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RESUMO

SILVA, Renata Kelly Novais Rodrigues Silva. Avaliacdo da etiologia das infeccoes
enteroparasitarias em diferentes grupos pediatricos e genotipagem de isolados de
Giardia duodenalis. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, Bahia.

A infeccao por parasitos ocorre com maior frequéncia na populacao infantil e pode evoluir
com gravidade em pacientes com alteragées no sistema imunoldgico, como por exemplo,
aqueles com desnutricdo ou cancer. A Giardia duodenalis € o parasito mais frequente em
criancas, causando infecgdes intestinais que variam de assintomaticas a presenca de
diarreia aguda ou cronica, sendo imprescindivel que seu diagnostico seja realizado
corretamente. Entretanto, as técnicas diagnosticas mais sensiveis, também sdo as mais
caras, sendo necessdria uma analise mais detalhada do custo-beneficio de sua utilizagdo na
rotina clinica. Além do diagndstico de rotina, a caracterizacdo molecular da Giardia contribui
para um melhor entendimento da taxonomia, epidemiologia, potencial zoondtico de
transmissé@o e associagcao entre o quadro clinico e um determinado gendtipo (A — H). Este
estudo teve como objetivo avaliar a etiologia das infecgbes enteroparasitarias em diversos
grupos pediatricos, utilizando diferentes técnicas de diagnéstico, e caracterizar os genoétipos
de Giardia duodenalis isolados de criangas de creche. Foram coletadas amostras fecais de
824 criancas: 70 de pacientes oncoldgicos, 110 internadas com desnutricdo energético-
protéica grave, 151 internadas devido a doenca diarreica e 493 saudaveis atendidas em
creches. As amostras foram submetidas as seguintes técnicas de diagnéstico: a) exame
direto; b) Baermann-Moraes; c) cultura de fezes em placas de agar; d) Faust; e)
sedimentacao por centrifugacdo; g) coloragdo Ziehl-Nielsen modificado e h) pesquisa de
coproantigenos de Cryptosporidium sp., Giardia duodenalis e Entamoeba histolytica por
ELISA. Setenta e uma amostras fecais positivas para Giardia duodenalis oriundas das
criangas de creche foram submetidas a genotipagem através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), tendo como alvo os genes B-giardina e Gdh, seguida pela Analise do
Polimorfismo do Fragmento de Restricdo (RFLP). Dentre as 824 criangas, 30,3% estavam
infectadas por pelo menos um parasito. As criangas com cancer apresentaram a maior
ocorréncia de enteroparasitos (47,1%), seguidas pelo grupo de creche (35,4%), criancas
com diarreia (16,6%), e por ultimo, crian¢cas com desnutricao (15,5%). A Giardia duodenalis
foi o parasito mais frequente (18,4%) e se destacou na populacdo sem diarreia, enquanto o
Cryptosporidium e a E. histolytica apresentaram associagao significativa com o quadro de
diarreia. Comparando as técnicas de diagnostico para Giardia, utilizando como padrao de
referéncia a positividade em pelo menos uma das técnicas, o ELISA se mostrou mais
sensivel que a microscopia (97% versus 55%). Dos 71 isolados de G. duodenalis de
criancas de creche submetidos a PCR, 51 (77,4%) tiveram os DNAs amplificados. Foram
identificados os genotipos All, Blll, BIV e E, com predominio do All, sugerindo que a
principal via de transmissdo é antropondética, seja pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados com fezes humanas, ou através do contato pessoa a pessoa, uma vez que
esse subtipo tem sido encontrado apenas em humanos.



ABSTRACT

SILVA, Renata Kelly Novais Rodrigues Silva. Evaluation of the etiology of enteroparasite
infections in different pediatric groups and genotyping of Giardia duodenalis isolates.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Farm@cia, Universidade Federal da Bahia, Salvador,
Bahia.

Parasitic infections occur most frequently in children and can lead to severe disease in
patients with alterations in the immune system, such as those with malnutrition or cancer.
Giardia duodenalis is the most frequent parasite in children, causing intestinal infections
ranging from asymptomatic to the development of acute or chronic diarrhea, being essential
the correct diagnosis of the parasite. However, the more sensitive diagnostic techniques are
also the most expensive, requiring a detailed analysis of the cost-benefit of their use in
clinical routine. In addition to the routine diagnosis, the molecular characterization of Giardia
contributes to a better understanding of the taxonomy, epidemiology and zoonotic potential
of transmission and clinical forms of infection associated to a specific genotype (A - H). This
study aimed to evaluate the etiology of parasitic infections in pediatric groups, using different
diagnostic techniques, and characterize the genotypes of Giardia duodenalis isolates from
children attending day care centers. There were collected fecal samples from 824 children:
70 oncologic patients, 110 hospitalized with severe protein-energy malnutrition, 151
hospitalized due to diarrheic disease and 493 healthy day care children. The samples were
subjected to the following diagnostic techniques: a) direct examination, b) Baermann-Moraes
c) stool culture on agar plates d) Faust e) sedimentation by centrifugation; g) modified Ziehl-
Nielsen staining h) search of coproantigens of Cryptosporidium sp., Giardia duodenalis and
Entamoeba histolytica by ELISA. Seventy-one fecal samples positive for Giardia duodenalis
from day care centers children were subjected to genotyping by polymerase chain reaction
(PCR) of the target genes B-giardina and Gdh, followed by Analysis of Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP). Among the 824 children, 30.3% were infected with at least
one parasite. Children with cancer had the highest frequency of intestinal parasites (47.1%),
followed by the day care group (35.4%), children with diarrhea (16.6%), and those with
malnutrition (15.5 %). The parasite Giardia duodenalis was the most frequent (18.4%) in
stood of the population without diarrhea, while Cryptosporidium and E. histolytica were
significantly associated with the diarrheic disease. Comparing the diagnostic techniques for
Giardia using as reference standard the positivity in at least one technique, the ELISA was
more highly sensitive than microscopy (97% versus 55%). Of the 71 isolates of G.
duodenalis from day care children subjected to PCR, 51 (77.4%) had the DNAs amplified.
There were identified genotypes IlA, Blll, BIV and E, with a predominance of the IIA,
suggesting that the main route of transmission is anthroponotic, either by ingesting food or
water contaminated with human feces, or through the contact person-to-person, since this
subtype has been found only in humans.
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1. INTRODUCAO

1.1.  ENTEROPARASITOSES EM CRIANCAS — ASPECTOS GERAIS

As infeccbes causadas por parasitos intestinais estao difundidas mundialmente.
Estima-se que 25% da populacdo mundial esteja infectada cronicamente por
enteroparasitos e 450 milhdes de pessoas tenham desenvolvido doenca
(SCHUSTER e CHIODINI, 2001). As infeccbes enteroparasitarias sdo um sério
problema de saude publica, principalmente nos paises em desenvolvimento com
condicOes sanitarias inadequadas (TASHIMA et al., 2009). No Brasil, as doencas
infecto-parasitarias sao a segunda maior causa de internamentos (FERRER et al.,
2010). Alguns estudos revelam prevaléncias de parasitos entre 16% e 94%, sendo
as maiores taxas encontradas em areas endémicas e na populagédo infantil das
regidbes Norte e Nordeste (BARRETO et al., 2010; GONCALVES et al., 2011;
SEIXAS et al., 2011).

A infeccdo crénica por enteroparasitos em criangcas pode gerar desnutri¢ao,
anemia e retardo do crescimento. Além disso, parasitos intestinais podem causar
obstrucdo intestinal ou apendicite (Ascaris Ilumbricoides), anemia ferropriva
(Ancilostomideos), prolapso retal (Trichuris ftrichiura), hipertensdo portal
(Schistosoma mansoni), diarreia com sangramento intestinal e ma absorcdo de
nutrientes (Entamoeba histolytica e Giardia duodenalis) (COULTER, 2002;
BELINELO et al., 2011).

Alguns helmintos e protozoarios patbégenos humanos provocam uma larga
extensdo de sintomas associados ao trato gastrointestinal. A presenca da patologia
em si depende de fatores demograficos, socioeconémicos, psicolégicos e
imunolégicos, aos quais os individuos estdo submetidos. Dependendo da
integridade da resposta imune do hospedeiro, algumas infeccbes parasitarias
causam diarreia auto-limitante (individuos imunocompetentes) ou diarreia severa
(pacientes imunocomprometidos), geralmente acompanhada por perda de peso,
anorexia, ma absorcao e em alguns casos febre e dor abdominal (BOTERO et al.,
2003). Nos individuos com deficiéncias imunolégicas, os parasitos podem
disseminar para outros 6érgaos como bronquios, ductos biliares, tubos hepaticos,
produzindo uma sintomatologia especifica para o 6érgao afetado (HUNTER e
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NICHOLS, 2002; BOTERO et al., 2003). Dentre os pacientes imunocomprometidos,
podemos citar individuos com cancer, com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), com desnutrigdo grave, transplantados, dentre outros.

Independente da ocorréncia de patologias ou infeccbes que afetam a
integridade da resposta imunoldgica, as criancas sao um importante grupo de risco
para o desenvolvimento de doencas enteroparasitarias, seja pelo fato do seu
sistema imunoldgico nao estar completamente desenvolvido, ou por ser o primeiro
contato com os parasitos, ou ainda devido aos habitos infantis, como colocar
qualquer coisa na boca, ter maior contato com o chdo, dentre outros (DE
CARVALHO et al., 2006).

1.1.1. Infeccdes enteroparasitarias em criancas com cancer

Estima-se que dentre a incidéncia total dos casos de cancer no mundo, de 1%
a 3% ocorrem em criancas e adolescentes. O percentual de tumores pediatricos no
Brasil se encontra proximo a 3%, o que corresponde a 11.530 novos casos por ano
em 2012 e 2013. A leucemia é o tipo mais frequente, correspondendo entre 25% e
35%. Nos paises em desenvolvimento os Linfomas correspondem ao segundo lugar,
enquanto ocupam o terceiro nos paises desenvolvidos. Os tumores do Sistema
Nervoso Cerebral também se destacam nessa populagéo representando de 8% a
15% dos casos infantis (INCA, 2011).

A quimioterapia citotoxica utilizada para tratar as neoplasias tem um efeito
potente sobre a imunidade humoral e celular. Este tratamento danifica os
mecanismos de defesa do hospedeiro, que muitas vezes ja se encontram
comprometidos pela prépria doenga (VENTO e CAINELLI, 2003). A neutropenia é
uma das consequéncias deste tratamento, deixando o paciente altamente
susceptivel a varios tipos de infecgdes que estao relacionadas com taxas elevadas
de morbidade e mortalidade em pacientes com cancer sob 0 uso de quimioterapia.
(VENTO e CAINELLI, 2003; MASCHMEYER e HAAS, 2008).

Em pacientes que se submetem a radioterapia, danos teciduais e inflamagodes
tém sido acompanhados por diversas disfungcbes na resposta imune inata e
adaptativa (SAFDAR e ARMSTRONG, 2011). O risco da infeccdo nesses doentes é
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uma funcdo de equilibrio entre a integridade do mecanismo de defesa e da
intensidade da exposicao aos patégenos no meio ambiente (VENTO e CAINELLI,
2003). Infeccdes abdominais em pacientes neutropénicos sao complicacbes que
trazem risco de vida (GORSCHLUTER et al., 2002).

Poucos estudos tém avaliado a prevaléncia de enteroparasitos em pacientes
pediatricos com neoplasias. Menon e colaboradores (1999) e Aksoy e cols. (2003)
em estudos prospectivos com 50 criancas encontrou uma prevaléncia de 42%
(n=21) na Malasia e na Turquia, respectivamente. Gabe e cols. em 2009,
diagnosticou 20,6% de infecgbes parasitarias em 92 criangas com leucemia no Rio
Grande do Sul. Além destes, existem ainda alguns relatos da presenca de
Cryptosporidium sp. nestes pacientes, apresentando resultados bastante variados:
42% na Colbmbia (CARRENO et al., 2005), 22% no Iran (BERENJI et al., 2007),
10% em Séao Paulo, no Brasil (CHIEFFI et al., 2005), e 0% na Australia (BURGNER
et al., 1999).

1.1.2. Infeccoes enteroparasitarias em criancas com desnutricao

Sarni e Munekata (2002) definem desnutricdo energético-protéica (DEP) como
uma doenca multifatorial de alta letalidade, capaz de promover diversas alteracoes
fisioldgicas na tentativa de adaptar o organismo a escassez de nutrientes.

A avaliacdo do estado nutricional € realizada com base nas relagbes
peso/altura e altura/idade, além da presenca de edema. As relagdes peso/altura e
altura/idade s&o abordadas utilizando o escore DP que é definido como o
afastamento do valor observado em um individuo em relacao ao valor da mediana
da populacao de referéncia dividido pelo desvio padrao da populacao de referéncia
(OPAS, 1999).

A desnutricdo grave pode ser caracterizada pelo escore DP menor ou igual a -3
na relacao peso/altura e/ou na relacéao altura/idade. A presenca de edema simétrico
ou ainda a relagao peso/altura menor que 70% e/ou a relacdo altura/idade menor
que 85%, da mediana dos valores de referéncia do National Centre for Health
Statistics (NCHS/OMS), também sao critérios utilizados no diagnéstico da
desnutricdo grave (OPAS, 1999).
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No Brasil o percentual de 6bitos por desnutricdo grave em nivel hospitalar se
encontra em torno de 20%, muito acima dos valores recomendados pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) (inferiores a 5%) (BRASIL, 2005). A Pesquisa
de Orcamentos Familiares (POF) 2008-2009 realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) em parceria com o Ministério da Salde mostrou que
7,2% dos meninos e 6,3% das meninas apresentam déficit de altura (importante
indicador da desnutricdo). Entre as criangas abaixo de cinco anos esse déficit foi de
6% no pais, sendo mais frequente em meninas no primeiro ano de vida (9,4%), em
criancas da regido Norte (8,5%) e na faixa com menor renda (8,2%) (IBGE, 2010).
Esses dados nos ddao uma ideia sobre o quadro de desnutricdo no Brasil, no entanto
devem ser avaliados com cautela uma vez que se baseia em apenas um dos
indicadores utilizados na caracterizagdo da desnutricao.

A DEP grave provoca uma deplecdo nutricional no paciente, reduzindo
estoques de glicogénio e gorduras, o que leva a utilizacdo de proteinas como fonte
de energia. Além dos macronutrientes, ha também uma reducdo de micronutrientes.
Esse quadro contribui com a disfungdo do sistema imune, aumento da producao de
radicais livres e reducdo da sintese de enzimas e proteinas. No sistema
imunolégico, a desnutricao interfere na imunidade celular, no sistema complemento,
na atividade microbicida dos fagocitos e na resposta dos anticorpos IgA secretoérios
(CHANDRA e BAKER, 1983; CHANDRA, 1992).

Se por um lado a desnutricdo facilita a instalagdo de um processo infeccioso,
por outro lado, varias infeccbes podem agravar o quadro nutricional do paciente,
criando um ciclo vicioso. A diarreia causada por parasitos, principalmente por G.
duodenalis ou Strongyloides stercoralis, e em alguns casos por Cryptosporidium sp.,
pode ser severa e prolongada, agravando o quadro da desnutricio (GENDREL et
al., 2003).

Os mecanismos pelos quais os parasitos interferem na captacao de nutrientes
sao: inflamacao e alteracdo da mucosa (G. duodenalis, Cryptosporidium sp.,
Necator, S. stercoralis), alteracao do metabolismo de sais biliares (G. duodenalis),
competicdao alimentar (A. lumbricoides), exsudagdo intestinal (G. duodenalis,
Necator, S. stercoralis, Trichuris), favorecimento da proliferacdo bacteriana
(Entamoeba histolytica) e sangramento intestinal (Necator, Trichuris) (COULTER,
2002; NEVES, 2011).
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Poucos estudos tém pesquisado a frequéncia de enteroparasitos em criangas
desnutridas. Em 2005, Veliz relatou uma frequéncia de 51,6% de enteroparasitos em
criangas internadas com desnutricdo, sendo a G. duodenalis 0 mais prevalente com
29%, seguido por Cryptosporidium, Blastocystis hominis, Ascaris lumbricoides e
Trichuris trichiura, todos com 9,7%.

1.1.3. Infeccdes enteroparasitarias em criancas com diarreia

Segundo a OMS, diarreia é a ocorréncia de fezes liquidas ou moles pelo
menos trés vezes num periodo de 24 horas (ou mais frequente do que o normal para
cada individuo), enfatizando que a consisténcia das fezes € mais importante do que
sua frequéncia. Ela pode ser classificada como aguda ou persistente. A diarreia
aguda tem duracao inferior ou igual a 14 dias e tem como principal perigo o
surgimento de uma desidratacdo grave, enquanto a diarreia persistente se prolonga
por um periodo superior a 14 dias, acarretando agravo do estado nutricional e
condicao de alto risco de vida (OMS, 2013). Esse “ponto de corte” de 14 dias foi
justificado pelo fato de que as taxas de mortalidade alcancavam 0,8%, quando o
episddio diarreico durava até 14 dias, e subiam para 14%, quando a duragdo do
episddio diarreico era maior que 14 dias, o que caracterizou essa sindrome como
provocadora de alto risco de vida (COSTA et al., 1999).

A diarreia é a segunda principal causa de ébito em criancas abaixo de cinco
anos de idade, sendo responsavel por 760.000 (11%) mortes anualmente ao redor
do mundo, ficando atrds apenas da Pneumonia (OMS, 2013; UNICEF, 2013). O
Ministério da Saude (2009) apontou a diarreia como a quarta causa de mortalidade
infantil no Brasil, sendo responsavel por 4,1% dos 6bitos infantis, de um total de seis
principais causas. Em 2006, a cada 1000 criangas de um a quatro anos de idade
internadas, a diarreia aguda foi a causa em 6,07 destas, em criancas menores que
um ano esse indice sobe pra 13,11 (FERRER, 2010).

Diversos patdgenos entéricos podem estar envolvidos na causalidade da
diarreia na infancia, incluindo virus, bactérias, helmintos e protozoarios. Com relagéo
aos parasitas, destacam-se os protozoarios G. duodenalis, E. histolytica e

Cryptosporidium sp. Além de uma diarreia severa, com duragéo variavel, a infeccéo
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intestinal causada por alguns desses agentes pode induzir a ma absorcéao e interferir
no desenvolvimento fisico e cognitivo das criangas (NASCIMENTO et al., 2009).

Carvalho-Costa e cols. (2007) encontraram 18,3% de enteroparasitos em
criangas com diarreia aguda no Rio de Janeiro, sendo os mais frequentes
Cryptosporidium (9,3%) e G. duodenalis (4,7%). Nascimento em 2009 relatou 32,4%
de Cryptosporidium em criangas com diarreia aguda em Recife. Um estudo em
Goiania mostrou 9,9% de G. duodenalis em criangas internadas com diarreia
(PEREIRA et al., 2007).

1.1.4. Infeccoes enteroparasitarias em criancas de creche

Devido as mudangas culturais e socioeconémicas na sociedade, as creches
tem sido uma alternativa para viabilizar a insergcdo das mulheres no mercado de
trabalho, além de serem ambientes adequados para a promogéo do crescimento e
desenvolvimento da crianca em idade pré-escolar. Em adigdo, nos paises em
desenvolvimento, onde grande parte das criangas vive em situagdo de pobreza,
essas instituicbes podem protegé-las contra as injurias do meio ambiente e garantir
uma oportunidade de vida mais saudavel na infancia (NESTI e GOLDBAUM, 2007).

Segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilio (PNAD) do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2006 no Brasil, 15,5% das criancas
na faixa de zero a trés anos frequentavam creches, esse percentual cai pra 13,3%
no Nordeste e 11,5% na Bahia (IBGE, 2008).

Apesar da relevancia dessas instituicbes no contexto social, sua crescente
popularizacdo vem acarretando implicacées na saude publica, especialmente no que
tange a transmissao de doencas infecciosas. A aglomeragao de criancas em um
mesmo espaco favorece a disseminacdo dessas doencas. As enteroparasitoses
figuram entre as doencas infecciosas mais comumente detectadas em criangas
assistidas por creche (NESTI E GOLDBAUM, 2007). Muitos parasitos sobrevivem no
meio ambiente, permanecendo viaveis por um longo periodo na matéria inanimada,
como bergos, brinquedos e outros objetos compartilhados (NEVES, 2011).
Somando-se a isso, a transmissdo € favorecida pelo contato direto, pessoa a
pessoa, contato direto com o solo, habitos tais como levar as maos e objetos a boca



27

e nao praticar a lavagem das maos corretamente, dentre outros (NESTI e
GOLDBAUM, 2007).

Varios estudos tém investigado a prevaléncia de enteroparasitoses em
creches. Em Minas Gerais foram relatadas frequéncias de 19,2% e 58,1%
(MACHADO et al., 2008; GONGCALVES et al., 2011); em Séo Paulo de 20,3% a
53,4% (CARVALHO-ALMEIDA et al., 2006; DE CARVALHO et al., 2006; MINE e
ROSA, 2008); em Santa Catarina de 39,6% (ANDRADE et al., 2008). Frequéncias
elevadas de enteropasitos (60% e 94%) também foram relatadas em dois estudos
com criangas de creche de Salvador (PRADO et al., 2003; SEIXAS et al., 2011).

Apesar da evolugdo na medicina, as enteroparasitoses persistem como um
problema de saude publica atingindo principalmente criancas residentes nos paises
em desenvolvimento. O conhecimento sobre a distribuicdo desses parasitos em
criangas com diferentes condicdes clinicas possibilita um direcionamento de agdes
no sentido de prevencao e diagnostico precoce reduzindo possiveis danos.

Devido a elevada frequéncia de G. duodenalis em criangas, principalmente
naquelas de creches, sua associacdo com diarreia e sindrome de ma-absorcao
intestinal, bem como as divergéncias quanto ao potencial de transmissédo zoondtica,
a seguir descreveremos aspectos importantes da taxonomia, biologia, patogenia,
epidemiologia e diagnéstico da Giardia.

1.2. Giardia duodenalis E GIARDIASE

1.2.1. Aspectos histéricos e taxondmicos

O género Giardia é composto por protozoarios flagelados que parasitam o
intestino delgado de mamiferos, aves, répteis e anfibios, sendo o agente causal da
giardiase. Esse género pertence ao filo Sacomastigophora, subfilo Mastigophora,
classe Zoomastigophora, ordem Diplonadida, familia Hexamitidae (ADAM, 2001;
NEVES, 2011).

A Giardia foi o primeiro protozoario intestinal descrito em humanos, tendo sido
observado em 1681 por Anton Van Leeuwenhoek ao examinar suas proprias fezes
diarreicas (DOBELL, 1920). Contudo ele s6 foi descrito detalhadamente em 1859 por
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Wilhelm Lambl que que o denominou Cercomonas intestinalis, por acreditar que
pertencia ao género Cercomonas (LAMBL, 1959). Em 1882, Kunstler descreveu um
organismo flagelado ao examinar o intestino de girinos o qual denominou Giardia,
sendo esta a primeira vez que este termo foi utilizado como nome de género
(KUNSTLER, 1882 apud MONIS et al., 2009). Seis anos depois, Blanchard sugeriu o
nome Lamblia intestinalis em homenagem a Lambl (BLANCHARD, 1888 apud
MONIS et al., 2009), que foi substituido por Giardia duodenalis em 1902 por Stiles
(STILES, 1902 apud ADAM, 2011). Subsequentemente, Kofoid e Cristiansen
propuseram os nomes G. lamblia em 1915 e G. enterica em 1920 (KOFOID e
CRISTIANSEN, 1915 apud ADAM, 2011; KOFOID e CRISTIANSEN, 1920 apud
ADAM, 2011).

Giardia duodenalis, G. lamblia e G. intestinalis sdo termos utilizados de forma
intercambiavel se referindo ao mesmo organismo. No campo médico, G. lamblia é
mais utilizado ao se referir a infeccdo humana. Tanto G. duodenalis quanto G.
intestinalis sdo utilizados com a mesma frequéncia ao se referir as espécies de
Giardia que infectam mamiferos incluindo o homem. Em decorréncia de diferentes
interpretacbes das complexas regras do Coddigo Internacional de Nomenclatura
Zoologica ainda ha divergéncia de opinides sobre a nomenclatura mais correta,
sendo mais aceito o termo G. duodenalis (MONIS et al., 2009; FENG e XIAO 2011).

Inicialmente mais de 50 espécies foram descritas com base no hospedeiro,
entretanto muitos pesquisadores propuseram que uma mesma espécie poderia estar
presente em varios animais diferentes, ao mesmo tempo em que um hospedeiro
poderia abrigar mais de uma espécie. Filice (1952) com base na descricao
morfolégica propbs a existéncia de trés espécies: G. duodenalis, G. muris e G. agilis.
Posteriormente, com apoio da microscopia eletronica, foram identificadas mais trés
espécies: G. psittaci, G. ardeae e G. microti (THOMPSON, 2002; MONIS et al.,
2009; PLUTZER et al.,, 2010). Os hospedeiros e as principais caracteristicas

morfolégicas dessas espécies estdo descritas no quadro 1.
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Quadro 1: Hospedeiros e principais caracteristicas morfolégicas das espécies de Giardia.

s . o L Dimensodes do
Espécies Hospedeiros Caracteristicas morfolégicas trofozoito (um)
G. duodenalis | iomem e outros | Trofozoito piriforme com corpos medianos 19— 15/6—8

mamiferos em forma de garras.
. Trofozoito arredondado com corpos
G. muris Roedores medianos pequenos e redondos. 9-12/5-7
G. agilis Anfibios Trofozoito longo e estreito com corpo 20 —30/4—5
mediano em clave.
o Trofozoito semelhante ao da G. duodenalis
G. psitiaci, Aves sem a franja ventrolateral. 14/~ 6
Trofozoitos arredondados, com um entalhe
proeminente no disco ventral e um flagelo YN
G. ardeae Aves caudal rudimentar; corpo mediano 10/~ 6,5
arredondado em forma de garra.
Trofozoito semelhante ao da G. duodenalis.
L Cisto contém dois trofozoitos
G. microti Roedores aparentemente diferenciados com discos 12-15/6-8
ventrais maduros

Fonte: Monis et al., 2009 (adaptado).

As técnicas moleculares tém sido amplamente utilizadas na elucidacao de
questdes referentes a taxonomia. Varios estudos tém demonstrado que a espécie G.
duodenalis € um complexo que inclui isolados morfologicamente indistinguiveis,
porém geneticamente distintos (FENG e XIAO, 2011).

O primeiro estudo de diferenciacdo molecular foi publicado em 1983, por
Bertram e colaboradores, utilizando a anélise de Zimodemos empregando
eletroforese de isoenzimas em cinco isolados axénicos. Em 1985, Nash e Keister
descreveram trés grupos (1, 2 e 3) através da andlise do polimorfismo do
comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP) de 15 isolados utilizando sondas
aleatérias. Homan e colaboradores, em 1992, descreveram dois grupos: Polonés e
Belga e em 1995, Mayrhofer e colaboradores classificaram como assemblages A e B
na Australia. Posteriormente, em 1996, Monis e cols. demonstraram a equivaléncia
entre essas classificacées, sendo que o grupo Polonés equivale ao gendétipo A e
engloba os tipos 1 e 2, enquanto o grupo Belga equivale ao gendtipo B, engloba o

tipo 3 e apresenta mais um subtipo, 0 4 (Quadro 2).



Quadro 2: Equivaléncia da classificagao dos gendtipos A e B.

Designacao Nash e Keister, Homan et al, Mayrhofer et al,
proposta 1985 1992 1995
Al 1 Polonés A
All 2 A
BllI 3 Belga B
BIV - Belga B

Fonte: Adam, 2001 (adaptado).
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Em seguida outros gendétipos foram reconhecidos, a saber: genétipo C e D
identificados em caes (HOPKINS et al., 1997; MONIS et al., 1998); genétipo E em

ruminantes (EY et al., 1997), os gendétipos F e G em gatos e ratos domésticos,

respectivamente (MONIS et al.,, 1999) e o gendétipo H em vertebrados marinhos
(LASEK-NESSELQUIST et al., 2010).
Monis e cols. (2009), baseando-se em diversos estudos prévios focados em

analise morfolégica dos trofozoitos por microscopia eletrdnica, especificidade de

hospedeiro e caracterizacdo molecular, propuseram que o complexo G. duodenalis

fosse separado em seis espécies distintas: G. duodenalis (genétipo A), G. entérica

(gendtipo B), G. canis (gendtipo C/D), G. bovis (gendtipo E), G. cati (gendtipo F) e G.

simondi (genoétipo G) (Quadro 3).

Quadro 3: Classificagao das espécies de Giardia, proposta por Monis e colaboradores(2009).

Espécie

Hospedeiro

G. duodenalis (=genotipo A)

Homem e outros primatas, caes, gatos, bovinos, roedores e
outros mamiferos silvestres.

G. enterica (=genétipo B)

Homem e outros primatas, caes e algumas
espécies de mamiferos silvestres.

G. agilis Anfibios
G. muris Roedores
G. psittaci Aves

G. ardeae Aves
G.microti Roedores
G. canis (=genétipos C e D) | Caes

G. cati (=genotipo F) Gatos

G. bovis (=genotipo E)

Bovinos, ovinos e suinos

G. simondi (=gendtipo G)

Ratos

Fonte: Monis et al., 2009 (adaptado).
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1.2.2. Aspectos bioldgicos e clinicos

A Giardia é claramente um eucarionte flagelado. Alguns pesquisadores a
consideram uma ramificacdo precoce da linhagem dos eucariotos. Este organismo
apresenta nucleo distinto, membrana nuclear, citoesqueleto e sistema de
endomembranas, mas carece de organelas tipicas de eucariotos como nucléolo e
peroxissomos. Também ndo possui mitocdndrias € nem um outro componente de
fosforilacdo oxidativa, o que o coloca na condicao de anaerdbico, obtendo energia
através do metabolismo fermentativo (ADAM, 2001).

A Giardia apresenta duas formas evolutivas, o trofozoito e o cisto, que
apresentam diferencas na organizagao estrutural e bioquimica (VIANA e SOGAYAR,
2011).

O trofozoito apresenta forma de meia pera (com uma face reta e a outra
arredondada) com dimensdes de 12 a 15um de comprimento e de 6 a 8um de
largura. Possui dois nucleos simétricos localizados anteriormente. O citoesqueleto
inclui um par de corpos medianos, cuja morfologia é utilizada na diferenciacdo de
algumas espécies; quatro pares de flagelos sendo um par anterior, um par posterior,
um par caudal e um par ventral; e um disco ventral, também conhecido como
adesivo ou suctorial, importante na fixacdo do parasito ao intestino. Dentre as
proteinas do citoesqueleto, se encontram as giardinas, que compreendem um grupo
de 23 proteinas acidas, dividas em trés grupos: alfa, beta e gama, especificas de
Giardia. No citoplasma se encontram vacuolos lisossomais, ribossomais e granulos
de glicogénio. A presenca do Complexo de Golgi ndo foi confirmada nesta forma
evolutiva, mas esta evidente durante o encistamento. O trofozoito € a forma mével
desse parasito, sendo considerado n&o invasivo, se aloja no intestino delgado,
sendo o responsavel pelas manifestagcbes clinicas da infeccdo e pode ser
encontrado em fezes diarreicas (GILLIN et al., 1996; ADAM, 2001; THOMPSON,
2004; VIANA e SOGAYAR, 2011).

O cisto, forma responsavel pela transmissao, € oval ou elipsoide, mede em
torno de 12um de comprimento e 8um de largura. No citoplasma se encontram de
dois a quatro nucleos, axonemas (fibrilas longitudinais) em numero variado que
originam os flagelos no trofozoito e corpos escuros com forma de meia-lua

precursores do disco adesivo na forma vegetativa. Apresenta uma parede cistica
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dupla glicoproteica formada por um polimero de B(1-3)-N-acetil-D-galactosamina,
com espessura entre 0,3 e 0,5 um (ADAM, 2001; VIANA e SOGAYAR, 2011) o que
lhe confere uma maior resisténcia a variacbes de temperatura, a variacées de
umidade e a alguns processos convencionais de tratamento de agua, tais como
desinfecgao utilizando substancias oxidativa (cloro, ozénio, cloraminas entre outros).
Seu tamanho reduzido pode favorecer sua passagem em barreiras fisicas, como
filtros, por exemplo (SMITH, 2006).

ApGs a ingestao, o cisto passa por um processo de desencistamento, que tem
inicio no meio &acido do estbmago e completa-se no duodeno e jejuno.
Recentemente, Bernander e cols. (2001) constataram que cada cisto maduro libera
uma forma oval, tetranucleada, com oito flagelos, denominada excitozoito. Além
disso, ha evidéncias de que em cada excitozoito ocorram duas divisdes nucleares
sem replicacdo do material genético e, em seguida, este organismo divide-se e
origina quatro trofozoitos binucleados (figura 1). Os trofozoitos multiplicam-se por
divisdo binaria longitudinal e assim, colonizam o intestino onde se alimentam por
pinocitose e permanecem aderidos a mucosa por meio do disco adesivo. O ciclo se
completa no ceco pelo processo de encistamento do trofozoito, ao final do qual séo
produzidos os cistos que serdao excretados juntamente com as fezes do hospedeiro
(figura 1 (b)).

Trophozoite

(b)
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Contamination of water, foed, or
handsformites with infective cysts.

Trophozoites are also
passed in stool but
they do not survive in

Pre-Cyst Excyzoite
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Figura 1: (a) Ciclo de vida proposto por Bernander e colaboradores (2001) enfatizando a
presenca do excitozoito; (b) Ciclo de vida da Giarda - Fonte: CDC
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Giardiasis.htm)
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Dentre outros fatores, o encistamento sofre a influéncia do pH intestinal, da
concentragao de sais biliares e do desligamento do trofozoito da mucosa. Durante o
encistamento, o parasito secreta uma membrana cistica resistente ao redor do
trofozoito, que possui quitina em sua composi¢ao (ADAM, 2001).

Atualmente, alguns pesquisadores tem questionado a auséncia de reproducao
sexuada no ciclo da Giardia, utilizando algumas evidéncias como base: a) na
presengca de genes meidticos (MELO et al., 2008; RAMESH et al., 2005); b) na
evidéncia de troca genética entre isolados (TEODOROVIC et al, 2007; COOPER et
al, 2007); c) na evidéncia citolégica de fusdo nuclear e transferéncia de material
geneético (POXLEITNER et al., 2008). Essa discussao ainda tem muitas questées em
aberto, e novos estudos irdo permitir uma reavaliacao da taxonomia e epidemiologia,
e também sobre a origem da meiose e a recombinacdo sexual em eucariotos
(CACCIO e SPRONG, 2010).

A transmissao da giardiase ocorre por via fecal-oral, sendo a infeccdo causada
pela ingestdo de cistos presentes nos alimentos, na agua ou no ambiente,
contaminados com fezes (THOMPSON, 2004). A dose infectante varia de 10 a 100
cistos (RENDTORFF, 1954 apud WRIGHT, 2012). Uma vez que o tratamento de
agua convencional é pouco eficaz na inativagao dos cistos, este meio se torna um
importante veiculo de transmisséo, seja pelo consumo de bebidas preparadas com
agua contaminada, ou pela contaminagdo acidental durante as atividades
recreativas (SMITH, 2006; CARMENA, 2007). A transmissdo direta de pessoa a
pessoa tem importancia, principalmente, na disseminacao do parasito entre criancas
que frequentam creches e escolas, onde uma crianga contaminada pode ser a fonte
de transmissdo para outras criangas e seus familiares, além de contaminarem o
ambiente (THOMPSON, 2000).

No que se refere a sintomatologia, a infec¢do por Giardia apresenta um amplo
espectro clinico, que varia desde individuos assintomaticos até pacientes
sintomaticos que podem apresentar um quadro de diarreia aguda e autolimitante, ou
um quadro de diarreia persistente. A primo-infecgdo pode provocar uma diarreia do
tipo aquosa, explosiva, de odor fétido, acompanhada de gases com distenséo e
dores abdominais. Nas infeccbes crbnicas, os sintomas podem persistir por muitos
anos, manifestando-se com episodios de diarreia intermitente, continua ou
esporadica, podendo ser acompanhada por esteatorréia, perda de peso e problemas
de ma absorcao (THOMPSON, 2000). O maior impacto clinico da infeccao por
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Giardia tem sido observado em individuos malnutridos, imunocomprometidos e em
criangas. Nessas Ultimas, as complicacdes decorrentes da giardiase, como a diarreia
persistente e a ma absorcao intestinal, podem comprometer o desenvolvimento
fisico e cognitivo (BERKMAN, 2002).

A patogenia da Giardia ndo esta completamente elucidada. Em 2005 Muller e
Von Allmen reuniram em uma revisao possiveis mecanismos da patogénese que
estdo sendo mais abordados pelos pesquisadores, se destacando: a reducdo da
atividade de enzimas intestinais, como as proteinases e dissacaridases; a atrofia das
vilosidades e danos nas microvilosidades; o0 aumento da permeabilidade epitelial e a
inflamacdo da mucosa. Esse protozoario pode provocar alteragées morfoldgicas e
fisiolégicas no epitélio intestinal sem que haja invasao tecidual ou celular. Sabe-se
que os trofozoitos desse parasito apresentam uma variedade de substancias
potencialmente tdxicas, dentre as quais se destacam proteinas e lectinas que podem
ser as responsaveis pelo dano no epitélio intestinal (MULLER e VON ALLMEN,
2005).

1.2.3. Epidemiologia

A giardiase tem distribuicdo global, sendo um dos parasitos mais comumente
relacionados com a diarreia em humanos. Os dados mais recentes da OMS datam
de 1996 quando foi estimado que havia 200 milhbes de pessoas com giardiase
sintomatica no mundo e 500 mil novos casos registrados anualmente na Asia, Africa
e América Latina, sendo a vasta maioria em criangas.

Em 2004, juntamente com o Cryptosporidium, a Giardia foi incluida no grupo
“Iniciativa de Doencas Negligenciadas” da OMS (“Neglected Diseases Initiative”).
Este grupo é formado por doengas parasitarias, bacterianas e virais que acometem
principalmente paises em desenvolvimento, onde a pobreza, o clima e a falta de
acesso a servicos essenciais influencia a sua disseminacdo. Em conjunto, essas
doencas sdo um problema global crescente que compromete as pessoas infectadas,
diminuindo sua capacidade de aproveitar oportunidades de desenvolvimento
socioeconémico (SAVIOLI et al., 2006).
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A ampla distribuicdo deste parasito esta relacionada a resisténcia da forma
infectante no ambiente. O cisto permanece infectante por periodos que variam de
acordo com algumas caracteristicas do ambiente onde se encontra. Pode sobreviver
por meses em locais umidos e fresco. Na agua de torneira permanece viavel por 56
dias de 0°C a 4°C e por 14 dias de 20°C a 28°C. Em rios, lagos e mares varia entre
84 a 28 dias, 56 a 28 dias e 65 dias, respectivamente (ERICKSON e ORTEGA, 2006
apud FENG e XIAO, 2011). Tendo em vista a importancia da agua na transmissao
da giardiase, a Portaria n° 2.914/2011 do Ministério da Saude que dispbe sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da &gua para consumo
humano e seu padréo de potabilidade inclui o monitoramento de cistos de Giardia
no(s) ponto(s) de captacdo de agua quando for identificada média geométrica anual
maior ou igual a 1.000 Escherichia coli/100mL (BRASIL, 2011).

Segundo Baldursson e Karanis (2011), entre janeiro de 2004 e dezembro de
2010 foram registrados, pelo menos, 199 surtos de doengas provocadas por
protozoarios em humanos com transmissdo por via hidrica. Cerca de 46% dos surtos
documentados ocorreram no continente australiano, 30,6% na América do Norte e
16,5% na Europa. A Giardia ocupou a segunda posicao, sendo o responsavel por
35,2% dos surtos, ficando atras apenas do Cryptosporidium (60,3%). Devido a falta
de um sistema de registro sistematico acerca da giardiase nos paises em
desenvolvimento, pouco se sabe sobre surtos nesses locais impossibilitando uma
visdo mais clara sobre os indices epidemiologicos.

Embora tenha distribuicao global, a frequéncia de giardiase humana nao é
homogénea entre os paises. Considerando os paises desenvolvidos, pesquisas
relataram taxas de infecgédo de 1,3% no Reino Unido (DAVIES et al., 2009), 1,4%
nos Estados Unidos (CHURCH et al., 2010), 3,7% em Portugal (ALMEIDA et al.,
2006), 4% na Bélgica (GEURDEN et al., 2009). Nos paises em desenvolvimento,
nos quais as condicdes sanitarias e socio-econdémicas ainda apresentam uma série
de deficiéncias, essa taxa tende a ser mais elevada. Estudos recentes relataram
taxas de 34,6% no Egito (FORONDA et al., 2008), 40,7% na Uganda (JOHNSTON et
al., 2010), 20% a 70,3%; no Nepal (EASOW et al., 2005; RAI et al., 2005) 15,2% na
Colémbia (CHAVES et al., 2007), 23,8% no Peru (CORDON et al., 2008), 12,6% na
Venezuela (DEVERA et al., 2010), 6,9% a 46,4% na Argentina (MOLINA et al., 2011;
GAMBOA et al., 2011; BASUALDO et al., 2007).
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No Brasil, estudos isolados tém apresentado frequéncias de giardiase variando
entre 4,4% e 51,8%. Em Sao Paulo foram relatadas frequéncia entre 5% e 26,8%
(FERREIRA e ANDRADE, 2005; DE CARVALHO et al., 2006; MINE e ROSA, 2008);
no Espirito Santo, 15,9% (BELINELO et al., 2011); em Minas Gerais entre 19,2% e
51,8% (MACHADO et al., 2008; GONCALVES et al., 2011; SANTOS et al., 2012), no
Rio Grande do Sul, 24% (BASSO et al., 2008); em Goiania 9,9% (PEREIRA et al.,
2007); no Parque Indigena do Xingu, 38,2% (ESCOBAR-PARDO et al., 2010); no
Mato Grosso do Sul, 14,8% (GOMES et al., 2010); no Amazonas 4,4% e 17,4%
(BOIA et al., 1999; MONTEIRO et al., 2009); no Ceara, 27,4% (NEWMAN et al.,
2001). Fica claro que, apesar do nivel de endemicidade variar, a frequéncia de
giardiase no Brasil ainda é muito elevada, se configurando como um sério problema
de saude publica.

A maior parte desses estudos tem sido realizada em ambientes escolares ou
em creches, onde também sao encontiradas as taxas mais elevadas. Esses
ambientes favorecem a disseminacao da Giardia devido a aglomeragao de criangas,
ao contato interpessoal, a vulnerabilidade natural dessa faixa etéria, e muitas vezes,
as condicoes inadequadas de higiene (NESTI e GOLDBAUM, 2007). Dentro dessas
instituicdes foram identificados alguns fatores de risco como o hébito de beber agua
nao filtrada ou fervida e lavar as maos s6 com agua, da mesma forma que o habito
de beber agua filtrada, lavar as maos com agua e sabao, além de realizar exames
de fezes periodicamente foram apontados como fatores de protecao (SANTOS et al.,
2012). Em 1997, Ferson relatou que a incidéncia de diarreia infecciosa é maior em
criangas que frequentam creches, em relacéo as que nao frequentam.

Em Salvador, Barreto e cols. (2009) realizaram um estudo avaliando os
resultados do Programa de Saneamento Ambiental da Baia de Todos os Santos
(Bahia Azul), introduzido em 1997, sobre a giardiase em criancas de sete a 14 anos,
mostrando que sua prevaléncia reduziu de 14,1%, em 1997/98, para 5,3%, em
2003/04. Em 2003 Prado e colaboradores apontaram quatro fatores de risco
determinantes desta frequéncia alta: auséncia de coleta de lixo domiciliar, nUmero
de criangas menores de cinco anos de idade residindo no mesmo local, presenca de
esgoto a céu aberto proximo da residéncia e auséncia de banheiro. Em 2007,
analisando alunos do ensino fundamental, entre seis e 16 anos, Seixas e cols.

(2011) relaram uma frequéncia de 12%, apontando que alguns estratos da
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populacao soteropolitana ainda apresentam altos indices de giardiase depois da
implantagéo do Programa Bahia Azul.

Tendo em vista que a Giardia ndo infecta apenas humanos, muitos
pesquisadores vém analisando a frequéncia desse parasito em animais,
principalmente nos de convivio humano. Em caes e gatos a maior parte dos relatos
de frequéncia se encontra abaixo de 50%, entretanto ha casos nos quais 100% dos
animais examinados estavam infectados. Em animais de fazenda, como ovinos,
suinos e bovinos essas taxas variam de 0,1% a 55,6%. O impacto do potencial
antropozoonético, assim como zooantroponético, tem sido amplamente discutido
com base em ferramentas de biologia molecular (THOMPSON, 2004; CACCIO e
RYAN, 2008; PLUTZER et al, 2010; FENG e XIAO, 2011).

1.2.4. Diagnéstico

O diagnéstico da giardiase inicialmente é baseado em sinais e sintomas
clinicos e confirmado pela presenca de cistos e/ou trofozoitos nas fezes (JULIO et
al., 2012). Historicamente, a Giardia é detectada através do exame microscoépico,
seja direto ou precedido por métodos de concentracdo e/ou coloracdo. Os
trofozoitos s&o pesquisados através do exame direto em fezes diarreicas, enquanto
a deteccao dos cistos é otimizada através de métodos de concentracao, como o
Faust (centrifugo-flutuacdo em solucdo concentrada de sulfato de zinco) e a
sedimentacao por centrifugagdo. Os esfregacos podem ser corados com
hematoxilina férrica ou iodeto de lugol, sendo este ultimo o mais utilizado (VIANA e
SOGAYAR, 2011).

A microscopia apresenta como vantagens a possibilidade de deteccéo
simultanea de varios parasitos, 0 baixo custo e a facilidade de execucédo, desde que
o0 examinador seja experiente (CLSI, 2005). No entanto, devido a intermiténcia da
eliminacao de cistos, a eficiéncia diagnostica do exame parasitolégico fica limitada
no caso da giardiase. Castanho e Furtado (1981 apud GARCIA et al., 2006),
acompanhou por 30 dias um grupo de 14 pacientes portadores de giardiase,
realizando exames diarios, e observou 30% de resultados falsos negativos, e
variacoes elevadas na quantidade de cistos, havendo casos de exames positivos
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com mais de 9 x 10° cistos por grama de fezes, intercalados com varios exames
negativos. Esses dados confirmaram a variacao diaria irregular no numero de cistos
nas fezes, e consequentemente uma elevada média de exames parasitologicos com
resultados falsos negativos para Giardia.

Buscando reduzir o impacto da variacdo da eliminagdo de cistos, muitos
pesquisadores tem mostrado que a analise microscopica apresenta uma melhor
sensibilidade quando sao examinadas trés amostras coletadas em dias alternados
(NAZER et al., 1993; HIATT et al., 1995; CARTWRIGHT, 1999).

O exame microscépico € considerado o “padrao-ouro” na deteccéo de parasitos
nas fezes. No entanto, a auséncia de cistos e trofozoito de Giardia ndo exclui a
infeccdo (SAVIOLI et al., 2006). Estudos tém mostrado variagbes na sensibilidade
deste método raramente atingindo 90% (DUQUE-BELTAN et al., 2002). Em 1994,
Scheffler e Van Etta, documentaram 74% de sensibilidade na analise microscopica
em relacdo ao Ensaio Imunoadsorvente Ligado a Enzima (ELISA). Mank e cols.
(1997) analisaram 366 pacientes através da microscopia e do ELISA e observou,
para a microscopia, uma sensibilidade de 80% quando apenas uma amostra foi
examinada e de 96,4% quando foram examinadas duas amostras. Prasertbun e
cols. (2012) analisando 130 amostras de criangas encontrou uma frequéncia de
giardiase quatro vezes maior ao utilizar Reacdo da Polimerase em Cadeia
(Polymerase Chain Reaction - PCR) em tempo real, em comparacdo com métodos
microscépicos. Elsafi e cols. (2013), comparando com um método imunolégico e
com a PCR em tempo real, obtiveram na microscopia uma sensibilidade de 85,7%.

A analise do fluido duodenal ou de fragmentos de biopsia jejunal, pode ser
considerada como um recurso extra no diagnéstico da Giardia em alguns casos
especificos (VIANA e SOGAYAR, 2011).

Buscando atingir melhores resultados, e reduzir o desconforto do paciente,
como coletas mdultiplas, ou até mesmo invasivas, foram desenvolvidas técnicas
imunolégicas, como imunofluorescéncia e ELISA, com dois enfoques diferentes:
deteccdo de anticorpos séricos anti-Giardia e detecgdo de antigenos nas fezes. A
deteccado de anticorpos séricos nao apresentou bons resultados. Haralabidis (1984)
observou reacdes cruzadas no ELISA com Toxoplasmagondii, Sarcocystis,
Leishmania donovani, ténias, dentre outros. Comparando os resultados do exame
parasitolégico de fezes em trés amostras com a pesquisa de anticorpos anti-Giardia

por ELISA e imunofluorescéncia indireta, Guimardes e Sogayar (2002) puderam
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observar que esses testes ndo mostraram concordancia satisfatéria com o exame de
fezes, no entanto apresentaram uma prevaléncia da soropositividade bastante alta
que pode ser atribuida a reacdes cruzadas ou exposicao prévia a Giardia.

A deteccdo de coproantigeno tem se mostrado uma boa alternativa no
diagnéstico da Giardia. Atualmente existem alguns Kits de ELISA disponiveis
comercialmente, como por exemplo, 0 Wampole Giardia 1l (TECHLAB, Blacksburg,
VA, USA) que detecta o Antigeno de Parede do Cisto 1 (COWP1) (BOONE et al,
1999), e afirma ter 100% de sensibilidade e especificidade.

Rodriguez-Ulloa e Rivera-Jacinto (2011), encontraram 89,8% e 94,4% de
sensibilidade e especificidade, respectivamente, na avaliacdo de um kit de ELISA
comercial comparado com a técnica de sedimentagdo espontanea em tubo. Shunk e
cols. (2001), também comparando com a microscopia relataram 100% de
sensibilidade e 99,6% de especificidade, considerando como falsos-positivos 0s
resultados nos quais a Giardia foi detectada apenas pelo ELISA. Ao comparar com a
imunofluorescéncia direta, Al e cols. (2006), observou para o ELISA, uma
sensibilidade e especificidade em torno de 88%, um valor preditivo positivo de 81,1%
e um valor preditivo negativo de 22,2%. Apesar dos bons resultados apresentados,
alguns desses pesquisadores ndo indicam a utilizacdo desses kits na rotina, uma
vez que eles ndao detectam outros parasitos simultaneamente e apresentam um
custo elevado em relacdo ao exame parasitoldgico de fezes.

Além do ELISA, tém surgido novos testes imundlogicos para pesquisa de
coproantigenos de Giardia, que visam rapidez e praticidade no diagnostico,
utilizando imunocromatografia, como o ImmunoCard STAT (Meridian Bioscience,
Inc.) capaz de detectar Giardia e Cryptosporidium em um Unico teste, e o Triage
(BIOSITE Diagnostics, San Diego, EUA) que além da Giardia e do Cryptosporidium,
também detecta amebas do complexo Entamoeba histolytica/dispar (GARCIA et al.,
2000; ELSAFI et al., 2013).

Mais recentemente, surgiram as técnicas moleculares baseadas na
amplificagdo do DNA do protozoario, dentre as quais se destaca a PCR, que tem se
mostrado um método altamente sensivel e especifico permitindo a deteccao do DNA
da Giardia diretamente da amostra fecal. (AMAR et al., 2002; BERTRAND et al.,
2004). Segundo Verweij e cols (2003) o DNA de 0,5 Giardia € a detecgdo limite da
PCR. No entanto, um resultado negativo ndo descarta a presencga do parasito, uma
vez que a PCR pode sofrer interferéncia de inibidores presentes nas fezes. Essa
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metodologia tem sido muito utilizada em estudos epidemiolégicos (CACCIO e RYAN,
2008).

A PCR convencional € uma técnica qualitativa e a revelagdo do seu produto
depende da realizagdo de uma eletroforese, tornando-o um método laborioso e
demorado. Em contrapartida, a PCR em Tempo Real permite a quantificacdo do
DNA amplificado e o monitoramento de cada ciclo durante a amplificacéo,
possibilitando a visualizagdo imediata do resultado, e reduzindo o risco de
contaminacdao, uma vez que ndao ha a necessidade de processamento e analise
eletroforética dos amplicons (BERTRAND et al., 2004).

Atualmente muitos pesquisadores tém focado no formato Multiplex da PCR em
Tempo Real, capaz de detectar organismos diferentes utilizando diferentes sondas e
fluoréforos distintos. Ensaios tém utilizado esta metodologia na deteccédo simultanea
de Giardia duodenalis, Cryptosporidium e Entamoeba histolytica (VERWEIJ et al.,
2004; TEN HOVE et al, 2007; NAZEER et al., 2013).

Apesar das vantagens, as ferramentas de biologia molecular ndo tém sido
utilizadas no diagndstico rotineiro das parasitoses por demandar aparelhagem e
reagentes caros, além de profissionais capacitados.

Diante da importancia clinica da giardiase, principalmente como uma das
principais causas de desordens entéricas em criangas, € imprescindivel que seu
diagnostico seja realizado corretamente. Entretanto as metodologias mais sensiveis,
também sdo as mais caras, sendo necessdria uma analise mais detalhada do custo-

beneficio de sua utilizacao na rotina clinica.

1.2.5. Caracterizacao molecular

Além da importancia na taxonomia e no diagndstico, as técnicas moleculares
baseadas em PCR também tém sido empregadas em estudos epidemioldgicos
abordando a distribuicdo de gendtipos, a origem de transmissao e a associacao com
a clinica (FENG e XIAO, 2011).

A PCR, associada a outras técnicas como a RFLP e o sequenciamento, tornou
possivel a realizacdo da caracterizagdo molecular diretamente dos isolados, sem a
necessidade do isolamento e cultivo in vitro (HOPKINS et al., 1997; THOMPSON,
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2004). Isso produz resultados mais fidedignos, uma vez que as culturas podem
selecionar o desenvolvimento de determinados gendtipos do parasito, sendo que
aproximadamente 50% dos isolados de Giardia duodenalis sao refratarios ao cultivo
in vitro (HAUTUS et al., 1988; KASPRZAK e MAJEWSKA, 1985). Desta forma, a
caracterizacdo direta dos isolados de Giardia tem favorecido a resolucdo de
questdes importantes como a presenga de misturas de gendtipos, a influencia da
variabilidade genética no curso normal da infeccao e a correlagao entre genétipos e
hospedeiros ou patogenicidade (HOMAN et al., 1998).

Seis genes tem sido utilizados em estudos de caracterizacao genética da
Giardia, sendo eles o genes correspondente a proteina beta-giardina (B-giardina), a
enzima glutamato desidrogenase (gdh), a sub-unidade menor do RNA ribossémico
(SSUrRNA), a enzima triose fosfato isomerase (tpi), ao fator de elongacao alfa (ef1a)
€ mais recentemente, a regido espacgadora intragénica (IGS) do rRNA (BARUCH et
al., 1996; CACCIO et al., 2002; READ et al., 2004; FENG e XIAO, 2011).
Atualmente, tem-se utilizado com mais frequéncia a amplificacdo dos genes (3-
giardina, gdh, e tpi, seguido do sequenciamento ou RFLP.

O gene B-giardina codifica uma proteina da familia das giardinas, que sao
proteinas estruturais especificas da Giardia, presentes no seu citoesqueleto (ADAM,
2001). Segundo o protocolo estabelecido por Caccié e colaboradores (2002) é
possivel diferenciar os genétipos A, B e E, e os sub-genétipos Al e All/Alll utilizando
a PCR-RFLP. O mesmo grupo propds um novo protocolo em 2005 capaz de
distinguir os gendtipos A, B, C, D, E e F (LALLE et al., 2005).

A enzima glutamato desidrogenase (Gdh) é integrante do metabolismo
energético, sendo a responsavel pela manutengédo do potencial redox intracelular. O
gene codificante dessa enzima apresenta copia unica no genoma da Giardia (YEE e
DENNIS, 1992; ADAM, 2001) e apresenta alto grau de polimorfismo permitindo
diferenciar os isolados Al, All, BIll, BIV, C, D e E através da PCR-RFLP (READ et
al., 2004).

Outro alvo frequente da PCR-RFLP é o gene que codifica a enzima triose
fosfato isomerase (tpi) capaz de diferenciar os gendtipos A e B e os subgendtipos Al
e All (AMAR et al., 2002).

A escolha do marcador depende do objetivo do pesquisador e dos
equipamentos e reagentes disponiveis. Atualmente tém sido muito utilizado a
combinacgao entre dois genes pra garantir a veracidade dos resultados.
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Com a evolucado do conhecimento sobre as diferencas génicas de isolados
previamente caracterizados com o gendtipo A e B, foi possivel identificar subgrupos
distintos, dentre os quais se destacam Al, All, Blll e BIV (MONIS et al., 2003). O
subgendtipo Al foi encontrado em humanos e animais, enquanto o subgendtipo All
foi, predominantemente, isolado em humanos. Recentemente, foi reconhecido o
subgendtipo Alll, que até o presente nao foi associado a infeccdo humana, sendo
que as evidéncias indicam que seja especifico de mamiferos ungulados,
predominando nas espécies silvestres (SPRONG et al., 2009). Os subgendtipos Blll
e BIV tém sido identificados em amostras fecais obtidas de humanos, caes, gatos,
cavalos, bezerros e animais silvestres (MONIS et al., 2003; SPRONG et al., 2009).
Outros dois subgendtipos, BS1 e BS6, foram identificados recentemente por Lalle e
colaboradores (2009), em amostras fecais obtidas de individuos de uma populacéo
originaria do Saara Ocidental.

Segundo Feng e Xiao (2011), em uma revisdo com a caracterizacao molecular
por PCR, em mais de 4.000 isolados de G. duodenalis em humanos, demonstrou
que quase exclusivamente, somente os gendtipos A e B estdo associados com
infeccdo em humanos. A distribuicao destes gendtipos varia muito de um pais para o
outro, ou até mesmo entre regidbes de um mesmo pais. Contudo, os fatores
responsaveis pela variabilidade geografica, ainda ndo foram elucidados, mas é
provavel que esta variacao esteja associada as vias de transmissao.

Em alguns paises como Uganda (JOHNSTON et al, 2010), Blangadesh
(HAQUE et al., 2005), Arabia Saudita (AL-MOHAMMED, 2011), Peru (CORDON et
al., 2008), e Etidépia (GELANEW et al., 2007), os estudos reportam a predominancia
do gendtipo A. No entanto, uma maior prevaléncia de infecgdes humanas pelo
genodtipo B foi observada por pesquisadores na Australia (READ et al., 2002),
Canada (GUY et al., 2004), India (NG et al., 2005), Portugal (ALMEIDA et al., 2006),
Suécia (LEBBAD et al.,, 2011), Tailandia (TUNGTRONGCHITR et al., 2010),
Argentina (MINVIELLE et al., 2008). Segundo os pesquisadores Caccid & Ryan
(2008), o gendtipo B parece ser o mais predominante em diferentes regides, todavia
ainda nao ha evidéncias suficientes que comprovem este fato.

No Brasil hd poucos estudos descrevendo a distribuicdo dos gendtipos de G.
duodenalis em humanos. No Rio de Janeiro, Volotao e cols. (2007) identificaram
apenas o0 genotipo A, sendo a maioria classificada como All. Em S&o Paulo, a

analise de cinco isolados de trofozoitos axénicos apresentou os mesmos resultados
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obtidos no Rio, apenas genoétipo A, e a maioria All (CORADI et al., 2011). Em
Fortaleza, Kohli e cols. (2008) amplificaram 58 isolados, dentre os quais o gendétipo
B foi encontrado em 74,1%, o gendtipo A em 15,5% e infec¢cdes mistas (A + B) em
10,3%. Em Minas Gerais foi encontrado apenas o genétipo B (SANTOS et al., 2012).
Em animais, foram identificados os genétipos C e D em céaes (PAZ e SILVA et al.,
2012a), E e Al em gado leiteiro (PAZ e SILVA et al.,, 2012b) e somente Al em
macacos (VOLOTAO et al., 2008).

A ocorréncia do mesmo genoétipo de Giardia duodenalis em humanos e outros
animais tem sido demonstrada em varios estudos. Tais dados s&o indicativos do
potencial zoonético, no entanto ndo comprovam a ocorréncia dessa via de
transmissdo, sendo necessario investimentos em pesquisas epidemiolégicas
utilizando técnicas avancadas de biologia molecular com foco na dindmica de
transmissdo entre seres humanos e animais que vivem na mesma casa ou em locais
de foco endémico (FENG e XIAO).

Varios pesquisadores tém abordado a associacdo entre os gendtipos de
Giardia duodenalis e a clinica desenvolvida pelo paciente. Alguns tém associado a
presenca de sintomatologia com o gendtipo B (GELANEW et al., 2007; PELAYO et
al., 2008; MOHAMMED MAHDY et al., 2009; AI-MOHAMMED, 2011), enquanto
outros com o genétipo A (READ et al., 2002; HAQUE et al., 2005; SAHAGUN et al.,
2008). Esses resultados discrepantes levantam a necessidade de novos estudos
sobre o assunto.

Alguns trabalhos tém focado na resisténcia dos gendétipos, como Bénéré e cols.
(2011) que avaliaram a susceptibilidade intrinseca ao 6xido nitrico (NO) de
trofozoitos dos genétipos Al, All, B e E, sob condi¢des de cultura axénica. Segundo
suas conclusdes os trofozoitos do gendtipo B e E apresentaram susceptibilidades
comparaveis, sendo, no entanto, marcadamente superior a dos subgenétipos Al e
All. Nesse ambito, ainda sao necessarias muitas pesquisas para elucidar padroes de
resisténcia e seus mecanismos associados ao gendtipo.

Resumidamente, a caracterizacdo molecular da Giardia duodenalis contribui
para um melhor entendimento da taxonomia, por evidenciar a variabilidade genética
intraespecifica e da epidemiologia, uma vez que auxilia a compreensao da dinamica
de transmissdo desse parasito, assim como da especificidade dos genoétipos a um
hospedeiro e do potencial zoondtico da giardiase. Além disso, contribui para o

conhecimento de uma possivel associacdo entre o quadro clinico de uma
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determinada infeccdo e o gendtipo por ela responsavel. Embora existam diversos
trabalhos sobre genotipagem de isolados de Giardia duodenalis em amostras
humanas, no Brasil esse tipo de pesquisa ainda é escasso, sendo este o primeiro

trabalho desenvolvido na Bahia.
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2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar a etiologia das infeccbes enteroparasitarias em diversos grupos
pediatricos, utilizando diferentes técnicas de diagnéstico, e caracterizar os genétipos
de Giardia duodenalis isolados de criangas de creche.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar os enteroparasitos mais frequentes em diferentes grupos de
criangas: (1) de creche, (2) com diarreia, (3) pacientes oncolégicos e (4)
pacientes desnutridos, utilizando diferentes técnicas de diagndstico

parasitolégico;

e Associar as infec¢des parasitarias com quadros de diarreia;

e Avaliar e comparar as especificidades e sensibilidades de execucao de
diferentes técnicas para o diagnéstico de Giardia duodenalis;

e Caracterizar os genoétipos dos isolados de Giardia duodenalis nas amostras

das criancas de creche.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo é um trabalho de corte transversal, observacional, realizado
no Laboratério de Pesquisa em Parasitologia na Faculdade de Farméacia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA).

3.1.POPULACAO DE ESTUDO

A populagdo analisada nesse estudo foi composta por 824 criancas
selecionadas através da amostragem de conveniéncia, sendo distribuidas em quatro

grupos:

e 70 criangas com cancer atendidas na Sociedade de Oncologia da Bahia
(ONCO), e/ou hospedadas nas casas de apoio Grupo de Assisténcia a
Crianca com Cancer (GACC) e Nucleo de Apoio ao Combate do Céancer
Infantil (NACCI);

e 110 criangcas com desnutricdo energético-proteica grave, internadas na
Unidade Metabdlica do Centro Pediatrico Professor Hosannah de Oliveira
(CPPHO-UFBA);

e 151 criancas internadas devido a diarreia na Unidade Metabdlica CPPHO-
UFBA; e

e 493 criancas saudaveis atendidas pelas creches: 1) Mansdao do Caminho,
obra social do Centro Espirita Caminho da Redencéo, situada no bairro Pau
da Lima, e 2) Pupileira, administrada pela Santa Casa da Misericérdia,
situada no bairro Nazaré.
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Dentre as criangas com cancer foram excluidas todas que estavam na fase de
revisdo apos uma provavel cura. As criancas com desnutricado englobam todas que
foram internadas com o diagnéstico de desnutricdo energético-proteica grave,
independente da presenca de diarreia. O grupo de diarreia foi formado
exclusivamente por criangas internadas devido a diarreia que nao apresentavam
quadro de desnutricdo, doencgas oncolégicas ou outra patologia no momento do
internamento. E por ultimo o grupo de criangas saudaveis foi proveniente de duas
creches, e todas passaram por avaliacao médica atestando seu estado de saude,
sendo excluidas todas que apresentavam algum sintoma gastrointestinal ou alguma
doenca.

Para incentivar a participacdo das criancas nesse estudo, foram realizadas
palestras preliminares e abordagens individuais aos pais e responsaveis.

3.2.ASPECTOS ETICOS

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Secretaria Estadual de Saude
da Bahia (SESAB), e os pais ou responsaveis pelas criancas assinaram um Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexos A e B).

3.3.0BTENCAO DOS DADOS DEMOGRAFICOS, SOCIOECONOMICOS E
CLINICOS DOS GRUPOS ESTUDADOS.

Através da aplicacao de questionarios aos pacientes e seus responsaveis, e da
consulta aos prontuarios médicos, foram obtidos dados demograficos,
socioeconémicos e alguns dados clinicos.

Algumas informacdes foram coletadas de todos participantes, como género,
faixa etaria, renda, grau de escolaridade, condicdes sanitarias, contato com animais
e presenca de sintomas gastrointestinais. Outros foram especificos para cada grupo,
como: tipo de cancer e seu tratamento, grau da desnutricdo, tempo da diarreia,

dentre outros que serao citados nos resultados.
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Vinte e quatro (2,9%) questionarios ndo foram respondidos integralmente ou
por falta de conhecimento do entrevistado ou por opcédo de nao fornecer algumas
informacdées ou ainda pela falta da informagdo no prontudrio médico. Esses
questionarios incompletos foram provenientes de criangas com cancer (1), com

desnutricao (6), com diarreia (6) e de creche (12).

3.4.METODOS DE DIAGNOSTICO UTILIZADOS NA PESQUISA
ENTEROPARASITOS EM AMOSTRAS FECAIS

As amostras de fezes foram coletadas e processadas ainda frescas ou depois
de armazenadas até trés dias em geladeira. As amostras frescas foram submetidas
as seguintes técnicas diagnosticas (FIGURA 2): exame direto; método de
Baermann-Moraes (MORAES, 1948); cultura de fezes em placas de agar (CPA)
(INES et al., 2011); método de Faust e cols. (1938); método de concentragdo por
sedimentacao por centrifugacdo; método de coloracdo Ziehl-Nielsen modificado
(HENRIKSEN E POHLENZ, 1981); e pesquisa de coproantigenos de
Cryptosporidium sp., Giardia duodenalis e Entamoeba histolytica por ensaio
imunoenzimatico (ELISA; Wampole Cryptosporidium Il / Giardia Il / E. histolytica,
TECHLAB, Blacksburg, VA, USA). O ELISA foi realizado de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Quando, por questbes de ordem técnica, as amostras foram refrigeradas, o
exame direto, Baermann-Moraes e CPA nao foram realizados, por exigirem o
processamento de fezes frescas. O ELISA foi utilizado no diagnéstico em amostras
de 796 criangas, uma vez que 28 foram insuficientes para sua realizacdo. Dentre
essas 796 criangcas 70 eram do grupo de cancer, 98 de desnutricdo, 135 de diarreia
e 493 de creche. A PCR foi empregada apenas em 71 amostras de criancas de
creche com diagnéstico de giardiase em pelo menos uma das técnicas utilizadas

(parasitoldgico ou imunoldgico).
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Exame
Direto*
Baermann*
b Faust
( Diluicdo em |
FEzes formol/ N Lugol
n=824 filtracao Sedimentacio
por , .
centrifugacao Ziehl-Neelsen
CPA* mod.
| ELISA** (Giardia; E. histolytica;
Aliquota Cryptosporidium)
congelada ]

PCR Giardia***

Figura 2 — Protocolo do processamento das amostras fecais.
* Técnicas ndo aplicadas as amostras refrigeradas
** Técnica utilizada em 796 amostras
***Técnica aplicada a 71 amostras positivas para Giardia duodenalis isoladas de
criancas de creche.

3.5.COMPARAGCAO ENTRE TECNICAS DE DIAGNOSTICO DE Giardia
duodenalis EM AMOSTRAS FECAIS

O diagnéstico da Giardia duodenalis foi realizado através da microscopia, pelo
exame direto ou apds concentracdo das fezes por sedimentacao por centrifugacao
(SC) e pela centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco (Faust), como também pela
deteccéo de coproantigeno, utilizando o ELISA.

Para a comparacdo entre as técnicas diagnésticas, foram utilizadas 796
amostras, do total de 824 examinadas, uma vez que 28 foram insuficientes para a
realizacao do ELISA.

Tendo em vista as divergéncias entre resultados, de acordo com a metodologia
empregada para o diagnostico da infecgdo por Giardia duodenalis, dificultando a
determinacao de um método como padrao-ouro, no presente estudo a avaliacdo da
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sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN), coeficiente kappa e acuracia foi abordada de duas maneiras distintas:

e Avaliacdo do ELISA considerando a microscopia (SC+Faust) como
padrdao-ouro;

e Avaliagdo da microscopia (SC+Faust) e do ELISA considerando como
padrdao-ouro a juncdo de todos o0s métodos utilizados
(SC+Faust+ELISA), sendo positivas todas as amostras que foram
detectadas em pelo menos uma das técnicas.

A partir das amostras positivas para Giardia duodenalis, 71 (com diagndstico
obtido por diferentes combinacbées entre os métodos microscopico e imunoldgico)
foram submetidas a técnica de biologia molecular, a PCR, com o objetivo de avaliar
os resultados encontrados inicialmente. Desse total, trés foram positivas apenas na
microscopia, 20 somente no ELISA e 48 em ambos os métodos. A metodologia
utilizada na realizagao da PCR esta descrita no proximo topico.

3.6. CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE Giardia duodenalis
PROVENIENTES DE CRIANGCAS DE CRECHE

Para determinagédo dos genétipos de G. duodenalis, os genes B-giardina e gdh
foram analisados por PCR-RFLP, de acordo com o esquema apresentado na figura
3.

Setenta e uma amostras fecais positivas para G. duodenalis, oriundas das
criangas de creche, foram estocadas a -20°C sem preservativos para a extragdao do
DNA e posterior realizagdo da PCR. Em seguida, foi realizada a digestdo dos
amplicons com endonucleases para andlise do polimorfismo do fragmento de

restricdo (RFLP) e revelagcao por eletroforese em gel de agarose.
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71 Amostras positivas
para Giardia duodenalis

[ Extracdo do DNA ]

[ PCR B-giardina (511 pb) ] [ PCR Gadh (432 pb) ]
RFLP — Hae Il RFLP — Nia IV
| A | B, C, Al All n
DouE C,DouE
[ PCR B-giardina (384 pb) ] RFLP - Rsa / ]

Figura 3 — Esquema da caracterizacao molecular da Giardia duodenalis.

3.6.1. Extracao do DNA genémico

A ruptura dos cistos de Giardia duodenalis e a purificagdo do DNA foi realizada
empregando o Kit QlAamp DNA mini kit stool (Qiagen GmbH. Germany) de acordo
com as instrugbes do fabricante, porém com modificagdo na etapa de eluigdo, na
qual foi utilizado apenas 100 pL do tampéao (AE Buffer) e ndo 200 uL como preconiza
o fornecedor.

A maioria dos trabalhos que realizam PCR de Giardia relata a necessidade de
uma etapa de lise adicional a indicada pelo fabricante, devido a dificuldade de
rompimento da parede cistica (CACCIO et al., 2002; VOLOTAO et al., 2007). Neste
sentido, foi alterada apenas a etapa de lise celular, onde foi realizada uma
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incubacao de dez minutos a 95°C, ao invés de cinco minutos a 70°C como indica o
fabricante, a fim de facilitar a ruptura dos cistos.

3.6.2. Reacao da Polimerase em Cadeia — PCR

3.6.2.1. Amplificacdo do fragmento de 511 pares de bases (pb) do gene
B-giardina

A amplificagdo da sequéncia de 511 pb do DNA correspondente ao gene (3-
giardina foi realizado através de um nested-PCR (nPCR) (CACCIO et al, 2002 e
LALLE et al, 2005)

Inicialmente uma reacdo de PCR gerou um amplicon de 753 pb com base no
protocolo criado por Caccid e colaboradores (2002) utilizando as seguintes

sequéncias iniciadoras (primers):

e Direto (G7): 5'— AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC - 3'
e Reverso (G759): 5' — GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC - 3'

As reacOes da PCR foram realizadas com um volume final de 25uL. A mistura

reacional das reacdes foi composta por:

e 10 pmol de cada primer;

e 200uM de dNTPs;

e 1,5mM de MgCl,

e 25 Uda Taqg DNA polimerase

e 1x do PCR Buffer

e Agua ultrapura livre de RNase e DNase (gsp.); e
e 1L de DNA (Gendmico)

As reagbes foram feitas utilizando o termociclador MyCycler thermal cycler

(BioRad), segundo as condi¢des descritas no Quadro 4.



Quadro 4 — Ciclo da PCR do gene -giardina referente a amplificagao do fragmento de 753 pb.

Desnaturacao 35 Ciclos Extensao final
inicial Desnaturacao Anelamento Extenséo
942C - 5 min 94°C — 30 seg 65°C— 30 seg 70°C-60seg | 72°C —7 min
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A partir do amplicon de 753 pb foi realizada a reagdo secundaria (nested) (Lalle
et al, 2005), produzindo um fragmento de 511 pb utilizando os primers descritos
abaixo:

e Direto (G99): 5 — GAACGAACGAGATCGAGGTCCG — 3’
e Reverso (G609): 5 — CTCGACGAGCTTCGTGTT - 3

As reagbes da PCR foram realizadas com um volume final de 25ul, tendo a

mistura reacional a mesma composi¢ao utilizada na primeira reacdo. No Quadro 5

esta descrito as condi¢gdes da reagao secundaria.

Quadro 5 — Ciclo da PCR do gene -giardina referente a amplificacao do fragmento de 511 pb.

Desnaturacao 35 Ciclos Extensao final

inicial Desnaturacao Anelamento Extensao

95°C — 15 min 95°C — 30 seg 55°C— 30 seg 70°C-60seg | 72°C —7 min
3.6.2.1.1.  Amplificagdo do fragmento de 384 pb do gene B-giardina

Os DNAs das amostras que apresentaram padrdo de restricdo compativeis
com o gendtipo A, foram submetidas a um novo PCR para amplificacdo do
fragmento de 384 pb do gene B-giardina. A amplificacado desta sequencia de DNA foi
realizado através de uma reacdo de semi-nested-PCR (snPCR), partindo do
fragmento de 753 pb produzido na PCR primaria, segundo o protocolo proposto por
Caccio e cols. (2002). Essa segunda fase da analise molecular foi utilizada porque
na primeira etapa do protocolo, a PCR-RFLP do fragmento de 511 bp da B-giardina,
nao distingue os subgrupos do gendtipo A.
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Para amplificacdo do produto da reacdo semi-nested de 384 pb foram

utilizadas as seguintes sequéncias iniciadoras (primers):

e Direto (G376): 5'— CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA -3
e Reverso (G759): 5'— GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3'

As reacdes da PCR foram realizadas com um volume final de 25pL. A mistura
reacional das reagdes foi composta por:

e 10 pmol de cada primer;

e 200uM de dNTPs;

e 1,5mM de MgCI2

e 25 UdaTaqg DNA polimerase

e 1x do PCR Buffer

e Agua ultrapura livre de RNase e DNase (gsp.); e
e 1L de DNA (amplicon de 753 pb).

As reagbes foram feitas utilizando o termociclador MyCycler thermal cycler

(BioRad), segundo as condi¢6es descritas no quadro 6.

Quadro 6 — Ciclo da PCR do gene B-giardina referente a amplificagao do fragmento de 384 pb.

Desnaturagéo 35 Ciclos Extenséo final
inicial Desnaturacéo Anelamento Extenséo
94°C — 5 min 94°C — 30 seg 65°C— 30 seg 70°C- 60 seg 72°C — 7 min

3.6.2.2. Amplificagdo do DNA — gene gdh

A amplificacao da sequéncia de DNA correspondente ao gene gdh foi realizado
através de uma reacao de semi-nested-PCR (snPCR), segundo o protocolo proposto
por Read e cols. (2004).
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Para amplificacdo do fragmento de 432 pb foram utilizadas nas reagdes de
PCR e snPCR as seguintes sequéncias iniciadoras (primers), sendo Y= T+C e R=
A+G:

e Externo direto (GDHeF): 5-TCAACGTYAAYCGYGGYTTCCGT-3'
e Externo Reverso (GDHIR): 5-GTTRTCCTTGCACATCTCC-3'

¢ Interno direto (GDHiF): 5'-CAGTACAACTCYGCTCTCGG-3'

¢ Interno Reverso (GDHIR): 5-GTTRTCCTTGCACATCTCC-3'

A primeira reacdo da PCR foi realizada com um volume final de 25 uL, e a
reacdo semi-nested com um volume final de 50 pL. A mistura reacional das reacdes

foi composta por:

e 12,5 pmol de cada primer;

e 200uM de dNTPs (GC: TA=3:1)

e 2,0 mM de MgCI2

e 1U da Taq DNA polimerase

e 1x do PCR Buffer

e Agua ultrapura livre de RNase e DNase (gsp.); e
e 1L de DNA Genbmico (Reacéao primaria)

e 1uL do 1¢ amplicon diluido 1:10 (Reacéo secundaria)

As reagbes foram feitas utilizando o termociclador MyCycler thermal cycler
(BioRad) segundo as condi¢cbes descritas no quadro 7. A Tag DNA polimerase,
juntamente com metade do PCR Buffer sé foram adicionados na reacdo apos a
desnaturacao inicial, com o objetivo de evitar a amplificagdo inicial de produtos
inespecificos.

Quadro 7 — Ciclo da PCR do gene Gdh.

Desnaturagéo 40 Ciclos Extenséo final
inicial Desnaturacéo Anelamento Extenséo
94°C — 5 min 94°C — 30 seg 65°C— 20 seg 72°C— 45 seg 72°C — 7 min




56

3.6.3. Analise do polimorfismo do fragmento de restricao (RFLP)
3.6.3.1. RFLP do amplicon de 511 pb do gene B-giardina
O produto do nPCR foi digerido em uma reacao final de 32 L, utilizando dez
microlitros do amplicon e 10 U da enzima Haelll, sendo incubado a 37°C overnight.

O quadro 8 apresenta os tamanhos especificos dos fragmentos de DNA esperados
para cada gendtipo.

Quadro 8 — Padrao dos fragmentos de restricdo gerados pela enzima Haelll do produto de 511 pb

do gene B-giardina.

Enzima de restricao | Haelll Referéncia
A 201, 150, 110 e 50 Lalle et al., 2005
Fragmentos que [ B 150, 117, 110, 84 e 26 Lalle et al., 2005
identificam os C 194, 150, 102, 50 e 15 Lalle et al., 2005
genotipos D 200, 194 e 117 Lalle et al., 2005
E 186, 150, 110, 26, 24 e 15 Lalle et al., 2005
F 186, 150, 110,50 e 15 Lalle et al., 2005

3.6.3.2. RFLP do amplicon de 384 pb do gene B-giardina

O fragmento de 384 pb produzido pela snPCR foi digerido em uma reacao final
de 32 pL, utilizando dez microlitros do amplicon e 10 U da enzima Haelll, sendo
incubado a 37°C overnight. O quadro 9 apresenta os tamanhos especificos dos
fragmentos de DNA esperados para cada genotipo.

Quadro 9 — Padrao dos fragmentos de restricdo gerados pela enzima Hhal, do produto de 384 pb
do gene B-giardina.

Enzima de restricao | Hhal Referéncia

Fragmentos que Al 193,104,700 e 17 Caccié et al., 2002
identificam os
subgenétipos All/Alll | 210, 70,70 e 34 Caccio et al., 2002
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3.6.3.3. RFLP do amplicon do gene gdh

O produto do snPCR foi digerido em uma reagdo com volume final de 32 pL,
utilizando dez microlitros do amplicon e 10 U da enzima NlalV (BspLl), sendo
incubado a 37°C overnight. Amostras indicando a presenca do gendtipo B, tiveram
0s amplicons também digeridos com uma segunda enzima, a Rsal, sob as mesmas
condicbes da primeira digestdo. Os Quadros 10 e 11 apresentam os tamanhos
especificos de cada gendtipo.

Quadro 10 — Padrao dos fragmentos de restricdo gerados pela enzima NlalV, do produto da snPCR
do gene gdh.

Enzima de restricao | NlalV Referéncia
Al 90,120 e 150 Read et al., 2004
All 70, 80 e 90 Read et al., 2004
Fragmentos que Bllle BIV | 120 e 290 Read et al.,, 2004
identificam os C 70, 120 e 190 Read et al., 2004
genotipos D 120 e 250 Read et al., 2004
E 80, 100 e 220 Read et al., 2004

Quadro 11 — Padrao dos fragmentos de restricdo gerados pela enzima Rsal, do produto da
snPCR do gene gdh.

Enzima de restricado | Rsal Referéncia
Fragmentos que BllI 130 e 300 Read et al., 2004
identificam os

subgenétipos BIV 430 Read et al., 2004

3.6.4. Eletroforese

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1%, utilizando um padrdo de peso molecular de 1Kb DNA. Os fragmentos de
restricao foram analisados em eletroforese em gel de agarose a 3%, utilizando
padrdao de peso molecular de 50 pb. A corrida da eletroforese foi realizada a 100
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volts por uma hora (gel a 1%) ou duas horas (gel a 3%). Todos os géis foram
corados em banho contendo solucdo de brometo de etidio em agua (1:50.000), por
20 ou 40 minutos para os géis a 1% ou 3%, respectivamente, descorados em agua e

revelados usando o transiluminador (Loccus Biotecnologia) sob luz ultravioleta (UV).

3.7.Processamento dos dados e estatistica

Os dados obtidos a partir de questionarios, dos prontuarios clinicos e
resultados dos exames realizados foram inseridos e analisados em bancos de dados
no programa SPSS for Windows versao 19. Os calculos estatisticos foram realizados
utiizando o programa GraphPad Instat (GraphPad Software,Inc., San Diego,
Califérnia, EUA). Os graficos foram construidos utilizando o programa Microsoft
Office Excel 2010 (Microsoft Corporation, EUA).

Para comparacdes entre os grupos nos quesitos caracterizagdo da populacéo,
sintomatologia, frequéncia de enteroparasitos e quantidade de parasitos por crianca
assim como, a associagao entre diarreia e enteroparasitos foram utilizadas tabelas
de contingéncia, analisando os grupos individualmente entre si, aplicando o teste
qui-quadrado (x?) e seu p valor associado, sendo considerado estatisticamente
significante quando o valor de p foi menor que 0,05.

Quando a associacao entre diarreia e enteroparasitos obteve significancia
estatistica, calculou-se a Odds Ratio (OR) com um intervalo de confianca de 95%.

A comparacdo entre os testes diagnosticos para Giardia duodenalis foi
realizada através da avaliagdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), coeficiente kappa e acuracia,
utilizando duas abordagens distintas, descritas anteriormente.

No que se refere a caracterizacdo molecular, foi comparada a frequéncia de
amplificac@o entre os genes B-giardina e gdh, e avaliada a distribuicado dos genétipos

e subgendtipos.
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4. RESULTADOS

4.1.CARACTERIZACAO DEMOGRAFICA E SOCIOECONOMICA DOS
GRUPOS ESTUDADOS

Foram incluidas no estudo 824 criancas formalmente autorizadas pelos pais
e/ou responsaveis para participar da pesquisa e que atenderam a solicitacao de
coleta da amostra de fezes. Das criangas incluidas no estudo 70 eram portadoras de
cancer, 110 estavam internadas com desnutricdo energético-proteica grave, 151
estavam internadas devido a diarreia e 493 eram criancas saudaveis atendidas
pelas creches Mansdo do Caminho (302) e Pupileira (191), sediadas na cidade de
Salvador, Bahia.

De acordo com as informacdes obtidas nos 800 questionarios respondidos na
integra, foi possivel caracterizar o perfil demografico, socioecondmico e sanitario dos
participantes (Tabela 1).

A distribuicdo do género foi relativamente homogénea entre os grupos, com
excecao dos pacientes internados por diarreia, que apresentaram uma frequéncia
maior de meninos (62,9%). O grupo de desnutricdo apresentou uma maioria discreta
do sexo feminino (54,3%). Quanto a idade, no geral, prevaleceram criancas abaixo
de cinco anos (91%). Os grupos com desnutricdo, com diarreia e de creche
seguiram este padrdao de idade, apesar de apresentarem diferencas entre si.
Contudo, o grupo de pacientes oncoldgicos apresentou uma maior heterogeneidade
na distribuicdo das criancgas por faixa etaria.

Mais de 92% dos participantes eram procedentes de areas urbanas, diferindo
apenas 0s pacientes com céancer, dentre os quais, 40,6% eram oriundos da zona
rural e 59,4% residiam em areas urbanas/periurbanas de cidades do interior da
Bahia. Os demais participantes do estudo habitavam areas urbanas de Salvador ou
regiao metropolitana.

A analise dos dados socioecon6micos revelou que mais de 30% dos pais e/ou
responsaveis ndo concluiram o ensino fundamental. Essa taxa chegou a 50% e
62,3% nos grupos de desnutricdo e cancer, respectivamente. Além disso, cerca de

68% das familias viviam com renda mensal inferior ou igual a um salario minimo.
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Dentre as familias dos pacientes com céancer esse percentual atingiu 84,3%,
ressaltando a situagcao de vulnerabilidade socioecondémica desse grupo (Tabela 1).

No que se refere as caracteristicas sanitarias, em 83% das residéncias haviam
sistema de esgoto, em 91,8% tinha banheiro com sanitario e lavatério para as maos
e 93,3% utilizavam agua encanada. Essas caracteristicas foram inferiores no grupo
de criangas com cancer, sendo 47,8%, 68,1% e 66,7%, respectivamente. Animais
domésticos estavam presentes em 30,8% dos domicilios de maneira geral, mas
analisando isoladamente, essa frequéncia foi maior que o dobro para o grupo de
criangas com cancer (66,7%), como observado na Tabela 1.

Ao se avaliar os dados demograficos, socioecondmicos e de condigcdes
sanitarias das criancas de duas creches distintas, ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significantes (dados ndo apresentados), e, portanto, € apresentado

como um unico grupo.
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Tabela 1 — Caracteristicas demograficas, socioeconémicas e sanitarias das criangcas
com diferentes condicdes clinicas avaliadas no estudo.

Caracterizacao da Cancer Desnutricao Diarreia Creche TOTAL
populacao n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Género
Feminino 32 (45,7) 60 (54,1)° 56 (37,1)® 235 (47,7)° 383 (46,4)
Masculino 38 (54,3 50 (45,9) 95 (62,9) 258 (52,3) 441 (53,6)
Faixa etaria
0 a4 anos 26 (37,1)™  98(89,2)*  133(88,1)® 493 (100)**® 750 (91)
5a 9 anos 25 (35,7)% 9 (8,1) 14 (9,3)° - 48 (5,8)
10 a 14 anos 11 (15,7)* 2(1,8)° 4 (2,6)° - 17 (2,1)
15 a 18 anos 8 (11,4)% 1(0,9)% - - 9(1,1)
Area de residéncia*
Urbana e Periurbana 41 (59,4) 85 (80,2) 138 (94,5)* 481 (100)* 745 (92,8)
Rural 28 (40,6) 21 (19,8) 8 (5,5) - 57 (7,1)
Grau de escolaridade do
responsavel*
Nenhum 6 (8,7)* 2(1,9)? 2(1,4)° - 10 (1,2)
Fundamental incompleto 37(53,6)*° 51 (48,1)° 41(28,1)* 133 (23,5 262 (32,7)
Fundamental completo 8 (11,6) 5 (4,6) 12 (8,2) 55 (11,4) 80 (9,9)
Ens. médio incompleto 8 (11,6) 14 (13) 26 (17,8) 92 (19,1) 140 (17,5)
Ens. médio completo ou 10 (14,5)*° 34 (32,4)* 65 (44,5)° 221 (45,9)° 330 (41,1)
superior
Renda familiar total*
<1 Salario minimo 59 (84,3)* 82 (77,6)™ 94 (64,4)*° 314 (65,3)™° 549 (68,4)
2 Salarios minimo 8 (11,4)® 18 (16,8) 38 (26)? 127 (26,4)° 191 (23,8)
>3 Salarios minimo 2(2,8) 6 (5,6) 14 (9,6) 40 (8,3) 62 (7,7)
Utiliza Agua encanada* 46 (66,7)™° 97 (91,5)° 141 (96,6)° 464 (96,5)° 748 (93,3)
Possui esgoto onde 33 (47,8)*° 72 (67,6)°° 125(85,6)* 436 (90,6) 666 (83)
reside*
Possui banheiro com piae 47 (68,1)®°  88(83,3)*" 128(87,7)*° 473(98,3)*® 736 (91,8)
sanitario*
Possui animal doméstico* 46 (66,7)®° 31 (28,2)* 49 (33,6)°  121(25,2)° 247 (30,8)

* Andlise incluindo 69 criangas com cancer, 104 criangcas com desnutricdo, 146 criancas internadas
com diarreia e 481 criancas de creche.
abede) otras iguais indica diferenca estatistica significante (p<0,05, teste )(2) na frequéncia da variavel
especifica entre os grupos de criangas examinadas.
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4.2.DADOS CLINICOS

A partir da aplicacdo dos questionarios e da consulta aos prontuarios médicos,
foram coletadas informagdes sobre a sintomatologia das criancas e algumas
informacdes especificas de alguns dos grupos estudados. Sintomas gastrointestinais
estiveram presente em 30% das criancas avaliadas, sendo o mais frequente diarreia
(20,4%), seguido por nauseas/vomitos (20%) e por ultimo dores abdominais (8,6%).

Além dos pacientes internados devido a doenca diarreica, outras criancas
apresentaram diarreia, onde seis eram do grupo de cancer e 41 do grupo de
desnutricdo. O levantamento das queixas clinicas gastrointestinais mais relatadas
pelos pacientes estd demonstrado na tabela 2 distribuido entre os distintos grupos

infantis analisados.

Tabela 2 — Sintomas gastrointestinais das criancas com diferentes condicoes
clinicas avaliadas no estudo.

Sintomas

Cancer Desnutricao Diarreia Creche TOTAL
Gastrointestinais n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Diarreia 6 (8,6)° 41 (37,3)* 151 (100)* * 168 (20,4)
Dor Abdominal 20 (28,6) 19 (17,3) 32 (21,2) * 71 (8,6)
Vémito/Nauseas 11 (15,7)% 48 (43,6)* 106 (70,2)* * 165 (20)
TOTAL**
29 (41,4)° 67 (60,9)° 151(100)? * 247 (30)

“Diferenca estatistica significante (p<0,05; teste xz) na frequéncia da variavel entre os grupos. *A
variavel diarreia foi excluida na andlise estatistica de criangas internadas com doencga diarréica.
*Grupo de creche; criangas sem sintomas gastrointestinais. **Alguns pacientes apresentaram mais de
um sintoma gastrointestinal.

Dentre as 70 criancas neoplasicas, 54,3% (n=38) eram portadoras de algum
tipo de leucemia seguidas por tumor localizado no cérebro (17,1%; n=12). Os 28,6%
restante incluiram criangas com linfoma, retinoblastoma, tumor abdominal, tumor no
intestino, entre outros. Em relagdo ao tratamento oncoldgico em andamento durante
o estudo, a maioria das criancas (87,2%) estava sob o uso de quimioterapicos e
10% dos pacientes estavam sob acompanhamento clinico, aguardando
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procedimentos cirdrgicos, ou a avaliagdo anatomopatologica do tumor retirado, para
determinacao do tipo de terapia complementar. Cerca de 33% das criangcas
apresentavam neutropenia no momento da coleta da amostra fecal.

Todas as criangas internadas com desnutricdo foram diagnosticadas como
portadoras de desnutricdo energético-proteica grave. Dentre os pacientes internados
com diarreia, 70,8% apresentavam diarreia aguda (<15 dias) e 29,2% diarreia
persistente (=15 dias).

4.3.FREQUENCIA DAS ENTEROPARASITOSES

Das 824 criancas examinadas, 30,3% estavam infectadas por pelo menos um
parasito. As criangcas com cancer apresentaram a maior ocorréncia de
enteroparasitos (47,1%), seguidas pelo grupo de creche (35,4%), criangas com
diarreia (16,6%), e por ultimo, criangas com desnutricdo (15,5%), como apresentado
na Tabela 3. Houve diferenca estatisticamente significante em relagcédo a distribuicéo
dos enteroparasitos entre os grupos, destacando-se uma frequéncia mais elevada
nas criangas com cancer e nas criancas de creche. Entre as criancas parasitadas,
as infec¢des causadas por protozodrios foram mais frequentes do que as infec¢des
causadas por helmintos.

Dentre os parasitos patogénicos houve predominancia da infecgédo por G.
duodenalis (18,5%), seguida por Blastocystis hominis (5,3%), Cryptosporidium sp.
(1,9%), Ascaris Ilumbricoides (1,9%), Trichuris trichiura (1,6%) e Entamoeba
histolytica (0,8%) (Tabela 3). As amostras positivas para o complexo Entamoeba
histolytica/dispar, encontradas nos pacientes com cancer e nas criangas da creche,
nao foram confirmadas pelo método de ELISA (especifico para deteccdo de
antigenos de Entamoeba histolytica), sendo assim podemos considera-las como
Entamoeba dispar. Da mesma forma, cinco amostras de pacientes com diarreia e
duas de criancas com desnutricdo, foram positivas no ELISA, confirmando a
infeccdo por Entamoeba histolytica. Vale ressaltar que todas as sete amostras
positivas para E. histolytica eram diarreicas, inclusive as dos pacientes com

desnutrigéo.
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Tabela 3 — Frequéncia de enteroparasitos detectados pelas técnicas microscépicas e
pelo ELISA em criancas com diferentes condigcdes clinicas.

GRUPOS DE CRIANGCAS EXAMINADAS

Enteroparasitos N ) Total
Cancer Desnutricao Diarreia Creche
(70) (110) (151) (493) (824)
Positividade para 33 17 25 175 250
enteroparasitos (47,1)® (15,5)% (16,6)™ (35,5)™ (30,3)
Protozoarios
Giardia duodenalis 6 (8,6)° 7 (6,4)° 5(3,3)° 134 (27,2)**° 152 (18,4)
Blastocystis hominis 8 (11,4)° 2(1,8)° 9 (6) 25 (5,1) 44 (5,3)
Endolimax nana 8 (11,4)*° 2(1,8) 2(1,3)° 19 (3,9)° 31 (3,7)
Entamoeba coli 5(7,1)? 1(0,9) 1(0,7)? 17 (3,4) 24 (2,9)
Cryptosporidium sp 2 (2,9) 4(3,6)° 7 (4,6)° 3(0,6)*° 16 (1,9)
E. histolytica/dispar 5(7,1)° 2(1,8) 5(3,3)° 1(0,2)* 13 (1,6)
E. histolytica* 0 2(1,8) 5(3,3) 0 7 (0,8)
lodoameba butschlii 2(2,9) 0 0 0 2 (0,24)
Chilomastix mesnilli 1(1,4) 0 0 0 1(0,12)
Isospora belli 0 1(0,9) 0 0 1(0,12)
Helmintos

Ascaris lumbricoides 5(7,1) 1(0,9) 2(1,3) 8 (1,6) 16 (1,9)
Trichuris trichiura 2(2,9) 1(0,9) 2(1,3) 8(1,6) 13 (1,6)
Ancilostomideos 5(7,1) 0 0 0 5(0,6)
Hymenolepis nana 2(2,9) 0 0 0 2(0,24)

Enteroparasitos patogénicos estdo destacados em negrito;

* Amostras positivas para Entamoeba histolytica confirmadas através do ELISA especifico.

abede) otras iguais indica diferenca estatistica significante (p<0,05, teste )(2) na frequéncia da variavel

especifica entre os grupos de criangas examinadas.

Nas criangas neoplasicas, Blastocystis hominis e Endolimax nana foram os

parasitos mais frequentes (11,4%), seguidos por Giardia duodenalis (8,6%). Nesta

populacao se destaca também a maior frequéncia de helmintos em relacao as outras

criangas assim como o biparasitismo e poliparasitismo (18,4%). O protozoario

oportunista, Cryptosporidium sp. foi identificado nas fezes de duas criancas (2,9%).

Quanto as criancas com desnutricdo, o enteroparasito mais frequente foi G.

duodenalis (6,4%), seguido pelo Cryptosporidium (3,6%) (Tabela 3). Apenas neste

grupo foi encontrado o protozoario Isospora belli. Entretanto, uma vez que a infecgdo
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por este coccideo esta, na maioria das vezes, relacionada com a AIDS, foi solicitada
a sorologia para HIV desta crianca, levando ao diagnostico positivo.

Observando a distribuicdo dos parasitos intestinais entre as criancas internadas
por diarreia, destaca-se a presenca de Blastocystis hominis, Giardia duodenalis,
Cryptosporidium e Entamoeba histolytica (Tabela 3). Os trés ultimos protozoarios
sao descritos na literatura como importantes agentes causais de diarreia em
criangas. E importante ressaltar que o diagnéstico destes protozoarios sé foi
possivel através do ELISA.

Dentre as 250 criangas positivas, 198 estavam monoparasitadas, 36
biparasitadas e 16 poliparasitadas como descrito na Tabela 4. No que concerne as
criancas de creche predominou a infec¢do por G. duodenalis, além da ocorréncia de
protozoarios comensais. Este foi o segundo grupo com maior proporcdo de
biparasitismo (4,5%) e poliparasitismo (1,6%).

Ao se comparar a frequéncia de cada parasito, alguns apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. A Giardia duodenalis foi mais
frequente nas criancas de creche, enquanto o Cryptosporidium teve destaque nas
criancas com diarreia e desnutricdo e a Entamoeba histolytica foi mais encontrada
nas criangcas com diarreia. Os protozoarios nao patogénicos, assim como 0s
helmintos, acometeram mais as criangas com cancer (Tabela 3).

Tabela 4 — Distribuicdo do nimero de casos de mono, bi e poliparasitismo nas
criancas infectadas

Cancer Desnutricao Diarreia Creche TOTAL
n (%)* n (%)* n (%)* n (%)* n (%)*
Monoparasitismo 20 (28,6)* 14 (12,7)* 19 (12,6)™ 145 (29,4)% 198 (24)
Biparasitismo 8 (11,4 2(1,8)° 4(2,6)" 22 (4,5)° 36 (4,4)
Poliparasitismo 5(7,1)° 1(0,9) 2(1,3) 8(1,6)° 16 (1,9)

* Porcentagem calculada em relacdo a populacgao total de cada grupo.
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4.3.1. Associacao entre os parasitos intestinais e o quadro diarreico

A analise da distribuicdo dos parasitos intestinais nas criancas em relacéo a
presenca ou auséncia de diarreia, independente do grupo de origem, esta
apresentada na Tabela 5.

Entre as 824 criancas analisadas, 198 apresentavam quadro diarreico,
incluindo as criangas internadas devido a diarreia como doenga de base, como

também seis criangcas com cancer e 41 criangas com desnutricdo.

Tabela 5 — Distribuicao de enteroparasitos nas criancas em relacao a presenca

ou auséncia de diarreia.

p valor
Enteroparasitos Auséncia Presenca o)
(626) (198)
Enteroparasitos 174 (27,8) 35 (17,6) 0,058
Protozoarios
Giardia lamblia 144 (23) 9 (4,54) p<0,0001
Blastocystis hominis 34 (5,4) 10 (5) 0,097
Endolimax nana 27 (4,3) 4 (2) 0,2
Entamoeba coli 22 (3,5) 2(1) 0,1
Cryptosporidium sp 7(@,1) 9 (4,5) 0,0059
Entamoeba histolytica/dispar 6 (0,96) 7 (3,5) 0,027
E. histolytica* 0 7 (3,5) p<0,0001
lodoameba butschlii 2(0,32) 0,4
Chilomastix mesnilli 1(0,16) 0,5
Isospora belli 1(0,16) 0,5
Helmintos

Ascaris lumbricoides 14 (2,2) 2(1) 0,4
Trichuris trichiura 11 (1,7) 2 (1) 0,7
Ancilostomideos 5(0,8) 0 0,4
Hymenolepis nana 1(0,16) 1(0,5) 0,97

* Amostras confirmadas no ELISA especifico para E. histolytica.
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De modo geral, foi observado uma maior frequéncia de enteroparasitos em
criancas sem diarreia. Os dados mostram que houve algumas diferencas
estatisticamente significantes na frequéncia de determinados parasitos. Como
exposto acima, o parasito Giardia duodenalis se destacou na populacao sem diarreia
(p<0,0001), enquanto o Cryptosporidium e Entamoeba histolytica apresentaram
associacgao significativa com o quadro de diarreia (p<0,0059).

4.4.COMPARACAO ENTRE OS METODOS PARA DIAGNOSTICO DE Giardia

duodenalis

Levando-se em consideragdo a importancia da giardiase, uma vez que é a
parasitose mais frequente em criancas, como demonstrado acima, e a intermiténcia
na eliminacdo de cistos em fezes formadas ou a reduzida viabilidade de trofozoitos
em amostras diarreicas, é necessario a utilizacao de diferentes técnicas diagndsticas
para elevar a sensibilidade da detecg¢ao do parasito em amostras fecais.

No presente trabalho, foi detectada a presenca de G. duodenalis em 152 fezes
de criancas (18,4%), entre as 824 avaliadas. Para realizar a comparagao entre as
técnicas de diagndstico de Giardia, foram examinadas 796 amostras, uma vez que
28 amostras foram insuficientes para a realizagdo do ELISA. Dentre as 152
amostras positivas, 84 foram identificadas por métodos microscopicos
(Sedimentacao e/ou Faust) e 148 pelo ELISA. Quatro amostras foram identificadas
apenas pela microscopia, 68 amostras apenas pelo ELISA e 80 foram concordantes
nas duas técnicas utilizadas (Tabela 6). E importante destacar que todas amostras
positivas de criangas internadas com diarreia (n=5) s6 foram detectadas através do
ELISA.
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Tabela 6 — Positividade para Giardia duodenalis entre criangas com
diferentes condi¢des clinicas, de acordo com o método diagnéstico

empregado.
Numero de amostras positivas exclusivamente por cada
Grupos de método e pela associacio de ambos:
criangas , , . .
Microscopia ELISA Microscopia e ELISA

Cancer

0 2 4
(6/70)
Desnutricao

1 4 2
(7/98)
Diarreia

0 5 0
(5/135)
Creche

7 74

(134/493) 8 S
Total

4 68 80
(152/796)

Com o objetivo de minimizar erros técnicos e evitar resultados falso-negativos
ou falsos-positivos, todos os casos com diagnéstico microscopico e imunolégico
discordantes foram reexaminados mais duas vezes por cada método. Além disso,
todas as amostras fecais que apresentaram uma densidade éptica (DO) no ELISA
entre o cut-off (DO = 0,09) estabelecido pelo fabricante e DOs de até 0,300 foram
retestadas mais duas ou trés vezes.

Nos caélculos da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP),
valor preditivo negativo (VPN), coeficiente Kappa e acuracia (eficiéncia) foram
utilizadas duas abordagens distintas. Primeiro foi avaliado o ELISA considerando a
microscopia como padrao-ouro. Segundo, tanto a microscopia quanto o ELISA foram
avaliados considerando como verdadeiros positivos todas as amostras detectadas
em pelo menos um dos métodos utilizados. Esses calculos também foram realizados
para cada grupo de criancas com condicdes clinicas distintas (Tabela 7).

Considerando a microscopia como padrao-ouro e todas as amostras
analisadas, o ELISA apresentou uma sensibilidade de 95%, especificidade de 90%,
VPP de 54%, VPN de 99%, coeficiente Kappa de 0,64 e 90,9% de acuracia. Ao
considerar todas as amostras positivas em pelo menos um dos métodos utilizados, o
ELISA apresentou os valores de 97%, 100%, 100%, 98%, 0,98 e 99,5%,

respectivamente. Mantendo esse mesmo padrdao de referéncia, a microscopia
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obteve 55%, 100%, 100%, 90%, 0,67 e 91,5%, respectivamente (Tabela 7). A
analise dos grupos infantis separadamente apresentou o mesmo padrao dos indices

observados no grupo total de criancas, com valores mais baixos de sensibilidade,

eficiéncia e coeficiente kappa para a microscopia (Tabela 7). Considerando a juncéo

dos dois métodos, apenas o ELISA apresentou uma eficiéncia de 99% e uma

concordancia considerada excelente (K>0,92) (BYRT, 1996).

Tabela 7 — Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo

negativo, coeficiente Kappa e acuracia (eficiéncia) do ELISA e da Microscopia frente

a diferentes padrbes-ouro ( Microscopia e Microscopia e/ou ELISA).

Método ~

teste Padrao ouro Sen. Esp. vpp vpn K Acur.
Todas as criangas

ELISA Mic 95% 90% 54% 99% 0,64 90,9%
ELISA Mic e/ou ELISA 97% 100% 100% 98% 0,98 99,5%
Mic Mic e/ou ELISA 55% 100% 100% 90% 0,67 91,5%
Criangas com cancer

ELISA Mic 100% 97% 67% 100% 0,78 97%
ELISA Mic e/ou ELISA 100% 100% 100% 100% 1 100%
Mic Mic e/ou ELISA 67% 100% 100% 97% 0,78 97%
Criangas com desnutricao

ELISA Mic 67% 96% 33% 99% 0,42 95%
ELISA Mic e/ou ELISA 85% 100% 100% 99% 0,91 99%
Mic Mic e/ou ELISA 42% 100% 100% 96% 0,58 96%
Criangas com diarreia

ELISA Mic * * * * 0 *
ELISA Mic e/ou ELISA 100% 100% 100% 100% 1 100%
Mic Mic e/ou ELISA * * * * 0 *
Criangas de creche

ELISA Mic 96% 86% 56% 99% 0,64 88%
ELISA Mic e/ou ELISA 98% 100% 100% 99% 0,98 99%
Mic Mic e/ou ELISA 57% 100% 100% 86% 0,66 88%

* Nao foi possivel ser calculado, pois nenhuma amostra foi positiva na microscopia.

Legenda: Sen — Sensibilidade; Esp — Especificidade; VPP — valor preditivo positivo; VPN — Valor

preditivo negativo; K — Coeficiente Kappa e Acur — Acuracia (Eficiéncia).
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E importante ressaltar que néo foi possivel calcular alguns indices no grupo de
diarreia, pois a microscopia ndo detectou amostras positivas para G. duodenalis
neste grupo.

Com o objetivo de avaliar as discordancias entre a microscopia e o ELISA na
deteccdo de G. duodenalis, 71 amostras positivas, provenientes das criancas de
creche, foram testadas através da PCR dos genes B-giardina e Gdh. Das trés
amostras positivas para Giardia apenas na microscopia, uma foi positiva na PCR.
Além disso, em 11 amostras (55%) das 20 que foram diagnosticadas apenas através
do ELISA ocorreu a amplificacdo da banda compativel com a presenca de G.
duodenalis. A concordancia de positividade entre a microscopia e o ELISA ocorreu
em 48 amostras, sendo 43 confirmadas pela PCR (Figura 4).
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Figura 4. Quantidade de amostras positivas para Giardia duodenalis detectadas por
diferentes metodologias diagnosticas e concordancia entre a Microscopia, o ELISA e
a PCR (B-giardina + Gdh).
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4.5.CARACTERIZAGAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE Giardia duodenalis
DAS AMOSTRAS FECAIS DAS CRIANGCAS DE CRECHE

4.5.1. PCR-RFLP do gene B-giardina

A PCR do gene B-giardina produz um fragmento de 511 pb como mostrado na
figura 5 — linha 2. Esse fragmento foi amplificado em 39 amostras dentre as 71
testadas, correspondendo a 54,9% de eficiéncia. O produto de 511 pb foi submetido
a restricdo com a enzima Hae Ill, gerando um padrdo de bandas no gel de
eletroforese em agarose a 3%, capaz de identificar os genoétipos A, B, C, D, E e F.

Os 39 DNAs amplificados geraram padrdes de bandas ilustrados na Figura 5
(Linhas 3 — 8), diferenciando os gendtipos em A (26 amostras; padrao observado
nas linhas 3 e 4) e B (11 amostras; linhas 5 e 6), e sugerindo também as misturas
A+B (1) e A+E (1) nos isolados.

350

200

Figura 5 — Eletroforese do produto da amplificagcdo do gene B-giardina e dos produtos do RFLP com
a enzima Hae Ill. Linhas: 1 e 9 — Padrdo de peso molecular (50 bp DNA Ladder - Invitrogen); 2 —
Produto da PCR do gene B-giardina (511 pb); 3 e 4 — Padrao de digestao do gendtipo A (50, 110, 150
e 201); 5 e 6 — Padrao de digestao do gendtipo B (26, 84, 110, 117 e 150); 7 - Padrao de digestao
sugestivo de mistura dos gendtipos A e B; 8 — Padrao de digestao sugestivo de mistura dos gendtipos
BeE (15, 24, 26, 110, 150 e 186).
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Todas as amostras classificadas como A (n=26) foram submetidas a realizacao
de um novo PCR do gene B-giardina, levando agora a produ¢do de um fragmento de
384 pb (Figura 6 — linha 2), que ap6s a restricdo com a enzima Hha [ diferencia os
subgrupos Al de All. Vinte e quatro isolados amplificaram esse fragmento com
sucesso, dentre 0s quais 23 apresentaram o padrao de All (Figura 6 — linha 3 e 4).

A amostra R468 apresentou o padrao ilustrado na linha 5 da Figura 6, que néao
se encontra descrito na literatura para esse tipo de analise. Na PCR-RFLP do gene
B-giardina com a enzima Haelll, o padrao de restricdo dessa amostra sugeriu uma
mistura A+B. Posteriormente, com a digestao pela enzima Hha I, foi evidenciado a
presenca de isolado All (visualizagdo das bandas de 210 e 70 bp) em conjunto com
o B.

Figura 6 — Eletroforese do produto da amplificacdo do gene B-giardina e dos produtos do RFLP com
a enzima Hha I. Linhas: 1 — Padrao de peso molecular (50 bp DNA Ladder - Invitrogen); 2 — Produto
da PCR do gene B-giardina (384 pb); 3 e 4 — Padrao de digestdo do subgendtipo All / Alll (34, 70, 70
e 210); 5 — Padrao de digestdo desconhecido referente a amostra R468 discutida no texto.
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4.5.2. PCR-RFLP do gene Gdh

Todas as 71 amostras positivas para G. duodenalis também foram submetidas
a PCR do gene Gdh, produzindo um fragmento de 432 pb (Figura 7 e 8, linha 2), que
apds a restrigio com a enzima Nla IV diferencia os grupos/subgrupos Al, All,
BIII/BIV, C,D e E.

Cinquenta e uma amostras amplificaram esse fragmento (71,8% de eficiéncia).
Os padrdes encontrados estéo representados na Figura 7. O subgendtipo All (linhas
3 e 4) foi encontrado em 35 amostras. Em 14 amostras, o padrao de bandas foi
compativel com o genétipo B (BIII/BIV) (linhas 5 e 6). Dois isolados apresentaram o
padrdo ilustrado na linha 7, sugerindo uma mistura All+B, devido a presenca de

todas as bandas referentes aos dois genétipos de Giardia.

450

Figura 7 — Eletroforese do produto da amplificacdo do gene Gdh e dos produtos do RFLP com a
enzima Nla IV. Linhas: 1 e 8 — Padrao de peso molecular (50 bp DNA Ladder - Invitrogen); 2 —
Produto da PCR do gene Gdh (432 pb); 3 e 4 — Padrao de digestao do subgendtipo All (70, 80,90 e
120 pb) e BIV (430); 5 e 6 — Padrao de digestdao do subgendtipo Blll / BIV; 7 — Padrao de digestao

sugestivo de mistura dos subgendétipos All e BIll / BIV.
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Na analise do gene B-giardina, a amostra R125 apresentou um padrdo de
bandas sugestivo de uma mistura entre o genétipo B e E. No entanto o mesmo
resultado ndo foi encontrado na analise do gene Gdh, onde foi classificada apenas
como B. A PCR do gene B-giardina foi repetida e confirmou o padrao encontrado
inicialmente.

O fragmento de 432 pb, das 14 amostras identificadas como B, e das duas
amostras com provaveis misturas All+B, foi digerido com a enzima Rsa | que
diferencia Blll de BIV (Figura 8). Trés isolados foram classificados como Blll, oito
como BIV e dois mostraram um padrao sugestivo da mistura BlllI+BIV. Uma vez que
0 padréo de restricdo com a enzima Rsa / caracteristico do subgendtipo BIV é igual
ao produto inicial da PCR (430 pb), todas as amostras que indicaram este padrao
foram submetidas a restricio novamente, mas com o dobro da quantidade de
enzima utilizada inicialmente, para garantir que o resultado néo era produto de uma
digestao ineficiente.

A amostra R468, sugerida anteriormente como a mistura All+B, ao ser digerida
com a enzima Rsa I mostrou um padrdao compativel com mistura BllI+BIV (Figura 8,
linha 14). A banda que aparece logo abaixo da banda de 300 pb foi atribuida ao
subgendtipo All.

12 3456 7 8 910 111213 14 15

Figura 8 — Eletroforese do produto da amplificagcdo do gene Gdh e dos produtos do RFLP com a
enzima Rsal. Linhas: 1 — Padrdo de peso molecular (50 bp DNA Ladder - Invitrogen); 2 — Produto da
PCR do gene Gdh (432 pb); 3 e 5 — Padrao de digestdo sugestivo de mistura dos subgenotipos Blll
(130 e 300pb) e BIV (430); 4, 6, 11 e 12 - Padrao de digestdo do subgendtipo BIIl; 7, 8,9, 10 e 15 -
Padrao de digestdo do subgenotipo BIV; 13 e 14 — Padrdes de digestdo desconhecidos referente as
amostras R443 e R468, respectivamente, discutidas no texto.
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Da mesma forma foi interpretado o resultado da analise da amostra R443,
ilustrado na linha 13 da Figura 8, com provavel co-infec¢ao da crianca pelo subgrupo
Blll e All, uma vez que a digestdo com a enzima Nla IV ja havia sugerido uma
mistura de All com B. Vale ressaltar que na andlise do gene B-giardina, esta ultima
amostra foi classificada apenas como All.

4.5.3. Quadro geral da avaliacao genotipica dos isolados de Giardia
duodenalis

A partir de 71 amostras positivas para Giardia duodenalis, 55 (77,4%) foram
amplificadas no total. O gene Gdh obteve uma frequéncia de amplificacao
estatisticamente significante (p<0,05) em relagdo ao gene B-giardina, 51 (71,8%)
versus 39 (54,9%) amostras, respectivamente.

Dentre as 55 amostras amplificadas, a analise da PCR-RFLP revelou o
gendtipo A como o mais frequente nas criancas de creche, sendo encontrado em 38
(69%) dos isolados. O gendtipo B foi detectado em 14 amostras representando 25%
do total. Trés padrbes de polimorfismo de restricdo sugeriram duas misturas A+B
(4%) e uma B+E (2%) (Figura 9).

Genotipos Subgenotipos
All+BIlI+BIV
A+B B+E 2%
4% 2% YIIHBN BIII+E
4% 20,
B I

25%

- )

Figura 9 — Distribuicdo dos genétipos e subgendtipos de Giardia duodenalis em criancas saudaveis.

Quanto aos subgendtipos, todos os isolados identificados anteriormente como A
foram classificados como All. Partindo-se das 14 amostras identificadas como B,
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uma nao foi possivel ser classificada, duas apresentaram um padrao sugestivo da
mistura BllI+BIV, trés apresentaram o padrdo de bandas compativel com Blll e oito
com BIV. As provaveis misturas A+B foram sugestivamente caracterizadas como
All+Blll e All+BIllI+BIV, e a mistura B+E como BIIl+E (Figura 9). A origem e os
resultados das analises das amostras fecais positivas para G. duodenalis, incluindo
a genotipagem dos isolados através da PCR-RFLP, estao descritos em detalhes na
Tabela 8.



Tabela 8 — Descricao das amostras submetidas a PCR, quanto a idade, género, creche de origem, diagnédstico através da microscopia (M) e do ELISA,
densidade oOptica do ELISA, resultados detalhados e o resultado final da caracterizagdo molecular utilizando a PCR-RFLP dos genes B-giardina e Gdh
e as respectivas enzimas de restricdo de cada protocolo.

Bg Bg Gdh Genotipo
Isolados Idade Sexo Creche M ELISA DO 511 Haelll 384 Hhal 432 BspLl Rsal Finalp
PCR PCR PCR

R46 1 M MC + + 3,3 + A + All/AlI - All

R94 1 F PUP + + 3,2 + A + All/ANI + All All

R102 1 F PUP + + 3,2 + B + B BllI+BIV  BllI+BIV

R175 3 F PUP + + 3,1 + B + B BlllI+BIV  BllI+BIV

R272 2 F MC + + 3,2 - + B Bl BIll

R274 1 F MC - + 0,6 - + All All

R294 4 M MC + All All

R301 2 F MC - Neg

R304 2 M PUP + + 3,2 - + All All

R311 2 F PUP + + 2,9 + B + B BIV BIV

R313 2 M PUP + + 3,2 + B + B BIV BIV
Legenda: F — feminino, M — masculino; MC — Mansao do Caminho, PUP — Pupileira; Mic — Microscopia; DO — Densidade éptica no ELISA; PCR Bg
511 — amplificagdo do fragmento de 511 pb do gene B-giardina através da PCR; Hae Ill, Hha I, Bsp LI e Rsa | — enzimas de restricdo; PCR Bg 384
— amplificagao do fragmento de 384 pb do gene B-giardina através da PCR; PCR Gdh 432 — amplificagdo do fragmento de 432 pb do gene Gdh
através da PCR
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Bg Bg Gdh

Isolados  Idade Sexo Creche M ELISA DO 511  Haell 384 Hhal 432 BspLl  Rsal GeFI:::Ipo
PCR PCR PCR
R322 3 F PUP  + + 1,7 + B + B BIV BIV
R332 3 F MC  + + 3,2 : + All All
R337 2 F MC o+ + 3,2 + A - + All All

R340 4 M MC -
R344 2 M MC A + All/AlI + All All

R355 3 F MC - + 0,2 -

Neg

R363 2 M PUP + + 3,2 +

>

+ All/ANI + All All

R365 2 F PUP + + 3,2 - All All

+

R372 3 F PUP + + 0,4 + A + All/AlI + All All

R389 4 M MC + + 3,2 + A + All/ANI + All All

R393 3 M MC + + 3,2 + B B Bl Bill

+

R397 2 M MC + + 2,7 + A + All/AlNI + All All

R402 2 M MC - + 3,2 - - Neg
Legenda: F — feminino, M — masculino; MC — Mans&o do Caminho, PUP — Pupileira; Mic — Microscopia; DO — Densidade éptica no ELISA; PCR Bg
511 — amplificagao do fragmento de 511 pb do gene B-giardina através da PCR; Hae Ill, Hha I, Bsp LI e Rsa | — enzimas de restricao; PCR Bg 384
— amplificagéo do fragmento de 384 pb do gene B-giardina através da PCR; PCR Gdh 432 — amplificacdo do fragmento de 432 pb do gene Gdh
através da PCR.
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Bg Bg Gdh Genétipo
Isolados Idade Sexo Creche M ELISA DO 511 Haelll 384 Hhal 432 BspLl Rsal Final
PCR PCR PCR
R403 3 M MC + + 3,2 - + B BIlI Blll

R426 2 M MC - + 0,4 - - Neg

R429 1 F MC - + 3,2 +

>

+ All/AlNI - All

R434 1 M MC + - 0 - - Neg

R439 3 F MC - + 0,6 - + All All

R443 2 F MC + + 3,2 +

>

+ All/AlNI + All+B Bl All+BllI

R448 2 M MC - + 2,3 - - Neg

R453 1 F MC + + 3,2 - - Neg

R471 2 M MC + + 3,1 + A + All/ANI + All All

R476 2 M PUP B + B BIV BIV

R489 2 F PUP B - B

R500 4 M MC + + 3,2 + A + All/AlI + All All

Legenda: F — feminino, M — masculino; MC — Mans&o do Caminho, PUP — Pupileira; Mic — Microscopia; DO — Densidade éptica no ELISA; PCR Bg
511 — amplificagao do fragmento de 511 pb do gene B-giardina através da PCR; Hae I, Hha I, Bsp LI e Rsa | — enzimas de restricao; PCR Bg 384
— amplificagéo do fragmento de 384 pb do gene B-giardina através da PCR; PCR Gdh 432 — amplificacdo do fragmento de 432 pb do gene Gdh
através da PCR.
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4.5.4. Distribuicao dos subgenétipos entre as creches Mansao do
Caminho e Pupileira

Uma vez que os isolados de Giardia duodenalis foram provenientes de criangas
frequentadoras de duas instituicdes distintas, a distribuicdo dos subgenétipos nas
creches Mansao do Caminho e a Pupileira é apresentada na Figura 10.
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Figura 10 — Distribuicdo do nimero de isolados dos subgenoétipos All, Blll e BIV
entre as criancas oriundas das creche Mansdo do Caminho (MC) e Pupileira
(PUP).

Foram analisados 46 isolados da creche Mansdo do Caminho e 24 da
Pupileira, dentre as quais foram amplificadas 31 e 28, respectivamente.
Considerando que as misturas foram contadas duas vezes, a figura 10 apresenta um
total de 34 e 25 isolados por creche, respectivamente.

Na creche Mansédo do Caminho observou-se a predominancia do subgendtipo
All, com a caracterizagdo de 27 (79%) isolados, seguido pelo Blll (n=6; 18%) e por
ultimo o BIV (n=1; 3%). Na Pupileira o subgendétipo All também foi o mais
predominante (n=13; 52%), com frequéncia também elevada de BIV (n=10; 40%) e

por ultimo o subgrupo Bl (n=2; 8%).
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5. DISCUSSAO

As parasitoses intestinais estdo distribuidas de forma heterogénea no Brasil,
sofrendo variagbes na ocorréncia de acordo com as condigdes socioeconémicas, as
condicdes clinicas, os habitos de higiene e a idade da populacao analisada. Muitos
pesquisadores tem mostrado sua frequéncia variando entre 16% e 94% (BARRETO
et al.,, 2010; GONCALVES et al., 2011; SEIXAS et al., 2011). No presente estudo
30,3% das criancas analisadas foram positivas para um ou mais enteroparasitos.

Entre as parasitoses diagnosticadas, as infec¢des causadas por protozoarios
foram mais frequentes do que as infecges causadas por helmintos, o que corrobora
com estudos anteriores (FERREIRA e ANDRADE, 2005; MENEZES et al., 2008;
SILVA et al., 2009). A maior propor¢cdo de protozooses encontrada pode ser
decorrente da facilidade de disseminagéo dos cistos infectantes, que sobrevivem em
ambientes variados, e que muitas vezes geram infecgdes assintomaticas, tornando
propicia a transmissao pessoa a pessoa, mesmo em populacdes que dispdem de
melhorias no abastecimento de 4gua e saneamento basico. Além disso, os cistos de
protozodarios sao pequenos, o que facilita a passagem através de filtros, e muitas
vezes apresentam resisténcia aos processos usuais de tratamento da agua. Esses
fatores podem explicar a elevada frequéncia de criancas infectadas por Giardia
duodenalis observada neste estudo, e em varios outros (NEWMAN et al., 2001; DE
CARVALHO et al., 2006; ESCOBAR-PARDO et al., 2010; SANTOS et al., 2012). Em
contrapartida, a disseminacdo dos geohelmintos, como o Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Ancilostomideos e Strongyloides stercoralis depende da presenca
de individuos infectados, da contaminacao fecal do solo, das condigdes apropriadas
de temperatura e umidade do ambiente para o desenvolvimento da forma infectante
e do contato com o solo contaminado (FERREIRA et al., 2000). Considerando que
92,8% da populagédo analisada residiam na zona urbana, onde as condi¢des
favoraveis para infec¢do por geohelmintos € menor, e que o contato de criangas com
o solo € menos frequente do que o observado para adolescentes e adultos, era
esperado a baixa frequéncia de geohelmintos neste trabalho, assim como
demonstrado por outros pesquisadores (GOMES et al., 2010; GONCALVES et al.,
2011).
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No grupo de criangas com cancer foi encontrada uma frequéncia de 47,1% de
enteroparasitos, corroborando com outros trabalhos (MENON et al., 1999; AKSOY e
et al., 2003). Menon e cols. (1999), em um estudo prospectivo com 50 criangcas com
cancer na Malasia, encontraram 42% de infeccdes parasitarias. A incidéncia de
helmintos foi maior que a de protozoarios. Aksoy e cols. (2003) também encontraram
42% de prevaléncia de enteroparasitoses em criangas neoplasicas na Turquia,
entretanto com uma taxa maior de protozoarios, assim como em nosso estudo.
Avaliando criancas portadoras de leucemia no Rio Grande do Sul, Gabe e cols.
(2009) demostraram a presenca de enteroparasitos em 20,6% das infecgoes,
correspondendo a 14,1% da populacdo total analisada. Apesar deste ser o Unico
estudo realizado no Brasil, foi 0 que apresentou maior diferenca em relacdo ao
nosso, 0 que pode ser explicado pelo maior desenvolvimento socioecondmico da
regiao Sul em relacao a regiao Nordeste.

Quanto a ocorréncia especifica de parasitos nesse grupo, a frequéncia
observada de B. hominis (11,4%), G. duodenalis (10%) e Cryptosporidium (2,9%)
foram maiores que aquelas observadas no estudo de Menon e cols. (1999) (4%, 6%
e 2%, respectivamente) e menores que as relatadas por Aksoy e cols. (2003) (26%,
14% e 4%, respectivamente). O Blastocystis hominis vem sendo considerado por
alguns autores como parasito oportunista. Em um estudo recente, Chandramathi e
cols. (2012) observaram um aumento da frequéncia deste parasito durante os ciclos
intermediarios da quimioterapia de pacientes com cancer de mama ou colorretal,
associando esse fato ao carater oportunista. Tasova e cols. (2000) encontraram uma
alta significancia na incidéncia de B. hominis (13%) nos pacientes com cancer
hematoldgico imunossuprimidos, comparado com o grupo controle (2%). Em nosso
estudo, também foi observado uma diferenca na frequéncia desse parasito (11,4%)
em relacdo as outras criangas analisadas, fortalecendo os indicios do carater
oportunista deste parasito.

Alguns estudos apontam também para o carater oportunista da Giardia em
criangas com neoplasias, devido sua elevada frequéncia nesses hospedeiros,
quando comparado a criangas saudaveis (AKSOY et al., 1999; MARTINEZ PEREZ
et al., 1999). Entretanto, outros pesquisadores relataram que nao existe diferenca na
viruléncia da Giardia em pacientes imunossuprimidos ou na frequéncia deste
parasito entre criancas com céancer e criancas sadias (MAKLED et al.,1994;

HASSANEIN et al., 2012). O presente trabalho também demonstrou que nao existe
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maior susceptibilidade da infeccdo por Giardia em portadores de doencas
neoplasicas, uma vez que as criancas saudaveis de creche apresentaram uma
frequéncia trés vezes maior da infeccdo e que nao havia diferencas significativas
das condigbes socioecondmicas e de saneamento entre 0s grupos.

A prevaléncia de Cryptosporidium sp. em pacientes pediatricos com neoplasias
tem apresentado taxas variando entre 0% e 42% (GORSCHLUTER et al., 2002;
CARRENO et al., 2005). Na Alemanha este parasito ndo foi encontrado em
pacientes adultos com leucemia aguda (GORSCHLUTER et al., 2002). Na Australia
a andlise de 60 criangcas com cancer também n&o detectou amostras positivas, no
entanto, 13,3% das 172 criancas do grupo controle foram positivas, sugerindo um
baixo risco de criptosporidiose em pacientes oncolégicos (BURGNER et al., 1999).
Por outro lado, em uma pesquisa realizada no Egito com criancas com diarreia,
sendo um grupo controle e outro com leucemia linfob4dstica aguda (LLA), foi
observada a positividade de 3% e 24% para Cryptosporidium, respectivamente.
Nesse mesmo trabalho, ndo foi encontrado o parasito em criangcas sem diarreia,
independente da presenca de cancer, enfatizando a importancia da criptosporidiose
em criancas com LLA e quadro de diarreia (HASSANEIN et al., 2012). Além do
quadro diarreico, outra variavel que influencia as frequéncias de Cryptosporidium
descritas na literatura é o método de diagndstico utilizado, sendo mais elevadas nos
estudos que utilizam o ELISA na analise das amostras fecais. Na Turquia um estudo
encontrou positividade de 7,8% utilizando o ZNm e 12,3%, utilizando o ELISA
(TAMER et al., 2008). Cerca de 22% das amostras fecais de criangas iranianas
portadoras de leucemia ou linfoma foram positivas para Cryptosporidium, utilizando
a pesquisa de coproantigeno pelo ELISA (BERENJI et al., 2007).

No Brasil, Chieffi e cols. (2005) apontaram uma frequéncia de 10% de
cryptosporidiose em 60 pacientes com processo linfoproliferativo em Sao Paulo. No
presente estudo, Cryptosporidium sp foi encontrado em duas (2,9%) criangcas com
cancer (uma com leucemia e outra com tumor sélido no abdémen), dentre as 70
examinadas, utilizando o ZNm e o ELISA. Apesar da frequéncia relativamente baixa
encontrada nesse estudo em relagédo a outros trabalhos, é quase cinco vezes maior
do que a encontrada nos pacientes saudaveis (0,6%), sugerindo o carater
oportunista da criptosporidiose.

Quando comparado aos outros grupos estudados, as criancas neoplasicas

apresentaram a maior frequéncia de parasitos (47,1%). Além disso, este grupo se
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destacou pela maior proporcéao de infec¢des por helmintos, de biparasitismo (11,4%)
e poliparasitismo (7,1%). Ainda hoje, nos municipios interioranos do pais, as
geohelmintoses sédo frequentemente diagnosticadas e representam importante
causa de morbidade na populacao infantii (MACEDO, 2005; BASSO et al., 2008;
SILVA e SILVA, 2010). Aproximadamente, 40% dessas criangas residiam na zona
rural, o que no primeiro momento poderia explicar esses achados. Entretanto, ndo
se pode atribuir essas diferencas ao local de residéncia, pois ao compararmos a
positividade de enteroparasitos em pacientes residentes de zona rural (46%) e zona
urbana (50%), ndo foi observada diferenca significativa. Por outro lado, vale salientar
a pratica do tratamento antiparasitario com albendazol em pacientes oncologicos,
visando prevenir infecgdes graves nesses pacientes, mesmo na auséncia do
diagnéstico laboratorial.

Em contrapartida ao grupo de criancas neopldsicas, 0 grupo de criangas
internadas devido a desnutricdo energético-protéica grave foi 0 que apresentou a
menor frequéncia de enteroparasitos (15,5%). Veliz e cols. (2005), estudando
parasitoses em desnutridos na Venezuela, encontraram uma frequéncia maior
(51,6%) do que o nosso achado, provavelmente devido a uma maior adversidade
local. Além disso, a depender da gravidade da desnutricdo, as préprias condicoes
para colonizagdo e sobrevivéncia do parasito no intestino podem estar
comprometidas. Assim como no estudo com criangas venezuelanas, o parasito mais
frequente em desnutridos graves foi G. duodenalis (6,4%), seguido pelo
Cryptosporidium sp. (3,6%). Na Nigéria, Banwat e cols. (2004) encontraram 3,8% de
criptosporidiose em criangas desnutridas abaixo de cinco anos sem HIV, a
semelhanca dos nossos resultados.

Apesar da relativa baixa frequéncia de infeccbes parasitarias, quando
comparado aos demais grupos, as criancas desnutridas apresentaram uma
frequéncia de Cryptosporidium significativamente maior em relagdo as criancas
saudaveis, 0 que pode ser explicado pelo carater oportunista deste parasito e as
deficiéncias imunoldgicas geradas pelo quadro da desnutricado, amplamente descrito
na literatura (CHANDRA e BAKER, 1983; CHANDRA, 1992). Outro parasito
reconhecidamente oportunista & Isospora belli, que raramente é encontrado em
pacientes com o sistema imunolégico competente. No presente trabalho, nao
podemos relacionar sua presenca ao imunocomprometimento gerado pela

desnutricdo, uma vez que posteriormente a criangca foi diagnosticada como
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portadora de AIDS. Esse dado ressalta a necessidade de descartar a infeccao por
HIV em pacientes pediatricos desnutridos e com infecgdes parasitarias oportunistas,
como observado em nosso estudo e por Veliz e cols. (2005) que relatou situacao
semelhante, por infeccao com o Cryptosporidium sp.

No que concerne as criangas de creche, muitos estudos no Brasil tem relatado
uma alta prevaléncia de enteroparasitos. No presente estudo encontramos uma
ocorréncia de 35,5% de criangas parasitadas, enquanto que De Carvalho e cols.
(2006) relataram 53,4% em Botucatu-SP, Gongalves e cols. (2011) observaram
29,3% em Uberlandia-MG, Prado e cols. (2003) registraram 60% em Salvador. As
variabilidades nas condi¢des socioeconémicas e higiénico-sanitarias, das diversas
populacbées estudadas, podem explicar as variagdes nas frequéncias observadas,
apesar de todas elas serem bastante elevadas.

Apesar de saudaveis, as criangcas desse grupo apresentaram uma frequéncia
de parasitos intestinais superior a populagéo total (35,5% versus 30,3%), bem como
ao grupo com diarreia e desnutricdo (16,6% e 15,5%, respectivamente),
principalmente por protozoarios. Esse elevado indice de parasitoses pode estar
associado a facilidade de disseminagdo desses organismos em ambientes de
aglomeracao infantil. Mesmo que as infec¢cdes estejam associadas a parasitos
comensais, a deteccdo desses agentes € um dado relevante, pois indica a
precariedade das condigdes higiénico-sanitarias, sinalizando a possibilidade de
transmissdo de organismos patogénicos que compartiham da mesma via de
infeccdo (oral-fecal). O protozodrio mais frequente, encontrado em 27,2% das
criancgas de creche, foi G. duodenalis, corroborando com dados da literatura que tém
reportado taxas significativas de prevaléncias do parasito, entre 5% e 29%, em
criangas com até cinco anos de idade (FERREIRA E ANDRADE, 2005; TEIXEIRA et
al., 2007; MENEZES et al., 2008; SILVA et al., 2009). Além dos fatores comentados
anteriormente, a falta de diagnéstico da giardiase em criangas assintomaticas, e
consequente falta de tratamento, facilita a transmissao pessoa a pessoa em
ambientes de intenso convivio, como é o caso de creches e escolas.

As criangas internadas com diarreia apresentaram uma frequéncia de 16,6% de
enteroparasitos. Valores muito préximos tém sido encontrados em outros estudos.
Na Tanzénia foram detectados parasitos em 19,5% dentre 289 criancas
hospitalizadas com diarreia (MOYO et al., 2011). No Rio de Janeiro, Carvalho-Costa

e cols. (2007) encontraram 18,3% de criangas parasitadas entre 218 internadas com
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desidratacdo e gastroenterites. Em Salvador, Barreto e cols. (2006) relataram 19,5%
de protozoarios em criangcas com diarreia.

Observando a distribuicdo dos parasitos intestinais entre essas criancas,
destaca-se a presenca de Blastocystis hominis, Cryptosporidium sp., Giardia
duodenalis e Entamoeba histolytica. Os trés Ultimos protozoarios estdo bem
descritos na literatura como agentes causais de diarreia em crianca e sempre sao
encontrados em maior frequéncia em estudos avaliando criancas com quadro
diarreico (CARVALHO-COSTA et al., 2007; PEREIRA et al., 2007; NASCIMENTO et
al., 2009). Quanto ao Blastocystis hominis e sua relagdo com a diarreia, os estudos
ainda sao controversos. Inicialmente o agente foi considerado um parasito
comensal, entretanto atualmente vem sendo aceito como patogénico. Um trabalho
mostrou 23 pacientes sintomaticos tendo o B. hominis como unico agente causal do
quadro de diarreia, dor abdominal e flatuléncia (EL-SHAZLY et al., 2005). Também
foi demonstrado neste estudo que cargas parasitarias mais elevadas estavam
significativamente associadas com pacientes sintomaticos, principalmente com
queixa de diarreia e dor abdominal, em detrimento dos assintomaticos (EL-SHAZLY
et al., 2005). Corroborando com esse achado, Kaya e cols. (2007), avaliando 52
individuos com B. hominis, nos quais ndo foram diagnosticados quaisquer outros
parasitos ou bactérias, encontraram sintomas em 88,4% dos casos, sendo dor
abdominal e diarreia os mais frequentes. Ap6s o tratamento com metronidazol, a
maioria dos sintomas desapareceu, inclusive com a remissao da diarreia em todos
0S Casos.

Ao analisar a frequéncia especifica de parasitos em relacao a presenga ou
auséncia de diarreia, independente do grupo de origem, apenas trés apresentaram
diferenca estatisticamente significante, estando o Cryptosporidium sp. e a E.
histolytica associados a diarreia, enquanto que G. duodenalis se destacou nos
pacientes assintomaticos.

O diagnéstico de E. histolytica s6 foi possivel utilizando um kit comercial de
ELISA especifico para esta espécie parasitaria, uma vez que 0 exame microscopico
nao permite diferenciar E. histolytica da E. dispar. Vale ressaltar que todas as
amostras positivas foram diarreicas, inclusive a do paciente com desnutricdo. Esses
dados levantam um questionamento importante, de que apesar do fabricante do
teste orientar que o diagnostico de portadores assintomaticos de E. histolytica é

possivel, o kit parece ser indicado apenas para utilizagdo com amostras diarreicas,



87

uma vez que a deteccao de coproantigeno sé é possivel quando ocorre a eliminagéao
de trofozoitos nas fezes. Isso explicaria também a auséncia de casos em individuos
assintomaticos de Salvador, eliminando cistos de amebas nas fezes
morfologicamente identificados como pertencentes do complexo E. histolytica/dispar
(SANTOS et al., 2011).

A alta prevaléncia de enteroparasitos nos diferentes grupos pediatricos, com ou
sem diarreia, evidencia a necessidade de se realizar o exame parasitolégico de
fezes regularmente em criangas, pois mesmo assintomaticas, elas podem servir
como fonte de disseminacado de parasitos, principalmente em instituicoes fechadas
como creches. Além disso, a presenca de parasitos com carater oportunista, como
Cryptosporidium, por exemplo, pode agravar quadros patolégicos pré-existentes.

Tendo em vista todas as questdes abordadas anteriormente, e o fato da G.
duodenalis ter sido o parasito mais frequente na populacdo analisada, o seu
diagnéstico é de extrema importancia, tanto no que diz respeito & saude do individuo
infectado, como das pessoas com quem convive. Com o objetivo de comparar 0s
métodos diagnosticos para G. duodenalis, 796 amostras fecais foram analisadas
através de técnicas microscopicas (SC e Faust) e imunolégica (ELISA), dentre as
quais 152 foram positivas. Observamos no estudo que 80 resultados foram
concordantes e 72 discrepantes, sendo 68 positivas apenas no ELISA e apenas
quatro exclusivamente na microscopia. A semelhanca do nosso, muitos estudos tém
encontrado discordancias nos resultados ao avaliar as técnicas de diagndstico para
giardiase (SCHEFFLER e VAN ETTA, 1994; SCHUNK et al.,, 2001; VIDAL e
CATAPANI, 2005).

A anadlise microscopica é baseada na visualizacdo das caracteristicas
morfoloégicas do parasito, e sua confiabilidade esta diretamente relacionada ao
treinamento e experiéncia do examinador. Kolakowska e cols. (1996) publicaram um
trabalho mostrando variagdes nos resultados das analises microscépicas realizadas
por trés examinadores, 0s quais encontraram prevaléncias de 0,10%, 28,60% e
45,2% no que se refere as infecgdes por G. duodenalis. Por outro lado Mank e cols.
(1997) relataram 100% de concordancia entre dois microscopistas. Na pratica
laboratorial ndo se espera encontrar uma discrepancia tdo elevada nos resultados
como a apresentada pelo grupo de Kolakowska, uma vez que todos examinadores
devem passar por capacitacao, treinamento e avaliagdes periddicas. No entanto,

algumas divergéncias podem ocorrer, principalmente quando ha poucos cistos nas
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fezes, podendo ficar ocultos sob detritos, sob a borda da lamina, ou apresentarem
uma deformagédo morfolégica, confundindo o microscopista. Esse ultimo fator € mais
provavel quando se utiliza o Faust, uma vez que a solucéao de sulfato de zinco pode
alterar algumas caracteristicas do parasito, se houver demora entre o
processamento da amostra e a leitura da lamina. No presente estudo as quatro
amostras que apresentaram resultado positivo apenas na microscopia foram
reexaminadas por outro microscopista e confirmadas.

Os 68 casos de giardiase que s6 foram detectados no ELISA podem
representar falsos-negativos da microscopia, devido a falha na identificacdo do
protozoério, principalmente do trofozoito quando se encontra muito deformado
(VIDAL E CATAPANI, 2005). Pode ocorrer ainda, a auséncia de formas parasitarias
intactas nas fezes devido a baixa carga parasitaria do hospedeiro ou a intermiténcia
do ciclo, o que ja foi observado em outros estudos (REGNATH et al., 2006;
WEITZEL, et al., 2006). Assim, em muitos casos o0 parasito ndo é revelado pela
analise microscopica de uma unica amostra fecal. Hiatt e cols. (1995) recomendou
que fossem examinadas trés amostras por paciente, caso contrario, a taxa de
diagnéstico poderia ser subestimada. Segundo esses autores, o rendimento
diagnéstico aumentou em 11,3% para Giardia, quando trés amostras foram
examinadas ao invés de uma. Como o ELISA pode ser capaz de detectar
quantidades minimas de antigenos, ele pode fornecer um resultado positivo, mesmo
quando a carga parasitaria € pequena. Nesses casos, varias amostras examinadas
através da microscopia provavelmente seriam necessarias para encontrar um
resultado positivo (VIDAL E CATAPANI, 2005). No presente estudo foi analisada
uma amostra por paciente, o que pode ter influenciado no elevado numero de
resultados positivos detectados apenas pelo método imunolégico. Entretanto, vale
salientar que ndo foram encontrados cistos em amostras positivas unicamente no
ELISA, apesar de varias repetigcdes de leitura da mesma amostra fecal.

Levando em consideracao as possiveis falhas que podem ocorrer no exame
microscopico, assim como a enorme discordancia de resultados com o ELISA,
optamos por calcular a sensibilidade, especificidade e os outros indices com duas
abordagens distintas. Primeiro consideramos a microscopia como padrao de
referéncia para avaliar o ELISA. Neste contexto, considerando todas as amostras
analisadas, o ELISA apresentou uma sensibilidade de 95% e especificidade de 90%.

Esses valores estao préximos aos encontrados em estudos semelhantes (SHUNK et
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al., 2001; RODRIGUEZ-ULLOA e RIVERA-JACINTO 2011), apresentando apenas
uma leve reducado na especificidade, que pode ser explicada pelo elevado numero
de resultados falsos-positivos (amostras positivas apenas no ELISA). Isso também
explica o VPP, a eficiéncia, e o grau de concordancia (K) relativamente baixos.

Quando se considerou como padrdao de referencia a juncdo de todos os
métodos utilizados, o ELISA apresentou melhores indices, uma vez que nenhum
resultado foi considerado falso-positivo nessa avaliacdo. A especificidade e VPP
alcancaram 100%, a sensibilidade 97%, uma concordancia excelente (0,98) e
eficiéncia acima de 99%. Esses resultados nos mostram a variacao da performance
das técnicas de diagnostico para giardiase, devido a escolha do padrao de
referéncia, e consequentemente da necessidade de uma melhor padronizagao.
Weitzel e cols. (2006) questionam a deteccdo microscopica como padréao de
referéncia em estudos de comparacao entre técnicas diagndsticas por se tratar de
um método impossivel de de ser padronizado, significativamente influenciada pelas
habilidades individuais do examinador e dependente da densidade parasitaria.

Ao analisarmos a microscopia frente a jungdo dos métodos, encontramos uma
sensibilidade abaixo da média encontrada na literatura (55% versus 74% - 90%)
(MANK et al., 1997; DUQUE-BELTAN et al., 2002; ELSAFI et al., 2013). Uma vez
que a literatura indica o exame de trés amostras por paciente no diagnostico da G.
duodenalis (HIATT et al.,1995), a sensibilidade encontrada no presente estudo pode
ter sido subestimada, pois somente uma amostra foi analisada por crianga. Ainda
assim, esse dado levanta discussbes sobre a utilizagdo da microscopia como
padrao-ouro na analise de novas técnicas.

Levando-se em consideracao os diferentes grupos infantis, apenas o de
criancas internadas com diarreia apresentou uma situacao distinta do total de
individuos analisados. Nao foi possivel realizar as comparagdes ELISA versus
microscopia e microscopia versus microscopia/ELISA, pois todas as amostras
positivas pra G. duodenalis neste grupo foram identificadas apenas pelo ELISA. Isso
pode estar associado a dificuldade de identificagao do trofozoito, uma vez que este é
a forma evolutiva mais encontrada em fezes diarreicas, sendo necessario o exame
de fezes frescas recém-emitidas para detectar o movimento dos trofozoitos vivos,
que desintegram rapidamente apés a coleta, sendo indicada a realizacdo do exame
em até 30 minutos (RAJURKAR et al., 2012). Devido ao tempo decorrido entre

coleta e analise da amostra na rotina laboratorial, raramente as fezes sdo analisadas
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dentro desse periodo. Infelizmente em nosso estudo essa questdo nao foi diferente,
inclusive algumas amostras foram refrigeradas antes do processamento,
impossibilitando a realizagdo do exame direto.

Frente as divergéncias encontradas entre a identificacdo morfoldgica através
da microscopia e a deteccdo de antigenos pelo ELISA, algumas amostras foram
submetidas a uma analise baseada em biologia molecular. Devido a quantidade
limitada de reagentes, néo foi possivel submeter todas as amostras a PCR, ficando
esta restrita ao teste de 71 amostras, tendo o cuidado de selecionar amostras
positivas em ambos ou em apenas um dos métodos diagnosticos. Dessa forma a
PCR nao foi objeto de comparagdo entre as técnicas de diagnéstico da G.
duodenalis, apenas teve a finalidade de confrontar os resultados obtidos com a
microscopia e o ELISA.

Inicialmente foram testadas 48 amostras com resultados concordantes, das
quais 89,6% (43) foram confirmadas pela PCR. Embora tenha apresentado uma boa
concordancia com as técnicas utilizadas anteriormente, esse resultado nos mostra
que a PCR também apresenta falhas no diagnostico da giardiase, o que ja foi
observado em outros estudos (BERTRAND et al., 2005; ASHER et al., 2012; ELSAFI
et al., 2013). Os resultados falso-negativos tém sido atribuidos a degradagcdo ou
mutacdes no DNA, assim como a presenca de inibidores da DNA polimerase
presente nas fezes, impossibilitando a amplificacao do gene-alvo.

Dentre trés amostras positivas apenas na microscopia, uma foi confirmada pela
PCR, mostrando que o ELISA pode gerar resultados falso-negativos. Embora sejam
poucos, a literatura apresenta alguns casos semelhantes, relacionando a falha do
método & alguma alteragdo no antigeno, como degradacao ou falta acessibilidade ao
sitio da reacdo com o anticorpo, ou ainda a homogeneizag¢do insuficiente da
amostra, possibilitando a auséncia do antigeno na porcao testada (UNGAR et al.,
1984; ROSENBLATT et al., 1997; REGNATH et al., 2006; STRAND et al., 2008).

Por ultimo foram testadas 20 amostras detectadas apenas pelo ELISA, das
quais 55% apresentaram amplificacdo de DNA compativel com a presenca de G.
duodenalis. Ao mesmo tempo em que este resultado confirma a existéncia de
amostras positivas no ELISA com resultado negativo nos exames microscopicos,
levanta a possibilidade das 45% das amostras ndo confirmadas pela PCR serem
ELISA falso-positivas. Strand e cols. (2008) relataram 21 amostras positivas através

do ELISA e negativas no exame microscopico, relacionando-as com infec¢oes
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recém-eliminadas, nas quais ndao se encontra mais o parasito integro nas fezes,
apenas fragmentos e produtos de excregdo. Essa hipdtese também explicaria o
resultado negativo na PCR, uma vez que nao haveria DNA integro do parasito nas
fezes, além das proprias dificuldades inerentes a amplificacdo de DNA de amostras
fecais, discutidas acima.

E pouco provavel também que o elevado nimero de resultados positivos no
ELISA seja fruto de reacdo cruzada, pois a maioria das criangas nao apresentaram
co-infeccao com outros parasitos. Schunk e cols. (2001) testando um kit de ELISA
para a deteccao de G. duodenalis, relatou a auséncia de resultados falsos positivos
causados por outros protozoarios ou helmintos testados, dentre eles, Blastocystis
hominis, Entamoeba coli, Endolimax nana e Ascaris lumbricoides.

Os achados do presente estudo comprovam que em relagdo a sensibilidade,
quando analisada uma Uunica amostra, o ELISA é superior aos métodos
microscépicos, sendo um procedimento facil, rapido de ser executado e que permite
a analise de muitas amostras ao mesmo tempo. No entanto, analisando-se os
custos, cada teste realizado pelo ELISA no Brasil tem um valor estimado de R$
18,76, enquanto o custo de uma sedimentacdo (método de Lutz) é R$ 0,05 e do
Faust de R$ 0,30 (VIDAL e CATAPANI, 2005). Vale salientar que os exames
parasitologicos pagos pela tabela do Sistema Unico de Satde (SUS), como Faust ou
Lutz, possuem um valor padrao de R$ 1,65, inviabilizando o uso do ELISA na rotina
de unidades publicas, principalmente em paises em desenvolvimento. Além do
custo, outra desvantagem do método imunoldgico é a especificidade para um unico
parasito, enquanto que os meétodos microscdpicos permitem a identificagdo da
maioria dos enteroparasitos, utilizando um unico procedimento.

Com base nos resultados descritos, concluimos que dentre os métodos
analisados, o ELISA é o método mais sensivel para o diagndstico da giardiase, mas
devido ao alto custo em relacdo aos demais, sua utilizagdo nao é viavel na maioria
dos laboratérios. O ideal seria utilizar pelo menos dois procedimentos microscopicos
(sedimentacao e Faust) e avaliar trés amostras, em dias alternados, por pacientes.
Entretanto, o diagnédstico da giardiase pelo ELISA é necessario em laboratérios
hospitalares ou de referéncia, principalmente quando se trata de pacientes
pediatricos com doenca diarreica, e em casos onde ha uma forte suspeita de

giardiase com resultados microscépicos inconclusivos ou negativos.
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Além de esclarecer discordancias entre técnicas de diagndstico para giardiase,
no presente trabalho a PCR foi utilizada como ferramenta para identificacado dos
genodtipos e subgendtipos da G. duodenalis isolados de criancas de creche. A
caracterizagdo molecular foi realizada com base na andlise do polimorfismo de
fragmentos de restricdo empregando dois dos marcadores mais comumente
utilizados nos estudos de genotipagem deste protozoario, os genes B-giardina e
Gdh. Segundo os protocolos estabelecidos pelo grupo de Simone Caccié (CACCIO
et al., 2002; LALLE et al., 2005), o gene B-giardina é capaz de distinguir Al, All, B, C,
D, E e F. Read e cols. (2004) propuseram um protocolo utilizando o gene Gdh,
permitindo diferenciar os isolados Al, All, Blll, BIV, C, D e E. Dessa forma os genes
alvos escolhidos sao capazes de identificar os principais tipos de G. duodenalis
circulantes no homem ao redor do mundo. Além disso, a identificacdo de genétipos
multi-locus, definidos como os subtipos identificados por dois ou trés loci, aumenta a
precisdo da caracterizacdo molecular, uma vez que algumas sequéncias
apresentam heterogeneidade na identificacdo genotipica (SPRONG et al., 2009).

A extracdo do DNA da G. duodenalis € uma etapa critica no processo da
caracterizagao molecular. Atualmente a cultura in vitro tem sido pouco utilizada pelo
alto indice de isolados refratarios ao cultivo (HAUTUS et al., 1988; KASPRZAK e
MAJEWSKA, 1985). Os estudos recentes tém dado preferencia a extracdo do DNA
direto da amostra fecal, porém diversas substancias presentes neste material, como
polissacarideos complexos, sais biliares, bilirrubina e outros produtos da degradacao
da hemoglobina, podem degradar o DNA ou prejudicar sua interacdo com a DNA
polimerase, inibindo a reacdo de amplificacdo e com isso reduzindo a sensibilidade
da PCR (GONCALVES et al., 2008). Com a finalidade de minimizar a presenca
desses inibidores empregamos, na extracao do DNA, o kit comercial da Qiagen (Kit
QIAamp DNA mini kit stool - Qiagen GmbH. Germany) que inclui um comprimido que
absorve os inibidores fecais da PCR e colunas para purificagdo do DNA.

Outros fatores, tais como o numero de cistos nas fezes e a dificuldade na
ruptura dos cistos podem interferir na eficiéncia da PCR. Foi realizado um estudo
piloto para averiguar se a concentragcdo prévia dos cistos, utilizando a técnica de
Faust produziria alguma melhora na amplificacdo do DNA, o que nao foi observado.
Em relacado a dificuldade de ruptura da forma cistica, aumentamos a temperatura e o
tempo da etapa de lise sugerida pelo fabricante, como descrito anteriormente.

Apesar do exposto, a eficiéncia maxima da PCR (amplificagdo do DNA de todas as
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amostras selecionadas) nao foi obtida. Dentre as 71 amostras submetidas a PCR,
54,9% amplificou o gene da B-giardina e 71,8% o gene Gdh. Na literatura, esses
genes tém apresentado variadas frequéncias de amplificacédo, entre 46% e 100%
para o gene pB-giardina (GELANEW et al., 2007; VOLOTAO et al., 2007;
TUNGTRONGCHITR et al., 2010; SOLIMAN et al., 2011) e entre 7,6% e 91% para o
Gdh (BERTRAND et al., 2005; CORDON et al., 2008; BOONTANOM et al., 2011;
SCORZA et al., 2012). As variacdoes encontradas sao devido as especificidades de
cada estudo no que diz respeito ao armazenamento, método de extracao,
composigdo da mistura reacional, ferramentas e aparelhos utilizados, dentre outros
fatores.

A caracterizagcdo molecular evidenciou nas infec¢des por Giardia de criancas
de creche a presenca dos gendtipos A, B e E, sendo este ultimo identificado em uma
provavel infeccdo mista e detectado apenas pela andlise do gene B-giardina. A
maioria dos estudos anteriores relatam apenas os gendtipos A e B em seres
humanos, no entanto alguns pesquisadores ja encontraram, em menor escala, 0s
tipo C, D, E e F (GELANEW et al., 2007; FORONDA et al., 2008; SPRONG et al.,
2009).

As amostras R125 e R443 apresentaram discordancia na andlise da PCR-
RFLP dos genes empregados. Nos dois casos um gene apresentou um padrao de
bandas referente ao grupo B, enquanto o outro sugeriu a existéncia de infeccao
mista, B+E (R125) e A+B (R443). Outros estudos tém relatado resultados
discrepantes quando se emprega mais de um gene na caracterizacdo molecular
(READ et al., 2004; ROBERTSON et al., 2007). A explicacao mais plausivel consiste
na presenca de uma infeccdo mista, de modo que um genoétipo tenha sido
preferencialmente amplificado em detrimento ao outro em um determinado gene.

A ocorréncia de infec¢des mistas por diferentes genétipos de G. duodenalis em
humanos ja foi relatada em outros estudos (HOPKINS et al., 1997; SPRONG et al.,
2009; TUNGTRONGCHITR et al., 2010; LEBBAD et al., 2011), variando entre 2,9%
e 41%, sendo maior nos paises com menor desenvolvimento econdmico. Em
Fortaleza, Kohli e cols. (2008) identificaram 10,3% de infeccbes mistas (A+B). Em
nosso estudo foram encontrados 6% de padrdoes de RFLP sugestivos de infeccoes
mistas pelos gendtipos A+B (4%) e B+E (2%). Além disso, duas amostras com o
gendtipo B e uma A+B apresentaram padréo sugestivo de mistura dos subgendétipos
BllI+BIV. Sprong e cols. (2009) encontraram uma frequéncia relativamente elevada
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de infeccbes mistas BllI+BIV (15%) em humanos, mostrando que este fato nao € tao
incomum.

Dois mecanismos principais podem explicar a ocorréncia de perfis da analise
do RFLP sugestivos da presenca concomitante de dois genétipos na mesma
amostra: (1) verdadeiras infeccoes mistas, devido a exposi¢éo a diversas fontes de
transmissdo com genoétipos variados; e (2) sequéncia alélica heterozigética
(SPRONG et al., 2009), tendo, sua existéncia, sido demonstrada por Morrison e cols.
(2007) no projeto genoma de G. duodenalis. Para confirmar se os casos relatados
no presente estudo sdo verdadeiras infecgcdes mistas seria necessaria a realizagao
do sequenciamento dos fragmentos amplificados, 0 que nao foi possivel devido a
restricdes técnicas e orgamentarias.

Da mesma forma a deteccdo do gendtipo E por PCR-RFLP sugere a
importancia do sequenciamento para confirmagdo do achado desse isolado em
criangcas de Salvador. Esse genétipo € comum em ruminantes, principalmente
bovino e ovino (EY et al., 1997; THOMPSON e MONIS 2004; MONIS et al., 2009),
porém estudos anteriores ja& demostraram a presenca desse genétipo em humanos
(FORONDA et al., 2008; SPRONG et al.,, 2009), sugerindo que 0s ruminantes
podem ser considerados como fonte de transmissdo da giardiase. Um trabalho
realizado em gado leiteiro no Brasil encontrou os genétipos Al e E, enfatizando o
potencial zoon6tico da G. duodenalis que infectam esses animais (PAZ e SILVA et
al., 2012b).

Os gendtipos da G. duodenalis apresentam uma distribuicdo diversificada. No
presente estudo, o gendtipo A foi o mais frequente, tendo sido encontrado em 69%
das amostras amplificadas. Todos esses isolados apresentaram padrdo RFLP
sugestivo de subgenétipo All. Esse achado se assemelha aos resultados
encontrados no Rio de Janeiro e em Sao Paulo (VOLOTAO et al., 2007; SOUZA et
al., 2007; CORADI et al., 2011). Na literatura o subgendtipo All foi encontrado
predominantemente em humanos, sugerindo um potencial de transmissao
antroponodtica. Uma vez que os isolados de G. duodenalis foram provenientes de
criangas de creche, onde o contato pessoa a pessoa facilita a disseminagdo desse
parasito, o resultado do presente estudo é coerente com a literatura.

Segundo Sprong e cols. (2009) a distribuicdo global sugere que dentre os
humanos predomina o subgendtipo All de Giardia duodenalis, enquanto nos animais

o subgendtipo Al. Quanto ao B, sua distribuicdo apresenta diferengas marcantes
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entre os continentes, sendo que na América Latina se destaca o Blll. Em nosso
estudo 25% dos isolados foram caracterizados como B, sendo BIV o mais frequente
(15%). De acordo com Feng e Xiao (2011) o gendtipo B seria 0 mais frequente no
mundo, apresentando tanto um potencial zoonético quanto antroponético de
transmissdo. A populacao analisada no presente trabalho foi oriunda da zona urbana
e possuia pouco contato com animais, o que pode explicar a reduzida frequéncia do
gendtipo B frente ao A.

Outro ponto importante é a associagdo entre o genétipo ou subgenétipo do
parasito com o quadro clinico. Um estudo longitudinal em criancas infectadas com
G. duodenalis mostrou que o gendtipo A é 26 vezes mais frequente em criangas com
diarreia do que o B (READ 2002). Considerando esses dados, Thompson (2004)
sugeriu que a frequéncia de isolados tipo B tende a ser mais frequentes em
instituicbes infantis comunitarias, pois seus portadores ndo deixam de frequentar o
estabelecimento por falta de indicios da infeccao. Contrariamente a esses achados,
outros trabalhos tem apontado o genétipo B associado com a diarreia (GELANEW et
al., 2007; PELAYO et al., 2008; MOHAMMED MAHDY et al., 2009; A-MOHAMMED,
2011), enfraquecendo a hipbétese de Thompson. Esses resultados discrepantes
podem ser justificados por uma segunda hip6tese: em regides onde um genétipo é
endémico, um novo pode causar sintomas particularmente severos quando incide
pela primeira vez na populacdo. Vale ressaltar que diferengas intrinsecas de cada
populacdo analisada, como condicdes sanitarias e condicoes de saude do
hospedeiro também influenciam na sintomatologia da giardiase.

Em nosso estudo, nédo foi possivel realizar a caracterizagcdo molecular dos
isolados de Giardia duodenalis de diferentes grupos de pacientes pediatricos e
comparar com as condicdes clinicas desses pacientes. Problemas com o tempo
prolongado de armazenamento e/ou descongelamento de amostras fecais
estocadas, aguardando a realizagdo da PCR, impossibilitou esse tipo de estudo.
Apesar de varias tentativas, nenhuma amostra do grupo de cancer, diarreia ou
desnutricao amplificou os genes-alvos, provavelmente por problemas de degradacéao
do DNA. Nés atribuimos o sucesso dos experimentos com as amostras de criangas
de creche porque as fezes tinham menos tempo de coletadas, além de serem
mantidas em outro local.

Os resultados de genotipagem de isolados de Giardia de criangas de creche

assintomaticas mostraram a presenca dos gendtipos A e B, assim como de infeccao
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mista, ndo fortalecendo a teoria de associacdo entre sintomas e grupos genéticos
especificos do parasito. E Importante lembrar que a correlagéo entre a presenca de
diarreia e 0 gendtipo nao necessariamente implica que um genétipo € mais virulento
que o outro. Tem sido sugerido que infec¢des crénicas podem frequentemente estar
associadas com desordens nutricionais e retardo no desenvolvimento, sem
necessariamente gerar sintomas gastrointestinais (READ et al., 2002). Apesar do
exposto, na pratica pediatrica € controverso o uso de quimioterapia para eliminagao
da G. duodenalis em portadores assintomaticos, principalmente em criangcas abaixo
de 5 anos, com frequente exposi¢cao ao parasito.

Ao analisarmos as creches separadamente notamos que na Mansdo do
Caminho houve um predominio do gendtipo All (79%), o que também foi observado
na Pupileira (52%). Além disso, o genétipo BIV se concentrou nesta ultima,
provavelmente devido a disseminacdo através do contato pessoa-pessoa, comum
em criangas institucionalizadas, como no caso de creches, promovendo a
concentracao de determinados isolados moleculares.

Giardia duodenalis destaca-se por ser um dos principais agentes responsaveis
pela doenca diarreica infecciosa, afetando milhées de individuos em todo o mundo.
Apesar da sua maior incidéncia nos paises em desenvolvimento, esta parasitose €
atualmente considerada como uma infecgéo reemergente nos paises desenvolvidos,
particularmente em criangas frequentadoras de creches e jardins-de-infancia. Esse
parasito tem despertado grande interesse dos pesquisadores pela elevada
prevaléncia na populacdo infantil, pela provavel associagdo entre 0s grupos
geneéticos do parasito e os diferentes quadros clinicos da giardiase, bem como pelo
potencial de transmissdo zoondética. Pelo nosso conhecimento, essa é a primeira vez
que isolados de G. duodenalis de criancas de Salvador sdo caracterizados por
biologia molecular, contribuindo para um melhor conhecimento epidemiolégico da
giardiase em nosso meio. Em nosso estudo ndo foi possivel correlacionar os
genodtipos com sintomatologia, j& que todos os portadores analisados néao
apresentavam queixas clinicas. Entretanto, a identificacdo dos diferentes grupos
genéticos descritos nesse trabalho sugere que os genétipos A e B circulam
indistintamente em criangcas de creche e que outros grupos, normalmente
encontrados em animais, podem estar associados a infec¢des de criangas de nossa

cidade.
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6. CONCLUSOES

A populacgéo infantil analisada apresentou uma alta positividade de infecgbes
por enteroparasitos, enfatizando a necessidade de se realizar 0 exame
parasitolégico de fezes regularmente em criancgas.

Os parasitos mais frequentes nos diferentes grupos pediatricos foram G.
duodenalis, Cryptosporidium sp., Blastocystis hominis, e E. histolytica.

O B. hominis foi significativamente mais frequente em criangas com neoplasia
do que naquelas consideradas saudaveis, sugerindo um carater oportunista da
infeccdo, uma vez que a maioria das criancas desse grupo estava sob uso de
quimioterapia.

O protozoario G. duodenalis destacou-se no grupo de criangas de creche,
indicando a necessidade de melhorias nas condi¢cées higiénico-sanitarias das
instituicbes infantis e da realizacdo periddica de exame de fezes em seus
frequentadores.

Nas criangas internadas com diarreia os parasitos mais frequentes foram
Blastocystis hominis, Cryptosporidium sp., G. duodenalis e E. histolytica.

O Cryptosporidium sp. e a E. histolytica apresentaram associagdo com a
presenca de diarreia, enquanto a G. duodenalis predominou em portadores
assintomaticos.

O diagnostico de infecgdes por E. histolytica em criancas s6 foi possivel
através da pesquisa de coproantigenos por ELISA, enfatizando a limitagao do
diagnéstico microscopico de trofozoitos em amostras diarreicas.

O ELISA foi mais eficiente do que o exame microscopico no diagnostico da G.
duodenalis, apresentando sensibilidade, VPN, eficiéncia e acuracia superiores.
Entretanto, devido ao seu alto custo, o uso do ELISA deve ser indicado
preferencialmente em laboratérios hospitalares ou de referéncia que atendam
pacientes pediatricos com doenca diarreica, ou com forte suspeita de giardiase
e resultados microscépicos inconclusivos ou negativos.

Nas criangas saudaveis frequentadoras de creche foram identificados os
gendtipos All, Blll, BIV e E, com predominio do All, sugerindo que a principal
via de transmissédo € antropondtica, seja pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados com fezes humanas, ou através do contato pessoa a pessoa,
uma vez que esse subtipo tem sido encontrado apenas em humanos.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INSTITUICOES: Laboratério de Parasitologia, Faculdade de Farmécia, UFBA, Avenida Bar3o de
Geremoabo, Campus Universitario de Ondina e Centro Pediatrico Professor Hosannah de Oliveira,
UFBA, Rua Padre Feijd, n° 29, Canela, 40110-170, Salvador, Bahia.

PROJETO: “Investigacdo das Enteroparasitoses em Criangas e Individuos Imunodeficientes e
Caracteriza¢do Genotipica dos Isolados de Giardia duodenalis”.

PESQUSIDORES RESPONSAVEIS:
Coordenadora: Dr2. Marcia Aquino Teixeira; Colaboradores: Dr2. Neci Matos Soares.

INFORMACOES SOBRE O PROJETO: Como voluntario, o Sr2.(a) estd sendo convidado(a) a participar
de uma pesquisa que tem como objetivo principal a identificacdo de parasitos nas fezes de pessoas
com doengas que prejudicam a defesa do organismo. Esses parasitos causam diarréia, dores de
barriga, enjoo, vomitos, perda de peso e pode, se espalhar para outras partes do corpo se nao
tratados. Estes parasitos s6 sdo identificados através de exames especiais. Se o(a) Sr°.(a) concordar
em participar deste estudo, serdo utilizadas as suas fezes e algumas informagdes a respeito de sua
saude: se estd com diarréia, tomando algum remédio ou sofre de alguma outra doenga.

BENEFICIOS: A sua participacdo neste estudo serd muito importante para o seu tratamento e no
esclarecimento dos parasitos causadores de diarréia em pacientes com a defesa do organismo
alterada. Os resultados dos testes serdo encaminhados para o médico responsdvel ou ao préprio
paciente, sem qualquer custo.

VOLUNTARIEDADE/PRIVACIDADE: O(A) Sr°.(a) podera recusar-se a participar do estudo agora, ou de
se retirar em qualquer momento, sem que isto lhe traga qualquer constrangimento ou prejuizo no
atendimento pelas instituicdes envolvidas. Sua identidade sera preservada e nenhum resultado
obtido com esta pesquisa constard o seu nome. Os pesquisadores responsdveis por este projeto
estardo a disposicdo para esclarecer qualquer duvida ou questdo que o Sr°.(a) tenha em relacéo a
este estudo.

Declaro que li e entendi este consentimento e que de livre e espontdanea vontade, concordei em
participar desta pesquisa como voluntdrio.
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