilizados permitem classificar os isolados nas mesmas 

Assemblages/sub-Assemblages; 

 Associar a distribuição das Assemblages de Giardia duodenalis em diferentes grupos 

etários; sexo e localização (Araguari/Uberlândia); 

 Associar as Assemblages dos isolados de Giardia duodenalis às manifestações clínicas 

apresentadas pelas crianças das diferentes localidades pesquisadas. 
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3.1 Comitê de Ética e Autorizações Municipais 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Uberlândia 

(CEP/UFU), sob o protocolo número 392/10. Após informações sobre o projeto e como este 

seria realizado nas creches públicas, autorizações para a realização do mesmo foram obtidas 

pelas Secretarias Municipais de Araguari e Uberlândia. 

 

3.2 Área de estudo 

 

O trabalho foi realizado nos municípios de Araguari e Uberlândia, localizados na 

Macrorregião Oeste (Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba), interior do estado de Minas Gerais, 

Brasil. Os municípios apresentam distância de 38 km entre si. 

Foram solicitadas permissão para coleta de amostras em 10 creches públicas do 

município de Araguari, e 10 de Uberlândia. Do total de 20 estabelecimentos, oito aceitaram 

participar da pesquisa integralmente, das quais cinco eram creches de Araguari e três de 

Uberlândia. 

 

3.2.1 Araguari 

 

Araguari está situada em latitude 18°38′56″S e longitude 48°11′13″W, apresentando 

unidade territorial de 2.774 Km², com temperatura média de 24ºC e índice pluviométrico de 

1.500 mm. Possui população de 110.402 habitantes (IBGE; 2011) e conta com sistema de 

tratamento de água sob responsabilidade da Superintendência de Água e Esgoto (SAE).  

O trabalho foi realizado em cinco creches públicas da cidade, sendo todas no 

perímetro urbano. Nas creches as crianças tomam banho, se alimentam e são alfabetizadas. As 

questões relacionadas à saúde são encaminhadas aos postos de saúde do bairro em que a 

creche se localiza. 

 

3.2.2 Uberlândia 

 

A cidade de Uberlândia é a segunda maior cidade do estado de Minas Gerais. Possui 

611.903 habitantes (IBGE; 2011). Tem área total de 4.115,09 km², situada em latitude 

18º55'07"S e longitude 48º16'38"W.  Apresenta temperatura média de 23,1ºC e índice 

http://pt.wikipedia.org/wiki/IBGE
http://pt.wikipedia.org/wiki/2009
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pluviométrico de 1.500 a 1.600 mm. A cidade possui sistema de tratamento de água e esgoto 

sob responsabilidade do Departamento Municipal de Água e Esgoto (DMAE). 

O estudo foi realizado em três creches públicas da cidade situadas no perímetro 

urbano e com as mesmas condições das creches de Araguari. 

 

3.3 População de estudo 

 

No período de março a junho de 2011, amostras fecais foram adquiridas de crianças, 

de zero a sete anos, independente do sexo, que frequentavam as oito creches.  

O número amostral de crianças não foi calculado, pois o propósito foi obter o maior 

número de amostras positivas nesse período, para a realização da caracterização molecular, e 

a posterior avaliação e comparação dos isolados. 

Antes do início do estudo, realizou-se reunião para que os responsáveis das crianças 

e profissionais de cada creche conhecessem o objetivo do trabalho e como auxiliar na 

pesquisa. Os pais ou responsáveis das crianças receberam e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A). 

 

3.4 Instrumento de coleta de dados 

 

Para a coleta de dados das crianças, questionário foi aplicado aos pais ou 

responsáveis, o qual abordava aspectos de sintomatologia, socioeconômicos e de higiene. 

(ANEXO B). 

 

3.5 Coleta de amostras fecais 

 

A coleta das amostras fecais foi realizada pelos pais ou responsáveis das crianças. 

Foram obtidas três amostras fecais por criança, em dias alternados, devido ao padrão 

intermitente de eliminação dos cistos de Giardia duodenalis, visando aumentar a 

confiabilidade dos resultados.  

Cada amostra foi colocada em frascos coletores identificados (número da criança e 

de coleta), armazenados em caixa térmica, contendo gelo e transportados ao Laboratório de 

Parasitologia da Universidade Federal de Uberlândia (UFU). O processamento das amostras 

fecais foi realizado no período máximo de 24 horas, deixando-as em temperatura de 4ºC 

quando não processadas imediatamente. 
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3.6 Processamento das amostras fecais 

 

3.6.1 Obtenção de cistos de Giardia duodenalis 

 

As amostras fecais processadas pela técnica de centrifugo-flutuação em sulfato de 

zinco a 33% (FAUST et al., 1938) para determinar a positividade. Após a homogeneização de 

um grama de fezes, estas foram coadas e centrifugadas para se obter o sedimento. A esse, foi 

adicionado água destilada, sendo o procedimento repetido por três vezes consecutivas. 

Posteriormente, foram adicionados três mililitros (3mL) de solução saturada de sulfato de 

zinco a 33%, densidade 1.180, sendo novamente centrifugado. Em seguida, foi colocada 

lamínula sobre o tubo, a qual permaneceu em contato com o líquido por 10 minutos. A 

lamínula foi colocada sobre a lâmina, sendo acrescentado lugol e, posteriormente, examinada 

ao microscópio óptico em objetiva de 40 X. 

 

3.6.2 Purificação dos cistos 

 

As lâminas e lamínulas positivas foram lavadas com solução salina tamponada com 

fosfato pH 7,2 (PBS) e o lavado transferido para microtubos de poliestireno. Esses foram 

submetidos à centrifugação por 10.000 x g durante 10 minutos, para concentrar os cistos no 

sedimento formado, desprezando-se o sobrenadante e acrescentando salina tamponada. O 

material foi submetido à nova centrifugação, na mesma velocidade e tempo acima 

mencionados. Os cistos foram armazenados a -20ºC para posterior utilização na 

caracterização molecular.  

 

3.7 Caracterização Molecular 

 

3.7.1Extração DNA 

 

Os cistos sedimentados durante o processo descrito anteriormente foram 

ressuspendidos em 500 µL de tampão de lise (10 mM Tris–HCl, pH 8.0; 25 mM EDTA, pH 

8.0; 100 mM NaCl; 1% SDS). A suspensão de cisto foi submetida a três ciclos de 

congelamento/descongelamento em nitrogênio liquido (nitrogênio líquido durante 5 minutos x 

banho-maria a 70°C durante 5 minutos) e, depois, adicionou-se 10 mg/mL de proteinase K. A 
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suspensão foi incubada a 37°C, por 12 horas. O DNA foi extraído usando a mistura fenol-

clorofórmio-alcool isoamilico (25:24:1) e precipitado em etanol, conforme descrito por 

Sambrook et al. (1989). Um controle negativo, contendo água destilada, foi usado em cada 

grupo de extração. 

 

3.7.2 Amplificação dos genes triose-fosfato isomerase (tpi), glutamato dehidrogenase (gdh), 

β-giardin (bg) e SSU rRNA  

 

Os segmentos dos genes tpi, gdh, bg e SSU rRNA foram amplificados de acordo com 

a metodologia previamente descrita por Sulaiman et al. (2003), Cacciò et al. (2008), Lalle et 

al. (2005) e Hopkins et al. (1997), respectivamente. As condições detalhadas estão descritas 

na Tabela 3. 

 

 

Tabela 3. Gene alvo e primers utilizados para a amplificaçãodo DNA de G. duodenalis pelo 

método de PCR e Nested PCR. Detecção dos genes gdh, bg, tpi.e SSU rRNA 

 

REAÇÃO GENE PRIMER SEQUÊNCIA TAMANHO REFERÊNCIA 

Nested 

PCR 
gdh GDH1 TTCCGTRTYCAGTACAACTC 754 pb 

CACCIÒ, et al. 

(2008) 
 

GDH2 ACCTCGTTCTGRGTGGCGCA 
 

 
GDH3 ATGACYGAGCTYCAGAGGCACGT 530 pb 

 
GDH4 GTGGCGCARGGCATGATGCA 

 
      

Nested 

PCR 
bg G7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC 753pb 

LALLE, et al. 

(2005) 
 

G759 AGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC 
 

 
GiarF GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 511pb 

 
GiarR CTCGACGAGCTTCGTGTT 

 
      

Nested 

PCR 
tpi AL3543 AAATIATGCCTGCTCGTCG 605 pb 

SULAIMAN, et 

al. (2003) 
 

AL3546 CAAACCTTITCCGCAAACC 
 

 
AL3544 CCCTTCATCGGIGGTAACTT 532 pb 

 
AL3545 GTGGCCACCACICCCGTGCC 

 
      

PCR SSU G7 CATCCGGTCGATCCTGCC 292 pb HOPKINS et al. 

(1997)  G759 AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG   

pb: Pares de bases 

 

 

A amplificação por PCR dos genes tpi, gdh e bg foi realizada em volume final de 

25μL contendo 12,5 μL de Pré-mix PHT 2X (Phoneutria Biotecnologia e Serviços Ltda, MG, 
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Brasil), 10 ρmol de cada primer, 2,5 μL do DNA da amostra. Para a nested PCR foi utilizado 

o mesmo protocolo, trocando o DNA da amostra pelo do produto de PCR da primeira reação. 

As condições de amplificação do tpi seguiram o seguinte protocolo: incubação inicial 

de 94ºC por 5 minutos para desnaturação das fitas de DNA, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 

45 segundos, 50°C por 45 segundos, e 72°C por 60 segundos e uma extensão final de 72°C 

por 10 minutos. As condições para a PCR secundária foram idênticas às da PCR primária. 

Condições similares foram utilizadas para a amplificação primária e secundária do 

fragmento do gene gdh, com incubação inicial de 94ºC por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 

30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e, extensão final a 72°C por 7 

minutos. 

A PCR do gene bg foi realizada com o seguinte protocolo: incubação inicial de 95ºC 

por 15 minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos e 72°C 

por 1 minuto e extensão final de 72°C por 7 minutos. A temperatura de anelamento para a 

nested PCR foi de 55°C. 

Para a PCR do gene SSU rRNA, a reação foi preparada em volume final de 25μl 

contendo 12,5 μL de Pré-mix PHT 2X, 10 ρmol de cada primer, 2,5 μL de DMSO e 2,5 μL do 

DNA da amostra. As condições de amplificação da reação foram: incubação inicial a 96ºC por 

2 minutos, seguida por 35 ciclos de 96ºC por 20 segundos, 59ºC por 20 segundos, and 72ºC 

por 30 segundos e extensão final de 72ºC por 7 minutos. 

 

3.7.3 Eletroforese em gel de agarose 

 

Os produtos das reações da nested PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 2,0% em tampão de ácido bórico-Tris-EDTA (TBE) [1M Tris-HCl (pH 8.0), 0,83M 

ácido bórico, 20mM EDTA] e revelados com Brometo de Etídio (5μL/100mL). Os 

fragmentos de DNA foram analisados, comparativamente, com marcadores de DNA de 100 

pares de base, sendo observado em transluminador ultravioleta, para a visualização dos 

produtos amplificados. 

 

3.7.4 Purificação dos produtos amplificados e sequenciamento 

 

Após a separação dos produtos da PCR em gel de agarose a 2,0%, as bandas de 

interesse foram purificadas com Sephacryl S-400 HR (GE Healthcare, UK). As reações de 

sequenciamento foram realizadas, utilizando-se o reagente BigDye terminator v.3.1 Cycle 
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Sequencing kit e sequenciadas em analizador de ácidos nucléicos ABI 3130 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). 

 

3.7.5 Avaliação, edição e alinhamento das sequências dos isolados de G. duodenalis 

 

Os cromatogramas das sequências foram avaliados usando Sequence Scanner 

(version 1.0; Copyright Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As sequências de 

nucleotídeos de cada amostra amplificada foram alinhadas manualmente com o auxílio dos 

programas Clustal X e BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999), com base nas 

seqüências homólogas disponíveis no GenBank. As sequências de referências utilizadas para 

o gene tpi foram WB e GF-2 (L02120, AB509383, Assemblage A, sub-Assemblage AI), WB, 

ISSGd199, Sweh166 (U57897, EU041754, GQ329677, sub-Assemblage AII), (DQ650648, 

sub-Assemblage AIII), BAH-12 (AF069561, Assemblage B, sub-Assemblage BIII) e Ad-19 

(AF069560, sub-Assemblage BIV). Para o gdh foram Ad-1, Portland-1 (AY178735, M84604, 

Àssemblage A sub-Assemblage AI), Bris-136, ISSGd198, H14 (AY178737, EU278608, 

EF507657, sub-Assemblage AII), ISSGdA614 (EU637582, sub-Assemblage AIII), BAH-12 

(AF069059, Assemblage B, sub-Assemblage BIII) e Ad-28 (AY178738, sub-Assemblage 

BIV). As sequências de referência para o bg foram GF-2 (X14185, AB469365, Assemblage 

A, sub-Assemblage AI), KC8 e ISSGF7 (AY072723, AY072724, sub-Assemblage AII), 

(DQ650649, sub-Assemblage AIII), LD18 (AY072726, Assemblage B, sub-Assemblage BIII) 

e Nij5 (AY072725, sub-Assemblage BIV). 

A análise filogenética foi realizada usando ―Neighbour-Joining‖ (NJ) implementada 

no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). Valores de ―bootstrap‖ foram calculados pela 

análise de 1000 réplicas. A análise filogenética também incluiu sequências de genes 

homólogos de isolados representativos da Assemblage C (para tpi, acesso nº AY228641; para 

gdh, U60982; e bg, AY545646), E (para tpi, acesso nº AY228645; para gdh, AY178741; e bg 

AY072729) e F (para tpi, acesso nº AF069558; para gdh, AF069057; e bg AY647264). 

Diagrama esquemático das etapas do trabalho está demonstrado na Figura 1. 
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Figura 1. Diagrama esquemático do fluxograma de etapas do estudo. 

 

 

3.8 Análise estatística  

 

Os dados foram armazenados no programa EpiData versão 3.1 (EpiData Association, 

Odense, Denmark) e analisados pelo programa EPI INFO 3.3.2 (CDC, Atlanta, GA, USA). 

Nas comparações para duas proporções foram utilizados o Teste Exato de Fisher e o Teste 

Qui-quadrado (X
2
, α=5%). Valores de p ≤ 0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. Para análise de variáveis numéricas, em que foram utilizadas as médias dos 

resultados, utilizou-se o teste ANOVA. 
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4.1 Positividade de Giardia duodenalis 

 

Foram coletadas amostras fecais de 226 crianças, provenientes de cinco creches 

públicas da cidade de Araguari (n=160, 70,8%) e três creches públicas de Uberlândia (n=66, 

29,2%). Dessas, 112 (49,6%) eram meninos, sendo 73 (65,2%) procedentes de Araguari e 39  

(34,9%) de Uberlândia e, 114 (50,4%) meninas, 87 (76,3%) provenientes de Araguari e 27 

(23,7%) de Uberlândia. Em relação à faixa etária, 158 (69,9%) tinham entre zero a três anos, 

sendo 107 (67,7%) de Araguari e 51 (32,3%) de Uberlândia; as 68 (30,1%) restantes tinham 

entre quatro a sete anos, das quais 53 (77,9%) crianças eram de Araguari e 15 (22,1%) de 

Uberlândia. 

A taxa de infecção geral, pela técnica de sulfato de zinco, foi de 19,9% (45/226). A 

prevalência da cidade de Araguari foi de 18,7% (30/160) e, de Uberlândia, 22,7% (15/66) 

(Tabela 4). Nas crianças positivas provenientes de Araguari (n=30), 12 (40%) eram meninos e 

18 (60%) meninas, sendo 21 (70%) com faixa etária entre zero a três anos, e nove (30%) entre 

quatro a sete anos. Quinze crianças foram positivas para G. duodenalis em Uberlândia, sendo 

11 (73,3%) meninos e quatro (26,7%) meninas. Em relação à idade, 12 (80%) estavam na 

faixa etária entre zero a três anos, e três (20%) entre quatro a sete anos. Como observado na 

tabela 5, as variáveis mencionadas acima, não foram estatisticamente significantes em relação 

à infecção (p>0,05). (Tabela 5) 

 

 

 

Tabela 4. Ocorrência de Giardia duodenalis procedente de crianças de 

creches públicas dos municípios de Araguari e Uberlândia, Minas 

Gerais, Brasil 

 

Local Positivos Negativos p-valor
a
 

 Nº % Nº %  

Araguari 30 18,75 130 81,25 0,8955 

Uberlândia 15 22,72 51 77,28  
      

TOTAL 45 19,91 181 80,09  
a
Teste Qui-quadrado          p≤0,05 
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Tabela 5. Perfil das crianças positivas e negativas para Giardia duodenalis de oito creches 

públicas provenientes das cidades de Araguari e Uberlândia, pesquisadas no período de 

março a junho de 2011. 

 

  Araguari  Uberlândia  

Variáveis Positivos Negativos p-valor
a
 Positivos Negativos p-valor

a
 

  n % N %  n % n %  

SEXO      0,6292     0,3283 

 Meninos 12 16,44 61 83,56  11 28,2 28 71,8  

 Meninas 18 20,69 69 79,31  4 14,81 23 85,19  
            

FAIXA ETÁRIA     0,8507     1,00 

 0-3 21 19,63 86 80,37  12 23,53 39 76,47  

 4-7 9 16,98 44 83,02  3 20 12 80  

a
Teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher        p≤0,05 

 

 

 

4.2 Amplificação 

 

Apesar de 45 amostras revelarem-se positivas pela microscopia óptica, a amplificação 

pela nested PCR obteve sucesso em 34 (75,55%) amostras para o gene tpi, 32 (71,11%) para o 

gene gdh e 19 (42,22%) para o gene bg (Figura 2).  
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Figura 2. Análise da nested PCR baseado na amplificação do gene tpi (A), gdh (B) e bg (C) 

de Giardia duodenalis. Gel de agarose 2,0% corado com brometo de etídio. A) Linha M: 

Marcador de peso molecular de 100 pares de base; Linha 1,2,3: Amostras positivas para G. 

duodenalis isoladas de crianças; Linha 4: Controle positivo (530 pb). B) Linha M: Marcador 

de peso molecular de 100 pares de base; Linhas 1,2: Amostras positivas para G. duodenalis 

isoladas de crianças; Linha 3: Controle positivo (530 pb); Linha 4: Controle negativo. C) 

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base; Linha 1: Controle negativo; 

Linhas 2,3,4,5,6: Amostras positivas para G. duodenalis isoladas de crianças; Linha 7: 

Controle positivo (511 pb). 

 

 

 

A amplificação e o sequenciamento para o gene SSU rRNA foram falhos e, por isso, 

sua análise foi retirada do estudo.  

Em 10 amostras (BRAra23, BRAra24, BRAra25, BRAra26, BRAra27, BRAra28, 

BRAra29, BRAra30, BRUdi14, BRUdi15) não se obteve a amplificação do DNA do 

microrganismo para nenhum dos genes. Foram obtidas e analisadas neste estudo, 85 

sequências. O resultado detalhado está descrito na tabela 6.  

 

  



 

49 

 

Tabela 6. Distribuição por localidade, idade e sexo dos isolados de G. duodenalis 

positivos pela microscopia óptica e amplificação destes pela nested PCR utilizando os 

genes tpi, gdh e bg 

 

Isolado Localidade Idade Sexo Nested PCR 

    tpi gdh bg 

BRAra1 Araguari 6 anos Masculino + + - 

BRAra2 Araguari 5 anos Masculino + + - 

BRAra3 Araguari 1 ano Feminino + + - 

BRAra4 Araguari 5 anos Masculino + + - 

BRAra5 Araguari 4 anos Feminino + + + 

BRAra6 Araguari 5 anos Feminino + + + 

BRAra7 Araguari 5 anos Feminino + + - 

BRAra8 Araguari 2 anos Masculino + + - 

BRAra9 Araguari 1 ano Masculino + + - 

BRAra10 Araguari 1 ano Feminino + - - 

BRAra11 Araguari 2 anos Masculino + + - 

BRAra12 Araguari 1 ano Masculino + + + 

BRAra13 Araguari 1 ano Feminino + + + 

BRAra14 Araguari 2 anos Feminino + + + 

BRAra15 Araguari 2 anos Feminino + + + 

BRAra16 Araguari 1 ano Feminino + + + 

BRAra17 Araguari 1 ano Feminino + + + 

BRAra18 Araguari 3 anos Masculino + + - 

BRAra19 Araguari 3 anos Masculino + + + 

BRAra20 Araguari 1 ano Masculino - + + 

BRAra21 Araguari 2 anos Feminino + - - 

BRAra22 Araguari 4 anos Feminino + - - 

BRAra23 Araguari 2 anos Feminino - - - 

BRAra24 Araguari 5 anos Feminino - - - 

BRAra25 Araguari 3 anos Masculino - - - 

BRAra26 Araguari 4 anos Feminino - - - 

BRAra27 Araguari 2 anos Feminino - - - 

BRAra28 Araguari 3 anos Feminino - - - 

BRAra29 Araguari 2 anos Masculino - - - 

BRAra30 Araguari 2 anos Feminino - - - 

BRUdi1 Uberlândia 1 ano Feminino + + + 

BRUdi2 Uberlândia 4 anos Masculino + + + 

BRUdi3 Uberlândia 11 meses Masculino + + + 

BRUdi4 Uberlândia 1 ano Masculino + + + 

BRUdi5 Uberlândia 1 ano Feminino + + + 

BRUdi6 Uberlândia 1 ano Masculino + + + 

BRUdi7 Uberlândia 2 anos Feminino + + + 

BRUdi8 Uberlândia 2 anos Masculino + + + 

BRUdi9 Uberlândia 4 anos Masculino + + - 

BRUdi10 Uberlândia 5 anos Feminino + + + 

BRUdi11 Uberlândia 3 anos Masculino + + - 

BRUdi12 Uberlândia 1 ano Masculino + + - 

BRUdi13 Uberlândia 2 anos Masculino + + - 

BRUdi14 Uberlândia 2 anos Masculino - - - 

BRUdi15 Uberlândia 2 anos Masculino - - - 
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4.3 Sequenciamento 

 

4.3.1 Sequências de tpi 

 

Foram obtidas 34 sequências pela amplificação do gene tpi (Tabela 7), sendo 16 

(47,06%) classificadas em Assemblage A, 14 (41,18%) Assemblage B e quatro (11,76%) 

amostras mistas Assemblage A/B. Para esse gene, 10 sequências distintas foram observadas, 

sendo depositadas oito novas sequências no GenBank (JQ794877-JQ794884). 

 

Tabela 7. Caracterização molecular de isolados de Giardia duodenalis 

procedente de crianças de creches públicas dos municípios de Araguari 

e Uberlândia, Minas Gerais, Brasil, pelo gene tpi 

 

Isolados  TPI   

  Assemblage Sub-assemblage Subtipo 

BRAra1  B BIV  

BRAra2  A AII  

BRAra3  B BIV  

BRAra4  A AII A2 

BRAra5  A AII A2 

BRAra6  B BIV  

BRAra7  A AII  

BRAra8  A AII  

BRAra9  B* BIII/BIV  

BRAra10  A/B* AII/BIV  

BRAra11  A AII  

BRAra12  A AII A2 

BRAra13  A AII  

BRAra14  A AII  

BRAra15  A AII  

BRAra16  A AII  

BRAra17  A AII  

BRAra18  A AII  

BRAra19  A/B* AII/BIV  

BRAra21  A AII  

BRAra22  A/B* AII/BIV  

BRUdi1  B BIV  

BRUdi2  B* BIII/BIV  

BRUdi3  B BIV  

BRUdi4  B BIV  

BRUdi5  B BIV  

BRUdi6  B BIV  

BRUdi7  B BIV  

BRUdi8  B BIV  

BRUdi9  B BIV  

BRUdi10  B* BIII/BIV  

BRUdi11  A AII A2 

BRUdi12  A AII  

BRUdi13  A/B* AII/BIV  

*Amostras heterogêneas 
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As sequências classificadas como Assemblage A foram sub-Assemblage AII e 

subtipo A2. Quatro dessas sequências foram idênticas à referência WB e 12 não tiveram 

sequências de referência idênticas por apresentarem substituição na posição 349 (Acesso nº 

JQ794877). Das 14 sequências classificadas como B, 11 foram sub-Assemblage BIV e três 

amostras mistas intra-Assemblage B (BIII/BIV). As 11 amostras sub-Assemblage BIV foram 

idênticas à sequência de referência Ad-19 e, as três mistas BIII/BIV, foram distintas entre si e 

com números de acesso para GenBank JQ794878-JQ794880. Os números de acesso para as 

quatro sequências mistas A/B são JQ794881-JQ794884 (Tabela 8). 

 

 

 

Tabela 8. Análise das sequências de amostras 

amplificadas pela nested PCR utilizando o gene tpi  

 

Sequências de tpi N 

U57897 

AF069560 

JQ794877 

JQ794878 

JQ794879 

JQ794880 

JQ794881 

JQ794882 

JQ794883 

JQ794884 

4 

11 

12 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

*Sequências em negrito foram obtidas neste estudo 

 

 

 

A análise das sequências pelo cromatograma revelou sete (20,59%) sequências com 

picos sobrepostos (amostras heterogêneas) (Figura 3). Dessas, quatro continham picos 

sobrepostos em regiões polimórficas inter-Assemblage A e B (amostras mistas A/B), e três 

apresentaram picos sobrepostos em regiões polimórficas intra-Assemblage BIII e BIV 

(amostras mistas BIII/BIV). 
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Figura 3. Exemplo de cromatograma de amostra amplificada pelo gene tpi, apresentando 

sobreposição de picos durante a sequência. 

 

 

Na associação da procedência das amostras e classificação de Assemblages, 13 

sequências foram do município de Uberlândia, as quais duas eram Assemblage A (sub-

Assemblage AII, uma subtipo A2, e outra, novo subtipo), dez Assemblage B (oito sub-

Assemblage BIV e duas amostras mistas BIII/BIV) e uma amostra mista A/B. Em Araguari, 

das 21 amostras sequenciadas, 14 eram Assemblage A (sub-Assemblage AII, três subtipo A2, 

e 11 novo subtipo), quatro Assemblage B (três sub-Assemblage BIV e uma mista BIII/BIV) e 

três amostras mistas A/B. 

 

4.3.1.1 Análise filogenética para o gene tpi 

 

Para verificar a diversidade genética dos isolados, as sequências dos fragmentos do 

gene tpi foram alinhados, juntamente com as sequências de referência e construída a árvore 

filogenética usando método NJ. Foram retiradas as amostras heterogêneas, pois alteram a 

disposição das sub-Assemblages na árvore. 

Na figura 4, a relação filogenética dos isolados amplificados pelo gene tpi foi 

demonstrada. Pode-se observar que as 11 sequências que se diferenciaram do subtipo A2 pela 

substituição de um nucleotídeo (número de acesso GenBank: JQ794877), se agruparam no 

mesmo ramo, e que as outras amostras mostraram padrão idêntico às sequências de referência, 

como descrito anteriormente. Interessante notar que o isolado proveniente de criança de 

Uberlândia (BRUdi12) é o único, dessa cidade, agrupado entre outras amostras de Araguari 

no novo subtipo.  
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Figura 4. Relação filogenética de isolados de Giardia duodenalis inferido pela análise ―Neighbour-

Joining‖ obtidas pelo gene tpi.Valores de bootstrap pela análise de 1000 réplicas. 
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4.3.2 Sequências de gdh 

 

Na tabela 9 encontram-se as 32 sequências obtidas pelo gene gdh, sendo 14 (43,75%) 

Assemblage A, 16 (50,00%) Assemblage B e duas (6,25%) Assemblage A/B. Um total de 

nove sequências distintas foram observadas no gene gdh, e seis novas sequências foram 

depositadas no GenBank (JQ4885-JQ4890). 

 

 

 

Tabela 9. Caracterização molecular de isolados de Giardia duodenalis 

procedente de crianças de creches públicas dos municípios de Araguari 

e Uberlândia, Minas Gerais, Brasil, pelo gene gdh 

 

Isolados  GDH   

  Assemblage Sub-assemblage Subtipo 

BRAra1  B BIV  

BRAra2  A AII A2 

BRAra3  B   

BRAra4  A AII A2 

BRAra5  A AII A4 

BRAra6  B   

BRAra7  A AII A2 

BRAra8  A AII A2 

BRAra9  A/B* AII/BIV  

BRAra11  A AII A2 

BRAra12  A AII A4 

BRAra13  A AII A2 

BRAra14  A AII A2 

BRAra15  A AII A2 

BRAra16  A AII A2 

BRAra17  A AII A2 

BRAra18  B* BIV  

BRAra19  A/B* AII/BIV  

BRAra20  A AII A2 

BRUdi1  B BIV  

BRUdi2  B* BIII/BIV  

BRUdi3  B BIV  

BRUdi4  B BIV  

BRUdi5  B BIV  

BRUdi6  B BIV  

BRUdi7  B BIV  

BRUdi8  B BIV  

BRUdi9  B BIV  

BRUdi10  B* BIII/BIV  

BRUdi11  A AII A2 

BRUdi12  B BIV  

BRUdi13  B BIV  

*Amostras heterogêneas 
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Das 14 sequências consideradas Assemblage A, todas foram sub-Assemblage AII, 

sendo 12 do subtipo A2 e duas do subtipo A4, idênticas às sequências de referência Bris-136 

e H14, respectivamente. Das 16 amostras Assemblage B, 12 foram sub-Assemblage BIV, 

sendo 11 idênticas à referência Ad-28, e uma igual à sequência de nº JQ794886. Observaram-

se duas amostras mistas BIII/BIV (números de acesso JQ794887-JQ794888). As outras duas 

eram idênticas entre si, e não puderam ser classificadas em sub-Assemblage, pois não 

possuíam sequências similares no GenBank, apresentando substituição de nucleotídeos em 

cinco posições, em relação à sequência Ad-28 (sub-Assemblage BIV) e em seis posições, em 

relação à referência BAH-12 (sub-Assemblage BIII), como demonstrado na tabela 10 

(número de acesso JQ794885). As amostras consideradas mistas Assemblage A/B podem ser 

acessadas pelos números JQ794889-JQ794890 (Tabela 11). 

 

 

Tabela 10. Subtituição de bases de duas sequências Assemblage B de Giardia duodenalis de 

crianças, identificados pelo gene gdh 

 

Isolado/sub-Assemblage (código)          

 540 561 612 685 699 723 759 825 921 

Ad-28 – sub-Assemblage BIV T T A G C T G G A 

BAH-12 – sub-Assemblage BIII C C G . T C G - - 

BRAra3 e BRAra6 (JQ794885) . . . A T . T A G 

 

 

Tabela 11. Análise das sequências de amostras 

amplificadas pela nested PCR utilizando o gene gdh  

 

Sequências de gdh N 

AY178737 

EF507657 

AY178738 

JQ794885 

JQ794886 

JQ794887 

JQ794888 

JQ794889 

JQ794890 

12 

2 

11 

2 

1 

1 

1 

1 

1 

*Sequências em negrito foram obtidas neste estudo 
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Observaram-se cinco (15,52%) sequências heterogêneas. Dessas, duas continham 

picos sobrepostos em regiões polimórficas inter-Assemblage A e B (amostras mistas A/B); 

duas com picos subrepostos em regiões polimórficas intra-Assemblage BIII e BIV (amostras 

mistas BIII/BIV) e uma sequência Assemblage B; sub-Assemblage BIV, com seis pontos de 

nucleotídeos sobrepostos em regiões sem relação inter e intra-Assemblage (Nº JQ794889). 

Ao se relacionar a Assemblage com a localidade, observou-se que das 13 sequências 

provenientes de crianças de Uberlândia, uma foi Assemblage A (Sub-Assemblage AII, 

subtipo A2) e 12 Assemblage B (10 sub-Assemblage BIV e duas amostras mistas BIII/BIV). 

Em Araguari, das 19 amostras amplificadas, 13 eram Assemblage A (sub-Assemblage AII, 12 

do subtipo A2 e duas do subtipo A4), quatro Assemblage B (duas sub-Assemblage BIV) e 

duas amostras mistas Assemblage A/B. 

 

4.3.2.1 Análise filogenética para o gene gdh 

 

A relação filogenética dos isolados obtidos pelo gene gdh, podem ser visualizada na 

figura 5. As sequências dos fragmentos do gene gdh foram alinhadas, juntamente com as 

sequências de referência e construída árvore filogenética usando método NJ. Foram retiradas 

as amostras heterogêneas. 

Na árvore filogenética, observam-se amostras Assemblage A agrupadas nos subtipos 

A2 e A4, como descrito anteriormente. As duas amostras Assemblage B (BRAra3 e BRAra6), 

não classificadas em sub-Assemblages, agruparam em novo ramo da sub-Assemblage BIV. É 

pertinente destacar que essas duas amostras são de crianças provenientes de Araguari. 

Identificou-se um isolado de Uberlândia (BRUdi11) idêntico aos isolados A2, procedentes de 

Araguari (n=11). Na Assemblage B observou-se que um isolado de Araguari (BRAra1) foi 

igual as isolados encontrados em Uberlândia. 
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Figura 5. Relação filogenética de isolados de Giardia duodenalis inferido pela análise 

―Neighbour-Joining‖ obtidas pelo gene gdh.Valores de bootstrap pela análise de 1000 réplicas. 
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4.3.3 Sequências de bg 

 

Foram obtidas 19 sequências pela amplificação do gene bg (Tabela 12), sendo nove 

(47,37%) Assemblage A, cinco (26,32%) B, três (15,79%) E, uma (5,26%) amostra mista 

Assemblage A/E e uma (5,26%) mista B/E. Para esse gene 9 sequências distintas foram 

observadas, sendo depositadas seis novas sequências no GenBank (JX033113-JX033118). 

 

 

Tabela 12. Caracterização molecular de isolados de Giardia 

duodenalis procedente de crianças de creches públicas dos municípios 

de Araguari e Uberlândia, Minas Gerais, Brasil, pelo gene bg 

 

Isolados  BG   

  Assemblage Sub-assemblage Subtipo 

BRAra5  A AII A2 

BRAra6  B   

BRAra12  A AII A2 

BRAra13  A AII A2 

BRAra14  A AII A2 

BRAra15  A AII A2 

BRAra16  A AII A2 

BRAra17  A AII A2 

BRAra19  A/E* AII/E  

BRAra20  A AII A2 

BRUdi1  B   

BRUdi2  B*   

BRUdi3  B/E*   

BRUdi4  E*   

BRUdi5  B*   

BRUdi6  B*   

BRUdi7  E*   

BRUdi8  A AII A3 

BRUdi10  E*   

*Amostras heterogêneas 

 

 

Das nove sequências consideradas Assemblage A todas foram sub-Assemblage AII, 

sendo oito do subtipo A2 e uma, subtipo A3, com 100% de semelhança às sequências de 

referência KC8 e ISSGF7, respectivamente. Das cinco sequências classificadas como B, duas 

foram idênticas ao isolado Sweh047 (número de acesso GenBank: HM165216), encontrado 

em humanos da Suíça; e três foram distintas entre si, não classificadas em sub-Assemblages, 

com o número de acesso JX033114-JX033116. As três Assemblages E encontradas foram 

idênticas entre si e diferem da sequência de referência em três posições (número de Acesso 
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JX033118). Os números de acesso das amostras mistas A/E e B/E são JX033113 e JX033117, 

respectivamente (Tabela 13). 

 
 

 

Tabela 13. Análise das sequências de amostras 

amplificadas pela nested PCR utilizando o gene bg  

 

Sequências de bg N 

AY072723 

AY072724 

HM165216 

JX033118 

JX033114 

JX033115 

JX033116 

JX033113 

JX033117 

8 

1 

2 

3 

1 

1 

1 

1 

1 

*Sequências em negrito foram obtidas neste estudo 

 
 

 

A análise das sequências revelou oito (42,1%) sequências heterogêneas. Dessas, uma 

continha picos sobrepostos em regiões polimórficas inter-Assemblages A e E (amostras 

mistas A/E); uma com picos sobrepostos em regiões polimórficas inter-Assemblages B e E 

(amostras mistras B/E); três eram amostras distintas heterogêneas Assemblage B, que 

apresentaram nucleotídeos com relação intra-Assemblages BIII ou BIV; e três amostras 

Assemblage E, com duplo pico apenas no nucleotídeo de posição 198. 

Na associação procedência das amostras e Assemblages, nove sequências foram do 

município de Uberlândia, as quais uma Assemblage A (sub-Assemblage AII, subtipo A3), 

quatro Assemblage B, três E e uma amostra mistas B/E. Em Araguari, das 10 amostras 

sequenciadas, oito eram Assemblage A (sub-Assemblage AII, subtipo A2), uma Assemblage 

B, e uma amostra mista A/E. 

 

4.3.3.1 Análise filogenética para o gene bg 

 

Amostras heterogêneas apresentadas pelo gene bg foram retiradas para análise da 

relação filogenética dos isolados encontrados, menos as três amostras Assemblage E (Figura 

6). As sequências dos fragmentos desse gene foram alinhadas com as de referência, 
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juntamente com a sequência homóloga aos isolados da Assemblage B (Sweh047), descrito 

anteriormente.  

Na análise da árvore filogenética, observa-se que os isolados da Assemblage A foram 

agrupados nos subtipos A2 e A3, este último, contendo um isolado, proveniente de 

Uberlândia, e classificado em Assemblage B pelos outros dois genes. Os isolados Assemblage 

B, agruparam no mesmo ramo da sequência Sweh047, proveniente de ramificação da sub-

Assemblage BIV. Observa-se, também, as três amostras Assemblage E agrupadas junto à 

sequência de referência E. 

 

 

 

Figura 6. Relação filogenética de isolados de Giardia duodenalis inferido pela análise 

―Neighbour-Joining‖ obtidas pelo gene bg.Valores de bootstrap pela análise de 1000 réplicas. 
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4.4 Genotipagem multilocus (MLG) 

 

Como demonstrado na tabela 14, 35 amostras amplificaram para ao menos um dos 

três genes utilizados (tpi, gdh e bg). Dessas, 18 (51,4%) amplificaram para os três genes 

(destaque em negrito), entretanto, 12 apresentaram completa concordância inter-Assemblage 

entre os três genes (destaque em coluna em amarelo), sendo sete (58,3%) Assemblage A e 

cinco (41,7%) Assemblage B. 

 

 

Tabela 14. Caracterização genotípica de isolados de Giardia duodenalis procedente de crianças de 

creches públicas dos municípios de Araguari e Uberlândia, Minas Gerais, Brasil. 

Isolados  TPI    GDH    BG   

  Assemblage Sub-

assemblage 

Subtipo  Assemblage Sub-

assemblage 

Subtipo  Assemblage Sub-

assemblage 

Subtipo 

BRAra1  B BIV   B BIV   Na ----  

BRAra2  A AII   A AII A2  Na ----  

BRAra3  B BIV   B    Na ----  

BRAra4  A AII A2  A AII A2  Na ----  

BRAra5  A AII A2  A AII A4  A AII A2 

BRAra6  B BIV   B    B   

BRAra7  A AII   A AII A2  Na ----  

BRAra8  A AII   A AII A2  Na ----  

BRAra9  B* BIII/BIV   A/B* AII/BIV   Na ----  

BRAra10  A/B* AII/BIV   Na ----   Na ----  

BRAra11  A AII   A AII A2  Na ----  

BRAra12  A AII A2  A AII A4  A AII A2 

BRAra13  A AII   A AII A2  A AII A2 

BRAra14  A AII   A AII A2  A AII A2 

BRAra15  A AII   A AII A2  A AII A2 

BRAra16  A AII   A AII A2  A AII A2 

BRAra17  A AII   A AII A2  A AII A2 

BRAra18  A AII   B* BIV   Na ----  

BRAra19  A/B* AII/BIV   A/B* AII/BIV   A/E* AII/E  

BRAra20  Na ----   A AII A2  A AII A2 

BRAra21  A AII   Na ----   Na ----  

BRAra22  A/B* AII/BIV   Na ----   Na ----  

BRUdi1  B BIV   B BIV   B   

BRUdi2  B* BIII/BIV   B* BIII/BIV   B*   

BRUdi3  B BIV   B BIV   B/E*   

BRUdi4  B BIV   B BIV   E*   

BRUdi5  B BIV   B BIV   B*   

BRUdi6  B BIV   B BIV   B*   

BRUdi7  B BIV   B BIV   E*   

BRUdi8  B BIV   B BIV   A AII A3 

BRUdi9  B BIV   B BIV   Na ----  

BRUdi10  B* BIII/BIV   B* BIII/BIV   E*   

BRUdi11  A AII   A AII A2  Na ----  

BRUdi12  A AII A2  B BIV   Na ----  

BRUdi13  A/B* AII/BIV   B BIV   Na ----  

Na: Sequências não amplificadas. *Amostras heterogêneas. Amostras que amplificaram para os três genes no destaque em negrito. 

Amostras que tiveram concordância inter-Assemblage para os três genes no destaque em colunas em amarelo 
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Naquelas caracterizadas Assemblage A (7/12), duas diferentes MLGs puderam ser 

identificadas, porém nenhuma igual às classificadas anteriormente. Os isolados BRAra5 e 

BRAra12 foram subtipados pelos os genes tpi e bg, em A2, e pelo gdh, A4, classificados 

como MLG A nova 1. Outros cinco isolados foram subtipados pelos genes gdh e bg, em A2, e 

pelo tpi¸ em novo subtipo, sendo a MLG A nova 2, como demonstrado na tabela 15. 

 

 

 

Tabela 15. Genotipagem multilocus de sete isolados da 

Assemblage A, procedentes de crianças utilizando os genes tpi, gdh 

e bg 

 

Nº de isolados 

(código do isolado) 
tpi  gdh  bg  MLG 

2 (BRAra5, BRAra12) A2  A4  A2  A nova 1 

5 (BRAra13, 

BRAra14, BrAra15, 

BRAra16, BRAra17) 

A
a
  A2  A2  A nova 2 

a
 Novo subtipo encontrado no trabalho 

 

 

 

Para os cinco isolados Assemblage B, cinco classificações MLGs foram 

apresentadas. Dessas, três demonstraram isolados heterogêneos (MLG B nova 3, 4 e 5). A 

tabela 16 demonstra que isolados de cada gene (Ad-19 no tpi, Ad-28 no gdh e Sweh047 no 

bg) foram identificados na maioria das MLGs, mas em diferentes combinações. 
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Tabela 16. Genotipagem multilocus de cinco isolados da Assemblage B, 

procedentes de crianças utilizando os genes tpi, gdh e bg 

 

Isolado Isolado/sub-Assemblage/número de acesso GenBank 

 tpi  gdh  bg  MLG 

BRAra6 Ad-19/BIV  Nova B 

JQ794885 

 Sweh047/B  1 

BRUdi1 Ad-19/BIV  Ad-28/BIV  Sweh047/B  2 

BRUdi2 BIII/BIV* 

JQ794879 

 BIII/BIV* 

JQ794887 

 Nova B* 

JX033114 
 3 

BRUdi5 Ad-19/BIV  Ad-28/BIV  Nova B* 

JX033115 
 4 

BRUdi6 Ad-19/BIV  Ad-28/BIV  Nova B* 

JX033116 
 5 

*Amostras heterogênas 

 

 

Das amostras que não concordaram entre os três genes (Tabela 14), quinze foram 

concordantes para os genes tpi e gdh e discordantes do bg. Uma amostra foi concordante para 

os genes gdh e bg e discordante para tpi. Sete amostras foram negativas para mais de um gene 

ou mostrou padrão misto de combinações de Assemblages (Tabela 17). 

 

 

 

Tabela 17. Proporção de genótipos observados no 

sequenciamento utilizando os genes tpi, gdh e bg. 

 

tpi gdh bg Nº sequências 

A A A 7 

A A Na 6 

A B Na 2 

A Na Na 1 

A/B Na Na 2 

A/B B Na 1 

A/B A/B A/E 1 

Na A A 1 

B B B 5 

B B E 3 

B B Na 3 

B B B/E 1 

B B A 1 

B A/B Na 1 
    

TOTAL   35 

Na: Sequências que não foram amplificadas 
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4.5 Relação Assemblages com localidade, sexo, idade e manifestações clínicas 

 

Para a análise da associação entre Assemblages e localidade, sexo, faixa etária, 

manifestações clínicas e consistência das fezes, foram utilizados os doze isolados que 

apresentaram completa concordância inter-Assemblage entre os três genes (tpi, gdh e bg). 

Em relação à localidade observou-se que oito (66,7%) eram de crianças de Araguari 

e quatro (33,3%) de Uberlândia. Dos isolados analisados nove (75%) eram meninas e três 

(25%) meninos. Os resultados dos questionários aplicados demonstraram que em cinco 

crianças (41,6%) os pais ou responsáveis não relataram presença de nenhum sintoma, porém, 

sete (58,4%) mencionaram pelo menos uma manifestação clínica. As principais foram diarréia 

(n=5; 41,6%), perda de peso (n=3; 25%), vômito (n=2; 16,7%), dor abdominal (n=2; 16,7%) e 

flatulência (n=1; 8,3%). Em relação à consistência das fezes observadas no momento do 

exame de fezes, do total de crianças, nove (75%) apresentaram fezes pastosas e três (25%), 

fezes formadas. A tabela 18 demonstra as manifestações clínicas e consistência das fezes de 

cada isolado. 

 

 

 

Tabela 18. Principais manifestações clínicas e consistência das fezes de isolado de G. 

duodenalis de crianças provenientes de Araguari e Uberlândia, que apresentaram 

completa concordância inter-Assemblages 

 

ISOLADOS  CONCORDÂNCIA 

Assemblages 

Manifestações Clínicas Consistência 

das fezes   

BRAra5  A Assintomático Pastosa 

BRAra6  B Dor abdominal, vômito, diarréia Pastosa 

BRAra12  A Assintomático Pastosa 

BRAra13  A Vômito, perda de peso, flatulência Pastosa 

BRAra14  A Assintomático Pastosa 

BRAra15  A Dor abdominal, perda de pesa, diarréia Pastosa 

BRAra16  A Perda de peso Pastosa 

BRAra17  A Assintomático Formada 

BRUdi1  B Diarréia Pastosa 

BRUdi2  B Assintomático Formada 

BRUdi5  B Diarréia Formada 

BRUdi6  B Diarréia Pastosa 
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Nas sete crianças classificadas como Assemblage A, todas eram de Araguari, as 

quais seis (85,7%) eram meninas e um (14,3%) menino. Em relação às sintomatologia,os 

responsáveis de quatro (57,1%) crianças não mencionaram sinais, e três (42,9%) relataram 

algum sintoma. A principal manifestação clínica associada a essa Assemblage foi perda de 

peso (n=3; 42,9%), seguido de diarréia, perda de peso, vômito, dor abdominal e flatulência 

(n=1; 14,3%). Em relação às fezes, seis (85,7%) crianças apresentaram fezes pastosas e uma 

(14,3%), fezes formadas. 

Dentre as crianças Assemblage B, quatro (80%) eram provenientes de Uberlândia e 

uma (20%) de Araguari, sendo três (60%) meninas e dois (40%) meninos. Não foram 

relatados sintomas em um (20%) e, nas outras quatro (80%), os pais/responsáveis 

mencionaram que as principais manifestações clínicas foram diarréia (n=4; 80%), vômito 

(n=1; 20%) e dor abdominal (n=1; 20%). Do total de crianças para essa Assemblage, três 

(60%) apresentaram fezes pastosas, e duas (40%) fezes formadas. 

Como demonstrado na tabela 19, houve associação significante (p=0,0101) em 

relação às Assemblages e localidade, sendo Araguari a única com Assemblage A, e 

Uberlândia com mais Assemblage B (4/5). Com relação à idade, sexo e sintomatologia, não 

houve associação significante. Quanto às manifestações clínicas, houve associação 

significante entre Assemblabe B e diarréia (p=0,0454). Não houve relação significante com 

outras manifestações clínicas, consistência das fezes e Assemblages (Tabela 19). 
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Tabela 19. Associações entre variáveis e Assemblages dos isolados observados em amostras 

fecais de crianças de Araguari e Uberlândia, obtidas no período de março a junho de 2011 

 

Variáveis A B p-valor
a
 

Nº % Nº %  

Localidade     

0,0101*  Araguari 7 87,5 1 12,5 

 Uberlândia 0 0 4 100 
       

Faixa etária     

0,4543
b
  1-6 anos 7 58,4 5 41,6 

              Média e desvio padrão 1,71±1,11  2,4±1,94  
       

Sexo     

0,3636  Masculino 1 33,3 2 66,7 

 Feminino 6 66,7 3 33,3 
       

Sintomatologia     

0,2929  Assintomático 4 80 1 20 

 Sintomático 3 42,9 4 57,1 
       

Diarréia     

0,0454*  Sim 1 20 4 80 

 Não 6 85,8 1 14,2 
       

Dor abdominal     

0,6818  Sim 1 50 1 50 

 Não 6 60 4 40 
       

Vômito     

0,6818  Sim 1 50 1 50 

 Não 6 60 4 40 
       

Perda de peso     

0,1590  Sim 3 100 0 0 

 Não 4 44,5 5 55,5 
       

Flatulência     

0,5833  Sim 1 100 0 0 

 Não 6 54,5 5 45,5 
       

Fezes     

0,3636  Pastosa 6 66,7 3 33,3 

 Formada 1 33,3 2 66,7 
      

a
 Teste Exato de Fisher 

b
Teste ANOVA 

*p≤0,05 
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A presença de Giardia duodenalis em crianças procedentes de creches dos 

municípios de Araguari e Uberlândia, observada nesse estudo (19,9%) vem confirmar os 

achados de outros autores (SOUZA, 2008; GONÇALVES et al., 2011). Em várias regiões do 

Brasil a positividade reportada foi de 8-60% (CARVALHO-COSTA, 2007; TEIXEIRA et al., 

2007; SOUZA, 2008; SILVA et al., 2009), enquanto no mundo estimada entre 2-41% 

(THOMPSON, 2000; OSTAN et al., 2007; MOHAMMED-MAHDY et al., 2008; 

HAGHIGHI et al., 2009). A diferença entre as prevalências encontradas nas regiões do Brasil 

e no mundo, pode estar associada ao número de amostras coletadas, metodologia empregada, 

condições sanitárias das crianças e diferenças ambientais. Este parasito afeta, principalmente, 

crianças em idade pré-escolar, constituindo sério problema de saúde pública nessa população. 

De acordo com Thompson (2000), a alta prevalência em creches sugere padrão de infecção 

similar ao de infecções entéricas bacterianas, as quais são introduzidas por uma única criança 

que se torna fonte de infecção para outros indivíduos.  

A PCR, nesse estudo (protocolo gdh, tpi, bg e SSU rRNA) falhou em amplificar o 

DNA de Giardia duodenalis em algumas amostras positivas pela microscopia convencional. 

Castro-Hermida et al. (2007), Gelanew et al. (2007), Meireles et al. (2008), Palmer et al. 

(2008) e Gomez-Muñoz et al. (2012) relataram que a quantidade de cistos (menos que um 

cisto por campo de visão), pequena quantidade de DNA alvo combinado com a baixa 

eficiência da extração de DNA total, a presença de inibidores da PCR e protocolos para 

extração de DNA diretamente de fezes, podem causar resultados falsos negativos. Além disso, 

o pequeno volume de amostra utilizado e/ou perda de parasitos durante a lavagem, podem 

prejudicar a amplificação (CASTRO-HERMIDA et al., 2007; PALMER et al., 2008). A 

escolha do gene alvo, também, é de importância fundamental para o sucesso da amplificação 

(WIELINGA; THOMPSON, 2007). De acordo com Cacciò e Ryan (2008) a variabilidade de 

alguns genes pode produzir excessivos desequilíbrios na região de ligação, resultando em 

baixa sensibilidade da PCR.  

Nesse estudo, o gene SSU rRNA, não amplificou e/ou sequenciou nenhuma das 

amostras, sendo esse resultado contraditório aos comentários de Hopkins et al. (1997); Berrilli 

et al. (2004) e Leonhard et al. (2007) que enfatizaram as vantagens de genes com alto número 

de cópias em relação àqueles com cópia única (ex: bg, tpi e gdh). Entretando, Feng e Xiao 

(2011) relataram que a amplificação desse gene é difícil e que o uso do dimetilsulfóxido 

(DMSO) e tampões especiais são necessários para melhorar a amplificação. Apesar do DMSO 

estar presente no protocolo utilizado nesse estudo e, o mesmo ser repetido inúmeras vezes, 

não se conseguiu sucesso na amplificação deste gene. 
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Existem genes que apresentam maior sensibilidade e variabilidade para identificar 

Assemblages de Giardia duodenalis (CACCIÒ; RYAN, 2008). Neste estudo, o gene com 

maior número de amostras amplificadas foi o tpi. O gene, também, mostrou leve diferença em 

relação à variabilidade genética, apresentando uma sequência diferente a mais em relação ao 

gdh e bg (n=10 para tpi, n=9 para gdh e bg). Os resultados observados não são suficientes 

para concordar com Wielinga e Thompson (2007), Cacciò e Ryan (2008) e Gomez-Muñoz et 

al. (2012), que mencionaram que o gene tpi é excelente alvo para identificação de cepas. De 

acordo com os resultados deste estudo, os três genes atuaram de forma semelhante e podem 

ser usados em surtos investigativos. 

Os genes tpi¸ gdh e, em menor proporção o bg, promovem informações detalhadas 

das Assemblages de Giardia duodenalis, por possuirem sequências polimórficas capazes de 

diferenciar os genótipos de forma precisa (READ et al., 2004; WIELINGA; THOMPSON, 

2007; CACCIÒ; RYAN, 2008). Neste estudo, observou-se diferença na classificação das 

Assemblages, sendo o tpi e o gdh, os genes que amplificaram isolados Assemblage A, B e 

mistos A/B. O bg amplificou Assemblages A, B e sequências heterogêneas de Assemblage E, 

assim como mistas A/E e B/E. Na maioria dos casos, os genes tpi e gdh concordaram na 

classificação molecular dos isolados, enquanto o bg classificava de forma diferente, sendo 

esses resultados similares aos encontrados por Cacciò et al. (2008). Read et al. (2004), Traub 

et al. (2004); Gomez-Munõz et al. (2012) também observaram diferenças de classificação ao 

utilizar mais de um gene. Esses dados são importantes para estudos de epidemiologia 

molecular, já que diferentes genes podem levar a diferentes conclusões, o que interfe no 

entendimento da genotipagem de Giardia duodenalis (CACCIÒ et al., 2008). 

Neste estudo, cada gene utilizado classificou as amostras Assemblage A em dois 

subtipos, sendo a maioria em A2. Entretanto, observou-se a presença dos subtipos A3, A4 e 

um novo subtipo, para os genes bg, gdh e tpi, respectivamente. Wielinga et al. (2011) , Feng e 

Xiao (2011) comentaram que esses três genes conseguem subtipar a Assemblage A. 

Entretanto, o gene gdh agrupa essa Assemblage de forma mais fácil que o tpi e bg, podendo 

ser ideal para aplicar nas análises dessa Assemblage. Além disso, os autores relatam que esse 

gene possui maior taxa de substituição intra-Assemblage A, melhorando a subtipagem dessa 

Assemblage. Porém, nesse estudo, os três genes se comportaram de forma semelhante, não 

considerando o gene o gdh como aquele que agrupa de forma mais fácil e /ou ideal. 

Em relação à Assemblage B analisadas nas amostras deste estudo, observou-se 

dificuldade em distinguir as sub-Assemblages BIII e BIV, devido à presença de duplos picos 

em posições polimórficas entre essas sub-Assemblages. Lebbad et al. (2008) relataram que a 
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determinação de sub-Assemblage desse genótipo possui valor limitado, devido a alta 

heterogeneidade (duplos picos no cromatograma) nas sequências. O polimorfismo na 

Assemblage B também foi observado, frequentemente, em outros estudos, e são raramente 

relatados em Assemblages A (ROBERTSON et al., 2007; CACCIÒ et al., 2008; LALLE et 

al., 2009; LEBBAD et al., 2008; 2011). Morrison et al. (2007) e Franzén et al. (2009) 

demonstraram que o nível de divergência de sequência alélica é incomum em G. duodenalis 

na Assemblage A, com nível de heterozigose de 0,01% e, maior para Assemblage B, com 

0,5% de heterozigose . Isso sugere que duplos picos em isolados Assemblage B ocorrem 

devido a heterozigose de sequência alélica (LEBBAD et al., 2010). A sobreposição de 

nucleotídeos, visualizada neste estudo, ocorreu frequentemente ao se utilizar o gene bg. Esses 

resultados foram contrários aos de Cacciò e Ryan (2008) e Gomez-Muñoz et al. (2012), os 

quais consideraram esse gene o menos heterogêneo. 

A genotipagem molecular dos isolados da maioria das regiões do mundo mostra 

somente as Assemblages A e B como responsáveis pela infecção em humanos (CACCIÒ et 

al., 2005). Entretanto, o gene bg, neste estudo, classificou cinco amostras em Assemblages E, 

todas apresentando duplos picos. A Assemblage E é específica em animais de produção 

(THOMPSON; MONIS, 2004; TROUT et al., 2004) entretanto, foi relatada em humanos na 

Etiópia, por Foronda et al. (2008) que encontraram três isolados Assemblages E, utilizando o 

gene tpi. Assemblages animal-específicas foram relatadas em humanos, também, por Traub et 

al. (2009) e Gelanew et al. (2007) que encontraram Assemblage C/D e F, respectivamente. 

Esses autores ressaltaram que os dados devem ser confirmados, pois os mesmos foram 

obtidos com a utilização de apenas um gene. No presente estudo, a classificação das amostras 

foi realizada com três genes e, apenas um, apresentou divergência. Amostras Assemblage E, 

mistas B/E e A/E, classificadas pelo gene bg foram Assemblages B e mista A/B para os genes 

tpi e gdh. Essa divergência pode ter ocorrido devido à por contaminação ou pela presença de 

homologia do gene entre as Assemblages. Não existe na literatura relatos de homologia entre 

Assemblage E e B, para o gene bg, entretanto Gelanew et al. (2008) mencionam homologia 

(98%), entre Assemblage A e F. Os autores comentaram que, provavelmente, existem 

mecanismos como, por exemplo a introgressão, que podem ocasionar mudanças de 

Assemblages, quando diferentes genes são utilizados. 

Amostras mistas BIII/BIV e A/B foram observadas neste estudo, pela amplificação 

dos genes tpi e gdh. De acordo com Cacciò e Ryan (2008) duplos picos no cromatograma 

podem ser explicados como sendo infecções mistas e/ou heterozigose de sequência alélica 

(ASH). Amostras com infecções mistas inter-assemblages mostra ser fenômeno que ocorre 
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em aproximadamente 15% dos isolados, principalmente de humanos e de cães procedentes de 

áreas endêmicas (CACCIÒ; SPRONG, 2010). Dessa forma, considerando a prevalência 

encontrada nas creches, pode-se conjecturar que a maioria das amostras mistas observadas são 

infecções mistas reais. Infecções mistas A/B e BIII/BIV têm sido reportadas em pesquisas 

moleculares na Austrália, Reino Unido, Índia, Itália, Etiópia, Brasil, Tailândia, Espanha 

(HOPKINS et al., 1997; AMAR et al., 2002; TRAUB et al., 2004; LALLE et al., 2005; 

GELANEW et al., 2007; KOHLI et al., 2008; TUNGTRONGCHITR et al., 2010; 

SAHAGÚN et al., 2008; BREATHNACH ET AL., 2010; COOPER ET AL., 2010; LEBBAD 

ET AL., 2011). De acordo com Laishram, Kang e Ajjampur (2012), infecções mistas com 

Assemblage A/B foram encontradas, exclusivamente, em crianças e as coinfecções BIII/BIV 

observadas em crianças e adultos. A ocorrência de infecções mistas nas diversas Assemblages 

e sub-Assemblages de G. duodenalis reflete o comportamento complexo do parasito no 

ambiente e a exposição dos humanos a múltiplas fontes. Entender a micro-epidemiologia da 

giardíase requer caracterização das fontes de contaminação e o entendimento do papel da 

transmissão antroponótica, zoonótica e ambiental (SMITH et al., 2006). 

A baixa resolução nas ferramentas de genotipagem utilizadas frequentemente, tem 

limitado o potencial de caracterização na transmissão da giardíase humana (Cacciò et al., 

2005). Dessa forma, análise de genotipagem multilocus (MLG) tem sido utilizada para 

caracterização de Giardia duodenalis de humanos e animais (Cacciò et al., 2008). No presente 

estudo, as amostras que tiveram completa concordância intra-Assemblages para os três genes 

utilizados (tpi, gdh e bg) foram classificadas na MLG. Cacciò et al. (2008) sugeriram que a 

utilização da MLG é importante e poderá ser usada em estudos, quando uma nomenclatura 

apropriada para G. duodenalis (Assemblages e sub-Assemblages) for necessária. Devido a 

presença de novas sequências e/ou combinações não reportadas anteriormente por outros 

autores, o MLG deste estudo, não pode ser comparado ao modelo de Cacciò et al. (2008). 

Lebbad et al. (2010) comentaram que quando novas sequências ou combinações de 

sequências não são reportadas anteriormente, a denominação das MLGs torna-se difícil por 

esse sistema. De acordo com Bonhomme et al. (2011) a genotipagem multilocus é poderosa 

ferramenta para classificar amostras Assemblage A, e não muito efetiva para B. Esses relatos 

concordam com os resultados deste estudo, os quais demonstraram que todos isolados 

Assemblage B, não apresentaram classificações MLG concordantes entre si. Lebbad et al. 

(2010; 2011) e Muñoz-Gomez et al. (2012) relataram a dificuldade em agrupar as amostras 

em diferentes MLGs, quando os isolados apresentam duplos picos. 
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Na amplificação dos isolados pelos genes tpi e bg foram observados maior proporção 

de Assemblage A, e para o gene gdh, a predominância de Assemblage B. Nas Assemblages 

que apresentaram completa concordância para os três genes, observou-se o predomínio de 

amostras Assemblages A. Em estudos realizados no Brasil, por Volotão et al (2007;2011) e 

Gomes et al. (2011), a Assemblage predominante foi a A. Souza et al. (2007) observaram 

Assemblage B, mas com predomínio de Assemblage A e Kohli et al. (2008), relataram maior 

número de isolados Assemblage B e, também, encontraram amostras mistas A/B. 

O filograma é realizado para a análise detalhada das relações entre os diferentes 

isolados em pesquisas de caracterização molecular. A árvore filogenética, construída para este 

estudo, possibilitou a confirmação de novo subtipo A, encontrado ao se realizar o 

sequenciamento do gene tpi. Esse subtipo foi visualizado em apenas uma criança de 

Uberlândia, e em onze amostras de Araguari. A partir desse resultado, pode-se conjecturar 

que exista ciclo de transmissão humana entre essas duas localidades. São cidades próximas, 

com fácil trânsito e que possuem ligações econômicas, sociais e culturais. Entretanto, para 

comprovar essa hipótese, há necessidade de maiores investigações. Deve-se ressaltar que, 

neste estudo, a visualização completa da variabilidade genética nos genes utilizados, pela 

árvore filogenética, foi prejudicada. Isso se deve à limitação dessa representação gráfica, que 

exige a exclusão das amostras heterogêneas, encontradas em grande quantidade. 

Neste estudo, houve diferença estatisticamente significante (p=0,0101) na 

caracterização molecular entre os isolados originados dos municípios de Araguari e 

Uberlândia. O genótipo predominante na cidade de Araguari foi a Assemblage A, enquanto 

em Uberlândia, o predomínio foi da Assemblage B. Apesar de essas cidades serem próximas 

(38 km), o tamanho dos municípios e as condições de saneamento básico são diferentes. 

Entretanto, essa observação não é suficiente para explicar a diferença entre os isolados dessas 

localidades. A distribuição geográfica associada a determinadas Assemblages foi relatada por 

Laishram, Kang e Ajjampur (2012). Os autores comentam que na Europa, Ásia e Austrália há 

predomínio da Assemblage B (AMAR et al., 2002; READ et al., 2002; AYDIN et al., 2004; 

HAQUE et al., 2005; BERRILLI et al., 2006; ROBERTSON et al., 2007; RATAPANO et al., 

2008; GEURDEN et al., 2009; MOHAMMED MAHDY et al., 2009; SINGH et al., 2009; 

TUNGTRONGCHITR et al., 2010; YANG et al., 2010); nas Américas, países como México, 

Colômbia e EUA predomina a Assemblage A (ELIGIO-GARCIA et al., 2008; RAVID et al., 

2007; HUSSEIN  et al., 2009) e, na Argentina e Peru, a Assemblage B (MINVIELLE et al., 

2008; SULAIMAN et al., 2003). No Brasil, na região sudeste encontra-se a Assemblage A 

(VOLOTÃO et al., 2007; 2011; SOUZA, et al., 2007; GOMES et al., 2011), e no nordeste, a 
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Assemblage B (KOHLI et al., 2008). A explicação para essa distribuição ainda não foi 

elucidada apesar de estudos de epidemiologia molecular ser realizados em várias partes do 

mundo. 

Não foi observada diferença estatística na associação entre Assemblages e faixa 

etária, neste estudo, o que corrobora com trabalhos provenientes da Etiópia, Austrália e 

Espanha (GELANEW et al., 2007; READ et al., 2002; SAHAGÚN et al., 2008). De acordo 

com esses autores, crianças de todas as faixas etárias são susceptíveis a ambas as 

Assemblages, com variação na distribuição desses genótipos entre os países. Em oposição, 

Mohammed Mahdy et al. (2009) compararam pessoas entre 2 a 76 anos, e demonstraram que 

crianças menores de 12 anos possuíam alto risco de infecção com Assemblage B. 

 Em relação à distribuição das Assemblages e sexo, existem poucos trabalhos na 

literatura que fazem essa comparação. Assim como de Gelanew  et al. (2007) os resultados 

desse trabalho não demonstraram associação significante entre sexo e Assemblage. 

Sinais clínicos na giardíase são variáveis ocorrendo desde ausência de sintomas, até 

processos diarréicos agudos a crônicos, dor abdominal e perda de peso. A severidade da 

doença, segundo Faubert (2000) e Eckman (2003), é determinada pela virulência do parasito, 

pelo estado imunológico e nutricional do hospedeiro, número de cistos ingeridos, idade do 

hospedeiro e tempo de infecção. De acordo com Hoque et al. (2001), existe alta proporção de 

casos de giardíase assintomática, sendo esse resultado semelhante ao deste estudo, o qual 

demonstrou considerável proporção de relatos de crianças sem manifestações clínicas. A 

diarréia foi a principal alteração mencionada pelos pais. 

Estudos indicam forte correlação entre as Assemblages de Giardia duodenalis e 

sintomatologia clínica (CACCIÒ et al., 2005). Porém, Sahagún et al. (2008) mencionaram 

que outros fatores, principalmente os individuais, possam ter maior influência nas 

manifestações clínicas, do que o isolado no hospedeiro. Diferentes Assemblages de Giardia 

duodenalis podem produzir diferentes toxinas ou produtos metabólicos que contribuem para 

sua patogenicidade (TUNGTRONGCHITRN et al., 2010). Estudos de possíveis associações 

entre Assemblages e virulência, indicados pela presença de diarréia ou outros sinais, têm sido 

realizados, mas com resultados inconsistentes. No presente estudo, presença de diarréia foi 

associada à Assemblage B, corroborando com Homan e Mank (2001); Gelanew et al. (2007), 

Kohli et al. (2008), Mohammed Mahdy et al. (2009), Al-Mohammed (2011), Lebbad et al. 

(2011). Alguns trabalhos, contrários a esse resultado, reportam que a Assemblage A é mais 

virulenta, estando associada à presença de sintomas (READ et al.; 2002; AYDIN et al., 2004; 

HAQUE et al., 2005; PERES CORDON et al., 2008; SAHAGÚN et al., 2008; AJJAMPUR et 
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al., 2009; HELMY et al., 2009; BREATHNACH et al., 2010). Apesar da relação significante 

entre diarréia e Assemblage B, observou-se contradição em relação à consistência das fezes 

observadas no momento do exame fecal. Em nenhum dos casos em que os pais relataram 

diarréia encontraram-se fezes líquidas, mas pastosas ou formadas. Dessa forma, alguns dos 

sintomas podem ter sido super ou subestimados pelos informantes. Outras manifestações 

clínicas relatadas pelos responsáveis não apresentaram relação significante com nenhum dos 

genótipos analisados. 
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- A prevalência encontrada nas crianças positivas para Giardia duodenalis foi de 19,9%, com 

18,7% em Araguari e 22,7% em Uberlândia. 

 

- A PCR falhou em amplificar amostras positivas pela microscopia óptica. 

 

- Alguns genes foram mais sensíveis em amplificar as amostras, mas a variabilidade entre eles 

foi semelhante. 

 

- A predominância de Assemblages A ou B variou de acordo com o marcador genômico 

utilizado. A Assemblage A apresentou ser a predominante na concordância para os três genes. 

 

- Sequências heterogêneas foram encontradas para os três genes e algumas foram 

consideradas infecções mistas. 

 

- Amostras animal-específica foram encontradas no sequenciamento com o gene bg, mas não 

foram observadas nos demais genes. 

 

- Novos subtipos foram encontrados nas Assemblages A e B. 

 

- A utilização da MLG foi importante para classificação das amostras Assemblage A, mas 

pouco efetiva para Assemblage B. 

 

- Assemblage A ocorreu em maior proporção na cidade de Araguari, e a Assemblage B em 

Uberlândia. 

 

- Foi observada relação entre Assemblage B e crianças com diarréia. Não houve associação 

com outras manifestações clínicas, tais como dor abdominal, vômito, perda de peso e 

flatulência. 

 

- Não observou-se relação entre consistência de fezes e Assemblages. 
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Anexo A: 
 

Termo de consentimento Livre e Esclarecido - Responsável pela criança 

 
Você está sendo convidado a participar da pesquisa com o título ―...‖, sob a 

responsabilidade da pesquisadora Luana Araújo Macedo com orientação da Profª Drª Márcia 

Cristina Cury do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia. 

Nesta pesquisa buscamos conhecer o número de infecções por Giardia duodenalis, 

um protozoário intestinal que frequentemente aparece em crianças em idade pré-escolar, 

prejudicando o desenvolvimento físico e mental das mesmas. Também neste estudo, 

utilizaremos os cistos de Giardia encontrados para uma caracterização genética dos mesmos. 

Por se tratarem de parasitas intestinais, para este estudo precisaremos coletar fezes 

das crianças em três dias alternados, para garantir a sensibilidade do exame de fezes. 

As crianças participarão da pesquisa, fornecendo fezes que serão solicitadas pelos 

médicos das Unidades Básica de Saúde da Família. As fezes serão coletadas em potes 

coletores, contidos em kits (prato descartável, espátula e coletor de fezes), que serão cedidos 

pelas pesquisadoras. Estes potes contendo as fezes serão encaminhados ao Laboratório de 

Parasitologia da Universidade Federal de Uberlância onde, serão investigados parasitos, 

através de exame das fezes. 

Em nenhum momento o nome da criança será identificado. Os resultados dos exames 

de fezes das crianças participantes serão publicados ao fim da pesquisa em cada UBSF. Os 

responsáveis serão avisados, através da UBSF, do resultado do exame da crianças sob sua 

responsabilidade e aquelas que apresentarem positivas, serão orientadas pelos médicos e 

enfermeiros das equipes sobre o tratamento adequado. 

O responsável ou a criança não terá nenhum ônus ou ganho financeiro por participar 

da pesquisa. 

Dessa forma, você, autorizando a participação da criança sob sua responsabilidade, 

estará colaborando para um melhor entendimento destes protozoários, e possibilitando futuras 

medidas de controle e tratamento mais eficazes. 

O(a) senhor(a) é livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum 

prejuízo para o senhor(a). 

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa entre em contato com: Luana Araújo Macedo 

ou Profª Drª Márcia Cristina Cury na Av. Pará, 1720 Bloco 4C – Campus Umuarama – CEP: 

38400-902 – Uberlândia-MG, Telefone: (34) 32182198. 

 

Uberlândia ____ de _________ de 20___. 

 

____________________________ 

Responsável pela criança 

 

Nome da criança: _____________________________________________________ 
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Anexo B: 
 

Questionário para Responsável da Criança 
 

 

 

Número de identificação da UBSF: ________ 

Número de identificação da criança: _____ _____ _____ 

Nome da criança: __________________________________________________ 

Data de nascimento: ___ / ___ / ___ 

Idade: ________________________ 

Sexo: (  ) Feminino  (  ) Masculino 

Cidade: __________________________________________________________ 

Bairro em que reside: _______________________________________________ 

Telefone para contato: ______________________________________________ 

Data da entrevista: ___ / ___ / ____ 

 

 

 

Informações individuais e domiciliares 

 

Número de identificação da criança pesquisada ________________ 

Idade: _________________________________________________ 

Responsável:   1. Pai 

     2. Mãe 

     3. Parente: ________________________________ 

     4. Outro: _________________________________ 

Sexo: (  ) Feminino  (  ) Masculino 

 

Escolaridade: ___________________________________________ 

Renda Familiar:  

1. Até 1 salário mínimo 

2. Entre 2 e 3 SM 

3. Entre 4 a 5 SM 

4. + de 5 SM 

5. Sem renda 

 

Sintomatologia da criança: 

 

Dor abdominal (  )Sim  (  ) Não 

Náusea  (  )Sim  (  ) Não 

Vômito  (  )Sim  (  ) Não 

Perda de peso (  )Sim  (  ) Não 

Diarréia  (  )Sim  (  ) Não 
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Fezes (líquidas, pastosas, formadas, alternando líquida e pastosa, alternando pastosa e 

formada): ___________________________________________________ 

Flatulência  (  )Sim  (  ) Não 

Outros:_____________________________________________________________________

____________________________________________________________ 

Estrutura Residencial: 

 

 

1- Quantas pessoas vivem em sua casa?_______________________ 

2 – Sua casa possui quantos quartos?__________________________ 

3 – Sua casa possui água encanada?__________________________ 

4 – Sua casa possui rede de esgoto?___________________________ 

 

 

Hábitos de Higiene Pessoal da Criança: 

 

 

1 – Como você lava a mão? 

 Somente com água   (  ) 

 Com água e sabão   (  ) 

 Com água, sabão e bucha  (  ) 

 Com água e sabão bactericida (  ) 

 

2 – Quando você costuma lavar as mãos? 

 Antes das refeições   (  ) 

 Após as refeições   (  ) 

 Após ir ao banheiro   (  ) 

 Outro momento   (  ) 

 

 

Hábitos Comportamentais: 

 

 

1 – A criança possui contato com animais?  (  ) SIM (  ) NÃO 

  

Quais? 

 Gato     (  ) 

 Cão     (  ) 

 Outro     (  ): ____________________________ 

 

2 – O animal é vermifugado? (  ) SIM   (  ) NÃO 

 

3 – A criança costuma nadar? (  ) SIM   (  ) NÃO 

  

Onde? 

 Rios     (  ) 

 Lagos     (  ) 

 Piscinas de crianças  (  ) 

 Piscina de adultos   (  ) 

 Represas    (  ) 
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Atenção à saúde da criança: 

 

 

1 – Com qual frequencia a criança vai ao médico? 

 A cada 6 meses   (  ) 

 Anualmente    (  ) 

 Somente quando adoece  (  ) 

 Outro     (  ): ____________________________ 

 

2 – A criança já fez exame de fezes? (  ) SIM   (  ) NÃO 

  

Há quanto tempo? 

  Menos de 6 meses  (  ) 

  De 6 meses a um ano (  ) 

  Há mais de um ano  (  ) 

  NS    (  ) 

  

Caso afirmativo, qual foi o resultado apresentado: 

  Apresentou parasitose (  ) 

  Sem parasitose  (  ) 

  NS    (  ) 

  NA    (  ) 

 


