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Corréa, C.R.T. Parasitoses intestinais, estado nutricional e diversidade
genética de Giardia duondenalis em criangas atendidas em centro de
educacao infantil de Itapetininga, S&o Paulo. 2018. 140p. Dissertacao
(mestrado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2018.

Os centros de educacgdo infantii destacam-se como ambientes para a
promocdo do desenvolvimento social e cultural da crianca em idade pré-
escolar, garantindo a oportunidade de uma vida mais saudavel, inclusive pela
possibilidade de uma alimentacdo adequada na infancia. Entretanto, esses
ambientes apresentam caracteristicas epidemiolégicas que favorecem a
transmissao de patdgenos incluindo os parasitas intestinais. O presente estudo
transversal foi conduzido com criancas com idade variando de nove a 71
meses atendidas em EMEI do municipio de Itapetininga, SP, e teve como
objetivos: (1) estimar a frequéncia de parasitas intestinais, (2) avaliar a
diversidade genética de isolados de Giardia duodenalis e (3) avaliar o estado
nutricional das criancas, segundo parametros antropométricos e dietéticos. De
140 criancas formalmente autorizadas a participar do estudo, 105 forneceram
amostra de fezes, 108 tiveram o0s questionarios preenchidos e 131 foram
submetidas a avaliacdo antropomeétrica. Para a pesquisa de enteroparasitas, as
amostras de fezes foram processadas pelos métodos de centrifugo-
sedimentacdao e flutuagcdo com sulfato de zinco. A avaliacdo do perfil nutricional
incluiu parametros antropométricos (escore -Z para os indices pesol/idade,
peso/estatura, estatura/peso e IMC) e dietéticos (analise do cardapio quanto
aos valores de macronutrientes). Para a deteccédo e caracterizacdo moleculares
de isolados de Giardia, 0 DNA extraido das amostras de fezes (oito amostras
positivas e 97 amostras negativas para Giardia por microscopia) foi submetido
a reacgdes de PCR e os produtos obtidos para os genes B- giardina, gdh e tpi
foram sequenciados. Parasitas intestinais foram identificados em 36% (38/105)
das amostras com as seguintes frequéncias: Blastocystis 15% (16/105),
Entamoeba coli e Endolimax nana 11% (12/105) cada, Trichuris trichiura e
Ascaris lumbricoides 1% (1/105) cada. Em relacdo a Giardia, 7,6% (08/105)
criancas foram positivas pelo exame de fezes e apds o diagnostico molecular
foi possivel detectar a infeccdo em 51,4% (54/105). Apenas na infec¢do por

Giardia pode-se observar associagdo com a idade, uma vez que a frequéncia
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de infeccgéo foi significativamente mais elevada no grupo com idade entre um e
quatro anos. Quanto a avaliacdo antropométrica, a despeito do perfil eutrofico
prevalecer, notou-se tendéncia para sobrepeso/obesidade, especialmente em
relacdo ao indice IMC. O cardapio da instituicdo excedeu a recomendacao do
PNAE de 70% no que se refere as necessidades diarias de energia, assim
como a distribuicdo de nutrientes para as criancas de todas as faixas etarias. A
caracterizagdo molecular de 54 isolados de Giardia revelou a ocorréncia de
infeccdo pelos assemblages A (62%; 31/50), subassemblages Al e All, e B
(38%; 19/50), subassemblages BIl e BIV. A maior prevaléncia de
subassemblage All e assemblage B nas infec¢cdes detectadas nas criancas
reforca o fato de que a transmissdao antroponética € relevante entre as
criancas, especialmente em idades expostas ao maior risco de se adquirir a
infeccdo e que se reunem em ambientes que favorecem a disseminagdo do
parasita. Os resultados obtidos sdo relevantes e fornecem informacdes que
podem fundamentar acdes para a promoc¢ao da saude e melhoria da qualidade

de vida da populacao infantil atendida em centros de educacéo infantil.

Palavras-chave: Parasitas intestinais, Criancas, Creche, Estado nutricional,

Giardia duodenalis, PCR, Assemblages
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Corréa, C.R.T. Intestinal parasites, nutritional status and genetic diversity of
Giardia duondenalis in children attending in a daycare center in Itapetininga,
Sao Paulo. 2018. 140p. Thesis (Master) — Faculty of Medicine of Botucatu,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2018.

The centers of early childhood education stand out as environments to promote
the social and cultural development of pre-school children, providing the
opportunity for a healthy life, including the possibility of an adequate diet in
childhood. In contrast, these environments present epidemiological characteristics
that favor the transmission of pathogens including intestinal parasites. The present
cross-sectional study was conducted with children ranging in age from 9 to 71
months attending the EMEI in the city of Itapetininga, State of S&o Paulo, and had
the following objectives: (1) to estimate the frequency of intestinal parasites; (2) to
evaluate the genetic diversity of isolates of Giardia duodenalis and (3) to evaluate
the nutritional status of children according to anthropometric and dietary
parameters. Out of 140 children who were formally authorized to participate in the
study, 105 provided a stool sample, 108 had completed questionnaires and for
131, weight and height measurements were obtained for anthropometric
evaluation. For the study of enteroparasites, the stool samples were processed by
centrifugation-sedimentation and zinc sulfate flotation methods. Nutrition profile
evaluation included anthropometric parameters (Z-score for weight /age,
weight/height, height/weight and BMI) and dietary (macronutrient values). For the
detection and molecular characterization of Giardia duodenalis isolates, DNA
extracted from faeces samples (eight positive samples and 97 samples negative
for Giardia duodenalis by microscopy) was submitted to PCR reactions and the
products obtained for the B-giardin, gdh and tpi were sequenced. Intestinal
parasites were identified in 36% (38/105) of the samples with the following
frequencies: Blastocystis 15% (16/105), Entamoeba coli and Endolimax nana 11%
(12/105) each, Trichuris trichiura and Ascaris lumbricoides 1% (1/105) each.
Regarding Giardia duodenalis, 7.6% (08/105) children were positive by stool
examination and after molecular diagnosis it was possible to detect infection in
51.4% (54/105). Only in Giardia duodenalis infection was observed association
with age, since the frequency of infection was significantly higher in the group

aged between one and four years. Regarding the anthropometric evaluation,
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despite the prevailing eutrophic profile, there was a trend towards
overweight/obesity, especially in relation to the BMI index.

The institution's menu exceeded the PNAE recommendation of 70% for daily
energy needs, as well as nutrient distribution for children of all age groups. The
molecular characterization of 54 Giardia isolates revealed the occurrence of
infection by assemblages A (62%, 31/50), subassemblages Al and All, and B
(38%, 19/50), subassemblages BIl and BIV. The higher prevalence of
subassemblage All and assemblage B in infections detected in children reinforces
the fact that anthroponotic transmission is relevant among children, especially at
ages exposed to the increased risk of acquiring the infection and meeting in
environments that favor dissemination of the parasite. The results obtained are
relevant and provide information that can support actions for the promotion of
health and improvement of the quality of life of the child population attended in
child education centers.

Key words: Intestinal parasites, Children, Day care, Nutritional status, Giardia
duodenalis, PCR, Assemblages
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1. INTRODUCAO

N&o ha duvidas de que o bem-estar infantil € importante tanto por razdes
éticas quanto econémicas, uma vez que criangas que tém pleno desenvolvimento no
inicio da vida tém maior chance de serem cidadaos saudaveis e produtivos na vida
adulta. Nesse contexto, todo o processo de desenvolvimento de uma crianga, seja
fisico, cognitivo e socioemocional, ndo acontece sozinho, uma vez que depende das
experiéncias adquiridas junto a familia, creche e escola (BERLINSKI; SCHADY,
2016)

Entre os diferentes fatores que podem ter um impacto negativo no
desenvolvimento das criangas, destacam-se as infec¢des por agentes patogénicos e
a malnutricdo, considerados importantes problemas de saude publica,
especialmente em populacbes de baixa renda. Nesses grupos, ocorrem em
consequéncia de determinantes socioeconémicos como pobreza, falta de agua
potavel e de saneamento basico. Sob essas condi¢des, tem-se observado que a
malnutricio pode aumentar a susceptibilidade as infeccbes parasitarias,
especialmente por parasitas intestinais (KATONA; KATONA-APTE, 2008), assim
como, ha evidéncias de associacao entre essas infeccoes e desnutricdo (OLIVEIRA
et al., 2015). A despeito disso, € sabido que nas populacdes vulneraveis, a
malnutricdo e as infec¢bes parasitarias sdo mais prevalentes em criancas de baixa
idade e que o efeito ndo se limta a morbidade, mas se expande ao
comprometimento do desenvolvimento fisico, cognitivo e imunolégico, colocando

essas criancas em desvantagem ao longo de suas vidas.

1.1. Parasitoses Intestinais na Infancia

No que se refere as infeccbes parasitarias na infancia, sdo frequentes aquelas
responsaveis por quadros diarreicos, muitas das quais causadas por virus,

bactérias, mas também associadas ao parasitismo por helmintos e protozodrios
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intestinais. Nessa fase da vida, as criangas sao expostas as infeccbes em uma idade
em que, além de serem imunologicamente imaturas, apresentam habitos tais como
levar as maos e objetos a boca, ndo praticar a lavagem das maos e o contato
interpessoal muito proximo, que em ambientes fechados como as creches
favorecem a disseminagao das infec¢des (NESTI; GOLDBAUM, 2007).

Embora a prevaléncia de parasitas intestinais tenha diminuido nos ultimos 85
anos, as condi¢cbes passiveis de prolongar o ciclo de vida e a transmissdo dos
parasitas ainda persistem (McKENNA et al., 2017). Estima-se que cerca de 3,5
bilhdes de pessoas sdo afetadas e 450 milhdes estdo doentes por causa dessas
infec¢cdes parasitarias, das quais a maioria em criangas. Além disso, 4,7 a 39
milhdes de anos de vida ajustados por incapacidade (DALYs) sao atribuidos as
infeccbes causadas pelos parasitas intestinais, o que pode representar um Onus
econdmico substancial (HARHAY et al., 2010). Especialmente entre as criancas, as
parasitoses intestinais podem ser importante indicativo das condi¢cdes higiénico-
sanitarias da comunidade em que vivem. Mesmo que a frequéncia com que essas
infeccbes ocorram seja diretamente influenciada pela fragilidade social e econémica
das populacdes, fatores especificos como renda familiar, grau de escolaridade,
comportamentos higiénicos e habitos alimentares adotados nas populacdes podem
determinar diferencas nas taxas de prevaléncia e no risco de se adquirir essas
infeccbes. Além disso, as condicdes ambientais também podem favorecer a

disseminacao dessas infeccoes.

As enteroparasitoses que afetam bilhdes de individuos no mundo tém como
agentes etiolégicos alguma espécie de helminto e/ou protozoario gastrintestinal. Em
termos epidemioldgicos, a maioria das infeccfes causadas por esses parasitas
ocorre por via fecal-oral e as infec¢cBes sdo adquiridas a partir da ingestdo de ovos
(helmintos) ou cistos (protozoarios) presentes na agua e nos alimentos
contaminados com residuos fecais. No entanto, ha também infec¢cdes por helmintos
gue ocorrem a partir da penetracdo na pele de larvas infectantes presentes no solo

contaminado.
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Dentre os helmintos que acometem esses individuos, destacam-se Ascaris
lumbricoides que infecta cerca de 820 milhGes de pessoas em todo o mundo,
seguido por Trichuris trichiura e ancilostomideos que infectam aproximadamente 475
milhdes e 440 milhdes de individuos, respectivamente (DARYANI et al., 2017). Além
desses parasitas, incluem-se os helmintos, Enterobius vermicularis, Strongyloides
stercoralis e Hymenolepis nana. No que se refere aos protozoarios responsaveis por
causar desordens entéricas, destacam-se as infec¢des por Giardia, Cryptosporidium
e por Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar. A despeito da distribuicdo
cosmopolita, estima-se que 200 e 500 milhdes de individuos em todo o mundo
sejam hospedeiros de Entamoeba histolytica e Giardia, respectivamente (DARYANI
et al., 2017)

Considerando a dificuldade para a realizacdo dos estudos multicéntricos,
ainda hoje os dados de prevaléncia das parasitoses intestinais estdo restritos a
grupos populacionais especificos, particularmente criancas em idade pré-escolar e
escolar, residentes em diferentes regiées do mundo. Mesmo assim, recentemente,
os levantamentos epidemiolégicos demonstram que em  populacdes
socioeconomicamente desfavorecidas, as infec¢cdes por parasitas intestinais ainda
sao0 responsaveis por altas taxas de prevaléncia que podem variar de 20 a mais de
60% na Africa (OLIVEIRA et al., 2015, LIAO et al., 2016; MBONDOUKWE et al.,
2018), na Asia (BELIZARIO et al., 2015; DARYANI et al., 2017; RAJOO et al., 2017)
e na América Latina (LUCERO-GARZON et al., 2015; MARIANO et al., 2015;
IGNACIO et al., 2017; RIVERO et al., 2017).

Da mesma forma, no Brasil, os levantamentos epidemioldgicos refletem a
realidade observada em comunidades particulares e estabelecidas em diferentes
regides do pais. Mesmo assim, taxas de prevaléncia consideraveis tém sido
observadas em diferentes estudos (MENEZES et al., 2008; MARIANO et al., 2015;
FARIA et al., 2017), principalmente envolvendo populacdes residentes nos Estados
das regides Norte e Nordeste do pais (LANDER et al., 2014; MARIANO et al., 2015)
ou em estratos populacionais presentes em bolsdes de pobreza nas zonas rurais e
nos grandes centros urbanos (FILHO et al., 2011; GIL et al., 2013; LIMA JUNIOR et
al., 2013; IGNACIO et al., 2017). Nesses estudos, as taxas podem variar de 20% a
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guase 100%, todavia h& que se considerar a faixa etéria da populacdo de estudo, as
condi¢Bes socioecondmicas e sanitarias em que vive a populacdo e também as
técnicas empregadas para a deteccdo dos parasitas intestinais, ja que elas podem
diferir quanto a eficiéncia diagnostica.

Apesar dos avan¢os médicos e farmacéuticos as parasitoses intestinais ainda
representam um agravo a salde humana, mesmo porque em muitas regides o
desenvolvimento econémico nem sempre € acompanhado por um desenvolvimento
sanitario adequado (MUNIZ; CASTRO, 2007). Recentemente, estudos demonstram
gue a melhoria da infraestrutura sanitaria tem reduzido as taxas de prevaléncia das
parasitoses intestinais, especialmente aquelas causadas por geohelmintos como A.
lumbricoides, T. trichiura e ancilostomideos (DELFINO et al., 2016; DARYANI et al.,
2017;) No entanto, esses mesmos estudos apontam que as infec¢cbes causadas por
protozoarios como Giardia ainda mantém taxas elevadas nas populacdes,

particularmente em criancas.

Entre os diferentes parasitas intestinais que infectam a populacdo humana,
Giardia destaca-se como um dos mais frequentemente observados nos inquéritos
coproparasitologicos e nos exames de rotina realizados nos laboratérios de andlises
clinicas. Além disso, as infec¢des por Giardia sdo consideradas uma das principais
causas de diarreia infecciosa, sobretudo em criancas em idade pré-escolar e
institucionalizadas que vivem em comunidades de baixa renda. Nas nacfes
desenvolvidas, a giardiase é frequentemente referida como uma doenca
reemergente dada a sua participacdo em surtos diarreicos em creches e a

associacao de sua veiculacao pela dgua de consumo (THOMPSON, 2000)
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1.2. Giardia duodenalis

1.2.1. Aspectos gerais

O género Giardia inclui protozoarios flagelados que parasitam o intestino
delgado de varias espécies de vertebrados, incluindo mamiferos, aves, répteis e
anfibios. Por mais de 300 anos, desde que Giardia foi observado pela primeira vez
por Anthonie van Leeuwenhoek, este protozoario ainda € considerado um dos dez
principais parasitas que infectam o homem, principalmente, nos paises em
desenvolvimento, onde & uma das causas mais comuns de diarreia infecciosa
(THOMPSON, 2000; MONIS et al., 2009)

Ainda hoje, a taxonomia de Giardia permanece controversa, mas espécies
séo reconhecidas como validas; incluindo Giardia agilis em anfibios, Giardia psittaci
e Giardia ardeae em aves, Giardia muris e Giardia microti em roedores, Giardia
peramelis em marsupiais e Giardia duodenalis em mamiferos (THOMPSON; MONIS,
2012; HILLMAN et al., 2016). Dentre as espécies aceitas G. duodenalis (sin. Giardia
intestinalis, Giardia lamblia) € a Unica que parasita a espécie humana, além de
outros mamiferos, incluindo animais de companhia como cdes e gatos e uma

variedade de animais domésticos e silvestres (FENG; XIAO, 2011).

Os parasitas do género Giardia apresentam duas formas evolutivas, o
trofozoito e o cisto, que diferem quanto a organizacdo estrutural e bioquimica. O
trofozoito € encontrado no intestino delgado, sendo a forma responsavel pelas
manifestacdes clinicas da infec¢do, enquanto que o cisto é a forma responsavel pela
transmissdo do parasita, 0 que ocorre por via fecal-oral e geralmente a partir da
ingestdo de cistos presentes na agua e nos alimentos contaminados com fezes.
(NEVES, 2016). Poucos cistos sdo necessarios para infectar o hospedeiro, sendo
gue 10 a 100 formas sé&o suficientes para iniciar a infeccdo (RENDTORFF, 1954).

Hospedeiros infectados podem eliminar nas fezes milhares de cistos a cada dia,
5
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durante varios meses, sendo que estas formas j4 séo infectantes imediatamente
apos a excrecdo (ADAM et al., 2016). Desde que em condi¢cdes favoraveis de
temperatura e umidade, os cistos podem permanecer viaveis por periodos

prolongados no meio ambiente, contaminando a agua, os alimentos e superficies.

Na populacdo humana, a giardiase € uma infeccdo gastrointestinal muito
comum que apresenta um espectro clinico diverso que varia desde individuos
assintomaticos até pacientes sintomaticos que podem apresentar um quadro de
diarreia aguda e autolimitante, ou um quadro de diarreia persistente, com evidéncia
de ma-absorcdo e perda de peso, que muitas vezes nao responde ao tratamento
especifico, mesmo em individuos imunocompetentes (EINARSSON et al., 2016).
Especialmente em individuos residentes em areas endémicas, a maioria das
infeccbes € assintomatica e ocorre tanto em adultos quanto em criancas. Criancgas,
idosos e individuos imunocomprometidos sado 0s grupos mais afetados pela doenca
(CACCIO et al., 2017), sendo que em criancas, 0 impacto negativo sobre o
desenvolvimento fisico e cognitivo tem sido relatado em alguns estudos
(ROGAWSKI et al., 2017; MMBAGA; HOUPT, 2017). O porqué e como este parasita
causa doenca em alguns individuos e em uma grande maioria a infeccdo se
apresenta assintomatica ainda é uma questdo que tem sido alvo de muitas
investigacBes. No entanto, estudos recentes sugerem o possivel envolvimento de
fatores tais como: (1) variabilidade genética do parasita; (2) o estado nutricional do
hospedeiro; (3) a resposta imune nha mucosa intestinal; (4) composicédo da microbiota

intestinal e (5) coinfeccdo com outros enteroparasitas (CERTAD et al., 2017).

G. duodenalis apresenta distribuicdo cosmopolita e estima-se que 250 a 300
milhdes de infeccbes humanas sintomaticas ocorram anualmente, em especial nas
regides em desenvolvimento do mundo (EINARSSON et al., 2016). Devido a sua
caracteristica cosmopolita e por estar intimamente associada as precarias condicfes
socioeconbmicas e higiénico-sanitarias, desde 2004, a giardiase esta inserida no
grupo “WHO Neglected Diseases Initiative” que reune doencas negligenciadas nos
paises em desenvolvimento e que guardam estreita relacdo com a pobreza, com a
falta de saneamento basico e com a qualidade da agua de consumo (SAVIOLI;
SMITH; THOMPSON, 2006).
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No periodo de 2004 a 2011, de 199 surtos associados a veiculacdo hidrica e
causados por protozoarios, em 35% dos casos, Giardia foi reconhecido como o
agente contaminante (BALDURSSON; KARANIS, 2011). Portanto, a 4gua consiste
em um importante veiculo para a transmissdo do parasita, pois 0s cistos sdo
capazes de resistir apés procedimentos padrées empregados em estacdes de
tratamento de agua (CERTAD et al., 2017). Além da veiculag&o hidrica, destacam-se
também os surtos associados aos alimentos e a transmissao pessoa-a-pessoa, que

séo mais frequentes em ambientes coletivos como creches e escolas.

Embora a infeccdo por G.duodenalis seja uma importante causa de doenca
gastrointestinal em humanos, ela também tem sido frequentemente diagnosticada
em animais de companhia, animais de producéo e animais silvestres, destacando-se
a deteccdo em cées, gatos, bovinos, ovinos, suinos e primatas ndo humanos
(COELHO et al., 2017). Diante da habilidade de G. duodenalis em infectar o homem
e uma variedade de outros mamiferos, tem sido frequente a discussao sobre o papel
da transmissdo zoondtica na disseminacdo das infecgbes (FENG; XIAO, 2011). A
aplicacdo de técnicas moleculares tem reforcado na maioria dos estudos que G.
duodenalis é um parasita zoondtico, no entanto a epidemiologia das infeccdes
zoonoticas ainda nédo esta clara (THOMPSON; ASH, 2016).

Levantamentos epidemiolégicos realizados em grupos populacionais
residentes em diferentes regides do mundo tém demonstrado que nos paises em
desenvolvimento as taxas de prevaléncia variam de 8 a 30% e nos paises
industrializados de 1 a 8% (FENG; XIAO, 2011). Nessas populacdes, a giardiase
ainda € uma infeccao principalmente pediatrica, sendo que as maiores taxas de
prevaléncia sdo observadas em criancas com idade variando de 1 a 4 anos e que

vivem em comunidades de baixa renda.

Na América do Sul, taxas de infeccdo entre 11 e 30% foram previamente
documentadas em criancas em idade pré-escolar em alguns paises (MOLINA et al.,
2011; RODRIGUEZ et al., 2014), inclusive no Brasil (TEIXEIRA et al., 2007; SILVA

et al., 2009;) onde pesquisas recentes registraram taxas de prevaléncia de quase
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50% (SANTOS et al., 2012; CASTRO et al., 2015;) e até 100% (LIMA JUNIOR et al.,
2013).

Recentemente, em um estudo de revisdo, COELHO e colaboradores (2017)
compilaram dados de prevaléncia obtidos em diferentes estudos realizados no Brasil
ao longo de 20 anos e que incluiram grupos populacionais compostos tanto por
criangcas quanto por adultos. Nesse levantamento, 0s autores constataram que a
giardiase esta presente em todas as cinco regides brasileiras, sendo que a maioria

dos estudos foi realizada na regido Sudeste e, mesmo nessa regido, faltam

informacgdes para alguns anos ou estados especificos, dificultando qualquer tipo de

comparacao temporal (Figura 1).
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Figura 1. Prevaléncia de giardiase de acordo com estudos de prevaléncia
realizados em diferentes estados do Brasil. Fonte; COELHO et al., 2017.

1.2.2. Caracterizacdo molecular

Com o progresso das investigacbes cientificas, principalmente, ap6s o

advento das técnicas moleculares, muitos estudos tém revelado que Giardia

7
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porém geneticamente distintos. A partir da década de 1980, métodos cada vez mais
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precisos foram desenvolvidos e empregados nos estudos de caracterizacdo de

isolados de G. duodenalis associados a infecgbes em diferentes hospedeiros.

Os primeiros estudos envolveram a analise da mobilidade eletroforética das
enzimas de G. duodenalis e os resultados sinalizaram a existéncia de duas
subpopulacdes distintas designadas assemblages A e B (HEYWORTH, 2016).
Posteriormente, investigacdes aliando procedimentos baseados na amplificacéo de
fragmentos de DNA como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chaim
Reaction — PCR) e o0 sequenciamento dos produtos de amplificacdo obtidos
acrescentaram mais detalhes sobre a heterogeneidade dos isolados de G.
duodenalis, confirmando a existéncia dos grupos genéticos A e B e a descricao de
mais seis outros grupos denominados assemblages C-H (HEYWORTH, 2016).

Sendo assim, até o momento, isolados associados as infec¢cdes humanas e
em outros mamiferos foram incluidos em oito grupos genéticos distintos
(assemblages A até H), que apresentam diferentes padrdes de especificidade pelos
hospedeiros, além de outras diferencas fenotipicas. As observacdes feitas em
estudos moleculares revelam que o homem e outras espécies de mamiferos podem
ser infectados pelos assemblages identificados como A e B que incluem isolados
considerados potencialmente zoonoticos. Além dos assemblages A e B, séo
reconhecidos os assemblages C e D identificados em cédes, o grupo E em
ruminantes, F e G em gatos e ratos domésticos, respectivamente e o grupo H em
mamiferos marinhos (CACCIO et al., 2017).

A identificacdo de grupos genéticos distintos a partir de uma diversidade de
hospedeiros tem se baseado na analise da sequéncia de DNA correspondente a
genes polimorficos, tais como a subunidade menor do RNA ribossémico (SSUrRNA)
e genes do metabolismo celular (housekeeping genes) como glutamato
desidrogenase (gdh), triose fosfato isomerase (tpi) e beta-giardina (B-giardina)
(FENG; XIAO, 2011). Desta forma, o emprego de mdultiplos genes tem ampliado e
consolidado o conhecimento sobre a variacdo intraespecifica de G. duodenalis,
inclusive possibilitando o reconhecimento de diferengas nas sequéncias génicas de

isolados previamente caracterizados como assemblages A e B e com isso a
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identificagdo de subgrupos distintos. Assim, os isolados identificados como
assemblage A podem ser classificados em subassemblages Al, All, Alll e AlV,
enquanto os isolados B nos subgrupos BI, Bll, Blll e BIV (FENG; XIAO, 2011;
CACCIO et al., 2017).

Entre os subassemblages de A, Al reune isolados humanos e de animais,
enquanto que All inclui, predominantemente, isolados humanos. Mais recentemente,
foram reconhecidos os subgrupos Alll e AlV, cujos isolados estdo associados
apenas a infeccdes em animais silvestres. Quanto ao grupo genético B, os
subassemblages Bl e BIl incluem isolados de animais, a maioria associados a
infeccbes em primatas ndo humanos, enquanto Bl e BIV incluem,

predominantemente, isolados humanos.

A despeito do crescente interesse e relevancia da infeccao por G. duodenalis,
ainda sdo necessarias investigacdes que fornecam informacdes esclarecedoras
sobre a dindmica de transmissdo dos grupos genéticos e que correlacionem esses
grupos aos aspectos biolégicos e clinicos da infeccdo, a prevaléncia nas diferentes
populacdes e aos fatores de risco e condicdes ambientais envolvidos na exposicao

ao parasita.

Nas ultimas décadas, estudos epidemiolégicos moleculares tém permitido a
identificacdo de isolados classificados como assemblages A e B associados a
infeccbes humanas em diferentes localizacbes geogréaficas e populacbes. Alguns
desses estudos tém demonstrado que a prevaléncia dos assemblages A e B varia
consideravelmente de um pais para outro, entretanto os dados disponiveis ainda
ndo permitem avaliar com clareza a distribuicdo desses grupos genéticos (CACCIO;
RYAN; 2008). Além disso, vale destacar que os fatores que determinam essa
variabilidade geografica dos genoétipos ainda ndao foram esclarecidos, mas € muito
provavel que diferencas quanto as vias de transmissdo e as fontes de infeccéo

interfiram na distribuicdo desses grupos.

Na América do Sul, a maioria dos estudos relata a caracterizacdo molecular
de isolados de Giardia duodenalis associados a infecgbes em criangas, sendo 0s

assemblages A e B identificados na maioria dos casos (MOLINA et al.,, 2011,
10
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ATHERTON et al., 2013; RODRIGUEZ et al., 2014; RAMIREZ et al., 2015). No
Brasil, assemblages A e B tém sido associados a infecgbes humanas detectadas em
diferentes grupos populacionais como em criancas (VOLOTAO et al., 2007; KOHLI
et al., 2008; LIMA JUNIOR et al., 2013; DURIGAN et al., 2014; COLLI et al., 2015;)
pacientes em hospitais (SOUZA et al., 2007; STATE, 2011; DURIGAN et al., 2014) e
em habitantes de aldeias de pescadores (DAVID et al., 2015).

O conceito de que a variabilidade intraespecifica pode, pelo menos em parte,
explicar a patogenicidade do parasita no hospedeiro tem sido considerada nas
infeccdes causadas por diferentes protozoarios intestinais. No que se refere a
Giardia duodenalis, o papel da variabilidade genética do parasita na apresentacéo
clinica da infeccdo tem sido alvo de muitas investigagcfes, entretanto, as conclusdes
ainda sao muito contraditorias (CERTAD et al., 2017).

Em levantamentos envolvendo individuos com infec¢cdes sintomaticas e
assintomaticas em diferentes populacdes, o assemblage A ja foi associado a diarreia
e outros sintomas gastrintestinais na india, Espanha e Turquia, enquanto que
assemblage B em estudos conduzidos na Malasia, Holanda e Etiopia (CACCIO,
2011). Por outro lado, nenhuma associacéao foi observada em estudos realizados em
Cuba, Reino Unido, Brasil e Albania (CACCIO et al., 2011). A despeito dessas
observacoes, discute-se a possibilidade de que os resultados conflitantes se devam
a diferencas quanto ao delineamento, especialmente no que se refere a populagéo-
alvo (criancas ou adultos), a definicado precisa dos sintomas ou mesmo a distribuicao

geografica dos assemblages e suas respectivas variantes (CERTAD et al., 2017).

N&o ha duvidas de que os estudos de caracterizacdo molecular tém permitido
avancos relevantes no conhecimento sobre G. duodenalis, no entanto ainda séo
necessarios mais estudos epidemiolégicos para que se alcance o melhor
entendimento sobre aspectos epidemioldgicos e da relacdo parasita-hospedeiro,
especialmente, na infeccdo humana. Para isso, é importante que mais estudos
epidemioldgicos sejam realizados em populacdes residentes em areas endémicas e

expostas a diferentes condi¢des socioecondmicas e ambientais.
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1.3. Estado Nutricional e Consumo Alimentar

Recentemente, segundo dados publicados no Relatério de Nutricdo Global
(DEVELOPMENT INITIATIVES, 2017), as taxas de desnutricdo em criangas estao
reduzindo em muitos paises, no entanto a mudanca global ndo € rapida o suficiente
para que se eliminem todas as formas de desnutricdo até 2030. Ainda, 155 milhdes
de criancas menores de cinco anos estdo com baixa estatura para idade, enquanto
gue 52 milhdes apresentam baixo peso para a estatura, condicdo que pode ser o
resultado de uma escassez significativa de alimentos e/ou infecgbes frequentes.
Diante disso, o perfil nutricional das criancas pode ser considerado um indicativo do
estado de saude de uma populacdo além de ser um dos principais preditores de
sobrevivéncia infantil. No entanto, a desnutricdo ainda € um grande problema de
saude publica na maioria dos paises em desenvolvimento, principalmente entre as
criancas até cinco anos de idade (BHANDARI; CHHETRI, 2011).

A desnutricdo infantil € uma doenca de natureza clinico-social multifatorial
Cujas raizes encontram-se na pobreza, mas geralmente ocorre quando o organismo
nao recebe os nutrientes de que necessita para o seu metabolismo fisiologico, seja
pela falta de aporte ou por problema na utilizacdo daquilo que € oferecido ao
organismo (MONTE, 2000). A Organizacdo Mundial da Saude atribui o termo
desnutricdo energético-proteica a uma sindrome composta por uma variedade de
condi¢cBes patoldgicas decorrentes da falta concomitante de calorias e proteinas em
diferentes proporcdes. Esta condicdo é mais frequente em lactentes e criancas em
idade pré-escolar, e geralmente, pode estar associada a infec¢cdes recorrentes,

inclusive aquelas causadas por parasitas intestinais (NESTI; GOLDBAUM, 2007).

Considerando que o estado nutricional é influenciado pelo consumo e
utilizacdo de nutrientes, as deficiéncias e inadequacdes alimentares exercem
impacto direto no crescimento e desenvolvimento durante a infancia. Ao longo dos
anos, varias iniciativas internacionais foram desenvolvidas com o intuito de ampliar e
garantir o acesso a alimentacdo adequada em todas as fases da vida,

especialmente na infancia (MENEZES et all, 2011), por isso, a oferta de uma
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alimentagcdo adequada na infancia passou a ser dever das nagdes e direito das

populacdes.

Nesse sentido, no Brasil, desde a criacdo do Programa Nacional de Merenda
Escolar (PNAE), além da alimentacdo domiciliar, a crianca passou a ter o direito de
consumir a alimentacdo escolar fornecida gratuitamente pelas escolas publicas.
Nesse programa de suplementacdo alimentar, a elaboracdo do cardapio escolar
deve atender as necessidades nutricionais especificas, conforme percentuais
minimos estabelecidos no artigo 14 da Resolucdo n°® 26/2013 (BRASIL, 2013).
Segundo o Fundo Nacional de Desenvolvimento da Educacgédo (FNDE), as criancas
atendidas em creches em periodo integral devem receber os cardapios com
refeicdes balanceadas que venham a suprir no minimo 70% das necessidades
nutricionais diarias. Mesmo assim, muitas vezes 0s cardapios estdo sujeitos a
inadequagdes que podem interferir no consumo alimentar e estado nutricional das

criancas, o que torna importante o acompanhamento dessa populacgao.

Entre os métodos geralmente empregados para o estudo dos parametros de
avaliacdo do estado nutricional e do crescimento fisico, a antropometria (peso-idade,
altura-idade, peso-altura e indice de massa corporal) e a pesquisa sobre 0 consumo
alimentar consistem em instrumentos eficazes quando se pretende avaliar, de forma
simples, barata, precisa e nao invasiva, o estado nutricional de populacdes infantis,
especialmente em estudos epidemiologicos. Na avaliacdo do estado nutricional, os
métodos bioquimicos podem complementar o exame antropométrico, no entanto,
geralmente empregam amostras de sangue para verificar caréncias nutricionais

especificas, o que 0s torna mais invasivos e de custo mais elevado.

O estado nutricional quando € avaliado por indicadores antropométricos
expressa as condi¢cfes de saude e nutricdo adequadas ou inadequadas de um grupo
etario, sendo um instrumento amplamente utilizado nas a¢des basicas de salude, nos
servicos de assisténcia e nas escolas, para regular distlrbios nutricionais quanto ao
déficit, mas também quanto ao excesso ponderal na populagéo infantil (ALENCAR et
al., 2016). Da mesma forma, a avaliacdo do perfil dietético pode apontar

inadequacbes quanto ao aporte de energia e nutrientes, sendo assim, importante
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preditor para as prevaléncias de baixo e de excesso de peso nesse grupo
(ALENCAR et al., 2016).

1.4. Estado Nutricional e Parasitoses Intestinais

Segundo KATONA e KATONA-APTE (2008), a infeccdo por parasitas
intestinais e o estado nutricional influenciam um ao outro em um ciclo vicioso, sendo
gue a desnutricdo pode tornar o individuo mais suscetivel a infeccédo, que por sua

vez também contribui para a desnutricdo (Figura 2).

O estado nutricional de um individuo parasitado pode ser afetado e envolver
diferentes mecanismos pelos quais 0s parasitas intestinais podem determinar (1)
espoliacdo do conteudo intestinal e de tecidos do hospedeiro, levando a uma perda
de ferro e de proteinas; (2) ma absorcéo de nutrientes; (3) reacdes inflamatérias que
levam a producdo de substancias que podem afetar o apetite; (4) quadros
relacionados com a infeccdo, tais como febre, levando a um aumento da taxa
metabolica e (5) resposta imune a infeccdo, que resulta no desvio ou utilizacdo de
nutrientes e energia para fins que nao teriam sido necessarios se os parasitas nao

estivessem presentes no organismo (HALL et al., 2008).

Desnutricdo | €= | |Infeccdo

Reducao Comprometimento
respostaimune ahsorcao

*Inatae *Injuria da mucosa
*Adquiricla intestinal

Figura 2. Interacdes entre malnutricao e infeccdo (Adaptado de KATONA; KATONA-
APTE, 2008).
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Ha décadas, evidéncias demonstram que o0s parasitas intestinais,
particularmente, os geohelmintos como A. Ilumbricoides, T. trichiura e
ancilostomideos, prejudicam a saude de uma crianca tém sido apresentadas em
diferentes estudos (CROMPTON et al., 1990; STOLTZFUS et al., 2001; HALL et al.,
2008). Em diferentes regides, esses parasitas compartiham areas geogréficas
semelhantes e podem interferir de véarias formas no estado nutricional dos
hospedeiros. Assim os parasitas podem induzir sangramento intestinal e competicéo
por nutrientes, o que leva a ma absorcdo destes. Além disso, podem reduzir a
ingestdo de alimentos e a capacidade de usar proteina e absorver gordura, bem
como aumentar o desperdicio de nutrientes via vomitos, diarreia e perda de apetite
(CROMPTON et al., 1990; ROBERTSON et al., 1992). Entre os protozoarios, muitas
vezes as infecc¢des por Giardia podem estar associadas a anemia por deficiéncia de
ferro e a perda significativa de micronutrientes (GENDREL et al., 2003; AL-
MEKHLAFI et al., 2010).

Ainda hoje, a despeito de muitos autores concordarem que as
enteroparasitoses exercem uma influéncia negativa sobre o estado nutricional na
infancia (STEPHESON et al., 2000; HUGHES et al., 2004), ha investigadores que
nao consideram que essas infec¢cdes sejam um fator determinante de desnutricao,
(MUNIZ-JUNQUEIRA; QUEIROZ, 2002; QUIHUI-COTA et al., 2004). Recentemente,
em estudo realizado na Turquia, os resultados obtidos demonstraram que as
criancas com infec¢des por Giardia e helmintos intestinais apresentaram retardo no
desenvolvimento geral, incluindo atraso no desenvolvimento psicomotor quando
comparadas com as criancas sem qualquer infeccdo parasitaria (YENTUR DONI et
al., 2016). A despeito das observacdes conflitantes, € consenso que juntamente com
as condicdes sanitarias e socioeconémicas em que vivem as criancas, as infeccdes

por parasitas intestinais podem contribuir para o desenvolvimento fisico deficitario.
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1.5. Justificativa

Além de viabilizar a inser¢cdo das mulheres no mercado de trabalho, as
creches destacam-se como ambientes adequados para a promog¢&o do crescimento
e desenvolvimento da crianca em idade pré-escolar. Somando-se a isso, nos paises
em desenvolvimento, onde grande parte das criancas vive em situacao de pobreza,
essas instituicdes podem proteger contra as injurias do meio ambiente e garantir
uma oportunidade de vida mais saudavel, inclusive ao possibilitar uma alimentacao
adequada na infancia. Com isso, em instituicbes publicas voltadas para a educacao
infantil em grupos desfavorecidos da populacdo, a oferta de uma alimentacao
adequada é essencial para o bem-estar das criancas, evitando-se em muitas

comunidades a desnutrigdo.

Por outro lado, a frequéncia crescente as creches fez com que criancas de
baixa idade passassem a ser expostas precocemente a diversos agentes
infecciosos, aumentando o risco de adquirir doencas infecciosas na primeira
infancia, quando a imaturidade do sistema imune e o treinamento limitado em
praticas de higiene tornam as criancas mais vulneraveis (MINK; YEH, 2009;
(ENSERINK et al., 2015).

Nesse grupo populacional, muitos dos episodios de diarreia e outros
disturbios gastrintestinais podem estar associados ao parasitismo por helmintos e
protozoarios intestinais. A despeito do agente etioldgico, a disseminacdo das
enteroparasitoses entre as criancas esta associada, principalmente, ao contato
direto, pessoa a pessoa, por meio das maos sujas ou indireto, por meio de fémites
ou da ingestdo de agua e alimentos contaminados (NESTI; GOLDBAUM, 2007).

Nesse contexto, o presente estudo foi proposto para investigar a prevaléncia
de infeccdes por parasitas intestinais, com énfase em Giardia duodenalis, e avaliar o
estado nutricional de criancas atendidas em uma escola municipal de educacao
infantil localizada na periferia do municipio de Itapetininga, S&o Paulo. Além da

escassez de estudos que fornecam informacdes sobre a ocorréncia dessas
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infeccdes em criancas institucionalizadas do municipio, o presente estudo possibilita
reunir dados que possam fornecer subsidios para fundamentar acdes para a
promocdo da saude e melhoria da qualidade de vida da populacdo infantil e da

comunidade como um todo.
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2. OBJETIVOS

2.1

2.2.

Objetivos gerais

Realizar estudo epidemiolégico das parasitoses intestinais e do estado
nutricional de criangas com menos de seis anos de idade atendidas em
escola de educacéo infantil do municipio de Itapetininga, Estado de Sao
Paulo.

Avaliar a diversidade genética de isolados de Giardia duodenalis

associados as infec¢des detectadas na populacao em estudo.

Objetivos especificos

Avaliar por meio de exame microscopico de fezes a prevaléncia de
parasitas intestinais nas criancas envolvidas no estudo.

Avaliar o estado nutricional das criancas, segundo parametros
antropometricos e dietéticos.

Verificar a existéncia de associacdes entre as parasitoses intestinais e
variaveis demograficas, socioecondémicas, sanitarias e perfil nutricional
da populagéo estudada.

Realizar a deteccdo molecular de G. duodenalis e caracterizar
geneticamente os isolados, avaliando a frequéncia dos grupos genéticos

associados as infec¢des em criancas.
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3. METODOS

Trata-se de um estudo epidemioldgico transversal desenvolvido durante o
periodo de agosto de 2016 a setembro de 2017 em uma creche publica do Municipio
de Itapetininga e incluiu 131 criangas com idade variando de nove a 72 meses e
regularmente matriculadas na Instituicdo. Para a realizacdo do presente trabalho, foi

adotado o delineamento apresentado na Figura 3.

3.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos propostos para a realizacdo do presente estudo
foram formalmente apresentados e aprovados pela Secretaria Municipal de
Educacdo (Anexo 1) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina/Unesp/Botucatu sob o protocolo CAAE 62265316.5.0000.5411 (Anexos 2 e
3).

3.2. Area de estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Itapetininga, localizado na
regido sudoeste do Estado de S&o Paulo e cujas coordenadas geograficas sédo: 23°
35 08” de latitude Sul e 48° 02' 51" de longitude Oeste. A area territorial do
municipio compreende 16.789,350 Km2 e segundo o Censo Demografico 2010
(IBGE, 2010), a populacao registrada era de 144.377 habitantes, dos quais 131.050
residentes na zona urbana e 13.327 na zona rural. Para o ano de 2017, a populagéo
foi estimada em 160.070 habitantes (IBGE, 2017).
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Apresentacdo das
propostas de
pesquisa aos pais

Escolha do
Local

Assinatura do Coleta de Extracao do DNA Sequenciamento do Analise dos
TCLE fezes/Antropometria Giardia DNA Giardia resultados

| |

Autorizacao Aprovacdo da m
I o Analise dos exames
da Direcao da EMEI para o inicio e
EME] da pesquisa parasitologicos

|

Autorizaco
da Sec. Apresentacdo dos
Municipal da resultados aos pais
Educacao l
Autorizacao Capacitagao aos pais
do Comité de Higiene
Etica l
Atividades
educativas com
criangasdedab
anos

Figura 3. Fluxograma adotado para a realizacdo do trabalho na EMEI Profa. Therezinha de Jesus Algus, Itapetininga, SP, 2016-2017.
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As principais atividades econdmicas do municipio estdo associadas a
agropecudria, ao comércio e industrias, sendo que o comércio € a area que mais
emprega no municipio. Em 2015, a proporc¢éo de pessoas ocupadas em relagédo a
populacdo total era de 25% e o salario médio mensal dos trabalhadores formais
era de 2,2 salarios minimos (SEADE, 2017). Segundo a Fundagdo SEADE, no
biénio 2012-2014, com IDH (indice de Desenvolvimento Urbano) de 0,763, entre
0s 645 municipios do Estado, Itapetininga ocupa as posi¢cfes 382 602 e 69 2,
respectivamente, nas dimensdes riqueza, escolaridade e longevidade. Em
sintese, os escores de longevidade e de renda ainda estao abaixo do nivel médio
estadual, entretanto o de escolaridade apresenta-se acima da média do Estado.

Quanto ao saneamento basico, os servicos de abastecimento de agua e
esgotamento sanitario sdo prestados pela Companhia de Saneamento Basico do
Estado de Sao Paulo (Sabesp) e atendem a 42.258 domicilios na area urbana.
Atualmente, a Companhia tem indices de 99% na distribuicdo de agua e 96% de
coleta de esgoto, sendo 100% tratado (SABESP, 2017).

Na area da saude, o municipio possui dois hospitais, um publico e o
hospital privado da Unimed, além de cerca de 50 unidades vinculadas a
Secretaria de Saude, incluindo unidades béasicas de salude, postos de saude,
unidades de pronto atendimento e centros de especialidades (ITAPETININGA,
2017a).

3.3. Populacéo de estudo

O municipio de Itapetininga, tradicionalmente conhecido como a “Terra das
Escolas”, possui 26 escolas estaduais, 83 escolas municipais incluindo 29 EMEI's
(Escola Municipal de Educacao Infantil) e 54 EMEF's (Escola Estadual de

Educacdo Fundamental) e 22 colégios particulares. Além das instituicbes voltadas
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para a educacao basica, o municipio conta com cinco escolas técnicas e seis
faculdades que oferecem, respectivamente, 26 cursos profissionalizantes e 54
cursos de graduacao (ITAPETININGA, 2017b).

O grupo populacional proposto para o desenvolvimento da presente
pesquisa incluiu criangas com idade de nove a 72 meses atendidas na Escola
Municipal de Educacgdo Infantii (EMEI) Profa. Therezinha de Jesus Algus,
localizada na Vila Mazzei, um dos maiores bairros periféricos do municipio
(Figuras 4 e 5). De acordo com informacdes fornecidas pela Secretaria Municipal
de Educacdo e pela Direcdo da EMEI, a maioria das criancas atendidas na
Instituicdo pertence a familias desprovidas de recursos basicos e vivendo em
situacdo de wvulnerabilidade e de caréncia social. Nessa regido, parte da

populacéo vive em loteamentos precarios e em conjuntos habitacionais populares.

Figura 4. Mapa do Brasil destacando o Estado de S&o Paulo (A). Localizagdo do
Municipio de Itapetininga no Estado de Séo Paulo (B). Fonte: Wikipedia, 2018
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Figura 5. Mapa do bairro Vila Mazzei, Itapetininga, SP (Fonte: Google Maps, 2017).

No inicio do presente estudo, 150 criancas estavam regularmente
matriculadas em periodo integral (07h30 as 17h00) na Instituicdo e distribuidas
nas seguintes classes: Bercério | e 1l com 17 alunos (04 a 23 meses), Maternal |
com 21 alunos (24 a 35 meses), Maternal 1l com 35 alunos (36 a 47 meses), 12
etapa com 33 alunos (48 a 59 meses), 22 etapa com 44 alunos (60 a 71 meses).
Devido a caréncia de espaco fisico, na ocasido a EMEI dividia o atendimento em
duas unidades distintas, porém proximas. Para manter as duas unidades em
funcionamento, a Instituicdo contava com uma equipe de 31 profissionais que
incluia, além da diretora e de uma secretaria, nove professoras, 15 auxiliares,

guatro cozinheiras e duas serventes.
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Figura 6. EMEI Profa. Therezinha de Jesus Algus, localizada na Vila Mazzei,
Itapetininga, SP, 2016-2017.

O inicio das atividades na Instituicdo incluiu visitas com o objetivo de
apresentar a proposta de trabalho aos dirigentes e funcionarios e de obter
informacdes sobre o nimero e atividades das criancas, horario de funcionamento,
distribuicdo dos funcionarios, etc., a fim de organizar os trabalhos conciliando as
atividades do projeto com as atividades da Instituicdo. A partir do consentimento
da Secretaria de Educacdo do Municipio e ciéncia da direcdo escolar, os pais
e/ou responsaveis pelas criancas foram convidados a participar de uma palestra
sobre a pesquisa, sendo que na ocasido foram informados sobre os objetivos do
presente estudo e esclarecidos quanto aos seguintes aspectos: (1) importancia da
participacdo efetiva para a identificagdo dos problemas e para a proposi¢cao das
medidas de controle das parasitoses intestinais; (2) principais parasitas intestinais
e respectivas formas de infeccdo (3) procedimentos a serem executados e
cuidados para a colheita das amostras de fezes que seria realizada pelos pais
e/ou responsaveis e pelos funcionarios, no caso das criangas dos bergarios; (4)

explicacdo sobre os procedimentos para o diagnéstico e (5) proposicdo de
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bY

atividades de educacdo sanitdria com vistas a melhor compreensdo das
enteroparasitoses humanas a fim de minimizar a ocorréncia dessas enfermidades
(Figura 7).

Figura 7. Reunido com os responsaveis pelas criancas para apresentacdo do
projeto e obtencdo do TCLE na EMEI Profa. Therezinha de Jesus Algus,
[tapetininga, SP, 2016-2017.

ApOs todos o0s esclarecimentos, foi apresentado aos pais e/ou
responsaveis o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4), a fim de
obter a autorizacdo para a inclusédo da crianca na pesquisa. Desta forma, todas as
criancas matriculadas na Instituicdo foram cadastradas no projeto, sendo que,
apenas aquelas formalmente autorizadas pelos responsaveis para participar do

estudo foram incluidas na pesquisa.
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Além do termo de consentimento, para que fosse feita a caracterizacao
demografica e socioecondmica da populacdo de estudo, cada responsavel foi
entrevistado para preenchimento de um questionéario contendo informagfes sobre
estrutura familiar, tipo de moradia, nivel de escolaridade dos pais e/ou
responsavel, renda familiar, habitos de higiene, criagcdo de animais domésticos,
uso de calcados, entre outros (Anexo 5). Diante das dificuldades em aplicar o
guestionario em reunibes de pais, muitos questionarios foram preenchidos no
horario de entrada dos alunos, momento em que 0s proprios responsaveis se

dirigiam até a Instituicdo para deixar as criancas.

Em sintese, para que a crianca fizesse parte do projeto, foram
considerados os seguintes critérios de inclusdo: (1) estar formalmente matriculada
na Instituicdo, (2) pertencer ao grupo etario considerado de nove a 72 meses e (3)
0s pais e/ou responsaveis terem assinado o TCLE. Além das criancas todos 0s
funcionarios da Instituicdo também foram convidados a participar do inquérito

coproparasitoldgico previsto para a pesquisa de parasitas intestinais.

3.4. Avaliacdo do estado nutricional das criancas
3.4.1. Avaliacdo Antropomeétrica

S criancas autorizadas a participar da pesquisa foram submetidas a uma
avaliacdo antropomeétrica realizada em visita agendada pela escola e comunicada
aos pais e/ou responsaveis, com o propésito de que as criangcas nao faltassem
nessa ocasidao. Durante a avaliacdo, de cada crianca foram aferidos o peso e a
estatura, segundo as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
2006 e WHO 2007). As medidas antropométricas foram feitas uma Unica vez e

com as criancas vestidas com roupas leves e descalcas (Anexo 6).

Para a determinacdo do peso das criancas com idade até 24 meses foi
utilizada a balanca pediatrica digital Welmy® com capacidade de 15 kg e precisao

de 100 g; enquanto que a pesagem das criangas com idade variando de 24 a 72
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meses foi feita empregando-se Balanga Welmy® com capacidade para 150 kg.,

preciséo de 100 g.

A afericdo da estatura foi feita empregando-se o estadibmetro portatil
Nutrivida com extensdo de 3000 mm, com divisdo de escala de 1 mm e nao
acoplado a balanca. As criancas com idade até 24 meses foram medidas em
decubito dorsal e aquelas com idade superior foram avaliadas em pé, com o
corpo bem ereto, os bracos esticados lateralmente ao corpo, pés unidos e a
cabeca erguida. Todas as medidas de peso e estatura foram registradas em uma
ficha individual de avaliacdo para posterior analise do perfil nutricional.

A avaliacdo nutricional de cada criangca da populacdo estudada foi
realizada com base nos valores de referéncia do United States National Center
Health Statisticas (WHO, 2006). Para isso, os dados antropomeétricos obtidos
foram transformados em indices pesol/idade, peso/estatura, estatura/idade e
indice de massa corporea (IMC), e o escore-z (unidade de desvio padrdo). Para
cada um desses indicadores foi calculado empregando-se 0s programas
“software” WHO Anthro por PC (WHO, 2011) para as criancas com idade até
cinco anos. O “software” WHO Anthro Plus (WHO, 2007) foi utilizado para as
criancas com idade superior a cinco anos e a avaliacao considerou 0s seguintes
parametros: estatura para idade, peso para idade e IMC para idade. Para essas
analises, a idade das criancas foi calculada em meses e obtida a partir da

diferenca entre a data da coleta dos dados e a data de nascimento.

No caso de criancas com histérico de nascimento prematuro, primeiramente, foi
obtida a idade corrigida da crianca, ou seja, idade que ela teria se tivesse nascido
com 40 semanas de gestacdo. Este céalculo foi feito considerando a idade real
(cronoldgica) da crianca e subtraindo a diferenca entre as 40 semanas e a idade
gestacional que a crianca tinha quando nasceu (BRASIL, 2016). A idade corrigida,
também € chamada de idade poés-concepcdo, e traduz o ajuste da idade
cronologica em funcdo do grau de prematuridade. A idade do prematuro deve ser
corrigida até os 2 anos de idade, a fim de obter a expectativa real para cada
crianca, sem subestimar o prematuro ao confronta-lo com os padrées de
referéncia nas avalicdes de crescimento e desenvolvimento cognitivo.
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iNDICES ANTROPOMETRICOS PARA MENORES DE 5 ANOS
VALORES CRITICOS Peso- Peso- IMC- Estatura-
para-idade para-estatura para-idade para-idade
Muito baixo M M Muito baixa
< Percentil 0,1 < Escore-z -3 peso para & € estatura para
R acentuada acentuada X
a idade a idade
= Percentil 0,1 e | >Escore-z-3 e Baixo peso M M Baixa estatura
< Percentil 3 < Escore-z -2 para a idade & g para a idade
= Percentil 3 e > Escore-z-2 e
< Percentil 15 | < Escore-z | Eutrofia Eutrofia
= Percentil 1I5e | =Escore-z-l e | Peso adequado
< Percentil 85 < Escore-z +1 para a idade Risco de Risco de Estatura
> Percentil85e | > Escorez +l e sobrepeso sobrepeso adequada para
< Percentil 97 < Escore-z +2 a idade ?
> Percentil 97 e | > Escore-z +2 e
<Percentil 99,9 | <Escore-z +3 | Pesoelevado |  Sobrepeso Sobrepeso
- para a idade ' . ;
= Percentil 99,9 | > Escore-z +3 Obesidade Obesidade

Fonte: Adaptade de: (OMS5, 2006)
! Uma crianca com a classificacio de peso elevado para a idade pode ter problemas de crescimento, mas o melhor indice para essa avaliacio é o
IMC-para-idade (ou o peso-para-esmrura).

* Uma crianca classificada com estatura para idade acima de percentil 99,9 (Escore-z + 3) & muito alta, mas raramente corresponde a urn problema
Contudo, alguns casos correspondem a desordens enddorinas & tumones. Em caso de suspeitas dessas situagdes, a crianca deve ser referenciada
para um avendimento especializade.

Figura 8. Classificacdo do estado nutricional de criancas menores de cinco anos para

cada indice antropométrico, segundo recomendacdes do Sistema de Vigilancia Alimentar
e Nutricional (SISVAN)

A partir dos escores-z obtidos, a classificacdo do estado nutricional foi feita
de acordo com o protocolo estabelecido pelo Sistema de Vigilancia Alimentar e
Nutricional (BRASIL, 2011) (Figura 8)

3.4.2. Perfil Dietético

Para o levantamento do perfil dietético das criancas foi analisado o
cardapio semanal planejado e executado na EMEI e destinado a suprir as
necessidades nutricionais do individuo quanto a energia, carboidratos, proteinas e
lipidios. Os cardapios de todas as EMEIs sdo previamente elaborados pela

Equipe de Nutricionistas do Setor de Merenda Escolar da Prefeitura Municipal de
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Itapetininga. Os “per capitas” de alimentos sao calculados de acordo com as
necessidades de cada faixa etaria, e os alimentos sédo enviados as EMEIls de
acordo com o numero de criangas atendidas no local. Para execucdo das
refeicdes, as merendeiras consultam o Receituario Padrédo previsto para cada tipo
de preparacédo a ser oferecida no dia. De posse dos dados, foram calculados os
percentuais de adequacdo de energia e macronutrientes dos cardapios
analisados a partir dos valores de referéncia segundo a Resolugdo do Fundo
Nacional de Desenvolvimento da Educagcdo — FNDE (BRASIL, 2009), segundo os

estagios de vida nas unidades de turno integral. (Figura 9)

Educagao Infantil: 7 meses a 5 anos
% das Vitaminas  Minerais (mg)
necessidades Energia CHO PTN LIP Fibras
NATE Idade A C
nutricionais (Keal) (g) (g9) (g) (3) Ca Fe Mg Zn
diarias (ng) (mg)
7-11 meses 135 21,9 4.2 3.4 o 100 10 54 2,2 W 0,6
20%,
Meio periodo: 1 - 3 anos 200 325 63 50 38 60 3 100 1,4 16 0.6
1 refeicdo
4 -5 anos 270 439 B84 6,8 5.0 &0 5 160 2,0 26 1,0
e 7-11meses 200 325 63 50 - 150 15 81 3,3 23 0,9
Meio Periodo
=1 refeigac
ou 1- 3 anos 300 488 94 7.5 5,7 90 5 150 2,1 24 09
Quilombolas/
Indigenas: 1, 5 .ngs 400 650 12,5 10,0 7.5 120 8 240 3,0 39 15
refeicdo
7 -11 meses 450 73,1 14,0 11,3 - 350 35 189 7.7 K4 21
T0%
1 -3 anos 00 1149 21,9 175 13,3 210 12 350 49 56 2,1
Turno Integral
4 -5 anos 950 154,4 29,7 238 175 280 19 560 70 91 35

Figura 9. Valores de referéncia de energia, macronutrientes e micronutrientes a serem
ofertados na alimentacdo escolar da Educacdo Infantil, segundo a faixa etaria e
previsto na Resolug¢éo do Fundo Nacional de Desenvolvimento da Educacdo (FNDE).
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Foram avaliados o perfil dietético oferecido nas quatro refeicbes servidas
no dia (desjejum, almoco, merenda, jantar). Para esse calculo foi utlizado o
“software DietWin” versao 2, que tem informacdes da Tabela Brasileira de
Composigcédo de Alimentos (NEPA,2006). Todos os nutrientes foram calculados

em valores médios.

3.5. Pesquisa de parasitas intestinais

3.5.1. Colheita das amostras de fezes

Para a obtencdo de uma amostra de fezes de cada crianca, foi montada
uma embalagem contendo um pote coletor preenchido com uma solucdo
conservante de dicromato de potassio a 2,5% e identificado com o nome e grupo
do aluno. Juntamente com o pote coletor foram incluidas as instrucdes para a

coleta das amostras.

A coleta das amostras de fezes das criancas dos Bercarios | e Il foi
realizada na proépria instituicdo pelas funcionarias, diretamente da fralda. Para as
criancas maiores, 0s potes coletores foram distribuidos aos responsaveis as
sextas-feiras no final do expediente, solicitando que a coleta fosse feita durante o

final de semana e o material entregue na escola na segunda-feira pela manha.

Na escola, as amostras foram acondicionadas em caixas térmicas até o
final do dia, quando foram recolhidas e armazenadas sob refrigeracéo (5 a 10°C),
previamente ao transporte para o Departamento de Parasitologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu, UNESP/Campus de Botucatu, onde foi realizado o

processamento laboratorial.
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3.5.2. Exame coproparasitologico

Previamente ao processamento das amostras de fezes, 0os potes coletores

foram agitados para homogeneizacao das fezes e todo o conteudo foi filtrado em

gaze diretamente em um copo descartavel. Em seguida, o material foi distribuido

em tubos de fundo conico (50 ml) e lavado trés vezes (350xg/2 minutos) com

solucédo salina tamponada (PBS pH 7,2) para a retirada do dicromato de potassio.

O sedimento obtido foi utilizado da seguinte forma:

Uma aliquota de 2 ml foi acondicionada em criotubo e armazenada a

20 °C negativos para a extracdo do DNA gendmico;

Uma a duas gotas do sedimento foram transferidas para uma lamina
de microscopia, coberta com laminula 22 x 22 mm e examinada ao
microscopio optico com aumento de 100 e 400 vezes para a pesquisa

de enteroparasitas.

O sedimento restante foi processado pela técnica de centrifugo-

flutuacéo com sulfato de zinco modificada por SLOSS et al. (1999):

e Adicionar ao sedimento previamente reservado em um tubo de
ensaio, foi acrescentada uma solucdo de sulfato de zinco 33%
(densidade 1,180g/ml) e o material foi centrifugado a 1.500 rpm

durante um minuto;

e Em seguida, o volume do material foi completado com a mesma
solucéo de sulfato de zinco 33%, até formar um menisco na borda

do tubo de ensaio;

e Sobre 0 menisco e em contato com a superficie do liquido, foi
colocado uma laminula de 22 x 22 mm, que apés um minuto, foi
removida por inversdo e disposta sobre uma lamina contendo uma

gota de lugol;
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e As laminas preparadas foram analisadas em microscopio Optico,
com aumento de 100 a 400 vezes para a pesquisa de
enteroparasitas.

Assim que foram encerradas as analises laboratoriais das amostras de
fezes, foi emitido o laudo com o resultado do exame de cada participante da
pesquisa, que foi entregue diretamente aos responsaveis em reunidao de pais.
Nessa ocasido, 0s responsaveis receberam os resultados lacrados e aqueles
cujas criancas apresentavam diagnostico positivo para algum parasita intestinal
patogénico foram orientados para encaminhamento ao médico da Unidade Basica
de Saude do bairro (Anexo 7). Além disso, independente do resultado do exame,
todos os responsaveis foram novamente orientados quanto as medidas sanitarias
para prevencao de enteroparasitoses humanas necessarias para prevenir e evitar
reinfeccdo. Para os pais das criancas que tiveram resultado positivo para Giardia

duodenalis, foi reforcada a importancia dos familiares realizarem exame de fezes.

Durante essa etapa da pesquisa, foram desenvolvidas na Instituicao,
atividades com a finalidade de orientar as criancas e os funcionarios da creche
sobre a importancia dos habitos adequados de higiene pessoal e ambiental na
prevencao das enteroparasitoses. Para essas atividades de educacédo sanitaria,
foram empregadas as seguintes abordagens apropriadas para cada faixa etéria:
apresentacao de “slides” com nocdes de higiene pessoal, atividade interativa de
lavagem de maos e cartilha para colorir (Anexo 8) com instru¢cdes sobre
mecanismos de transmissao de parasitas e consequéncias da infec¢do (Figura
10)
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Figura 10. Atividades interativas desenvolvidas com as criancas da EMEI Therezinha

de Jesus Algus, localizada na Vila Mazzei — Itapetininga, SP, 2016-2017.

33



Métodos

3.6. Diagnostico e caracterizagdo molecular dos isolados de Giardia

duodenalis

Para a identificagdo e caracterizagdo molecular dos isolados de Giardia
duodenalis, inicialmente, fragmentos de DNA correspondentes aos genes [3-
giardina (bg), glutamato desidrogenase (gdh) e triose-fosfato-isomerase (tpi)
foram amplificados por meio de técnicas baseadas na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR). Posteriormente, os produtos
amplificados em cada amostra de DNA foram sequenciados para a analise das

sequéncias génicas.

3.6.1. Extracdo do DNA genGmico

A fim de extrair o DNA das amostras de fezes, foi utilizado “kit” QIAamp
DNA Stool Mini kit® (Qiagen) seguindo as recomendagdes do fabricante. Apés a
extracdo, o DNA obtido foi armazenado em “freezer” a 20°C negativos para

posterior amplificacao.

Vale destacar que ao se considerar a possibilidade de resultados falso-
negativos nos exames coproparasitologicos, além das amostras de fezes
positivas para cistos e/ou trofozoitos de Giardia duodenalis, todas as amostras de

fezes negativas também foram submetidas a extracdo de DNA.

3.6.2. Amplificacdo do DNA gendémico

No que se refere a amplificacdo dos fragmentos correspondentes aos
genes em estudo, as amostras de DNA foram submetidas a reacbes de PCR,

segundo os protocolos apresentados a seguir no Quadro 1.

Para amplificacdo de um fragmento de 432 pb do gene gdh, as amostras

de DNA foram submetidas a uma reacédo de Semi-Nested PCR (snPCR), segundo
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protocolo proposto por READ et al. (2004), utilizando as seguintes sequéncias
iniciadoras: (1) External Forward Primer (GDHeF):5’-TCA ACG TYA AYC GYG
GYT TCC GT; (2) Reverse Primer (GDHiR): 3'-GTT RTC CTT GCA CAT CTC C;
(3) Internal Forward Primer (GDHIiF): 3'-CAG TAC AAC TCY GCT CTC GC.

Quadro 1. Sequéncia dos primers (oligonucleotideos) e protocolos empregados
para a amplificacéo de fragmentos dos genes glutamato desidrogenase (gdh), B-giardina
(bg) e triose fosfato isomerase (tpi) empregados para a caracterizacdo molecular de
Giardia duodenalis.

Rea¢do* Gene Primer  Sequéncia Fragmento Protocolo

GDHeF TCAACGTYAAYCGYGGYTTCCGT

snPCR gdh GDHiR  GTTRTCCTTGCACATCTCC 432 pb
READ et al.
(2004)
GDHiF CAGTACAACTCYGCTCTCGC
G7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC
G759 AGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC
PCR b 511pb LALLE, et al.
: g P (2005)

GiarF GAACGAACGAGATCGAGGTCCG

GiarR CTCGACGAGCTTCGTGTT

AL3543 AAATIATGCCTGCTCGTCG

AL3546 CAAACCTTITCCGCAAACC
nPCR tpi 532 pb
AL3544 CCCTTCATCGGIGGTAACTT

SULAIMAN, et
al. (2003)

AL3545 GTGGCCACCACICCCGTGCC

*snPCR: Semi-nested PCR; nPCR: Nested PCR
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No que se refere a amplificacdo do gene B-giardina (511 pb), as amostras
de DNA foram submetidas a uma reacédo de “nested” PCR, segundo protocolo
proposto por LALLE et al. (2005), utilizando as seguintes sequéncias iniciadoras:
(1) External Forward Primer (G7)5-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3;
(2) Reverse Primer (G759) 5-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3'; (3)
Internal Forward Primer (1) 5-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3'; (4) Internal
Reverse Primer (2) 5-CTCGACGAGCTTCGTGTT-3".

Com respeito a amplificacdo da sequiéncia correspondente ao gene tpi,
para a obtencdo de um fragmento de 530 pb, amostras de DNA foram
empregadas em uma reacdo de “Nested” PCR (nPCR), de acordo com
metodologia proposta por SULAIMAN et al. (2003), utilizando as seguintes
sequencias iniciadoras: (1) External Forward Primer (AL3543): 5-AAA TIA TGC
CTG CTC GTCG-3; (2) Reverse Primer (AL3546): 5-CAA ACC TTI TCC GCA
AAC C-3'; (3) Internal Forward Primer (AL3544): 5'-CCC TTC ATC GGI GGT AAC
TT-3'; (4) Internal Reverse Primer (AL3545): 5-GTG GCC ACC ACI CCC GTG
CC-3"

Em todas as baterias de reacdes foram incluidas as amostras-controle,
positiva e negativa. O controle positivo consistiu de uma amostra de DNA extraido
de trofozoitos de cultivo axénico de Giardia duodenalis. Para controle de
contaminacdo, em cada bateria de reacdes foi incluido um tubo contendo o
tampéo de reacdo, omitindo-se a aplicacdo da amostra com o DNA alvo. Todas as
reacdes de PCR foram feitas em um volume final de 50 pL. A eletroforese dos
produtos de amplificacéo foi feita em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de
etidio (0,5 pug/ml) e para a visualizagao empregou-se um transiluminador UV. O
comprimento dos produtos amplificados foi estimado pela inclusdo de um padrao

de pares de bases (Base-Pair Ladder).

3.6.3. Sequenciamento dos produtos de amplificacéo

Para a determinacdo das sequéncias nucleotidicas, inicialmente, cada um

dos produtos de amplificacdo dos genes estudados foi purificado empregando-se
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os “kits” QIAquick PCR  Purification®(Qiagen) e MinElute PCR
Purification®(Qiagen), segundo as recomendacdes do fabricante. Em seguida a
purificagéo, a concentracdo de DNA do material foi estimada em gel de agarose
2%, para que pelo menos 5 ng/ul de DNA purificado fosse enviado para a
empresa Macrogen® (Seul, Coréia do Sul), responsavel pelo sequenciamento das

amostras.

Para a andlise das sequéncias geradas empregou-se 0 programa de
alinhamento de Clustal X (LARKIN et al., 2007). As sequéncias nucleotidicas
obtidas foram comparadas entre si e também com as sequéncias homoélogas
disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando-se o programa BLASTn do
“National Center for Biotechnology Information”
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST), a fim de confirmar a espécie e identificar os

grupos genéticos de cada isolado de Giardia duodenalis obtido no presente
estudo. A inclusdo de cada sequéncia em um grupo genético foi realizada de
acordo com a similaridade apresentada ao se comparar com as sequéncias

depositadas no GenBank.

3.7. Analise dos dados

Os dados obtidos a partir dos questionarios, dos exames antropométricos,
os resultados dos exames coproparasitologicos e da caracterizagcdo molecular
foram organizados, categorizados e tabulados em planilha eletrénica do programa
Microsoft Excel no formato banco de dados. Mediante os dados compilados ao
longo do estudo, para viabilizar as analises comparativas, as variaveis idade,

peso e altura foram categorizadas em faixas.

No que se refere a pesquisa dos parasitas intestinais nas amostras de
fezes analisadas, seja pelo exame microscopico ou pela reacdo de PCR e
sequenciamento (apenas para Giardia duodenalis) a prevaléncia na populagéo

em estudo foi calculada dividindo-se o niumero de hospedeiros infectados pelo
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namero de hospedeiros examinados (BUSH, 1997). A frequéncia de infec¢des por
parasitas foi analisada considerando os parasitas, isolada ou conjuntamente, em
relacdo aos dados obtidos com o preenchimento do questionério epidemioldgico.
Assim, foram classificadas como parasitadas as criangas que tiveram um exame
positivo para a presenca de cistos de protozoarios ou ovos de helmintos nas

fezes, mas também para reacdes de PCR positivas para Giardia duodenalis.

Em relacéo a prevaléncia das infec¢des por parasitas intestinais detectadas
na populacdo em estudo, foram analisadas as possiveis associagcbes com as

seguintes variaveis:

- condi¢cdes demograficas e socioecondémicas: sexo, idade, tipo de moradia,
nuamero de habitantes no domicilio, nUmero de criangas no domicilio, nivel de
escolaridade do responsavel, renda familiar, uso de calcado, presenca de

animais, etc;

- infraestrutura sanitaria: disponibilidade de esgoto e agua tratada, agua

consumida, disponibilidade de instalac&o sanitaria, destino do lixo;

- estado nutricional, considerando os indicadores antropométricos de z-score

para peso/idade, peso/altura, altura/idade e IMC.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do “software” SAS verséo 9.3.
Os testes aplicados para verificar associacdo entre as variaveis foram o teste de
x? (qui-quadrado) e o teste exato de Fisher. O nivel de significancia adotado foi
p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo demografica e socioeconémica da populagcéo

No presente estudo, 140 criangas regularmente matriculadas na instituicdo e
distribuidas em seis classes foram cadastradas e convidadas para participar da
pesquisa. Dessa populacdo, 131 criancas tiveram a participacdo formalmente
autorizada pelos pais e/ou responsaveis (TCLE) e foram incluidas no estudo, sendo
gue 105 (86,8%) atenderam a solicitacdo de colheita das amostras de fezes e 108
(89,3%) tiveram os questionarios integralmente preenchidos em entrevista com o0s

pais e/ou responsaveis.

Populacdo cadastrada

n=140
Criancas com Criangas com Criangas com
exame de fezes questionarios avaliagéo antropométrica
n=105 n=108 n=131
Questionarios | |Antropometria Quesilcir(l)irlos
n= 96 n=90 n=

Figura 10. Numero de criangas incluidas nas diferentes etapas do estudo.

De 131 criancas autorizadas a participar do estudo, 78 eram do sexo
masculino e 53 do sexo feminino, com idades variando entre nove e 71 meses e

com média de 43,4 + 16,8 meses.

Considerando as informacfGes extraidas de 108 questionarios, foi possivel
identificar algumas caracteristicas socioeconbmicas e sanitarias relativas a

populacdo em estudo (Tabela 1). Com relacdo as caracteristicas de infraestrutura
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geral constatou-se que 100% das criancas viviam em casas de alvenaria, sendo que
65,7% e 98,2% dessas habitagbes apresentavam quatro a seis comodos e banheiro
interno, respectivamente. Além disso, a maioria das residéncias (90,7%) possuia

algum tipo de revestimento no chao (ceramica ou cimento).

Com relacdo ao saneamento basico, pode-se constatar que 108 criancas
(97,22%) habitavam domicilios atendidos pela rede publica de distribuicdo de agua,
enquanto que apenas trés (2,8%) tinham acesso a 4gua sem tratamento obtida a
partir de pocos artesianos. No entanto, no que diz respeito a agua para beber,
26,85% (29/108) e 73,2% (79/108) das criancas consumiam &agua filtrada/fervida e
agua diretamente da torneira, respectivamente. Quanto ao acesso a rede de esgoto
e a coleta do lixo, estes servicos publicos estdo disponiveis, respectivamente, para

96,3% e 97,2% das familias dessas criangas.

Na ocasido do estudo, muitos dos moradores do bairro eram catadores de lixo
para reciclagem e que ndo possuiam renda mensal fixa. Diante deste fato, optou-se
por delimitar a faixa de renda no questionario socioeconémico entre renda familiar
mensal abaixo de R$ 500,00, entre R$ 500,00 a R$ 1000,00, entre R$ 1000,00 a R$
1500,00 e renda familiar acima de R$ 1500,00. Com relag&o a renda familiar mensal,
levando-se em conta o valor do salario minimo nacional na ocasiao do estudo (R$
937,00) cerca de 52% (n=56) das criancas pertenciam a familias com rendimentos
gue variavam de 0,5 a 1,6 salario minimo, enquanto a renda das familias de 35%
das criancas era superior a 1,6 salario minimo. Apenas 13% das criancas estavam
inseridas em familias com proventos abaixo de 0,5 salario minimo. Considerando o
salario minimo do Estado de S&do Paulo no ano de 2017 (R$ 1076,20),
aproximadamente 65% das familias tinham renda mensal de até 1,4 salario minimo.
Em 88% destas familias, os responsaveis pelas criancas tém de cinco a 11 anos de
escolaridade (95/105), e 57% delas incluem mais de trés membros (4 - 6

individuos)..

Além disso, foi possivel constatar que 82,4% das criancas tém algum animal
em casa, sendo que 70,4% dos responsaveis relataram ter animais de companhia

como cées e gatos e 12% animais de criagdo como suinos e galinhas (Tabela 1).
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TABELA 1. Caracteristicas demogréaficas, socioecondmicas e sanitarias relativas a 108

criangas atendidas na EMEI Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017.

Variavel Categoria N (%)
Sexo (n=131) Masc'ul.lno 78 (59,50)
Feminino 53 (40,49)
Tipo de moradia Alvenaria 108 (1000,00)
1-3 19 (17,59)
N° de cobmodos 4-6 71 (65,74)
> 6 18 (16,67)
: Dentro da residéncia 106 (98,15)
Banheiro Fora da residéncia 02 (1,85)
: Revestido 98 (90,74)
Piso da casa Chao batido 10 (9,26)
. Publica 105 (97,22)
Coleta de lixo Enterrado/ queimado 03 (2,78)
Publica 104 (96,30)
Rede de esgoto Fossa 04 (3.7)
. Publica 105 (97,22)
Fonte de agua Outra 03 (2,78)
A beb Filtrada/Fervida 29 (26,85)
guapara beber Direto da torneira 79 (73,15)
<0,5 salarios minimos 14 (12,96)
Renda Familiar entre 0,5 a 1,1 salarios 30 (27,78)
(salario minimo — R$954,00) entre 1,1 a 1,6 salarios 26 (24,07)
>que 1,6 salarios 38 (35,19)
1-4 anos 07 (6,48)
Escolaridade do 5 -8 anos 32 (29,63)
responsavel (anos) 9 - 11 anos 63 (58,33)
>12 anos 06 (5,56)
Uso de antiparasitario Sim 25 (23,14)
(durante o ano de 2017) Nao 83 (76,85)
Presenca de animais Nao 19 (17,6)
Animais de companhia 76 (70,4)
Animais de producdo 13 (12,0)
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Somando-se a essas informacdes, interessantemente durante as entrevistas,

foi constatado que 71,3% das crian¢as estavam inseridas em familias que incluiam

os dois progenitores, 28,7% em familias cuja responsabilidade pela crianca ficava a

cargo de apenas um dos progenitores ou dos avés (Gréfico 1).

80
70
60
50
40
30
20
10

71,3%
n=77

23,1%

n=25
| 2,8% 2,8%
iy n=3 n=3
Casal Mae solteira Avos Paissolteiros

Gréafico 1. Organizacado familiar de 108 criancas atendidas na EMEI Therezinha de Jesus
Alguz, ltapetininga, SP, 2016-2017.

4.2.

Pesquisa dos parasitas intestinais por microscopia

Considerando os 105 exames de fezes das criangas atendidas na EMEI, os

parasitas intestinais detectados em 36,2% (38/105) das amostras examinadas e

suas respectivas frequéncias na populacdo estudada foram Blastocystis (15,2%),
Giardia duodenalis (7,62%), Entamoeba coli (11,4%) e Endolimax nana (11,4%),

além de Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura observados, respectivamente, em

1% das amostras. Os resultados desses exames estdo apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2. Frequéncia de parasitas intestinais detectados em 105 criancas atendidas na

EMEI Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017.

Infec¢bes por protozoarios N %
Giardia duodenalis 08 7,6
Blastocystis 16 15,2
Entamoeba coli 12 11,4
Endolimax nana 12 11,4
Infecgdes por helmintos

Ascaris lumbricoides 01 0,95
Trichuris trichiura 01 0,95
Infec¢cbes Unicas

Protozoarios 27 25,7
Helmintos 01 0,95
Infeccdes mistas

Blastocystis + E.nana 3 2,85
Giardia duodenalis + E.nana 2 1,94
Giardia duodenalis + E.coli 1 0,95
Blastocystis + E.nana 1 0,95
E.coli + E. nana 1 0,95
Blastocystis +E.nana + Trichuris 1 0,95
trichiura

Blastocystis + E. coli + E. nana 1 0,95
Criangas parasitadas 38 36,2
Criangas nédo parasitadas 67 63,8
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Entre as parasitoses diagnosticadas, as infec¢cdes causadas por protozoarios
foram mais prevalentes (45,7%) do que as infec¢des helminticas (1,9%). Os exames
de fezes revelaram que muito embora em 24,7% das criangas tenham sido
detectadas infec¢cdes por parasitas patogénicos (Blastocystis, Giardia duodenalis, A.
lumbricoides e T. trichiura), o parasitismo por amebas nao patogénicas (Entamoeba
coli e Endolimax nana) foi diagnosticado em 22,8% das criancas. Nessa populacao,
infeccdes Unicas foram detectadas em 26,7% dos individuos parasitados, enquanto
gue 9,5% apresentaram infec¢des por dois ou trés parasitas (Tabela 2).

Considerando a distribuicdo dos parasitas entre as criancas de cada classe
escolar, pode-se constatar que as infec¢des pelos protozoarios ndo patogénicos, as
amebas E. coli e E. nana, foram detectadas em criancas de todas as turmas. Quanto
aos protozoarios patogénicos, Giardia duodenalis e Blastocystis ndo foram
detectados nas criangas atendidas no Bercario | e no Bergario Il, respectivamente
(Gréfico 2). Quanto aos helmintos, apenas duas criancas do Maternal Il e Etapa |
apresentaram exame de fezes positivo para A. lumbricoides e T. trichiura,

respectivamente (Gréfico 2).

Além das criancas, todos os funcionarios da instituicdo foram insistentemente
convidados a participar do inquérito coproparasitologico, todavia mesmo tendo sido
informados quanto a relevancia das parasitoses intestinais, nenhum aderiu ao

estudo.

Nas tabelas de 3 a 6 estdo apresentadas as associacdes analisadas tendo
como variavel dependente a infeccdo por parasitas intestinais e variaveis
independentes como sexo, idade, parametros socioecondmicos, sanitarios, entre
outros. Vale destacar que, exceto para sexo e idade (n=105), as analises incluiram
apenas aguelas criancas que atenderam a solicitacdo da amostra de fezes e cujos

responsaveis prestaram as informacdes solicitadas durante a entrevista (n=96).
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Grafico 2. Distribuicdo dos parasitas intestinais detectados em amostras de fezes de 105
criancas atendidas na EMEI Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017,

segundo o estagio escolar.

No presente estudo, verificou-se que entre as 38 criancas parasitadas, 55,3%
(21/38) eram do sexo masculino e 44,7% (17/38) do sexo feminino (Tabela 3).
Chama a atencédo, que as duas Unicas criancas diagnosticadas com infeccdes por
helmintos eram do sexo masculino. No que se refere a idade, em todos 0s grupos
etarios foram observadas criancas infectadas por algum tipo de parasita intestinal,
no entanto a maioria a partir de um ano de idade. A despeito dessas observacoes,

nenhuma associacao foi observada com essas variaveis.

As frequéncias de parasitismo intestinal em relacdo ao sexo e idade das
criancas estdo apresentadas na Tabela 4. As infec¢cdes foram detectadas em
criancas de todas as idades, no entanto foram mais frequentes em criancas com
mais de trés anos de idade, contudo ndo foi observada associacdo com essa

variavel.
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Ao se considerar as variaveis relacionadas a infraestrutura sanitaria e
servicos publicos, apesar da maior frequéncia de exames positivos em criancas que
ndo tém acesso a rede publica de distribuicdo de dgua, a coleta publica de lixo e que
vivem em casas sem banheiro interno, ndo foi possivel identificar associacdo com

essas variaveis (Tabela 4).

No que se refere as variaveis socioecondmicas, as infeccbes por parasitas
intestinais foram mais frequentes nos grupos de criangas que vivem em familias cuja
renda mensal estd entre 1,2 e 1,6 salario minimo, cujos responsaveis tém
escolaridade superior a 11 anos e que coabitam domicilios com mais de seis
pessoas, no entanto, nenhuma associacdo foi evidenciada entre a frequéncia dos

parasitas intestinais e as variaveis em questdo (Tabela 5).

Considerando o habito de andar calcado, uso de antiparasitario e a presenca
de animais no domicilio, também néo foi observada associagdo com essas variaveis.
No entanto chama a atencao, que criancas que tém o habito de andar descalcas nao

estavam parasitadas (Tabela 6).
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TABELA 3. Frequéncia de parasitas intestinais em relacéo ao sexo e idade de 105 criancas atendidas na EMEI Therezinha de Jesus Alguz -
Itapetininga, SP, 2016-2017.

) o ) Parasitas néo _
Exame de fezes Blastocystis Giardia duodenalis . Helmintos
patogénicos

Variavel

Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Sexo
Masculino
(n=63) 21 (33,3) 42 (62,7) 08 (12,7) 55 (87,3) 03 (4,8) 60 (95,2) 14 (23,4)) 49 (76,6) 2 (3,17) 61 (96,8)
Feminino
(n=42) 17 (40,5) 25 (37,3) 8 (19,0) 34 (84,8) 05 (11,9) 37 (88,1) 8 (20,9) 34 (79,0) 0 42 (100,0)
Idade (anos)
<1 (n=5) 2 (40,0) 3 (60,0) 1 (20,0) 4 (80,0) 0 5(100,0) 1 (20,0) 4 (80,0) 0 5 (100,0)
la4 (n=49) 15 (30,6) 34 (69,4) 6 (12,2) 43 (87,8) 3(6,11) 46 (93,9) 8 (16,3) 41 (83,7) 1(2,0) 48 (98,0)
> 4 (n=51) 21 (41,2) 30 (58,8) 9 (17,6) 42 (82,4) 5(9,80) 46 (90,2) 13 (25,5) 38 (74,5) 1(1,2) 50 (98,0)
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TABELA 4. Frequéncia de parasitas intestinais em relacdo a parametros de infraestrutura sanitaria de 96 criangas* atendidas na EMEI
Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017.

Exame de fezes Blastocystis Giardia duodenalis Parasitas ndo patogénicos** Helmintos
Variavel Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Origem da agua
Publica (n=93) 33 (35,5) 60 (64,5) 14 (15,1) 79 (84,9) 8 (8,6) 85 (91,0) 17 (18,3) 76 (81,7) 11,1 92 (98,2)
Poco (n=3) 2 (66,7) 1(33,3) 0 3(100,0) 0 3(100,0) 2 (66,7) 1(33,3) 0 3 (100,0)
Agua para consumo
Filtrada/fervida (n=27) 10 (37,0) 17 (63,0) 3(11,1) 24 (88,9) 1(3,7) 26 (96,3) 6 (22,2) 21 (77,8) 0 27 (100,0)
Direto da torneira ((n=69) 25 (36,2) 44 (63,8) 11 (15,9) 58 (84,1) 7 (10,1) 62 (89,9) 13 (18,8) 56 (81,2) 1(1,5) 68 (98,5)
Destino esgoto
Publico (n=92) 33 (35,9) 59 (63,1) 14 (15,2) 78 (84,8) 8(8,7) 84 (91,3) 17 (18,5) 75 (81,5) 1(1,1) 91 (98,9)
Fossa (n=04) 2 (50,0) 2 (50,0) 0 4 (100,0) 0 4 (100,0) 2 (50,00) 2 (50,0) 0 4 (100,0)
Instalacao sanitaria
Dentro casa (n=94) 33 (35,1) 61 (64,9) 13 (13,8) 81 (86,1) 7 (7,45) 87 (92,5) 18 (19,1) 76 (80,9) 1(1,1) 93 (98,9)
Fora da casa (n=02) 2 (100,0) 0 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 0 2 (100,0)
Destino lixo
Coleta publica (n=93) 33 (35,5) 60 (64,5) 14 (15,0) 79 (84,9) 8 (8,60) 85 (91,4) 17 (18,3) 76 (81,7) 1(1,1) 92 (98,9)
Queimado/Enterrado (n=03) 2 (66,7) 1(33,3) 0 3(100,0) 0 3(100,0) 2 (66,7) 1(33,3) 0 3(100,0)

*Dados relativos a 96 criangas com resultado do exame de fezes e questionario.

**Parasitas ndo patogénicos= infec¢des por Entamoeba coli e Endolimax nana
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TABELA 5. Frequéncia de parasitas intestinais em relacdo a condi¢cdo socioeconémica de 96 criangas* atendidas na EMEI Therezinha de
Jesus Alguz, no municipio de Itapetininga, SP, 2016-2017.

Parasitas ndo

Exame de fezes Blastocystis Giardia duodenalis PN Helmintos
Variavel patogénicos
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Renda (Salario
Minimo)
<0,5 (n=11) 4 (36,4) 7 (63,6) 1(9,1) 10 (90,9) 1(9,1) 10 (91,0) 2 (18,2) 9 (81,8) 0 11 (100,0)
0,5a1,1(n=26) 10 (38,5) 16 (64,5) 3(11,5) 23 (88,5) 3(11,5) 23 (88,5) 4 (15,4) 22 (84,6) 1(3,8) 25 (96,2)
1,2a1,6 (n=24) 11 (45,9) 13 (54,1) 5(20,8) 19 (79,2) 4(16,7) 20 (83,3) 7 (29,2) 17 (70,8) 0 24 (100,0)
>1,6(n=35) 10 (28,6) 25 (71,4) 5(14,3) 30 (85,7) 0 35 (100,0) 6 (17,1) 29 (82,9) 0 35 (100,0
Escolaridade (anos)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 a4 (n=06) 1(16,7) 5(83,3) 0 6 (100,0) 0 6 (100,0) 1(16,7) 5(83,3) 0 6 (100,0)
5 a 8 (n=28) 11 (39,3) 17 (60,7) 5(17,8) 23(82,2) 2(7,1) 26 (92,9) 4 (14,3) 24 (85,7) 1(3,6) 27 (96,4)
9 a1l (n=56) 19 (34,0) 37 (66,0) 8 (14,3) 48 (85,7) 6 (10,7) 50 (89,3) 11 (19,6) 45 (80,4) 0 56 (100,0)
> 11 (n=06) 4 (66,7) 2 (33,3 1(6,2) 5(93,8) 0 6 (100,0) 3 (50,0) 3(30,0) 0 6 (100,0)

Tipo de habitacéo
Alvenaria (n=96) 35(34,46) 61(63,54) 14 (14,58) 82 (85,42) 8(8,33) 88 (91,67) 18 (18,75) 77 (80,21) 1 (1,04) 95 (98,96)

Outro 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N° habitantes
domicilio
2 a3 (n=27) 8 (29,6) 19 (70,4) 2(7,4) 25 (92,6) 3(11,1) 24 (88,9) 4 (14,8) 23 (85,2) 0 27 (100,0)
4 a 6 (n=60) 22 (36,4) 38 (63,3) 11 (18,3) 49 (81,7) 4 (6,7) 56 (93,3) 11 (1,3) 49 (81,7) 1(1,7) 59 (98,3)
> 6 (n=09) 5 (55,6) 4 (44,4) 1(11,2) 8 (88,9) 1(11,2) 8 (88,9) 5 (55,6) 4 (44,4) 0 9 (100,0)

*Dados relativos a 96 criangcas com resultado do exame de fezes e questionario

**Parasitas ndo patogénicos= infec¢bes por Entamoeba coli e Endolimax nana
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TABELA 6. Frequéncia de parasitas intestinais em relagdo a habitos, tratamento antiparasitario e presenca de animais no domicilio de 96

criangas* atendidas na EMEI Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017.

Parasitas ndo

Exame de fezes Blastocystis Giardia duodenalis PR Helmintos
Variavel patogénicos
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Uso de calcado
Sim (n=63) 25 (39,7) 38 (60,3) 11 (17,5) 52 (82,5) 4 (6,3) 59 (93,7) 15(23,8) 48 (76,2) 0 63 (100,0)
Nao (n=33) 10 (30,3) 23 (69,7) 3(9,1) 30 (90,9) 4(12,1) 29 (87,9) 4(12,1) 29 (87,9) 1(3,0) 32 (97,0)
Uso de antiparasitario
Sim (n=22) 7 (31,9) 15 (68,1) 3(13,6) 19 (83,4) 2(9,1) 20 (90,9) 3(13,6) 19 (86,4) 0 22 (100,0)
Nao (n=74) 28 (38,9) 46 (62,1) 11 (14,9) 63 (77,1) 6 (8,1) 68 (91,9) 16 (21,6) 58 (78,4) 1(1,3) 73 (98,7)
Presenca de animais
Sim (n=70) 25 (35,7) 45 (64,3) 10 (14,3) 60 (85,7) 5(7,1) 65 (92,9) 14 (20,) 56 (80,0) 1(1,4) 69 (98,6)
N&o (n=26) 10 (38,5) 16 (61,5) 4 (15,4) 22 (84,6) 3(11,5) 23 (88,5) 5(19,2) 21 (80,8) 0 26 (100,0)

*Dados relativos a 96 criancas com resultado do exame de fezes e questionério.

**Parasitas ndo patogénicos= infeccbes por Entamoeba coli e Endolimax nana
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4.3. Diagnéstico molecular de Giardia duodenalis

Todas as 105 amostras de fezes analisadas por microscopia foram
submetidas a extracdo de DNA e amplificacdo de fragmentos dos genes gdh, bg e
tpi. Entre as amostras, oito e 97 correspondiam, respectivamente, a amostras com

exames de fezes positivos e negativos para Giardia duodenalis.

Das oito amostras previamente positivas no exame de fezes, apenas em
guatro a eletroforese dos produtos de amplificacdo evidenciou a presenca de
banda, das quais trés (37,5%), duas (25%) e trés (37,5%) amostras,
respectivamente, para os genes gdh, tpi e bg. (Tabela 7). Quanto as 97 amostras
de DNA extraidas das fezes negativas, amplificacdo especifica foi observada em
47,4% (46/97) e fragmentos dos genes gdh, bg e tpi foram produzidos em 44
(45,4%), trés (3,1%) e duas (2,1%) dessas amostras, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7. Deteccdo molecular de Giardia duodenalis pela amplificacdo e sequenciamento
de fragmentos dos genes bg, gdh e tpi, em amostras de fezes de 105 criancas da EMEI
Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017.

Exame de Fezes Giardia duodenalis Total
Locus
Positivo (N=08) Negativo (N=97) (N=105)
bg
Positivo 03 (37,5%) 03 (3,1%) 06 (5,7%)
Negativo 05 (62,5%) 94 (96,9%) 99 (94,3%)
gdh
Positivo 03 (37,5%) 44 (45,4%) 47 (48,5%)
Negativo 05 (62,5%) 53 (54,6%) 58 (51,5%)
tpi
Positivo 02 (25%) 02 (2,1%) 04 (3,8%)
Negativo 06 (75%) 95 (97,9%) 101 (96,2%)




Resultados

Inicialmente, 57 produtos obtidos nas reagdes de PCR com os trés genes
foram encaminhados para o sequenciamento e geraram sequéncias legiveis. Vale
destacar que trés produtos obtidos para o gene gdh correspondiam a
amplificacdes inespecificas e geraram sequéncias nucleotidicas identificadas
como bactérias e, portanto, ndo correspondiam ao protozoério alvo. Em sintese,
foram confirmadas 50 sequéncias nucleotidicas de G. duodenalis, a saber, quatro
e 46 provenientes de amostras de DNA extraidas de fezes positivas e negativas

pelo exame microscopico, respectivamente.

No que se refere a determinacdo da frequéncia de infeccdo por G.
duodenalis em 105 criangas atendidas na instituicdo, de 7,6% (08/105)
inicialmente diagnosticadas positivas pelo exame de fezes, apdés o diagndstico
molecular, foi possivel detectar a infeccdo em mais 43,8% (46/105) dessa
populacdo. Aliando o diagnostico microscépico ao diagnéstico molecular, a
prevaléncia de infeccdo por G. duodenalis na populacdo em estudo foi de 51,4%
(54/105). Na ocasidao do estudo, todas as criangcas positivas para Giardia eram
assintomaticas e nenhum sintoma gastrintestinal associado foi relatado pelos

responsaveis.

Considerando os resultados do exame de fezes e da detec¢cdo molecular, a
frequéncia de infeccdo por G. duodenalis foi analisada em funcédo de parametros
demograficos, sanitarios e socioecondmicos das criancas incluidas no estudo
(Tabelas 8 e 9). Em relacdo ao sexo e idade das 105 criancas que fizeram o
exame de fezes, foi possivel observar que as maiores frequéncias de infeccéo
foram detectadas em criancas do sexo masculino (61,1%) e com idade variando
de um a quatro anos (61,2%). Diferenca estatistica foi observada apenas em
relacdo a idade, sendo que nessas criancas, a frequéncia de infeccdo foi
significativamente (p=0,001) mais elevada no grupo com idade entre um e quatro

anos (Tabela 8).
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TABELA 8. Frequéncia de infeccdo por Giardia duodenalis em 105 criangas atendidas na
EMEI Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017, segundo sexo e idade.

Infeccédo por Giardia duodenalis*

Positivo Negativo Total p
N (%) N (%) N (%)
Sexo
Masculino 33 (61,1) 30 (58,8) 63 (60,0) 0,84**
Feminino 21 (38,9) 21 (41,2) 42 (40,0)
Total 54 (100) 51(100) 105 (100)
Idade (anos)
<1 05 (9,2) 0 05 (4,8) 0,001**
1-4 33 (61,2) 16 (31,4) 49 (46,7)
<4 16 (29,6) 35 (68,6) 51 (48,6)
Total 54 (100,0) 51 (100,0) 105 (100)

*Diagnéstico baseado na pesquisa de cistos nas fezes e na amplificacdo e sequenciamento
de fragmentos dos genes gdh, bg e tpi. *Teste Exato de Fisher’s

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados relativos a 96 criancas que
forneceram amostras de fezes e tiveram o0s questionarios preenchidos para a
obtencdo dos dados sanitarios, socioecondmicos e habitos. Nesse grupo,
verificou-se que as maiores taxas de infeccdo por G. duodenalis foram
observadas em criancas (95,9%) cujos domicilios sdo atendidos por servicos
publicos de distribuicdo de agua, rede de esgoto e coleta de lixo e em cujos

domicilios o banheiro é dentro de casa.

No que diz respeito a agua para beber, maior frequéncia (63,3%) foi
evidenciada no grupo de criangas que consomem a agua diretamente da torneira
sem filtra-la ou fervé-la. Quando analisados a renda familiar e o namero de
pessoas no domicilio, as maiores taxas de infeccdo foram observadas nas
criancas que vivem em familias com renda superior a 1,6 salario minimo (40,8%),
cujos responsaveis tém de nove a 11 anos de escolaridade (59,2%) e que vivem

em domicilios que abrigam de trés a seis pessoas (61,2%).
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TABELA 9. Frequéncia de infeccdo por Giardia duodenalis em relagcdo aos parametros
demogréaficos, socioeconémicos e sanitarios de 96 criancas' atendidas na EMEI
Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017

Infeccdo por Giardia duodenalis?

Variavel (n=96) Pos Neg p
N (%) N (%)

Origem da agua
Publica 47 (95,9) 46 (97,9) 1,00%**
Poco 02 (4,1) 01 (2,13)
Agua para consumo
Filtrada/fervida 18 (36,7) 09 (19,1) 0,09**
Direto da torneira 31 (63,3) 46 (80,9)
Destino esgoto
Publico 47 (95,9) 46 (97,9) 1,00**
Fossa 02 (4,1) 01(2,1)
Instalagéo sanitaria
Dentro casa 48 (98,0) 46 (97,9) 1.00%
Fora da casa 01(2,2) 1(21) '
Destino lixo
Coleta publica 47 (95,9) 46 (97,9) 1 00
Queimado/Enterrado 02 (4,1) 1(2,1) '
Uso de calgado
Sim 32 (65,3) 31 (65,6) 0.94%
N&o 17 (34,7) 16 (34,4) :

Presenca de animais (cées, gatos,
aves e suinos)

Sim 36 (73,5) 34 (72,3) 0.94%
Nao 13 (26,5) 13 (27,7) '
Presenca de cées 042+
Sim 31 (63,3) 26 (55,3) '
Nao 18 (36,7) 21 (44,7)

Escolaridade dos responsaveis

la4 02 (4,1) 04 (8,5)

5a8 14 (28,5) 14 (29,8) 1,00**
9all 29 (59,2) 27 (57,4)

>11 04 (8,2) 02 (4,3)

Renda

<0,5 salario minimo 05 (10,2) 06 (12,8)

entre 0,5 a 1,1 salario 13 (26,5) 13 (27,7) 0,93%*
entre 1,2 a 1,6 salério 11 (22,4) 13 (27,7)

>que 1,6 salario 20 (40,8) 15 (31,9)

N° de Habitantes na casa

2a3 13 (26,5) 14 (29,8) 0 99+
3a6 30 (61,2) 30 (63,8) '

>6 06 (12,2) 03 (6,4)

'Dados relativos a 96 criangcas com questionarios; “Diagnéstico baseado na pesquisa de cistos nas
fezes e na amplificac@o e sequenciamento de fragmentos dos genes gdh, bg e tpi. * Teste Qui-Quadrado, **
Teste Exato de Fisher’s.
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Continuacdo TABELA 9

Infeccéo por Giardia duodenalis*

Variavel (n=96) Pos Neg p
N (%) N (%)

Tipo de Habitacéo
Alvenaria 49 (100,0) 47 (100,0) 1,00*
Outros 0 0
Uso de anti-parasitario
Sim 12 (24,5) 10 (21,3) 0,70*
Né&o 37 (75,5) 37 (78,7)

IDados relativos a 96 criancas com resultado do exame de fezes+PCR/sequenciamento e

questionario. *Diagnéstico baseado na pesquisa de cistos nas fezes e/ou trofozoitos e na amplificacéo e
sequenciamento de fragmentos dos genes gdh, bg e tpi. * Teste Qui-Quadrado, ** Teste Exato de Fisher’s.

Ainda, observou-se maior positividade para Giardia nas criancas que
possuem animais como cées, gatos, aves e suinos no peridomicilio
(73,5%) em comparacdo com aquelas positivas e que nao possuem
(26,5%). Aléem disso, a maioria das criancas positivas tinha caes em casa
(63,3%). Considerando as analises estatisticas, ndo foram detectadas
associacOes entre infeccdo por G. duodenalis e as variaveis comentadas

anteriormente (Tabela 9).

4.4. Caracterizacdo molecular dos isolados de Giardia duodenalis

As sequéncias nucleotidicas correspondentes ao material genético de 50
isolados de Giardia duodenalis foram entdo comparadas com sequéncias
referéncias para o0 mesmo locus obtidas para os principais grupos genéticos e
disponiveis no GenBank. Dos 50 produtos amplificados, as sequéncias de
nucleotideos dos fragmentos dos genes bg, tpi e gdh foram determinadas em
seis, quatro e 47, respectivamente. Em apenas um dos isolados produtos foram
obtidos para os trés loci, enquanto em cinco por dois e em 39 por apenas um, a
maioria por gdh, que apresentou a maior taxa de amplificacdo (82%, 41/50)
comparada a bg (12%, 6/50) e tpi (8%, 4/50).
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Na TABELA 10 estdo apresentados os resultados relativos a
caracterizacdo genética dos isolados de G. duodenalis associados as infec¢des
detectadas nas criancas da EMEI. A andlise das sequéncias demonstrou que 62%
(31/50) dos isolados foram identificados como assemblage A e 38% (19/50) como
assemblage B (TABELA 10). Entre os 31 isolados caracterizados como A,
subassemblage Al foi identificado pelo gene gdh em apenas um isolado, enquanto
gue o subassemblage All foi identificado em 27 isolados. As sequéncias de trés
isolados ndo puderam ser identificadas quanto ao subgrupo e com isso foram

classificadas apenas como assemblage A.

Quanto aos 19 isolados caracterizados como B, subassemblages Blll e BIV
foram identificados em quatro e 11 isolados, respectivamente, enquanto que as
sequéncias de quatro isolados foram consideradas apenas em termos de
assemblage B. Nenhum dos cromatogramas gerados para cada uma das
sequéncias revelou picos duplos (nucleotideos sobrepostos em uma posicao

especifica) que pudesse sugerir a presenca de coinfeccédo por isolados A e B.

TABELA 10. Caracterizacdo molecular dos isolados de G. duodenalis
obtidos das criancas atendidas na EMEI Therezinha de Jesus Alguz,
Itapetininga, SP, 2016-2017

N° de isolados

identificados Subassemblages

Assemblage

A
gdh 31 Al (01)
tpi 01 All (27)
bg 03 A (03)
B

BIll (04)
gdh 19

BIV (11)
tpi 03

B (04)

bg 03
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Infeccdes pelos assemblages A e B foram detectadas em criangas de todas
as classes da EMEI, sendo que entre as criangcas do Maternal, Maternal Il e Etapa
I, classes frequentadas pelo maior nUmero de criancas positivas para Giardia

duodenalis, assemblage A foi predominante nas infec¢des (Grafico 3).
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Gréafico 03. Distribuicdo (%) por classe escolar dos assemblages de G.
duodenalis associados as infecgbes detectadas em criangcas atendidas na
EMEI Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017.

As analises de frequéncia dos assemblages identificados na populacdo em
relacdo a parametros demograficos (idade e sexo), socioeconémicos e sanitarios
nao revelaram qualquer associagao significativa entre as criancas infectadas por
isolados identificados com A ou B. Além disso, do ponto de vista clinico, nenhuma
relacdo foi estabelecida, uma vez que, na ocasido do estudo, todas as criangas

infectadas por G. duodenalis eram assintomaticas.

57



Resultados

4.5. Avaliagcdo dos perfis antropométrico e dietético das criangas

A andlise do estado nutricional de 131 criancas revelou que a maioria se
encontrava eutrofica pelos indices antropométricos avaliados e, portanto, na faixa

de normalidade, como pode ser observado na Tabela 11.

Com relacéo a distribuicdo das criancas de acordo com o perfil nutricional,
verificou-se que para o indice peso/estatura (calculado segundo recomendacao
da OMS apenas para criancas com idade até cinco anos), apesar do padrdo
eutréfico apresentado por 50 criancas (53,2%), 44 (46,8%) encontrava-se com
sobrepeso, sendo a maioria do sexo masculino (65,9%) (Tabela 11).

Quanto ao indice peso para idade avaliado para 131 criancas (Tabela 11),
apenas uma crianca 0,76% (1/131) apresentou baixo peso para idade, enquanto
93,9% (123/131) estavam com o peso adequado para idade e 5,3% (7/131) acima
do peso para a idade. Entre as criancas eutréficas, a maioria era do sexo

masculino (60,2%).

De acordo com o indice estatura para idade (Tabela 11), 96,94% (127/131)
estavam eutroéficas e apenas 3,1% (4/131) com baixa estatura para a idade. De
acordo com o sexo, entre as criancas eutréficas, 59% eram meninos e 40,9%
meninas. Das quatro criancas com déficit de estatura, apenas uma era do sexo

feminino.

No que diz respeito ao IMC, 57,3% (75/131) apresentavam eutrofia e
apenas uma crianca 0,76% (1/131) encontrava-se com IMC baixo para a idade.
Além disso, 38,2% (50/131) e 3,8% (5/131) apresentavam-se em situacdo de

sobrepeso e obesidade, respectivamente (Tabela 11). Quanto ao sexo, a maioria
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TABELA 11. Avaliacdo do estado nutricional em relacdo ao sexo das criancas atendidas na EMEI Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga,

SP, 2016-2017.

) Estatura para
Peso para estatura* Peso paraidade ) IMC
idade

Déficit Eutrofia  Excesso Déficit Eutrofia Excesso Déficit  Eutrofia Déficit Eutrofia  Sobrepeso Obeso

Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore Z-escore

<-3a<-2 =2-2acs1 >1a>3 <-3a<-2 =2-2as52 >2a>3 <-3a<-2 =2-2a>+3 <-3a<-2 =z-2as1 >+1as<3 > +3
Sexo n =94 n=131 n=131 n=131
Masculino 0 27 (54,0) 29 (65,9) 0 74 (60,2) 4(57,1) 3(75,0) 75 (59,1) 1(1,2) 43 (57,3) 31 (62,0) 3(60,0)
Feminino 0 23 (46,0) 15 (34,1) 1(100,0) 49 (39,8) 3(42,9) 1(25,0) 52 (40,9) 0 32 (42,7) 19 (38,0) 2 (40,0)
*Indice calculado apenas para criancas com idade inferior a 5 anos de idade, segundo recomendacdo da OMS.
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das criancas eutroficas era do sexo masculino (57,3%), assim como as criangas com
sobrepeso (62%) e obesidade (60%). Considerando a analise desses indices

segundo o sexo, ndo se observou qualquer diferenca significativa.

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados relativos a distribuicdo dos
parasitas intestinais de acordo com o estado nutricional das criangas. Ao se
confrontar a condicdo nutricional dessas criangas com a presenca ou auséncia de
parasitas intestinais, nenhuma associacéo significativa foi observada em relacédo aos

indices antropomeétricos avaliados.

TABELA 12. Avaliacdo do estado nutricional e infeccdo por parasitas intestinais em

criangas atendidas na EMEI Therezinha de Jesus Alguz, ltapetininga, SP, 2016-

2017.
) Exame microscopico de Infecg&o por Giardia
Indices )
fezes* duodenalis***
Positivo Negativo Positivo Negativo
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)

Peso/ estatura (n = 72%)
z-escore <-2 0 0 0 0
z-escore2-2as1 15 (41,7) 21(58,3) 18 (50,0) 18 (50,0)
z-escore >1a>3 10 ( 27,8) 26 (72,2) 23(63,9) 13 (36,1)
Peso para idade (n = 97)
z-escore <-2 0 0 0 0
z-escore2-2as2 37 (40,7) 54 (59,3) 48 (52,7) 43 (42,3)
z-escore >2a>3 1(16,7) 5(83,3) 3(50,0) 3(50,0)
Estatura para idade (n = 97)
z-escore <-2 4 (100,0) 0 4 (100,0) 0
z-escore2-2a>3 34 (36,6) 59 (63,4) 47 (50,5) 46 (49,5)
IMC (n = 97)
z-escore <-3a <-2 0 1(100,0) 0 1(100,0)
z-escore2-2as1 24 (43,7) 31 (56,3) 26 (47,3) 29 (52,7)
z-escore>1as3 13 (36,1) 23(63,9) 22 (61,1) 14 (38,9)
z-escore > 3 1 (20,0) 4 (80,0) 3(60,0) 2 (40,0)

*Exame microscopico de fezes considerando os resultados positivos para todos os parasitas
intestinais, inclusive Giardia duodenalis; **Indice calculado apenas para criancas com idade inferior
a 5 anos de idade, segundo recomendacdo da OMS; ***Diagndstico baseado na pesquisa de
cistos nas fezes e/ou trofozoitos e na amplificacdo e sequenciamento de fragmentos dos genes
gdh, bg e tpi.
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A Tabela 13 apresenta a distribuicdo do estado nutricional das criangcas em
relacdo a escolaridade dos responsaveis. Com relagdo ao parametro peso para
estatura, os dados apontam excesso de peso em criangas CujoS responsaveis
possuem entre nove e 11 anos de escolaridade. Considerando os valores obtidos
para o IMC, a maior frequéncia de criancas eutréficas estd sob a responsabilidade
de individuos que possuem de um a quatro anos de escolaridade. No que se refere
ao estado de sobrepeso, a maioria dos responsaveis possui escolaridade entre cinco
e oito anos (53,3%), mas também entre aquelas cujos responsaveis declararam ter
de nove a 11 anos de escolaridade (35%) e mais de 11 anos de estudo (40%).
Quanto as quatro criancas com obesidade, pode-se observar que 0s responsaveis
estudaram mais de cinco anos, incluindo-se nas faixas de cinco a oito anos e de
nove a 11 anos de escolaridade. A despeito dessas observagbes, nenhuma

associacao significativa foi evidenciada.

No que diz respeito a avaliacdo dietética, a proposta inicial desta pesquisa era
calcular a quantidade de energia e nutrientes oferecidos e consumidos pelas
criancas através do registro alimentar diario. Para isso, seria realizada a pesagem
de cada alimento das preparacfes servidas, em balanca de precisdo para obter o
componente alimentar. Houve a tentativa de pesar e medir as por¢cdes oferecidas em
cada refeicdo, entretanto, ndo tivemos a colaboracdo das merendeiras para
porcionar uniformemente a quantidade de alimentos servidos nos pratos de cada
crianca. Além disso, faltou também a colaboracdo das auxiliares de cada classe no
momento de recolher o resto-ingesta deixado pelas criangcas. Considerando que
essas limitacdes interferem na acuracia dos dados, optou-se em analisar 0s
cardapios propostos pelo setor de Merenda Escolar e que sdo padronizados para
todas as EMEI’s, levando em consideracao o “per capita” de cada alimento previsto

para cada faixa etéria.
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TABELA 13. Avaliagdo do estado nutricional em relagdo a escolaridade dos
responsaveis das criancas atendidas na EMEI Therezinha de Jesus Alguz,
Itapetininga, SP, 2016-2017.

indices Escolaridade dos responsaveis (anos)

Analfabeto 1-4 5-8 9-11 >11
Peso/ estatura*

(n=74)
z-escore <-2 0 0 0 0 0
z-escore2-2as1 0 3(75,0) 10 (43,5) 21 (50,0) 3(60,0)
z-escore>1a>3 0 1 (25,0) 13 (56,5) 21 (50,0) 2 (40,0)

Peso para idade

(n=101)
z-escore <-2 0 0 0 0 0
z-escore2-2as2 0 6 (100,0) 29 (96,7) 56 (93,3) 5 (100,0)
z-escore >2a>3 0 0 1(3,3) 4 (6,7) 0

Estatura para idade

(n=101)
z-escore <-2 0 0 0 3(8,33) 1(20,0)
z-escore2-2a>3 0 6 (100,0) 30 (100,0) 55 (91,7) 4 (80,0)
IMC (n= 101)
z-escore <-3a<-2 0 0 0 1(1,7) 0
z-escore2-2as1 0 5(83,3) 13 (43,3) 35 (58,3) 3(60,0)
z-escore>1as3 0 1(16,7) 16 (53,3) 21 (35,0) 2(40,0)
zZ-escore >3 0 0 1(3,4) 3(5,0) 0

in*indice calculado apenas para criangas com idade inferior a 5 anos de idade, segundo
recomendac¢do da OMS.

Durante o periodo de cinco dias foi analisado o cardapio servido nas quatro
refeicbes do dia a partir dos valores de referéncia da “Recomennended Dietary
Allowances” (RDAs) e das recomendacfes do PNAE, seguindo estagios etarios,
para unidades em tempo integral, no qual esta previsto para criancas de sete a 11
meses, 450 kical; de 1- 3 anos, 700 kcal; de 4 — 5 anos, 950 kcal (previsdo de
cobertura de 70%) das necessidades nutricionais diarias, considerando como
consumo adequado aquele com variacdo de até 10% acima ou abaixo de 100%

dessas recomendacdes.

No tocante ao perfil dietético na EMEI, a oferta nutricional excedeu as

recomendacgdes de 70% no que se refere as necessidades diarias de energia, assim
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como a distribuicdo de nutrientes para as criancas de todas as faixas etéarias ficou

acima de 70% (Tabela 143). Para as criangas de sete a 11 meses, o consumo foi de
123% (90 g) de carboidrato, proteina 247% (35 g) e lipidios 161% (18 g). No ciclo de
vida entre um a trés anos, o consumo de carboidrato foi de 142% (163 g), proteina

220% (48 g) e lipidios 155% (27g). Entre a faixa etaria de quatro a cinco anos, o

consumo observado foi de 105% (163 g), 162% (48 g) e 117% (27g) para

carboidrato, proteina e lipidios, respectivamente. Quanto aos valores energéticos,

em todas as faixas etarias, a quantidade excedeu os valores recomendados.

TABELA 14. Valores médios de recomendacdes por grupo etario e médias de energia e

nutrientes da alimentacao ofertada as criangas em periodo integral, atendidas na EMEI
Therezinha de Jesus Alguz, Itapetininga, SP, 2016-2017.

Necessidades para

% das necessidades

(recom:aiadit:io 70%) Média atendidas para 70%
7-11 meses
ENERGIA Kcal 450 663 £52,3 147
CHO (g) 73,1 90+11,0 123
PROT (g) 14 35+2,4 247
LIP (g) 11,3 18+ 0,5 161
1-3anos
ENERGIA Kcal 700 1087 + 150,09 155
CHO (g) 1149 163 £ 28,36 142
PROT (g) 21,9 48 + 6,97 220
LIP (g) 17,5 27 +£2,85 155
4 -5 anos
ENERGIA Kcal 950 1087 + 150,09 114
CHO (g) 154,4 163 £ 28,36 105
PROT (g) 29,7 48 + 6,97 162
LIP (g) 23,8 27 +£2,85 114
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5. DISCUSSAO

5.1. Levantamento das parasitoses intestinais

Nos dias atuais as creches e centros de educacdo infantil sdo locais
privilegiados onde ndo sédo oferecidos somente os cuidados béasicos infantis, mas
também subsidios para o desenvolvimento social, cognitivo, fisico-motor e afetivo
das criancas. Assim, além de viabilizar os cuidados com higiene e alimentacdo das
criangas, a instituicdo deve realizar, em parceria com familiares, um trabalho que
visa o desenvolvimento integral do ser humano (ARAUJO, 2013).

Embora as parasitoses intestinais possam acometer individuos de todas as
idades, criancas em idade pré-escolar e escolar sdo mais suscetiveis a essas
infeccbes, devido a imaturidade do sistema imune e deficiéncia quanto as praticas
de higiene. Além disso, condicbes como baixo nivel socioecondémico, falta de
assisténcia meédica e saneamento basico ausente ou deficitario aumentam a
vulnerabilidade dessa populacédo as infeccbes parasitarias.

No presente trabalho, a analise das amostras de fezes obtidas de 105
criancas com idade entre nove e 71 meses e atendidas em uma escola municipal de
educacédo infantil localizada no municipio de Itapetininga, revelou que 36,2%
(38/105) dessas criancas estavam infectadas por pelo menos um dos seguintes
parasitas intestinais: Blastocystis, Giardia duodenalis, Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, Entamoeba coli e Endolimax nana. Entre as parasitoses diagnosticadas
nessa populacao, as infeccbes causadas por protozoarios foram mais prevalentes
do que as infec¢gBes por helmintos.

Embora a prevaléncia de infec¢cdes por parasitas intestinais na populacdo
estudada ndo tenha sido tdo elevada como as taxas registradas em outras
investigacOes realizadas no Estado de S&o Paulo (DAVID et al., 2011; OLIVEIRA-
ARBEX et al., 2016; REBOLLA et al., 2016, FONSECA et al., 2017), o presente
estudo reforca o fato de que criancas em idade pré-escolar e escolar continuam
expostas as infec¢cbes por parasitas intestinais. Nas Ultimas décadas, estudos
epidemiologicos realizados em diferentes regides do pais tém demonstrado reducéo

na prevaléncia de enteroparasitas, o que se deve a melhoria das condi¢des
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socioecondmicas e sanitarias (DELFINO et al., 2016). Mesmo que uma prevaléncia
de 36,2% seja inferior as taxas constatadas em areas socioeconomicamente menos
favorecidas, este dado € importante, pois reflete a exposi¢cdo dessas criancas a
outras condi¢cdes que favorecem a transmissdo das parasitoses em comunidades
onde ha infraestrutura sanitaria eficiente.

No que se refere as baixas frequéncias de infec¢cdes pelos geohelmintos
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura e a auséncia de infeccbes por
Strongyloides stercoralis e ancilostomideos, resultados semelhantes tém sido
relatados em estudos recentes no Brasil (DAVID et al., 2011; DELFINO et al., 2016;
OLIVEIRA-ARBEX et al., 2016; REBOLLA et al., 2016; IGNACIO et al., 2017). Nas
comunidades em que as intervencdes direcionadas a eliminacdo adequada dos
dejetos humanos e melhorias no abastecimento de agua, a reducdo das
geohelmintoses pode ser marcante, pois a alta prevaléncia e ampla distribuicdo
desses parasitas dependem fundamentalmente da contaminacéo fecal do solo e da
auséncia de infraestrutura sanitaria. Com relacdo a populacao incluida no presente
estudo, pode-se constatar que 97,2% e 96,3% das criancas vivem em domicilios
atendidos pelas redes publica de distribuicdo de agua e de coleta de esgoto, além
de 100% relatar o uso das instalacfes sanitarias para a defecacao.

A despeito do impacto das melhorias de infraestrutura sanitaria sobre a
prevaléncia das geohemintiases, essas infec¢cdes ainda sdo importantes causas de
doenca em criangas nos paises de baixa e média renda, inclusive no Brasil.
Recentemente, foi realizado um estudo de base populacional de abrangéncia
nacional incluindo todos os Obitos no Brasil de 2000 a 2011, em que as
geohelmintiases como ascariase, tricuriase e/ou ancilostomiase foram mencionadas
nos atestados de 6bito, seja como causa basica ou associada (MARTINS-MELO et
al., 2017). As helmintiases foram identificadas em 853/12.491.280 dos atestados de
Obito, sendo 827 (97,0%) Obitos relacionados a ascaridiase, 25 (2,9%) a infeccdes
por ancilostomideos e um (0,1%) a tricuriase. Mulheres, criancas com menos de 10
anos de idade, grupos étnicos indigenas e residentes na regido Nordeste
apresentaram as maiores taxas de mortalidade relacionadas a essas infeccoes.
Diante desses resultados fica evidente que no Brasil, as geohelmintiases ainda séo

causas negligenciadas de morte, principalmente nos grupos populacionais mais
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desfavorecidos, além do que as mortes relacionadas a essas infec¢cdes sao
subestimadas no pais.

Com relacdo aos protozoarios, as infec¢cdes causadas pelos protozoéarios
Blastocystis, Giardia duodenalis, Entamoeba coli e Endolimax nana foram as mais
prevalentes na populagdo em estudo. Diferentemente dos geohelmintos, cujas
formas infectantes se desenvolvem no meio ambiente, os cistos de protozoéarios
eliminados juntamente com as fezes de um individuo parasitado ja estdo aptos para
infectar um outro hospedeiro. Dessa forma, além da infec¢cdo dos individuos pela
ingestdo das formas infectantes junto com a agua e com alimentos contaminados, a
transmissao direta pessoa-a-pessoa, especialmente pelas maos sujas, contribui para
gue os protozoarios sejam frequentes em populacbes que dispdem de servicos
publicos de abastecimento de agua e coleta de esgoto. Recentemente no Brasil e
no Ira, levantamentos epidemiolégicos demonstram que, de fato, a melhoria da
infraestrutura sanitaria tem reduzido as taxas de prevaléncia das parasitoses
intestinais, especialmente aquelas causadas por geohelmintos como A.
lumbricoides, T. trichiura e ancilostomideos (DARYANI et al., 2017; DELFINO et al.,
2016), todavia, as infeccbes causadas por protozoarios ainda mantém taxas
consideraveis em diferentes grupos populacionais, particularmente quando incluem
criancas.

Entre os protozoarios, destacam-se as infec¢des causadas pelos organismos
patogénicos Giardia duodenalis e Blastocystis, mas também o parasitismo por
espécies de amebas ndo patogénicas como Entamoeba coli e Endolimax nana. Aqui
€ oportuno ressaltar que, as infecgcbes causadas por protozoarios ndo patogénicos
nao devem ser negligenciadas, pois as mesmas condicdes que favorecem a
disseminacdo desses parasitas favorecem a transmissdo de organismos
patogénicos. Portanto, a ocorréncia desses parasitas em uma comunidade é um
preditor de infeccdes por parasitas intestinais patogénicos, pois indicam a presenca
de transmissao fecal-oral no ambiente (SANDOVAL et al., 2015).

Quanto a presenca dos protozoarios Giardia duodenalis e Blastocystis,
respectivamente, em 7,6% e 15,2% das criancas da EMEI Therezinha de Jesus

Alguz, é importante comentar que sdo protozodrios frequentemente detectados nos
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inquéritos coproparasitolégicos, inclusive em populagbes residentes nos paises
desenvolvidos (FLETCHER et al., 2012).

No que diz respeito a Blastocystis, diante de véarias observacdes conflitantes
obtidas em estudos clinicos e epidemioldgicos, ainda hoje ndo € consenso se este
protozoario € um organismo patogénico, ou mesmo, se sob certas circunstancias
possa se comportar como oportunista. No que se refere a ocorréncia do parasita na
populacdo, muito provavelmente pela inexperiéncia técnica para a identificacdo do
parasita, certos levantamentos coproparasitolégicos ndo se referem ao encontro do
protozoario nas amostras de fezes. No entanto, investigacdes recentes demonstram
gue taxas de prevaléncia de infeccdo podem variar de 1,0% a 58% em diferentes
grupos da populacdo (BRANCO et al., 2012; GIL et al., 2013; REBOLLA et al.,
2016).

Recentemente, ap0s um surto de gastroenterite sem etiologia definida que
ocorreu no municipio de Sao Sebastido da Grama, Sdo Paulo, REBOLLA e
colaboradores (2016) realizaram um levantamento parasitologico para estabelecer o
perfil epidemiolégico das enteroparasitoses em criancas e funcionarios de creches e
escolas da localidade, e na ocasido, Blastocystis foi detectado em 86,6% das
criancas. Embora a maioria das criancas (62,2%) infectadas por Blastocystis
apresentassem sinais e sintomas clinicos, esta associacdo nao foi estatisticamente
confirmada.

Entre os principais parasitos intestinais que infectam as criancas, Giardia
duodenalis destaca-se como um dos mais frequentemente observados nos exames
de fezes, sendo que a sua relevancia em saude publica é reconhecida,
especialmente por ser considerado um dos principais agentes etioldgicos de diarreia
infecciosa, sobretudo em criancas em idade pré-escolar e institucionalizadas que
vivem em comunidades de baixa renda. Mesmo que a prevaléncia das infec¢des por
parasitas intestinais esteja sendo reduzida em diferentes popula¢des, as infec¢des
por Giardia duodenalis ainda mantém taxas elevadas nas populacdes.

No presente estudo, além do exame microscépico de fezes, técnicas
baseadas na PCR e sequenciamento dos produtos obtidos para os genes gdh, bg e
tpi, foram empregadas para a deteccdo deste parasita na populacdo e para a

caracterizacdo genotipica dos isolados associados as infec¢des. Assim, de oito
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amostras positivas para Giardia duodenalis pelo exame de fezes, nem todas foram
positivas pela PCR, uma vez que apenas cinco amplificaram para um dos
marcadores empregados. Quanto as 97 amostras negativas pelo exame de fezes,
68 foram positivas pela PCR/sequenciamento. Interessantemente, no presente
estudo, a deteccdo de Giardia duodenalis pelo exame de fezes revelou uma
frequéncia de infeccdo de 7,26% (8/105), enquanto que aliando o diagndstico
microscépico ao diagnéstico molecular, a prevaléncia de infeccdo por Giardia
duodenalis na populacdo em estudo foi de 51,4% (54/105). Com isso, pode-se
observar um aumento expressivo na prevaléncia da infec¢cdo, cabendo a seguir
alguns comentérios plausiveis que podem explicar esses resultados.

Ainda hoje, o diagnostico laboratorial das infecgbes por Giardia duodenalis é
tradicionalmente feito pelo exame microscopico de fezes e baseia-se na
identificacdo das formas evolutivas do parasita (trofozoitos e/ou cistos). Embora
muitos pesquisadores questionem a eficiéncia do exame coproparasitologico, esta
ainda é a principal alternativa diagndstica nas infeccdes por este protozoario.
Recentemente, baseando-se no exame microscopico de fezes, apenas 2,7%
(12/450) de criancas atendidas em creches localizadas na regido sudoeste do Ira
foram detectadas

com infeccdo por Giardia duodenalis, a maioria residente em area rural
(KASAEI et al., 2018). Ao contrario dos resultados obtidos em levantamentos prévios
realizados na mesma regido, os autores consideraram esse resultado extremamente
subestimado e muito provavelmente associado a baixa sensibilidade do método
diagndstico.

Contudo, é necessario levar em consideracdo alguns fatores que podem
interferir na eficiéncia de um determinado método e conduzir a resultados falso-
negativos (NEVES, 2016). Um aspecto relevante que deve ser considerado no
diagndstico da giardiase € o fato de que individuos parasitados ndo eliminam cistos
de forma continua. Esta eliminacdo caracteriza-se por ser intermitente e denomina-
se “periodo negativo”, podendo durar em média, dez dias. Além disso, vale ressaltar
gue o padrdo de excrecédo de cistos varia de individuo para individuo, e nos baixos
excretores as amostras de fezes podem permanecer negativas por 20 dias

consecutivos. Desta forma, o diagnostico por exame de fezes pode levar a
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resultados falso-negativos, principalmente, quando apenas uma amostra € coletada.
Para compensar tais limitacBes, recomenda-se para o diagnéstico de rotina, o
exame de pelo menos trés amostras fecais obtidas em dias alternados. Com esta
conduta, a positividade do exame de fezes pode ser superior a 80% (NEVES, 2016).
A despeito dessa recomendacéo, na presente investigacao, foi coletada apenas uma
amostra de fezes de cada participante. Diante da dificuldade em se obter a adesao
dos responsaveis para que as criancas pudessem ser incluidas na pesquisa,
optamos por realizar apenas o exame de uma Unica amostra, em vez de trés
amostras em dias alternados, o que poderia reduzir ainda mais o numero de
participantes.

Outro aspecto relevante e recentemente enfatizado por BARTELT e PLATTS-
MILLS (2016), diz respeito ao frequente tratamento empirico com drogas
antiparasitarias e medicamentos utilizados na terapia das diarreias, especialmente
em areas endémicas para Giardia duodenalis e muitos outros patdégenos
gastrintestinais. Neste estudo, as maes relataram ter administrado drogas
antiparasitarias sem indicacdo meédica, baseando-se apenas no conhecimento
popular.

Considerando que as técnicas moleculares oferecerem vantagens em relacao
aos meétodos convencionais por apresentar maior sensibilidade e especificidade, foi
possivel detectar todos os casos de infeccéo inicialmente subestimados pelo exame
microscopico de fezes. Quanto as amostras positivas pelo exame de fezes, mas
negativas pela PCR, fatores como a baixa qualidade da molécula de DNA presente
na amostra e a presenca de inibidores nas fezes interferam na eficiéncia das
técnicas baseadas na PCR, e com isso, levam a ocorréncia de falso-negativos. A
presenca de inibidores nas amostras fecais pode reduzir significativamente a
sensibilidade da PCR. Diferentes substancias presentes nas fezes podem atuar
como inibidores e, entre essas substancias, destacam-se o0s polissacarideos
complexos, sais biliares, bilirrubina e produtos da degradacdo de hemoglobina
(GONGALVES et al., 2008).

Investigar a ocorréncia das enteroparasitoses em diferentes grupos
populacionais implica em verificar os fatores facilitadores e predisponentes

associados a essas infeccoes. Entre os fatores de risco associados a essas
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infecgBes incluem-se: idade, estado nutricional, deficiéncias de saneamento basico,
condicdes socioecondmicas, higiene pessoal e coletiva, assisténcia a saude, etc. No
presente estudo, as analises preliminares das frequéncias de infec¢des por parasitas
intestinais considerando as informacdes epidemioldgicas extraidas dos questionarios
das criancas néo revelaram muitas associagdes estatisticamente significativas, mas
vale destacar alguns pontos importantes.

Com relagcédo as infeccbes helminticas, chama a atencédo, o fato de que as
duas Unicas criancas diagnosticadas com infec¢des por helmintos eram do sexo
masculino e ambas com idade superior a trés anos. Esse achado pode estar
relacionado ao fato de que os meninos ficam mais expostos ao ambiente
peridomiciliar, especialmente em contato com o solo, durante as atividades de lazer.

Em todas as faixas etarias estabelecidas foram observadas criancas
infectadas por algum tipo de parasita intestinal, no entanto, a maioria a partir de trés
anos de idade. Além disso, com relacdo a infeccdo pelo protozoario Giardia
duodenalis, diferenca estatistica foi observada em relacdo a idade, sendo que a
frequéncia de infeccao foi significativamente mais elevada no grupo com idade entre
um e quatro anos (p= 0,0084). Em alguns estudos epidemiolégicos (GUIMARAES;
SOGAYAR, 1995; MBAE et al. 2013; OLIVEIRA-ARBEX et al.,, 2016) tem-se
observado que criancas mais jovens, geralmente com idade entre um e cinco anos,
estdo mais expostas as infec¢cdes, o que pode estar associado ndo apenas a
imaturidade do sistema imunolégico e a deficiéncia dos habitos basicos de higiene,
mas também ao fato delas ja terem maior autonomia e poder de deslocamento,
podendo circular por ambientes contaminados.

No que se refere a Giardia duodenalis, outro aspecto a ser comentado, diz
respeito a sua maior positividade nas criancas que possuiam animais no
peridomicilio (72,5%) em comparacdo com aquelas que néao tinham (27,5%). Além
disso, a maioria dessas crian¢as parasitadas tinha caes em casa (60,9%). Mesmo
gue nao tenha sido detectada qualquer interacédo significativa e que a infeccéo por
Giardia duodenalis ndo tenha sido pesquisada nesses animais, esta observacao €
interessante, uma vez que o potencial zoonético das infec¢cdes causadas por este

protozoario ainda € uma das grandes questdes da epidemiologia da giardiase.
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Com respeito as condi¢cdes socioecond6micas, vale destacar que nas infeccdes
causadas por protozodrios, inclusive por Giardia duodenalis, as infec¢cdes foram
mais frequentes em criangas que coabitam domicilios com 4 a 6 pessoas ou mais.
Esta observacao € pertinente e refor¢a o fato de que, o contato pessoa a pessoa ou
a transmissdo no ambiente familiar podem ser determinantes nas infec¢des por
protozodrios intestinais. Segundo alguns autores, este risco aumenta nos domicilios
com mais de quatro pessoas (TEIXEIRA et al.,, 2007), especialmente se nesses
ambientes as condi¢des de higiene sdo inadequadas.

Mesmo diante dos resultados obtidos nessa etapa do estudo, cabe ressaltar
gue uma das limitacbes do presente estudo foi que apesar de todos os esforgos,
incluindo as reunibes para explicar aos responsaveis pelas criancas e aos
funcionarios da instituicdo a importancia das parasitoses intestinais, ndo obtivemos a
adesdo de todas as criangcas e de nenhum dos funcionarios para a 0 exame
coproparasitologico.

Com relacdo as criancas, a evasao e a transferéncia, foram situacoes
observadas durante a realizacéo da pesquisa. Além disso, para muitos pais, mesmo
a coleta de uma unica amostra de fezes ja era procedimento trabalhoso. No caso
dos funcionérios, poderiam ser considerados fatores como vergonha, desinteresse
para coletar as amostras, além da falta de conhecimento sobre a importancia da
saude das pessoas em um ambiente coletivo, onde a transmissdo pessoa-pessoa de
patégenos é favorecida.

A melhoria das condi¢cdes de saneamento basico e de abastecimento de agua
aliada as boas praticas de higiene no ambiente escolar e doméstico € determinante
para a reducdo das infeccOes por enteroparasitas. De modo geral, as criancas
assistidas em centros de educacao infantil estdo expostas a um risco maior na
aquisicdo desses parasitas, uma vez que nesses ambientes o alojamento de grande
namero de criancas em locais restritos, a facilidade de contato entre as criancas, a
falta de treinamento dos atendentes e, muitas vezes, condicdes de higiene
inadequadas, propiciam a ocorréncia de certas infec¢cdes parasitarias, inclusive
causadas por protozoarios.

Considerando que na EMEI a maioria das infec¢cOes estava associada aos

protozoéarios, a necessidade da adocdo de medidas educativas permanentes
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dirigidas as criangas, aos funcionarios dos centros de educacéo infantil e as familias
torna-se necesséria. Segundo ESREY et al. (1991), as intervencdes direcionadas a
eliminacdo adequada dos dejetos humanos e melhorias no abastecimento de agua
sdo de extrema importancia para reduzir a disseminacédo dos parasitas intestinais,
entretanto, podem exercer impactos positivos mais expressivos sobre a salde da
populacdo se associadas a outras medidas higiénico-sanitarias, como por exemplo,
praticas de higiene domiciliar. Diante disso, uma das intervencgdes seria fortalecer o
habito de lavar as maos, que, apesar de simples ndo é cotidiano em muitas
comunidades, mesmo entre os individuos que tém uma condi¢do social melhor.
Nesse contexto, no presente estudo, infecgbes por parasitas intestinais foram mais
frequentes nos grupos de criangas vivem em familias com renda mensal acima de

um salario minimo e cujos responsaveis tém de nove a 11 anos de escolaridade.

5.2. Estado nutricional

N&o é de hoje que o acompanhamento da situacao nutricional das criancas de
um pais consiste em importante instrumento para a afericdo das condi¢cdes de saude
da populacéo infantil e para a definicdo de medidas objetivas para a evolucdo das
condicbes de vida da populacdo (MONTEIRO et al., 1995). Ainda hoje, a
antropometria € considerada um dos métodos mais utilizados para o diagndstico
nutricional em nivel individual ou populacional, sobretudo na infancia e na
adolescéncia, pela facilidade de execucéao, baixo custo e inocuidade (SIGULEM et
al., 2000).

Na ultima década, mesmo que os indices de desnutricdo infantil tenham sido
reduzidos no Brasil, esta situacdo ainda requer atencdo permanente. Para isso, a
assisténcia das criancas em centros de educacado infantil publicos teve papel
relevante, ao oferecer as criancas condicdbes adequadas de crescimento e
desenvolvimento, principalmente quando inseridas em familias de baixa renda,
tornando-se uma estratégia na prevencdo e recuperacdo de déficits nutricionais
(BARBOSA et al., 2006).

No presente estudo, os resultados da avaliagdo antropométrica de 131

criancas atendidas na EMEI revelaram que a populagcdo em estudo era em sua
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maioria eutréfica em relacdo a todos os indices antropométricos (peso/estatura,
peso/idade, estatura/idade e IMC), mas algumas situacbes de déficits foram
observadas, a saber, quatro criangcas com baixa estatura para a idade e uma crianca
com IMC inadequado para a idade. A despeito do perfil eutréfico prevalecer notou-se
tendéncia para sobrepeso/obesidade, especialmente em relacdo ao IMC.

Ao mesmo tempo em que se percebe a reducdo continua dos casos de
desnutricdo, sado observadas prevaléncias crescentes de sobrepeso e obesidade. O
aumento da prevaléncia da obesidade no Brasil é proporcionalmente mais elevado
nas familias de baixa renda, podendo coexistir, no mesmo domicilio, individuos
obesos e individuos com déficits nutricionais, caracterizando o processo de transi¢ao
nutricional (BATISTA et al., 2003).

No presente estudo, as criancas vivem em familias com renda mensal que
varia de menos de< 0,5 a 1,6 salario minimo. Mesmo nas poucas familias com renda
acima de 1,6 salario minimo, a renda per capita familiar ainda € baixa. Além disso,
foi possivel observar em relacdo aos valores obtidos para IMC, que a maior
frequéncia de criancas eutroficas vive sob a responsabilidade de individuos que
possuem de um a quatro anos de escolaridade, enquanto que as criancas no estado
de sobrepeso/obesidade, a maioria dos responsaveis possui escolaridade entre
cinco a oito anos, mas também alguns declararam ter de nove a 11 anos de
escolaridade.

Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, familias de melhor poder
aquisitivo ttm mais chance de apresentar sobrepeso, quando comparadas as menos
abastadas, e em regides ou estados menos desenvolvidos, a propor¢cdo de obesos
eleva-se conforme o aumento da renda (SOUZA et al., 2014). Isso pode estar
associado ao aumento do consumo de alimentos industrializados, muitas vezes com
excesso de gordura saturada e alto indice de sddio. Além disso, estudos tém
associado a maior escolaridade dos responsaveis, especialmente das maes, ao
excesso de peso em criancas e adolescentes (CASTRO et al., 2005; SOUZA et al.,
2014).

Como consequéncia da transicdo nutricional, o sobrepeso e a obesidade na
infancia refletem o consumo excessivo de energia e/ou gasto energético insuficiente.

Esta condigédo tem apresentado cada vez mais, prevaléncias elevadas na populacao
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infantil brasileira (CARVALHO et al., 2015). Diante disso, destaca-se a importancia
da oferta de uma alimentacdo adequada as necessidades nutricionais das criancas
até cinco anos de idade assistidas por instituicbes publicas, especialmente os
centros municipais de educacgdo infantil favorecidos pelo Programa Nacional de
Alimentag&o Escolar (PNAE), cujas diretrizes preveem a assisténcia de forma parcial
ou integral, no tocante a alimentacdo, que deve aportar energia e nutrientes
indispensaveis a garantia do potencial de crescimento e desenvolvimento das
criancas (ALENCAR et al., 2016), No entanto, a inadequacao desta proposta pode
ser importante preditor para as prevaléncias de baixo e de excesso de peso nessa
fase da vida.

Dentro da proposta do estudo em verificar a adequagédo de nutrientes
oferecidos em forma de merenda escolar, os numeros mostram que energia,
proteina, carboidrato e lipidios foram oferecidos de 100% chegando a 200% em
algumas faixas etarias em relacéo ao preconizado para criangas em periodo integral.
Essa condicdo satisfaz as necessidades nutricionais da crianca; entretanto, o
exagero desses nutrientes pode induzir ao excesso de peso levando a obesidade.
Ha que se lembrar que, quando € fornecido 70% das necessidades nutricionais em
forma de merenda, ha também um consumo alimentar em seu domicilio familiar,
antes ou depois do periodo escolar, perfazendo os 30% para completar as
necessidades referentes a idade. Neste estudo, foi também possivel observar que
nao ha limite para a ingestdo de alimentos, sendo permitida a repeticdo da refeicdo
oferecida. Isso favorece em alguns casos, 0 excesso de consumo, justificando a alta
taxa de sobrepeso e obesos em algumas faixas etarias.

Quanto ao perfil nutricional das criancas e a frequéncia de parasitas
intestinais, ndo foi possivel estabelecer grandes associa¢fes, muito provavelmente
em virtude da elevada frequéncia de criancas eutroficas também parasitadas.
Apenas em relacdo ao indice estatura para idade, quando nas criancas com déficit
(z-escore <-2), isto é, com baixa estatura para a idade, as frequéncias de infeccéo
por enteroparasitas de um modo geral (p= 0,02) e também em relacéo a infeccéo por
amebas ndo patogénicas (p= 0,03) foram significativamente mais elevadas quando

comparadas as criancas eutroficas.
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Em estudo recente, criangas moradoras de uma favela na regidao de Osasco,
Sao Paulo, que estavam parasitadas apresentavam menores médias dos
indicadores nutricionais de pesol/idade, estatura/idade e IMC, quando comparadas
aquelas ndo parasitadas, inclusive independentemente da patogenicidade dos
parasitas (ARAUJO FILHO et al., 2011). Nesse estudo, 0s autores ressaltam que
resultados semelhantes e também discordantes ja foram observados em outras
investigagOes realizadas no Brasil. Diante disso, 0s autores enfatizam que deve ser
motivo de especulacdo que a associacdo entre déficit nutricional e a presenca de
parasitas intestinais possa resultar de piores condicbes ambientais dentro do

espectro da pobreza do grupo estudado.

5.3. Caracterizacdo molecular dos isolados de Giardia duodenalis

Com relacédo a caracterizacéo genética de 50 isolados de Giardia duodenalis,
as analises revelaram a ocorréncia de infeccdo pelos assemblages A (62%; 31/50),
subassemblages Al e All, e B (38%; 19/50), subassemblages Blll e BIV. Dos 50
produtos amplificados, as sequéncias de nucleotideos dos fragmentos dos genes bg,
tpi e gdh foram determinadas em 12%, 8% e 82%, respectivamente. Essa situacéo
tem sido relatada em outros estudos, quando tem-se observado que alguns isolados
amplificam bem em um locus mas falham para amplificar em outros (LEBBAD et al.,
2011; OLIVEIRA-ARBEX et al, 2016; PIPIKOVA et al, 2018).

Na presente investigacdo, a semelhanca do que tem sido evidenciado na
maioria dos estudos de genotipagem de isolados humanos, em diferentes regides
geograficas, somente os assemblages A e B foram detectados na populacdo
estudada. Ainda hoje, as andlises moleculares realizadas em diferentes paises
revelam que o homem ¢é infectado predominantemente pelos assemblages
identificados como A e B. Alguns desses estudos tém demonstrado que a
prevaléncia desses grupos varia consideravelmente de um pais para outro,
entretanto, os dados disponiveis ainda ndo permitem avaliar com clareza a

distribuicdo desses grupos genéticos (FENG; XIAO, 2011).
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Os nossos resultados demonstraram também a identificacdo de infeccbes
associadas a apenas um assemblage, A ou B. Segundo alguns autores, a
identificacdo de isolados mistos ndo € um fenémeno téo raro quanto se imagina e a
frequéncia pode variar de 2 a 12%, sendo que as taxas mais altas tém sido
observadas nas regides em desenvolvimento (FENG; XIAO, 2011).

A despeito da deteccédo de isolados A e B, as infec¢cdes por assemblage A
foram mais frequentes. No Brasil, a predominancia de assemblage A, inclusive nas
infeccbes em criangas, tem sido relatada por outros pesquisadores nos estados de
Sao Paulo (SOUZA et al. 2007) e Ceara (KOHLI et al.,, 2008). Em contraste,
recentemente, em estudos realizados com criangcas de creches em Minas Gerais
(SANTOS et al., 2012) e Sao Paulo, inclusive em municipio muito proximo ao local
do presente estudo (OLIVEIRA-ARBEX et al., 2016), os resultados revelaram maior
frequéncia de infecgdo por isolados B. Por outro lado, prevaléncia semelhante de
isolados A e B foi observada em estudo realizado com moradores de duas colonias
de pescadores as margens do Rio Tieté, no municipio de Botucatu (DAVID et al.,
2015). A despeito dessas evidéncias, os resultados relacionados a prevaléncia e
distribuicdo geografica destes grupos genéticos devem ser considerados com
cautela, pois podem ser influenciados por aspectos metodologicos como o gene alvo
empregado para a caracterizacdo, numero de “loci” avaliados e “primer” empregado
(FENG; XIAO, 2011; RYAN; CACCIO, 2013).

A partir do reconhecimento de diferencas nas sequéncias génicas de isolados
previamente caracterizados como assemblages A e B, foi possivel identificar
subgrupos distintos, dentre os quais se destacam Al, All, Blll e BIV. No presente
estudo, entre os 31 isolados classificados com A, 27 (87,1%) foram identificados
como subassemblage All, um Unico como assemblage Al (3,2%) e trés apenas como
A (9,7%). O subassemblage Al relune isolados humanos e de animais, enquanto que
All inclui predominantemente isolados humanos (SPRONG et al.,, 2009), e muito
esporadicamente detectado em animais, sendo que a deteccdo desses isolados nas
fezes de criancas, pode indicar a possibilidade de transmissdo pessoa a pessoa
(antroponotica), diretamente ou indiretamente pela agua e alimentos (PIPIKOVA et
al., 2018).
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Quanto ao grupo genético B, de 19 isolados, quatro (2,1%) foram classificados
como Blll, e 11 como BIV e quatro apenas como B. Isolados identificados como
subassemblages BIll e BIV tém sido associados a infec¢gdes humanas e de uma
variedade de espécies de animais, podendo ser atribuidos tanto a transmisséo
zoongética quanto antroponoética (SPRONG et al., 2009). Nos centros de educacédo
infantil e creches, ambientes que concentram individuos em idades em que ainda
ndo assimilaram os preceitos basicos de higiene, a circulacao de isolados All e B
(BIl e BIV) reforgam a relevancia e a possibilidade da transmiSsao nesses grupos.

Infeccbes pelos assemblages A e B foram detectadas em criangas de todas as
faixas etarias e classes da EMEI. As andlises de frequéncia dos assemblages
identificados na populacdo em relacdo a parametros demogréficos (idade e sexo),
socioeconémicos e sanitarios ndo revelaram qualquer associacéo significativa entre
as criancas infectadas por isolados identificados com A ou B.

Vale destacar que o papel da variabilidade genética de Giardia duodenalis na
apresentacao clinica da infeccéo tem sido alvo de muitas investigacdes, entretanto,
as conclusdes ainda sao muito contraditorias (CERTAD et al., 2017), e os resultados
dos estudos demonstram os assemblages A e B associados tanto a infeccdes
assintomaticas e sintomaticas.

AL-MOHAMMED (2011) na Arabia Saudita, em estudo realizado com criancas
de seis a 12 anos de idade, constatou o predominio de isolados B obtidos nas
infeccBes sintomaticas (62.5%), seguido de Al (16,7) e All (12,5%). Nas criancas
assintomaticas somente os subassemblages Al e All (50%) foram identificados. Do
ponto de vista clinico, no presente estudo, nenhuma relagéo foi estabelecida, uma
vez que, na ocasido da investigacdo todas as criancas infectadas por Giardia
duodenalis eram assintomaticas. Mesmo assim, vale destacar que a maioria delas
também estava infectada por isolados identificados como All.

Entre os motivos que podem conduzir a resultados conflitantes discute-se o
delineamento da pesquisa, inclusive no que se refere a populacdo de estudo, que
muitas vezes inclui criancas residentes em areas de alta prevaléncia. Na giardiase,
normalmente a infecdo pode estar associada a sintomatologia aguda e as vezes

persistente. Entretanto, atualmente tem-se levantado o fato de que criangas
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infectadas e residentes em ambientes de alta prevaléncia ndo tém relagédo com isso,
gue talvez seja até protetor contra a diarreia.

O verdadeiro impacto clinico da giardiase pediatrica endémica permanece
incerto, mas estudos prospectivos recentes confirmaram e a associacdo com

resultados a longo prazo tem sido dificil de discernir
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5. CONCLUSAO

A despeito da impossibilidade de estabelecer certas associagcbfes que
nortearam alguns dos objetivos da pesquisa em questdo, os resultados obtidos
representam uma contribuicdo importante quanto a aspectos relativos a prevaléncia
de infec¢des causadas por parasitas intestinais, ao perfil nutricional e a diversidade
genética de Giardia duodenalis em um grupo de criancas em idade pré-escolar.

Assim destacamos as seguintes conclusoes:

e Mesmo que a frequéncia de parasitas intestinais tenha sido baixa nas
criancas avaliadas, essas infeccbes, especialmente causadas por
protozoarios, ainda sao detectadas em regides onde a populacéo tem acesso
a infraestrutura publica de abastecimento de agua, esgotamento sanitario e
coleta de lixo.

e A presenca de parasitas intestinais em ambientes que rednem criancas de
baixa idade indica a necessidade de medidas educativas de higiene no
controle e prevencdo da transmissdo de parasitas intestinais, a partir de
iniciativas como treinamento de funcionarios e orientacdo dos responsaveis
pelas criancas.

e Nos levantamentos epidemioldgicos, o diagnéstico microscopico de fezes de
uma unica amostra fecal subestima a prevaléncia da infeccéo por Giardia em
guanto que, a deteccdo baseada na PCR e sequenciamento possibilita uma
estimativa mais segura.

e Em ambientes que concentram criancas em idade em que ainda nao
assimilaram os preceitos basicos de higiene, a circulacao de isolados All e B
(Bll e BIV) reforcam a relevancia e a possibilidade de transmisséo
antroponoétca (pessoa a pessoa) nesses grupos e a necessidade de medidas
preventivas para reducao da infeccéo.

e Apesar das condicbes favoraveis de saneamento basico, habitacdo, e
escolaridade materna da maioria das familias, ficou evidenciada a prevaléncia
de sobrepeso e obesidade entre as criangas estudadas. Com isso, tornam-se

necessarios inquéritos antropométricos mais frequentes para monitorar a
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oferta de alimentos e atender as reais necessidades nutricionais das criangas
estudadas com déficit ou superavit de peso, levando em conta o contexto
social em que as criancas estdo inseridas; assim como orientagdes sobre
alimentacdo adequada aos avaliados, responsaveis e funcionarios como

medidas preventivas para reducao dos riscos da obesidade infantil.
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Anexo 1

PREFEITURA DO MUNICIPIO DE ITAPETININGA
Secretaria Municipal da Educagdo
ESTADO DE SAO PAULO

DECLARACAO

Considerando o Parecer possivel da equipe de nutricdo, bem como do
Diretor da Unidade Escolar e deferimento da Supervisora de Ensino:

Declaro que aprovamos o Projeto de Pesquisa “Parasitoses Intestinais em
criangas assistidas em Creche do municipio de ltapetininga- SP: prevaléncia e
relacao com o estado nutricional’, e durante a vigéncia do respectivo projeto, o
Coordenador do projeto e a equipe terdo todo o apoio institucional necessario
para sua realizagdo, conforme previamente acordado com o Coordenador.

O projeto sera Coordenado pela Profé. Dra. Semiramis Guimaraes Ferraz
Viana (Docente do Departamento de Parasitologia/lBB/JUNESP) e conduzido pela
aluna de mestrado do Programa de Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina
Claudia Rosana Trevisani Corréa; e sera realizada na EMEI Therezinha de
Jesus Alguz na vila Mazzei.

Declaro que conhego, cumprirei e farei os Requisitos da Resolugéo 466/12
e suas complementares e como esta instituicdo tem condicbes para o

desenvolvimento deste Projeto, autorizo sua execugao.

Itapetininga, 18 de novembro de 2016.

Rua Padre Albuquerque, 940 — Centro — Cep: 18200-040 — Itapetininga — Sédo Paulo
Telefone: (15) 3271-1452 — Telefax: (15) 3271-1646
E-mail: educacao@itapetininga.sp.gov.br
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Anexo 2

UNESP -FACULDADE DE () Plotaforma
MEDICINA DE BOTUCATU »nyoﬂl

Fap® ek "o Mretern o Laaim
o X0 e vl e Y

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Parasitoses intestinais em criangas assistidas em creche do municipio de Itapetininga,
Sao Paulo: prevaléncia e relacdo com o estado nutricional. Executor: Claudia Rosana
Trevisani Corréa; Orientador: Profa. Dra. Semiramis Guimaraes Ferraz Viana

Pesquisador: Semiramis Guimaraes Ferraz Viana

Area Temética:

Verséao: 2

CAAE: 62265316.5.0000.5411

Instituicdo Proponente: Departamento de Parasitologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.874.231

Apresentacédo do Projeto:

Ainda que as parasitoses ndo apresentem alta letalidade, essas infec¢des consistem em um fator agravante
dos quadros de diarreia e m& nutricdo na infancia, podendo determinar déficit no crescimento linear e
ponderal. Nesse contexto, o presente estudo sera realizado para investigar a prevaléncia de enteroparasitas
em criancas em idade pré-escolar e para verificar a existéncia de associa¢des entre essas infecgfes e 0
estado nutricional das criangcas. Para isso, amostras de fezes de criancas com idade de zero a seis anos
assistidas em creche do municipio de Itapetininga, Estado de S&o Paulo, serdo coletas e processadas pelos
métodos de sedimentacdo por centrifugacdo e de centrifugo-flutuacdo pelo sulfato de zinco. Para a
avaliacdo do estado nutricional, as criancas serdo submetidas a exame antropométrico (medidas de peso,
estatura, circunferéncia abdominal) e serd realizado um inquérito dietético para avaliar qualitativa e
gquantitativamente o consumo de alimentos, dimensionar a adequacdo de nutrientes e relacionar dieta ao
estado nutricional. As criancas que apresentarem exames coproparasitoldgicos positivos serdo tratadas e,
simultaneamente, serdo implementadas atividades de educacdo sanitaria com o objetivo de reduzir a
prevaléncia das parasitoses intestinais. Os resultados relativos as infeccBes parasitarias serdo analisados
guanto a existéncia de possiveis associagdes com os dados

Endereco: Chéacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Anexo 2

Continuagéo do Parecer: 1.874.231

epidemiolégicos e nutricionais.

1. Casuistica: A populacéo alvo incluira criancas com idade de 0-6 anos (cerca de 170) e os funcionarios
(cerca 30) da Escola Municipal de Educacéo Infantil (EMEI) Profa. Therezinha de Jesus Algus, localizada na
Vila Mazzei, bairro da periferia do municipio de Itapetininga, onde a maioria das criancas atendidas pertence
a familias desprovidas de recursos basicos, inclusive no que se refere ao saneamento basico, educacao e
saude.

Objetivo da Pesquisa:

- Investigar a prevaléncia de enteroparasitas em criancas em idade pré-escolar;

- Verificar a existéncia de associagdes entre as parasitoses intestinais e variaveis demograficas e
socioecondmicas, infraestrutura sanitaria, habitos alimentares e de higiene.

- Verificar a existéncia de associacdes entre as parasitoses intestinais e o estado nutricional das criancas
considerando os indicadores antropométricos e de ingestédo dietética.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: os autores apontam que considerando as caracteristicas do presente estudo, o tipo de mostra
biolégica e procedimento para a sua obtencdo (amostra obtida apds eliminacdo espontdnea) ndo ha
previsdo de possiveis riscos fisicos, morais, psicolégicos ou outros, que comprometam a populacdo em
questao.

Beneficios: Além de preencher os requisitos necesséarios para se alcancar os objetivos cientificos essa
proposta, o estudo da prevaléncia de infec¢Bes por parasitas intestinais em pré-escolares e comunidade de
baixo nivel socioecondmico e a relacdo com o estado nutricional podera fornecer informagbes que
fundamentardo ac¢fes para a promoc¢éo da saude e melhoria da qualidade de vida da populagéo infantil e da
comunidade como um todo.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de mestrado de Claudia Rosana Trevisani Corréa com a orientagdo da Profa. Dra.
Semiramis Guimardes Ferraz Viana do Departamento de Parasitologia do IBB-UNESP, cujo objetivo é
investigar a prevaléncia de enteroparasitas em criangas em idade pré-escolar e verificar a existéncia de
associagdes entre essas infec¢gdes e o0 estado nutricional das criancgas.

O projeto esta escrito de forma clara e apresenta todos os dados de identificacdo dos autores e instituicdes
a que estao vinculados, a descricdo dos objetivos do estudo, bem como, as referéncias

Endereco: Chéacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Continuagéo do Parecer: 1.874.231

bibliograficas que sustentam as justificativas e importancia do tema abordado. E um projeto com condi¢des
de realizagéo.

Consideracg8es sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Os TCLEs, tanto para os responsaveis pelas criancas (até 6 anos), quanto para os funcionarios foram
redigidos na forma de convite, com esclarecimentos sobre participacdo voluntaria, sigilo dos participantes e
dados do Comité de Etica e dos pesquisadores principais.

Os demais documentos e autoriza¢cBes estdo apresentados de forma adequada.

Recomendacdes:

Os autores atenderam a sugestao de mudanca dos TCLEs apresentados (crianca e funcionarios) estando
ambos de acordo com os preceitos éticos.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

O projeto apresenta as autorizagfes necessarias para sua realizacdo. As demais questdes estédo atendidas
nas suas dimensdes éticas e metodoldgicas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa APROVADO, deliberado em reunido EXTRAORDINARIA do CEP de 19 de Dezembro
de 2.016, sem necessidade de envio & CONEP.

O CEP, no entanto, solicita aos pesquisadores que apos a execu¢do do projeto em questdo, seja enviado
para analise o respectivo “Relatério Final de Atividades”, o qual devera ser enviado via Plataforma Brasil na
forma de “NOTIFICACAO”.

OBS: LEMBRAMOS QUE A PRESENTE PESQUISA SOMENTE PODERA SER INICIADA APOS DIA

19/12/2016 — DATA DA APROVACAO DO CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacgdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/12/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_826964.pdf 16:30:45
TCLE/ Termos de | TCLE_funcionario.pdf 09/12/2016 |Semiramis Aceito
Assentimento / 16:29:10 | Guimaraes Ferraz
Justificativa de Viana
Auséncia

Endereco: Chéacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Continuagéo do Parecer: 1.874.231

TCLE/ Termos de | TCLE_criancas.pdf 09/12/2016 |Semiramis Aceito
Assentimento / 16:28:54 | Guimaraes Ferraz
Justificativa de Viana
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_Pesquisa.pdf 22/11/2016 | Semiramis Aceito
Brochura 14:55:08 | Guimaraes Ferraz
Investigador Viana
Declaracéo de Secretaria_ltapetininga.pdf 21/11/2016 | Semiramis Aceito
Instituicéo e 16:44:26 | Guimaraes Ferraz
Infraestrutura Viana
Orcamento Declaracao_onus.pdf 21/11/2016 |Semiramis Aceito
16:44:00 | Guimaraes Ferraz
Viana
Outros Declaracao_Subprojetos.pdf 21/11/2016 | Semiramis Aceito
11:25:32 | Guimaraes Ferraz
Viana
Outros Oficio.pdf 21/11/2016 | Semiramis Aceito
11:24:32 | Guimaraes Ferraz
Viana
Declaragéo de Declaracao_Parasitologia.pdf 21/11/2016 | Semiramis Aceito
Instituicéo e 11:22:23 | Guimarées Ferraz
Infraestrutura Viana
Cronograma Cronograma.pdf 21/11/2016 | Semiramis Aceito
11:20:55 | Guimaraes Ferraz
Viana
Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 21/11/2016 | Semiramis Aceito
11:19:47 | Guimarées Ferraz
Viana

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

BOTUCATU, 19 de Dezembro de 2016

Assinado por:

SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador)

Endereco: Chéacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior
UF: SP
Telefone:

Municipio:
(14)3880-1608

CEP: 18.618-970

BOTUCATU

E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Anexo 3

A¥avay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AN
u nes ¥ 4(Li0 DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu

MUDANCA DE TITULO EM PROJETO DE PESQUISA

Objetivo Académico:
( ) Pds Doutorado
( ) Tese Doutorado
( X) Dissertacao de Mestrado
( ) Trabalho cientifico ¥
( ) Outros: Especificar

Titulo Inicial: "Parasitoses intestinais em criangas assistidas em creche do
municipio de Itapetininga, Sdo Paulo: prevaléncia e relagdo com o estado
nutricional"

Titulo Final: "Parasitoses intestinais, estado nutricional e diversidade genética

de Giardia duodenalis em criangas atendidas em centro de educacéo infantil de
Itapetininga, S&o Paulo"

Data da reunido do CEP que aprovou o parecer inicial: P

Declaro que o trabalho ndo sofreu alteragdes nos objetivos e/ou conteudo
metodoldgico da época de apresentagdo para andlise do CEP.

— i m{‘ 9 2
i wWiMence) 1/ raudce U 7’4/5/ é:"‘jmz/-’—
Semiramis Gq‘ ardes Ferraz Viana Claudia Rosana Trevisani Correa
Orientador Mestranda

s Projetos submetidos via Plataforma Brasil: Preencher o formuldrio, protocolar no
CEP, digitalizar e postar no sistema Plataforma Brasil.

+ Projetos submetidos anteriormente & Plataforma Brasil: Preencher o formulario
em duas vias e protocolar no CEP que emitiu o parecer inicial de aprovagdo.

F de de Medicina de B: — Segdo Técnica de Pés-graduacéo
Distrito de Rubido Junior, s/n CEP 18618-970 Botucatu Sao Paulo Brasil
Tel 5514 3880 1123 - spg@fmb.unesp.br

/2016 GRA000 CMITE DE ETICA B PESQUISA FNB - UNESP

2483

-

13:87 2
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Anexo 4

UNIVERSIDADE ESTAL

UULIO DE MESOQUITA |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Parasitoses intestinais em criangas assistidas em creche do municipio de Itapetininga, Sdo
Paulo: prevaléncia e relagéo com o estado nutricional
Executor: Claudia Rosana Trevisani Corréa

Orientadora: Profa. Dra. Semiramis Guimaraes Ferraz Viana

Convido o Senhor (a)

responsavel pelo menor , a participar

voluntariamente da nossa pesquisa que tem como objetivo verificar a ocorréncia de parasitas intestinais nas
fezes de criancas em idade pré-escolar (0 a 6 seis anos) atendidas na EMEI Profa. Therezinha de Jesus
Algus, localizada na Vila Mazzei, ltapetininga, SP. Como as infeccdes causadas por parasitas intestinais
podem ser um fator agravante dos quadros de diarreia e ma nutricdo na infancia, na ocasido do estudo, o
astado nhutricional da crianca sera avaliado por meio de medidas antropométricas como peso, altura e
medida de circunferéncia da cintura. Nenhum desses procedimentos é doloroso ou pode causar dano a
crianca. Além do fornecimento de uma amostra de fezes da crianca, o responsavel sera entrevistado
durante cerca de 20 minutos para que sejam obtidas informacdes socioeconémicas e sobre habitos
higiénicos e alimentares da crianga. Cumpre informar que, o resultado do exame de fezes serd
encaminhado a cada participante, garantindo-se o sigilo e a privacidade. Além disso, no caso de criangas
com exames de fezes positivos para algum parasita intestinal, os responséveis serdo orientados para o
encaminhamento as Unidades Basicas de Satide do Municipio, afim de que as criangas sejam iratadas de
acordo com a prescricio e orientacao dos profissionais médicos dos postos de salide.

A participagdo na presente pesquisa contribuird para o diagnostico de parasitas intestinais em criangas e
com isso possibilitara que medidas de prevengéo sejam propostas diretamente para um grupo da populagéo
que esta frequentemente exposto a essas infecedes. No entanto, a participagéo da crianca no estudo &
voluntaria e mesmo apods o consentimento, o responsavel poderd retird-la a qualquer momento, sem
nenhuma penalizag&o ou prejuizo. Além disso, ndo havera qualquer tipo de ressarcimento para participar do
projeto de pesquisa.

Este Termo de Consentimento Livie e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor, o qual 01 via sera
entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via serd arquivada e mantida pelos pesquisadores
por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa. Qualquer divida adicional vocé podera entrar em
conirato com o Comité de Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que
funciona de 2% a 62 feira das 8 as 11:30 e das 14 as 17 horas, na Chéacara Butignolli s/n® em Rubi&o Junior -
Botucaiu - S&o Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estio descritos abaixo.

Apos terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO que meu (minha)
filho (a) participe de forma voluntaria, estando ciente que todos os seus dados estardo resguardos afraves
do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse estudo poderéo
ser publicados em revistas cientificas.

ltapetininga, I

Pesquisador Responsavel pelo Participante da Pesquisa

Claudia Rosana Trevisani Corréa

Av. Waldomiro de Carvalho, 1400 - Vila Hungria/ltapetininga - Fone: (15) 99715-4095 -
email:crtcorrea@ig.com.br

Profa. Dra. Semiramis Guimaraes F. Viana - Coordenador da pesquisa

Rua da Esperanga, 40 - Recanto Azul/Botucatu Fone: (14) 99784-0928  email: sgviana@ibb.unesp.br
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QUESTIONARIO

EMEI Profa. Therezinha de Jesus Alguz Itapetininga

Nome da crianga: Classe:

INFORMACOES DOS FAMILIARES DAS CRIANCAS

N° de Adultos e Criancas no domicilio Responsaveis pela crianca da creche Escolaridade
Criancas Adultos (>12 anos) (1) Pai (2) Mé&e (3) Avos (4) Tios (anos)
No = No =
Obs:

INFORMACOES SOMENTE DA CRIANCA QUE FREQUENTA A CRECHE

Usa calcado em casa Diarreia (OMS) Vermifugo Nascimento prematuro
Quando coletou a amostra (neste ano 2017)
SIM NAO SIM NAO SIM NAO SIM NAO
Quantas vezes / ano De quantos meses
1X 2 X
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Anexo 5

RENDA FAMILIAR (R$) TIPO DE MORADIA N° TOTAL DE COMODOS(sem banheiro)
<500 500 - 1000 | 1000 - 1500 > 1500 ALVENARIA MADEIRA OUTRO
N° DE QUARTOS
BANHEIRO PISO DA CASA COLETA DE LIXO
DENTRO FORA REVESTIDO NAO PUBLICA OUTROS
ESGOTO FONTE DE AGUA AGUA PARA BEBER
REDE PUBLICA OUTROS SABESP OUTROS FILTRADA FERVIDA | DIRETO DA TORNEIRA
CONSUMO DE FRUTAS E VERDURAS CRUAS ANIMAIS NO DOMICILIO
HORTA / POMAR QUITANDA CAES GATOS | PORCOS | AVES NAO

104




Anexo 6

Antropometria
Ne Aluno Data de Data da Idade em Peso (kg) Altura (cm) IMC
Nascimento Pesagem meses
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Anexo 7

AVA
AVQXQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Departamento de Parasitologia

Exame: Parasitoldgico de fezes

Nome:

Resultado

Botucatu, 06 de Outubro de 2017

~N D i — o e
\@\//%7/%’54. &,M:’ldu%u? /gnlu«;./\(:uﬂ i Vicwa

Claudia Rosana Trevisani Corréa Profa. Dra. Semiramis Guimaraes Ferraz Viana
Nutricionista Docente Responsavel
CRN3 - 2245
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