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1. INTRODUCAO

1.1. Importancia das creches no contexto social e implicagcdes em

saude publica

Nas ultimas décadas, as sociedades passaram por profundas alteracdes
culturais e sécio-econ6micas que induziram a uma maior participagdo feminina na
forca de trabalho da populacéo, fazendo com que a maioria das mulheres tivesse
gue conciliar a insercdo no mercado de trabalho com a maternidade. Diante disso,
muitas mulheres encontraram nas creches e instituicbes congéneres a solucéo
para esse dilema e com isso, varias criancas em idade pré-escolar passaram a
ser cuidadas fora do ambiente domiciliar. Essa transformag&o foi evidente em
diferentes regides do mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento,
onde promoveu alteragdes marcantes na estrutura e funcdo das familias. Nesses
paises, como a maioria das mulheres que trabalham pertence as classes sociais
menos favorecidas, as creches, ao atender as criangas, possibilitam que as
mulheres participem do mercado de trabalho ajudando na melhoria da renda
familiar e consequentemente na qualidade de vida do grupo®.

No que se refere ao Brasil, segundo dados censitarios do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), 44,4% das mulheres adultas estdo inseridas no
mercado de trabalho® e o percentual de criancas na faixa etaria de zero a trés
anos e mantidas em creches dobrou ao longo de 10 anos. Assim, em 1996, a taxa
que era de 7,4%, em 2006, subiu para 15,5%°. Vale destacar que essa situacao
nao se restringiu aos centros urbanos, pois a for¢ca do trabalho feminino cresceu
também no meio rural, fazendo-se acompanhar de todas as consequéncias

observadas nas areas urbanas.
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Além de viabilizar a inser¢do das mulheres no mercado de trabalho, de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude”, as creches destacam-se como
ambientes adequados para a promocdo 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 instituicbes podem proteger contra as injurias do meio ambiente e garantir
uma oportunidade de vida mais saudavel na infancia.

A despeito da importancia das creches no contexto social, a assisténcia
a crianca fora do domicilio acarretou importantes implicacées na area da saude
publica, especialmente no que se refere a transmissédo de doencas infecciosas.

A frequéncia crescente a esses estabelecimentos fez com que criancas em
idade pré-escolar passassem a ser expostas precocemente a diversos agentes
infecciosos, uma vez que nessas instituicbes as condicbes de convivéncia
propiciam a transmisséo de infec¢gbes. Assim sendo, as criancas sdo expostas
as infeccbes em uma idade em que, além de serem imunologicamente
imaturas, apresentam habitos tais como levar as méos e objetos a boca, ndo
praticar a lavagem das méaos e o contato interpessoal muito préximo, que em
ambientes fechados como as creches favorecem a disseminacdo das
infeccBes®. Embora essas condicdes sejam comuns aos estabelecimentos que
assistem as criancas em idade pré-escolar, independentemente da classe
social em que estédo inseridos, o alojamento de grande nimero de criangas em
locais fechados, atendentes mal treinados, particularmente em relacdo as
praticas utilizadas no manuseio das criangas e no cuidado com o ambiente e
condicbes de higiene inadequadas sao peculiaridades frequentes em

instituicdes que acolhem criancas de classes menos favorecidas.
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No que diz respeito as doengas cujo risco de transmissdo € maior em
criancas assistidas em creches, as infec¢cdes cutaneas, respiratorias e
gastrintestinais sdo responsaveis por altas taxas de morbidade nessa populacao,
no entanto, as infeccdes respiratérias e gastrintestinais ainda se destacam como
as causas mais frequentes nos episédios de doenca infecciosa que ocorrem em
creches. Dentre as infeccbes gastrintestinais, sdo frequentes aquelas
responsaveis por causar doencas diarreicas, que constituem importante problema
de saude publica associado as creches, uma vez que a incidéncia nas criancas
atendidas nessas instituicdes pode ser duas vezes maior que a observada em
criancas cuidadas exclusivamente em casa®. Além disso, nas creches, os quadros
de diarréia infecciosa se apresentam como casos esporadicos ou surtos, sendo
gue a maioria dos episédios esta associada a infec¢des virais e bacterianas, mas
também ao parasitismo por helmintos e protozodarios intestinais’”®. A despeito do
agente patogénico, a disseminacdo das infeccbes gastrintestinais 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”.

Diante disso, é fato que os altos indices de morbidade associados ao
grande contingente de criancas atendidas em creches com diarréia aguda fazem
com que as infecgbes gastrintestinais constituam um dos principais motivos de
demanda por atendimento médico na infancia. Além disso, nesses ambientes, a
transmissdo de enteropatdgenos constitui um problema de saude publica que
muitas vezes pode ultrapassar os limites dos estabelecimentos e acometer

individuos da comunidade circundante.
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1.2. Enteroparasitoses em criangas atendidas em creches

Vérios estudos tém demonstrado que a freqiéncia a creche é fator de
risco para a aquisicdo de infecgdes gastrintestinais, pois esses ambientes
apresentam caracteristicas epidemioldgicas particulares que favorecem a
transmissao de enteropatdgenos, incluindo os parasitos intestinais.

As parasitoses intestinais ou enteroparasitoses figuram entre as doencas
infecciosas mais comumente detectadas em diferentes regides do mundo,
afetando acima de 30% da populacédo mundial®. Embora as parasitoses intestinais
representem um agravo a saude humana, ainda sdo enfermidades
frequentemente negligenciadas, pois consistem em doencas associadas a
pobreza e as precarias condicbes sanitarias, prevalentes em paises
socioeconomicamente menos favorecidos, onde é um dos principais fatores
debilitantes da popula(;éolo.

Embora as parasitoses intestinais possam acometer individuos de todas as
idades, € maior a vulnerabilidade de criancas em idade pré-escolar e escolar.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude'!, estima-se que aproximadamente
3,5 bilhdes de pessoas no mundo estdo infectadas por alguma espécie de
parasito intestinal, das quais cerca de 450 milhdes estdo doentes, a maioria
criancas residentes nas areas tropicais de paises em desenvolvimento.

Mesmo que, as enteroparasitoses, ndo apresentem alta letalidade, sob
certas circunstancias, essas infeccoes podem comprometer a qualidade de
vida na infancia. Fora isso, as infec¢cdes por parasitos intestinais sao
clinicamente mais significativas na infancia, pois com freqiéncia, encontram-se
associadas a quadros de diarréia crénica e desnutricdo. Vale destacar que nos

paises em desenvolvimento, onde a desnutricdo € um dos grandes problemas
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de saude da populagéo, as infeccBes por parasitos intestinais tornam-se um
fator agravante dos quadros de diarréia e ma nutricdo na infancia,
especialmente em idades precoces, podendo determinar déficit no crescimento
linear e ponderal e impedir o desenvolvimento cognitivo**2.

Segundo o Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia’, as taxas de
infeccdo parasitaria em criancas podem representar um importante indicativo
das condicBes higiénico-sanitarias da comunidade em que vivem. De modo
geral, as enteroparasitoses constituem um importante problema de saude nos
paises em desenvolvimento, porém os indices de prevaléncia variam nas
diferentes regibes, inclusive dentro de cada pais. Assim, a ocorréncia de
infeccdo parasitaria intestinal é diretamente influenciada pelo nivel sécio-
econdbmico e pelas condicdes de saneamento basico em que vivem as
populacdes, no entanto, 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 infec¢des. Levantamentos epidemiolégicos recentes
demonstram que, em criancas de paises em desenvolvimento, as infecces por
parasitos intestinais ainda séo responsaveis por elevadas taxas de prevaléncia
que podem variar de 20 a 60% na Africa™®** 24 a 47% na Asia™®*° e de 20 a
65% na América Latinal’81°

Nas ultimas décadas, em funcdo da maior urbanizacdo e maior
participacdo feminina no mercado de trabalho, as creches passaram a ser o
ambiente externo mais frequentado por criangcas em idade pré-escolar, além de

um dos principais focos de doencas infecciosas. Ainda hoje, nos paises em

desenvolvimento, as infec¢cbes por parasitos intestinais figuram entre as
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doencgas infecciosas mais comumente detectadas em criangas assistidas em
creches®. No Brasil, inquéritos coproparasitolégicos realizados nos Gltimos 20
anos revelam taxas de prevaléncia que oscilam entre 30 a
60%20'21'22’23'24'25'26'27_

As enteroparasitoses que afetam milhdes de criancas atendidas em
creches no mundo tém como agentes etioldgicos alguma espécie de helminto
e/ou protozoario gastrintestinal. Dentre os helmintos que acometem esses
individuos, destacam-se Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis,
Trichuris trichiura, ancilostomideos, Strongyloides stercoralis e Hymenolepis
nana®*?3#2627 No que se refere aos protozodrios responsaveis por causar
desordens entéricas, as infec¢cbes ocasionadas por Giardia e Cryptosporidium
sdo uma das principais causas de diarreia nas criancas atendidas em creche,
inclusive em paises desenvolvidos®.

A infeccdo por Cryptosporidium é endémica na maioria das regides
tropicais, sendo que a suscetibilidade a criptosporidiose depende de varios
fatores como a idade e estado imunitario do hospedeiro. A prevaléncia desta
protozoose ainda € subestimada, ja que a pesquisa de Cryptosporidium néo &
feita de rotina na maioria dos laboratorios e em muitos levantamentos
coproparasitolégicos. Em paises em desenvolvimento, a infeccdo é mais
freqlente em criangas com menos de cinco anos de idade e nos paises
desenvolvidos, os surtos da infecg@o decorrentes de veiculagéo hidrica envolve
individuos adultos®.

Dentre os principais parasitos intestinais que infectam as criangas, 0
protozoario Giardia destaca-se como um dos mais frequentemente observados

nos inquéritos coproparasitolégicos. Apesar da infeccdo por Giardia apresentar
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ampla distribuicAo mundial, os indices de prevaléncia variam nas diferentes
regides do mundo, no entanto, nos paises em desenvolvimento, além da
elevada prevaléncia, essa infeccdo € uma das causas mais comuns de diarréia
infecciosa na populacédo, sobretudo em criancas®®. Em criancas atendidas em
instituicdes como as creches, sdo observadas prevaléncias de 20 a 60%°
Nessas criancas, as complicacdes decorrentes da infeccdo, como diarréia
persistente e a ma absorcéo intestinal podem comprometer o desenvolvimento

fisico e cognitivo®

1.3. Giardia duodenalis

1.3.1. Histérico e Taxonomia

O género Giardia inclui protozoarios flagelados parasitos do intestino
delgado de mamiferos, aves, répteis e anfibios, sendo nesses hospedeiros o
agente responsavel pela infeccdo denominada giardiase®. Os parasitos do
género Giardia pertencem ao filo Sacomastigophora, subfilo Mastigophora,
classe Zoomastigophora, ordem Diplomonadida, familia Hexamitidae.

Giardia foi o primeiro protozoario intestinal humano a ser descrito,
gquando em 1681, Anton van Leeuwenhoek observou trofozoitos em suas
proprias fezes. Porém foi Vilem Lambl, em 1859, quem o descreveu mais
detalhadamente, e por ter acreditado que o protozodrio pertencia ao género
Cercomonas, denominou-o  Cercomonas intestinalis®*. No entanto,
caracteristicas morfolégicas distintas e diferencas no ciclo de vida levaram a

constatacdo de que o protozoario nao pertencia ao género Cercomonas, sendo
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que, em 1882, o género Giardia foi criado por KUNSTLER (1882)%*, ao
observar um flagelado presente no intestino de girinos de anfibios anuros.

Apesar de ter sido observado pela primeira vez em 1681, Giardia apenas
comecou a despertar maior interesse dos pesquisadores em 1932, quando o
parasitologista Charles Stiles suspeitou de que havia uma relagcdo entre a
infeccdo pelo protozoario e a ocorréncia de casos de diarréia®*. A partir de
entdo, tem sido um dos parasitos mais investigados, entretanto, ainda
persistem grandes questfes que nao foram adequadamente elucidadas, em
especial, no que diz respeito a taxonomia, patogenicidade e ao potencial
zoonotico.

Por mais de 300 anos, desde que Giardia foi observado por van
Leeuwenhoek, a taxonomia desse parasito ainda € discutivel. A partir da
criacdo do género, a determinacao das espécies foi feita, principalmente, com
base no hospedeiro de origem, e com isso, mais de 50 espécies foram
descritas, a maioria em mamiferos. Com o tempo, este critério passou a ser
criticado por muitos pesquisadores ao reconhecerem que espécies de Giardia
de diferentes hospedeiros podem ser idénticas, enquanto que aquelas de um
mesmo hospedeiro podem ser marcantemente diferentes. Diante disso, a
classificacdo proposta por FILICE (1952)%®, tem sido a mais aceita e baseia-se
em caracteristicas morfolégicas dos trofozoitos como o0 aspecto dos corpos
medianos e o formato e dimensdes do parasito. De acordo com este sistema, o
género Giardia é dividido em trés espécies, sendo G. duodenalis que infecta
varios mamiferos, inclusive o homem, aves e répteis, G. muris que infecta
roedores, aves e répteis e G. agilis que infecta anfibios. Posteriormente, com

0s recursos de microscopia eletrénica e os avancos em biologia molecular, trés
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novas espécies foram propostas, a saber: G. psittaci®® e G. ardeae®’ descritas,
respectivamente, em periquitos e garcas azuis e G. microti, encontrada em
roedores conhecidos como camundongo-do-campo e rato-almiscarado®®.
Dentre as seis espécies aceitas, Giardia duodenalis (= Giardia
intestinalis = Giardia lamblia) é a Unica espécie que parasita 0 homem,
podendo infectar outros mamiferos, incluindo animais de companhia como cées
e gatos e uma variedade de animais domésticos e silvestres. Com 0 progresso
das investigacdes cientificas, especialmente apds o advento das técnicas
moleculares, muitos estudos tém revelado que G. duodenalis € um complexo
gue inclui isolados morfologicamente indistinguiveis, porém geneticamente
distintos. Estas evidéncias reforcam os comentarios feitos por Filice (1952)*
gue ao dividir o género Giardia em trés espécies, chamou a atencéo para o fato
de que, dentro dos grupos G. duodenalis, G. agilis e G. muris estariam
incluidos organismos morfologicamente  similares, contudo, exibindo
caracteristicas fisiolégicas distintas®. Além disso, o pesquisador ressalta que
para se definir precisamente a posicdo taxondmica desses organismos seria
preciso recorrer ao emprego de metodologias mais refinadas e discriminatorias.
Durante os ultimos 30 anos, estudos para a analise de DNA de isolados
obtidos de diferentes hospedeiros tém permitido avancos significativos para o
maior entendimento de questdes referentes a heterogeneidade do complexo G.
duodenalis. Ao longo desse periodo, muitas foram as investigacdes que deram
0S primeiros incentivos, para que um ndamero maior de pesquisadores, em
diferentes regides do mundo, buscassem resposta para essas questdes.
Dentre as primeiras investigacoes, destaca-se 0 estudo desenvolvido em 1989

por ANDREWS® e colaboradores, que empregando eletroforese de
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isoenzimas, demonstraram um extenso polimorfismo entre 30 isolados e clones
de Giardia de origem humana, que foram agrupados em quatro zimodemas
distintos (I a IV). Posteriormente, aliando-se essa mesma técnica a
procedimentos para a analise de DNA, outros autores demonstraram a
existéncia de diferencas genéticas entre os isolados de G. duodenalis e
propdem a distribuicdo em grupos denominados 1, 2 e 3 na América NASH &
MOWATT (1992)*, Polish e Belgian na Europa HOMAN & MANK (2001)*, e
ainda os gendtipos A e B na Austrdlia*>. A seguir, em 1996, MONIS*® e
colaboradores, empregando andlise filogenética das sequéncias de
nucleotideos do gene que codifica a enzima glutamato desidrogenase (gdh),
além de confirmarem o alto grau de diversidade entre os gendtipos A e B,
demonstraram equivaléncia, respectivamente, entre 0s grupos.

Posteriormente, outras investigacdes foram realizadas com o intuito de
se confirmar a existéncia dos grupos genéticos de G. duodenalis e verificar a
relacdo de um determinado genétipo com o hospedeiro de origem****°. As
observacoes feitas nestes estudos revelam que o homem e outras espécies de
mamiferos podem ser infectados pelos gendétipos identificados como A e B, que
incluem isolados considerados potencialmente zoonéticos. Além dos gendtipos
A e B, foi possivel o reconhecimento de outros grupos, a saber: genétipos C e

47,48

D identificados em cdes*’*8, o gendtipo E em ruminantes* e os genétipos F e

G em gatos e ratos domésticos, respectivamente® (Quadrol).
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Quadro 1. Classificacdo dos genétipos e subgenoétipos de Giardia

duodenalis.
Gendétipo Subgenotipo Hospedeiro(s)
Al Homem e cées
A All Homem
Alll Animais silvestres e bovinos
Homem, primatas nao-humanos, caes,
Bill gatos e animais silvestres
B BIV Homem, cées e animais silvestres
BS| Homem
BS6 Homem
CeD Nao identificado | 2
E N0 identificado Bovinos, suinos e ovinos
F N&o identificado Gatos

Fonte: Monis et al., 2009, Lalle et al., 2009; Sprong et al.,2009 (adaptado).

A partir do reconhecimento de diferencas nas sequéncias génicas de
isolados previamente caracterizados como genoétipos A e B, foi possivel
identificar subgrupos distintos, dentre os quais se destacam Al, All, Blll e BIV**.
No gendétipo A, o subgenoétipo Al reune isolados humanos e de animais,
enguanto que o subgenotipo All inclui, predominantemente, isolados humanos.
Mais recentemente, foi reconhecido o subgendtipo Alll, que até o presente,
ainda nao foi associado a infeccdo humana, sendo que as evidéncias indicam
gue este grupo parece ser especifico de mamiferos ungulados, predominando
nas espécies silvestres®®. Quanto ao gendtipo B, os subgenétipos Blll e BIV

tém sido identificados em amostras fecais obtidas de humanos, cées, gatos,
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cavalos, bezerros e animais silvestres® 2. Outros dois subgenétipos, BS1 e
BS6, foram identificados recentemente por LALLE>® e colaboradores (2009),
em amostras fecais obtidas de individuos de uma populacdo originaria do
Saara Ocidental.

Nos Ultimos 10 anos, especialmente apdés a introducdo dos
procedimentos baseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase
Chaim Reaction — PCR), a identificacdo de grupos genéticos distintos a partir
de uma diversidade de hospedeiros tem-se baseado na analise da seqiéncia
de DNA correspondente a genes polimoérficos, tais como a sub-unidade menor
do RNA ribossémico (SSUrRNA) e genes do metabolismo celular
(housekeeping genes) como glutamato de desidrogenase (gdh), triose fosfato
isomerase (tpi), beta-giardina (B-giardina), fator de elongacdo alfa (efla) e,
mais recentemente, a regido espacadora intergénica (IGS) do rRNA>*. Cada
vez mais, as evidéncias reunidas nessas pesquisas tém sustentado a
existéncia de variabilidade intra-especifica em G. duodenalis. Diante disso,
muitos pesquisadores reconhecem que, de fato, G. duodenalis representa um
complexo de espécies, e, com isso, julgam premente a revisao taxondmica da
espécie. Recentemente, MONIS e colaboradores® ao considerar as
observactes feitas em diferentes estudos que se basearam em critérios como
analise morfolégica dos trofozoitos por microscopia eletronica, especificidade
de hospedeiro e caracterizacdo molecular, propuseram que o complexo G.
duodenalis fosse separado em seis espécies distintas: G. duodenalis (gendtipo
A), G. entérica (genétipo B), G. canis (gendétipo C/D), G. bovis (genétipo E), G.
cati (genotipo F) e G. simondi (genétipo G) (Quadro 2). A despeito dos avangos

alcancados, alguns autores consideram que em relacdo a outros protozodrios
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patogénicos, as técnicas para os estudos de genotipagem dos isolados de
Giardia ainda requerem aperfeicoamento®, e por isso ha que se ter cautela
com a interpretacdo dos resultados e inferéncia de conclusfes, especialmente

guando se referem a proposi¢cao de novos sistemas de classificacéo.

Quadro 2 — Classificacdo das espécies do género Giardia, proposta por

MONIS® e colaboradores (2009).

Espécie (=Genotipo) Hospedeiro

Homem e outros primatas, caes, gatos,
G. duodenalis (=genotipo A) bovinos, roedores e outros mamiferos

silvestres.

G. enterica (=genétipo B) Homem e outros primatas, caes, e algumas

espécies de mamiferos silvestres.

G. agilis Anfibios

G. muris Roedores

G. psittaci Aves

G. ardeae Aves

G.microti Roedores

G. canis (=genodtipos C e D) Caes

G. cati (=gendtipo F) Gatos

G. bovis (=gendtipo E) Bovinos, ovinos e suinos
G. simondi (=genétipo G) Ratos

Fonte: Monis et al., 2009 (adaptado).
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1.3.2. Ciclo de vida e transmissdao do parasito e aspectos

clinicos dainfeccao

No que se refere a biologia, o ciclo de vida é direto e relativamente
simples, visto que o parasito apresenta apenas duas formas evolutivas, o
trofozoito e o cisto. O trofozoito é encontrado no intestino delgado, sendo a
forma responsavel pelas manifestacdes clinicas da infeccdo. Essa forma é
piriforme, mede de 12 a 15 pm de comprimento e 6 a 8 pum de largura e
apresenta quatro pares de flagelos, dois nlcleos, um par de axonemas, um par
de corpos medianos e uma estrutura denominada disco adesivo, que €
encontrada apenas no género Giardia. Ja o cisto, forma responséavel pela
transmissdo do parasito, € oval ou elipséide, mede de 8 a 4 um de
comprimento por 7 a 10 um de largura e apresenta uma parede externa
glicoproteica, denominada parede cistica. Esse revestimento torna o cisto
resistente a variacées de temperatura e umidade e também a acado de produtos
guimicos empregados como desinfetantes, permitindo assim, a sobrevivéncia
do parasito no meio ambiente apds serem eliminados juntamente com as fezes
do hospedeiro °.

O cisto é a forma infectante e apds ser ingerida, passa por um processo
de desencistamento, que tem inicio no meio acido do estdbmago e completa-se
no duodeno e jejuno. Recentemente, BERNANDER®' e colaboradores (2001)
constataram que cada cisto maduro libera uma forma oval, tetranucleada, com
oito flagelos e denominada excitozoito Além disso, ha evidéncias de que em
cada excitozoito ocorram duas divisdes nucleares sem replicagdo do material
genético e, em seguida, este organismo divide-se e origina quatro trofozoitos

binucleados. Os trofozoitos multiplicam-se por divisdo binaria longitudinal e
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assim, colonizam o intestino onde se alimentam por pinocitose e permanecem
aderidos a mucosa por meio do disco adesivo. O ciclo se completa no ceco
pelo processo de encistamento do trofozoito, ao final do qual sédo produzidos os
cistos que serdo excretados juntamente com as fezes do hospedeiro®®. A
transmissao ocorre por via fecal-oral, e a maioria das infec¢cdes € adquirida a
partir da ingestdo de cistos presentes na agua, nos alimentos ou no ambiente
contaminados com fezes. A agua consiste em um importante veiculo para a
transmissdo do parasito, seja pela ingestdo direta ou indiretamente pelo
consumo de alimentos ou bebidas preparados com agua contaminada, além de
contaminacgéao acidental durante as atividades recreativas. Além da transmissao
hidrica, a transmissédo direta de pessoa a pessoa, por meio das maos
contaminadas, € comum em locais de aglomeracdo humana (creches,
orfanatos, escolas, asilos, presidios, etc), especialmente, quando desprovidos
de condi¢cdes sanitarias adequadas.

Quanto a sintomatologia, a infeccdo por Giardia apresenta um espectro
clinico diverso, entretanto a maioria dos individuos é assintomética. Nas
infeccBes sintomaticas, a manifestacdo clinica mais frequente € a diarréia que
pode ser aguda ou crbnica, mas com frequéncia, a infeccdo é resolvida
espontaneamente e os sintomas desaparecem em algumas semanas®®,

Maior impacto clinico da infeccdo por Giardia tem sido observado em
individuos malnutridos, imunocomprometidos e em criancas. Nessas ultimas,
as complicagbes decorrentes da giardiase, como a diarréia persistente e a ma
absorcao intestinal, podem comprometer o desenvolvimento fisico e mental®®.

A despeito da importancia clinica da giardiase, pouco € conhecido sobre a

patofisiologia da diarréia e da méa absorcdo intestinal associadas a infeccao,
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sendo que 0s eventos responsaveis por alteracdes do epitélio intestinal ainda
ndo foram completamente elucidados®®. Ao que tudo indica, os mecanismos
etiopatogénicos na giardiase sdo multifatoriais, podendo ser determinados por
fatores relacionados ao parasito (mecéanicos, proteoliticos, imunoldgicos) e ao
hospedeiro (dieta, microflora intestinal e estados nutricional e imunolégico)®.
Diferentemente do que ocorre em outras infeccfes parasitarias, Giardia
pode determinar alteracdes morfologicas e fisioldgicas do epitélio intestinal sem
gue haja invaséao tissular e celular. A colonizacdo do intestino pelo parasito
pode alterar a arquitetura da mucosa intestinal podendo causar o achatamento
e até a atrofia das microvilosidades. Atualmente, estudos bioquimicos e de
biologia molecular tém possibilitado a identificacdo de moléculas do parasito
envolvidas na relacdo parasito-hospedeiro e que participam da patogénese da
giardiase. Em estudos recentes sobre a patofisiologia da giardiase, chama a
atencao dos pesquisadores o fato de que a atividade de produtos do parasito
sobre a mucosa intestinal pode alterar a permeabilidade das células, e com
isso, quebrar a funcdo do epitélio como barreira®®. Até o presente, sabe-se
gue trofozoitos de Giardia apresentam uma variedade de substancias
potencialmente toxicas, entre as quais destacam-se proteinas e lectinas que

podem ser responsaveis por causar injdrias no epitélio intestinal®*

1.3.3. Epidemiologia

A infeccdo pelo protozoario Giardia duodenalis destaca-se por exercer
um impacto significativo na saldde publica, haja vista, as altas taxas de
prevaléncia, a marcante associacdo com surtos de diarréia na populacdo

humana, as implicagbes clinicas da infeccdo em criancas podendo impedir o
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desenvolvimento fisico satisfatério na infancia e a habilidade dessa espécie
infectar o homem e uma variedade de animais domésticos e silvestres.

Ainda hoje, dentre os principais parasitos intestinais que infectam o
homem, G. duodenalis destaca-se como um dos mais frequentemente
observados nos inquéritos coproparasitologicos realizados em diferentes
regides do mundo. Segundo a Organizacéo Mundial de Saude® (2000), estima-
se gue haja 200 milhdes de pessoas com giardiase sintomatica no mundo e
500 mil novos registrados anualmente em populacdes residentes na Asia,
Africa e América Latina. Apesar da infeccdo por Giardia apresentar ampla
distribuicdo mundial, os indices de prevaléncia variam nas diferentes regides
do mundo, sendo que as menores taxas tém sido observadas nos paises
desenvolvidos, onde geralmente oscilam entre 2 a 5%°. Nessas &reas, além
das altas prevaléncias constatadas em grupos especificos, como por exemplo,
em viajantes e homens homossexuais, a infeccao por Giardia € a causa mais
frequiente de surtos epidémicos de diarréia associados & agua para consumo®

Ndo obstante a importancia clinica dessa parasitose, em 2004, a
infecgé@o por Giardia foi inserida no grupo “WHO Neglected Diseases Initiative”
qgue 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 &gua de consumo®. Com isso, as maiores taxas de
prevaléncia ainda sdo observadas nas populagfes residentes nos paises em
desenvolvimento, especialmente em criangas. Essas taxas podem variar de 8 a
30%, e raramente se apresentam abaixo de 4%°,

Além dos registros de prevaléncia da infeccdo humana, levantamentos

parasitologicos recentes revelam que Giardia € um dos parasitos intestinais
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mais comuns em animais domésticos, em especial, em animais de companhia
como caes e gatos, entretanto o papel como reservatorios nas infeccdes
humanas ainda na esta estabelecido. No que se refere aos cées, os estudos
tém demonstrado que os indices de prevaléncia registrados em diferentes
paises variam de 1 a 57%°%. Em relacdo aos animais domésticos de producao,
prevaléncias variando de 0,1% a 20% e de 2 a 58% foram registradas em
suinos e bovinos, respectivamente®.

Embora a maioria dos casos de infeccdo por Giardia ainda ocorra de
forma esporadica, varios surtos tém sido registrados, particularmente na
América do Norte e na Europa, onde os sistemas de vigilancia e de notificacao
sd0 mais eficazes. Segundo KARANIS®® e colaboradores, no periodo de 1954
ate 2007, de 325 registros mundiais de surtos associados a veiculacao hidrica
e causados por protozoarios, em aproximadamente 40% dos casos, Giardia foi
reconhecido como o0 agente contaminante. Além dos surtos hidricos, os surtos
de origem alimentar geralmente estdo associados a manipulacdo inadequada
de alimentos por portadores assintomaticos, podendo determinar a
contaminagao principalmente de vegetais utilizados em saladas. Destacam-se
também o0s surtos associados a transmissao pessoa-a-pessoa, que Sao mais
frequentes em ambientes coletivos como creches e escolas. Nesses
ambientes, as criangas infectadas passam a constituir fontes de infecgéo,
podendo transmitir o parasito as outras criangas da creche, as pessoas que
trabalham nos estabelecimentos, aos familiares das criangcas, além de
contaminarem o ambiente. Segundo THOMPSON®’ (1994), de 20 a 25% dos

funcionarios e de familiares que estdo em contato com essas criancas podem
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se infectar e dessa forma, a infeccao por Giardia pode ultrapassar os limites

dos estabelecimentos e acometer individuos da comunidade.

1.3.3.1. Epidemiologia molecular

N&o obstante a importancia da elucidacdo de questbes referentes a
taxonomia, as técnicas moleculares baseadas na PCR tém sido amplamente
empregadas em estudos epidemiolégicos. Com respeito a Giardia duodenalis,
tem sido crescente a realizacdo de estudos moleculares com o propésito de
caracterizar 0os genétipos presentes nas populacdes em que a prevaléncia e a
frequéncia de transmisséo deste protozoario sdo altas. Assim, um dos grandes
impactos das analises moleculares de isolados de Giardia humanos e de outras
espécies de mamiferos foi ampliar as possibilidades para a melhor
compreensdo da epidemiologia e significado em saude publica da infeccéo
causada por este protozoério, permitindo a obtencéo de informacdes relevantes
no que se refere ao papel dos animais na epidemiologia da infec¢do humana.

Apesar do interesse dos pesquisadores para esclarecer varias questées
fundamentais sobre a epidemiologia de Giardia, ainda sao necessarias
investigacdes que nao se restrinjam exclusivamente a caracterizacdo genética
dos isolados, mas que possibilitem informacées sobre a dinamica de
transmissdo dos genotipos e que correlacionem esses grupos aos aspectos
biolégicos, as caracteristicas clinicas da infeccdo, a prevaléncia nas diferentes
populacdes e aos fatores de risco e condicbes ambientais envolvidos na
exposicao ao parasita.

Com respeito aos ciclos de transmissdo dos diferentes gendtipos e a

relacdo epidemiolégica entre os diversos hospedeiros, a situacdo ainda é
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complexa, em especial no que se refere a transmissdo zoono¢tica de G.
duodenalis. Mesmo diante da habilidade desse parasita infectar o homem e
uma diversidade de espécies de mamiferos domésticos e silvestres, e do fato
de que, hd mais de 20 anos, a OMS reconhecer o potencial zoonético de
Giardia, ainda ndo ha evidéncias que comprovem seguramente essa questao.
A partir da caracterizacdo molecular de varios isolados de Giardia obtidos de
uma grande diversidade de espécies de hospedeiros em diferentes regides
geograficas, foi possivel identificar infeccbes humanas e em animais por
isolados pertencentes a0 mesmo grupo geneético, especialmente aos genotipos
A e B. Com isso, essa constatacdo passou a ser interpretada como um
indicativo de potencial zoonético, no entanto, segundo alguns pesquisadores®,
essa questdo ainda esta longe de ser finalizada, especialmente, porque a
maioria dos estudos emprega apenas um locus para a genotipagem dos
isolados, 0 que muitas vezes, dificulta concluir com seguranca que os isolados
sdo antropondticos, zoonéticos ou hospedeiro-especificos.

Baseando-se nos dados de prevaléncia de giardiase em diferentes
hospedeiros, incluindo o homem, e nos conhecimentos atuais sobre os
gendtipos de G. duodenalis, THOMPSON™ (2004) propds a existéncia de
quatro ciclos de transmissdo que mantém a infeccdo entre os mamiferos
(Figura 1). Entretanto, ainda nao foi totalmente elucidado como esses ciclos
podem interagir e com que frequéncia ocorre a transmissao de genotipos
zoonoticos. Recentemente, a luz de observagbes reunidas em diferentes
estudos, THOMPSON & MONIS®® (2004), comentam que a frequéncia de
transmissdo de G. duodenalis entre as varias espécies de hospedeiros que

participam dos diferentes ciclos de transmissao parece ser baixa, embora em
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certas circunstancias, possa ocorrer. Também, sugerem que na grande maioria
das situacdes, a transmissdo de G. duodenalis ocorre dentro de cada
populacao distinta de hospedeiro, e com isso, o ciclo de transmissao pessoa-a-
pessoa provavelmente, garante a maioria dos casos de infeccdo humana. Com
isso, nas infec¢gdes humanas, era de se esperar que a interagdo competitiva
entre os diferentes genotipos fizesse com que um determinado genétipo
predominasse em situacdes em que as condicdes ambientais aparentemente
favorecessem a transmissao pessoa-a-pessoa, mas essa premissa nao tem

sido corroborada pelas investigacdes epidemioldgicas ™.
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Figura 1: Principais ciclos de transmissao de Giardia duodenalis.
Fonte: Monis et al., 2009 (adaptado)

A andlise de diferencas genéticas intraespecificas no complexo Giardia
duodenalis tem revolucionado o conhecimento da epidemiologia nas infeccdes
humanas e em animais. Vale ressaltar que, a precisdo para se caracterizar
geneticamente os isolados de G. duodenalis, vai depender de fatores tais
como: o0 gene-alvo, o nuamero de marcadores genéticos empregadso na
andlise, a grau de especificidade do ensaio e as técnicas empregadas para
identificacdo dos gendtipos®® . A despeito disso, ndo ha um critério rigido que
determine a escolha desses marcadores, uma vez que todos os loci permitem a

distincdo entre os gendtipos maiores, isto €, A, B, C, D, E, F e G. Entretanto,
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alguns genes menos conservados como gdh e tpi possibilitam a diferenciacéo
dos subgenétipos Al, All, Blll e BIV>*. Atualmente, tem sido frequente a
utilizac&do dos genes-alvo gdh, tpi e B-giardina para a caracterizagdo genotipica
de diferentes isolados.

Segundo revisdo recente®®, as anéalises moleculares de mais de 4000
isolados obtidos das fezes de individuos residentes em diferentes regibes
geograficas revelam que o homem é infectado predominantemente pelos
genotipos identificados como A e B. Alguns desses estudos tém demonstrado
gue a prevaléncia dos gendétipos varia consideravelmente de um pais para
outro, entretanto os dados disponiveis ainda ndo permitem avaliar com clareza
a distribuicdo desses grupos genéticos™. Além disso, vale destacar que 0s
fatores que determinam essa variabilidade geografica dos genoétipos ainda néo
foram esclarecidos, mas € muito provavel que diferencas quanto as vias de
transmissao e as fontes de infeccao interfiram na distribuicdo desses grupos.

71,72,73
)

Estudos recentes conduzidos em paises desenvolvidos e em

75,76, 77 45,78,79,80

regides em desenvolvimento na Africa’, Asia , e América Latina
reportam a predominancia do gendétipo A nos diferentes grupos estudados. No

entanto, uma maior prevaléncia de infeccdes humanas pelo gendtipo B foi

observada por pesquisadores na Australia®, Canada®®, india®, Portugal®,
Etiopia®™, Egito®®, Brasil®” Argentina®®, Malasia®® e Inglaterra (BREATHNACH
et al, 2010). Segundo os pesquisadores CACCIO & RYAN>® (2008), o genétipo
B parece ser o mais predominante em diferentes regides, todavia ainda ndo ha
evidéncias suficientes que comprovem este fato.

Ainda sdo poucas as investigacfes epidemiologicas que estabelecem

correlacdes entre os gendtipos de G. duodenalis responsaveis pelas infec¢des
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humanas, especialmente em areas endémicas, e os fatores de risco para a
infeccdo, tais como sexo, idade, condigbes socioecondmicas e sanitarias.
Dentre as poucas associacdes sobre as quais se tem informacéo, a maioria foi
estabelecida em investigacdes de surtos epidémicos ou em levantamentos
realizados em paises desenvolvidos. Com respeito as observacdes feitas em
focos endémicos, ainda sdo poucos os estudos disponiveis na literatura.
Recentemente, MAHDY®® e colaboradores (2009), identificaram os genétipos
de Giardia isolados em uma comunidade aborigine da Malasia e verificaram
gue maior risco de infeccdo por isolados classificados como genoétipo B foi
observado em criancas com idade até 12 anos e em individuos do sexo
feminino.

A variabilidade clinica na giardiase tem sido atribuida a fatores
relacionados ao parasito, ao hospedeiro e a interacdo estabelecida entre
ambos. Em alguns casos, h&a evidéncias marcantes de que um determinado
isolado de G. duodenalis possa apresentar maior potencial de causar doenca,
fato que tem sido atribuido a variabilidade genética intraespecifica. Diante
disso, a caracterizagdo genotipica de isolados humanos pode contribuir para a
elucidacao de aspectos da relagcéo parasito-hospedeiro, especialmente, no que
se refere a patogenicidade e viruléncia dos isolados, permitindo a identificacédo
de fatores que influenciam a ocorréncia e a severidade da infeccdo em uma
determinada populagao.

Ha evidéncias de que, nas infeccbes humanas, os genoétipos A e B
diferem quanto & viruléncia’®, no entanto, ainda sdo conflitantes as
observacoes apresentadas em estudos propostos com o objetivo de verificar a

associacdo dos gendtipos com a sintomatologia. Em um estudo realizado na
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Austrdlia, criancas de creches infectadas pelo gendtipo A apresentavam
chance 26 vezes maior de apresentarem diarréia que as infectadas pelo
gendtipo B®* . Em concordancia com esses autores, observacdes feitas em
estudos recentes realizados na india’® e na Espanha®® constatam uma
correlacdo significativa entre a presenca do gendtipo A e a ocorréncia de
infeccdes sintomaticas. Por outro lado, estudos realizados na Holanda®,
Etiopia®®, Cuba® e, mais recentemente, na Malasia® e na Arabia Saudita® ,
relatam a associacdo entre infeccbes sintomaticas e o genoétipo B. Vale
destacar que, em comunidades aborigines isoladas da Australia, prevalecem
infeccbes cronicas pelo gendtipo B, as quais se atribui parte da
responsabilidade por desordens nutricionais e déficit de crescimento® .

Ainda que associagdes entre 0os genotipos humanos e a sintomatologia
tenham sido constatadas, ha autores que ndo reconhecem a existéncia de
diferencas quanto a viruléncia entre os genétipos A e B, e sugerem que, 0S
fatores relacionados ao hospedeiro € que desempenham papel mais relevante
no curso clinico da infeccao®.

Muito embora na infeccao por Giardia, as maiores prevaléncias tém sido
registradas em criancas em idade pré-escolar e escolar, ainda sdo poucas as
investigacdes que caracterizam geneticamente as infec¢gbes detectadas em
criancas, especialmente, naquelas mantidas em instituicbes coletivas como
escolas e creches. Ao comparar os resultados obtidos em diferentes estudos
FENG & XIAO® (2011), observaram que as criangas sao suscetiveis as
infeccBes pelos gendtipos A e B, e que a distribuicdo geografica desses grupos

é variavel.
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Neste contexto, destacam-se as pesquisas realizadas na Australia™,

179 87 México®, Italia® e Peru®. Dentre esses estudos,

Alemanha®®, Brasi
apenas quatro identificam os genoétipos de G. duodenalis responsaveis pelas
. ~ . . . . . 91,79,98,96 A

infeccbes em criancas institucionalizadas . A semelhanca do que tem
sido evidenciado, também, nestes estudos, as analises moleculares constatam

A™®%% quanto o genétipo B*

gue nos ambientes coletivos, tanto o gendtipo
sdo responsaveis pela infeccao das criangas.
Vale comentar que em nenhuma desses estudos, 0s autores investigam
a relacdo entre os genotipos identificados em isolados obtidos de criancas
mantidas em centros coletivos e fatores de risco para a infeccdo. Até o
momento, dentre os estudos realizados com isolados obtidos de criangas,

apenas KOHLI¥

e colaboradores (2008), no Brasil, investigaram a relacéo
entre os genaotipos A e B obtidos de criangas residentes em uma comunidade
carente de Fortaleza e fatores como tipo de moradia, fonte de agua para

consumo, disponibilidade de instalagdo sanitaria, habito de lavar as méaos e

presenca de animais domesticos.

Conforme pode ser constatado por uma breve revisdo bibliogréafica,
ainda hoje, as enteroparasitoses persistem como um dos principais problemas
de saude publica, sobretudo em criangas residentes nos paises em
desenvolvimento. Nessas regides, a infeccado por Giardia consiste importante
problema de saude publica, onde as prevaléncias mais altas sao observadas
em criangcas mantidas em instituicdes como as creches. No que diz respeito a
este protozoario, ainda sdo escassos 0s estudos de caracterizagdo genética de

isolados obtidos em areas onde a giardiase é endémica, sendo que a maioria
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das informacdes disponiveis foi obtida em regides ndo endémicas. A despeito
desses estudos, as informagfes reunidas, ainda ndo respondem a todas as
guestdes referentes a relacdo da variabilidade genética do parasito e aspectos
biolégicos, clinicos e epidemiolégicos da infec¢do. Portanto, a caracterizacao
genotipica dos isolados de Giardia em regifes de alta endemicidade como o
Brasil e, especialmente, em um grupo altamente vulneravel a infeccdo pelo
protozoario, € indispensavel para a compreensdo desses aspectos, além do
gue, se impde como um pré-requisito para a proposicdo de medidas de
controle adequadas.

Por tudo isso, o presente trabalho foi proposto para investigar a
epidemiologia de parasitos intestinais em uma populacdo de criancas com
idade de zero a seis anos, atendidas em uma creche do municipio de Pratania,
com o objetivo de identificar os enteroparasitos presentes nas criancas e
funcionarios desta instituicdo e de caracterizar genotipicamente os isolados de
Giardia duodenalis presentes nesta populacédo. Além disso, as investigacdes
epidemiolégicas realizadas com esta populacdo poderao fornecer informacdes
que irdo fundamentar acbes educativas em salude com o grupo, visando a
prevencdo das parasitoses intestinais e promovendo a salde infantil e a

melhoria das condi¢des de vida das familias e da comunidade como um todo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Verificar a frequéncia de parasitas intestinais nas criancas e funcionarios
da creche Angela Martin Basseto, no municipio de Pratania e caracterizar

genotipicamente os isolados Giardia duodenalis obtidos dos individuos desse

grupo.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar por meio de exames coproparasitolégicos, a prevaléncia de parasitas

intestinais nas criancas e funcionérios da creche;

e Avaliar a efetividade do tratamento na reducdo da prevaléncia de

parasitoses intestinais em criangas;

e Caracterizar genotipicamente os isolados de Giardia e avaliar a frequéncia
com gue os genotipos identificados ocorrem nas criangas e funcionarios da

creche;

e Verificar a existéncia de associacdes entre os gendtipos de Giardia e 0s

fatores de risco para a infeccao;
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3. Casuistica e Método*

3.1. Area de estudo

O presente estudo foi desenvolvido com criancas residentes em
Pratania, municipio que esta situado na regido Centro-Oeste do Estado de Séo
Paulo e cujas coordenadas geograficas estdo a 22°48'30” de latitude Sul,
48°39'58” de longitude Oeste e altitude de 685 metros. O municipio instalado
em 1997 conta com uma é&rea de 180,38 km? e de acordo com o censo
demogréfico de 2000%, a populacdo era de 3.950 habitantes, dos quais 2.720
eram residentes na zona urbana e 1.230, na zona rural. Segundo estimativa
populacional realizada pelo IBGE, em 2007, a populacéo estimada era de 4309
habitantes®.

De acordo com a analise de dados obtidos a partir da avaliagdo e
medida da qualidade de vida da populacdo®, Pratania foi incluida entre os
municipios paulistas que apresentam baixos niveis de rigueza e com
deficiéncia em diversos indicadores sociais, dentre os quais destacam renda
per capita e taxa de longevidade que n&o atingiram o valor esperado para o
Estado e o indicador de escolaridade que ficou pouco acima da média
estadual. Diante disso, dentre os 645 municipios paulistas, Pratania ocupa as
posicoes 3492, 6362 e 2333 respectivamente, nos rankings de riqueza,
longevidade e escolaridade®'%. Segundo informacdes cedidas pela Secretaria

de Administracdo, a economia do municipio € baseada na agricultura, com

! Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu /Unesp.
Protocolo n° 157/2008-CEP
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destaque para os cultivos de laranja e de cana-de-agUcar, que juntos
empregam cerca de 1000 pessoas por colheita.

No que se refere a infraestrutura sanitaria do municipio, o censo do
IBGE® (2000) demonstra que 71,2% da populacéo usufrui de rede geral de
esgoto ou pluvial, 8,1% possuem fossa séptica enquanto que 17,1% possuem
fossa rudimentar. Quanto a coleta dos residuos urbanos, 79,3% da populacéo
urbana conta com o servico de coleta realizada por caminhdo compactador,
sendo que a destinacao final dos residuos é feita empregando-se o sistema de
aterros sanitarios em valas.

No que diz respeito ao sistema de saneamento disponivel na zona rural,
os domicilios sdo abastecidos com agua de pocos e o destino final dos esgotos
sanitarios é feito pelo sistema de fossa séptica. O lixo é sistematicamente
gueimado ou enterrado.

No que se refere a area de assisténcia a saude, 0 municipio conta com
um Unico Posto de Saude e, como a populacdo ndo dispde de hospital,
laboratérios de diagnostico e de varios outros servigos basicos, a prefeitura

disponibiliza o servico de ambulancia e de transporte municipal para

atendimento em outros municipios da regido, principalmente em Botucatu.

3.2. Populagéo de Estudo

O presente trabalho foi realizado com as criangcas e funcionarios da
Creche Angela Martin Basseto que caracteriza-se por ser uma instituicio
filantropica que mantém as suas atividades com recursos que provém de

contribuicbes da Prefeitura, do comércio e de doacdes da populacdo local. Na



Casuistica e método 32

época do estudo a creche atendia a 141 criangcas com idade zero a cinco anos
e contava com uma equipe de 18 colaboradores, entre funcionarios e
voluntarios. De acordo com informacgdes obtidas junto a coordenacédo, a maioria
das criancas atendidas na instituicdo pertence a familias que ndo tém renda
financeira fixa, sobrevivendo de trabalhos esporadicos, principalmente na
lavoura.

Todas as criancas atendidas na creche foram cadastradas no projeto,
todavia, apenas as criancas formalmente autorizadas pelos pais e/ou
responsaveis para participar do estudo e que atenderam a solicitacdo de

colheita das amostras de fezes foram incluidas na pesquisa.

3.3. Apresentacéo do projeto e obtencdo de dados epidemiolégicos

Durante o periodo de realizacdo do projeto, além das atividades de
campo realizadas no municipio de Pratania, todas as atividades laboratoriais
foram realizadas em laboratérios do Departamento de Parasitologia do Instituto
de Biociéncias, UNESP — Botucatu.

Apos o projeto ter sido formalmente apresentado a Prefeitura de
Pratania e Coordenadoria Municipal de Educacao e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina/Unesp/Botucatu (157/08 — CEP),
foram iniciadas as atividades programadas com a populacéo alvo do estudo.

O inicio das atividades incluiu visitas na instituicdo, com o objetivo de
apresentar a proposta de trabalho aos dirigentes e funcionarios. Nessa
ocasido, foram obtidas informacdes sobre a estrutura organizacional

(atividades das criancas, horario de funcionamento, ndmero de criancgas,
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distribuicdo dos funcionarios, etc) para que se pudessem organizar 0S
trabalhos conciliando as atividades do projeto com as atividades da instituic&o.
Além disso, foi elaborada uma ficha de identificacdo das criancas contendo
informacfes tais como nome, data de nascimento, série escolar e endereco
residencial.

Para incentivar a adesao e participacdo das criancas nas atividades do
projeto, foram realizadas visitas para apresentacdo da proposta. Para isso,
foram elaborados diversos tipos de material didatico (cartazes, cartilhas para
colorir, frascos com exemplares fixados de parasitas, entre outros) apropriado a
cada faixa etaria, para abordar sobre os parasitas intestinais, 0s mecanismos
de transmissao, as consequéncias da infeccdo e as medidas profilaticas.

Antes de iniciar a colheita das amostras de fezes, foram realizadas
reunides durante as quais 0s pais e/ou responsaveis pelas criancas e 0s
funcionarios 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 proposicdo das medidas de controle das
enteroparasitoses;

2. Procedimentos a serem desenvolvidos para a colheita das
amostras de fezes que seria realizada pelos funcionéarios ou ainda
pelos pais e/ou responsaveis e tratamento das criangas
infectadas;

3. Principais parasitas intestinais e respectivas formas de infeccéo;
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4. Inicio das atividades de educac¢éo sanitaria dos pais com vistas a
uma melhor compreensdo das enteroparasitoses humanas, a fim
de minimizar a transmisséo dessas enfermidades na comunidade.

Apés todos os esclarecimentos, foi apresentado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1) a cada um dos presentes, a fim
de obter a autorizacdo para a inclusdo da crianca na pesquisa. Além disso,
para que fosse feita a caracterizacdo demografica e socioeconémica da
populacao de estudo, cada responsavel foi entrevistado para preenchimento de
um gquestionario contendo informacdes como estrutura familiar, tipo de moradia,
nivel de escolaridade materna e/ou paterna, renda familiar, sanitaria, criacdo de
animais domésticos, habitos de higiene, uso de cal¢cados, entre outros (Anexo

2).

3.4. Pesquisa de Parasitas Intestinais

3.4.1. Colheita das amostras de fezes

Para a obtencdo de amostras fecais, foi entregue a instituicdo uma
embalagem contendo os trés tubos coletores do kit TF-Test® (kit paciente)
preenchidos com uma solug¢do conservante de dicromato de potassio a 2,5% e
identificados com o nome de cada crianca. Juntamente com o kit, foi incluido
um impresso com as instrugdes para a coleta das amostras.

Os kits foram entregues aos funcionarios juntamente com peniquinhos
plasticos para que colhessem trés amostras de fezes, em dias alternados. Para

a preservacdo das amostras, foi colocada na creche uma geladeira,
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especificamente destinada para esse proposito, durante o periodo de obtencéo
das amostras. Pelo menos duas vezes por semana as amostras eram
recolhidas a fim de se evitar que permanecessem armazenadas por mais de

sete dias antes do processamento laboratorial.

3.4.2. Analise laboratorial

Previamente ao processamento das amostras, os frascos coletores
foram agitados para homogeneizacdo das fezes e, de cada um dos frascos,
tomou-se uma parte do material fecal que foi transferida para um tubo de
ensaio. O material restante nos tubos coletores foi submetido ao
processamento pelo método TF-Test®, segundo as instrucées do fabricante.
J4, o material reservado em um tubo de ensaio foi lavado trés vezes com agua
(350 g durante 1 minuto) para a remocéo do dicromato de potassio e obtencéo
de um sedimento de fezes. Desse sedimento, uma aliqguota de 500 pl foi
acondicionada em criotubo e armazenada a 20 °C negativos para posterior
extracdo de DNA. Com o sedimento restante, uma parte foi utilizada para a
confeccdo de esfregacos fecais para posterior pesquisa de Cryptosporidium
spp utilizando a coloracdo pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada'®, e a

outra parte foi submetida ao processamento pela técnica de centrifugo-

flutuacdo com sulfato de zinco.
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3.4.2.1. Processamento pelo método de TF-Test®

Todas as amostras foram processadas de acordo com as instrucdes do

fabricante, que incluiram os seguintes procedimentos:

" Apés agitar os tubos coletores para a homogeneizacdo da
amostra fecal, a cada frasco foram adicionadas duas gotas de
detergente neutro e 3 ml de acetato de etila; os frascos foram
conectados ao conjunto formado pelo frasco conico e sistema de
filtros e submetidos a centrifugacdo em seguida, a 1.500 rpm
durante 1 minuto;

= Ao final da centrifugacédo, o frasco coOnico foi desacoplado, o
sobrenadante foi descartado com o auxilio de uma pipeta Pasteur
e o sedimento obtido foi utilizado para a confecgdo de laminas
para o exame em microscopio éptico, com aumento de 100 e 400

vezes para a pesquisa de enteroparasitas.

3.4.2.2. Processamento pelo método de centrifugo-flutuacdo com

sulfato de zinco.

As amostras de fezes foram processadas pela técnica de centrifugo-

102
S

flutuacdo em sulfato de zinco modificada por SLOS (1999) de acordo com o

procedimento descrito abaixo:
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= Adicionar ao sedimento previamente reservado em um tubo de
ensaio, foi acrescentada uma de solucao de sulfato de zinco 33%
(densidade 1,180 g/ml) e o material foi centrifugado a 1.500 rpm
durante um minuto;

» Em seguida, o volume do material foi completado com a mesma
solucdo de sulfato de zinco 33%, até formar um menisco na borda
do tubo de ensaio;

= Sobre 0 menisco e em contato com a superficie do liquido, foi
colocada 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 .

= As laminas preparadas foram analisadas em microscopio oOptico,
com aumento de 100 e 400 vezes para a pesquisa de

enteroparasitas.

3.5. Tratamento e Controle de Cura

De posse dos resultados dos exames coproparasitolégicos, o médico
gue integrou a equipe do presente estudo emitiu uma receita com a prescricao
da medicacdo adequada para cada crianca parasitada. A entrega dos
resultados, da receita e dos medicamentos, foi realizada em reunibes a que
todos o0s pais e/ou responsaveis foram convidados a participar. Nessas
ocasibes, 0s responsaveis, além de receberem os resultados dos exames

foram informados sobre os mecanismos de transmissdo de cada parasita,
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sobre as consequéncias da infeccdo e as medidas profilaticas gerais e
especificas importantes para a prevencao das parasitoses diagnosticadas.

Os pais e/ou responsaveis pelas criancas com diagndstico positivo para
algum parasita intestinal receberam o medicamento e foram orientados quanto
ao esquema terapéutico instituido e sobre as medidas a serem adotadas para
se evitar a reinfeccéo das criancas.

Para o tratamento antiparasitario foi fornecido o medicamento genérico
Albendazol (comprimido mastigavel - 400mg; sabor laranja) e a seguinte
prescricdo médica: nas infeccfes por Giardia administrar um comprimido de
albendazol (400mg/dia) durante cinco dias consecutivos e, nas infec¢cdes por
helmintos, administrar um comprimido de albendazol durante trés dias
consecutivos.

Com relagcéo as criancas que tiveram diagnostico positivo para algum
enteroparasita e cujos pais e/ou responsaveis nado compareceram as reunides,
foram realizadas visitas em domicilio para a entrega dos resultados, receita,
medicamento e orientagdo sobre profilaxia.

Os exames parasitolégicos de cura foram realizados 21-30 dias ap6s o
término da medicacdo. Para isso, cada crian¢a recebeu um novo conjunto de
frascos coletores e a obtencdo e o processamento das amostras seguiram 0s

mesmos procedimentos adotados na primeira coleta.

3.6. Extragdo do DNA gendmico

Todas as amostras de fezes para cistos e/ou trofozoitos de Giardia

foram selecionadas para serem submetidas ao protocolo de extracdo de DNA.
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Ao se considerar a possibilidade de resultados falso-negativos nos exames
coproparasitologicos pelos métodos de TF-test e flutuacdo em sulfato de zinco,
e a possibilidade de reduzir essa margem de erro, amostras de fezes negativas
ao exame parasitolégico foram incluidas no estudo e submetidas a extracdo de
DNA na proporcéo indicada pelos testes de amostragem. Para isso, 0 niUmero
de amostras negativas foi calculado com base nos dados de prevaléncia de

Giardia nas criancas matriculadas na creche do municipio de Pratania.

3.6.1. Protocolo de Extracdo do DNA

A extracdo de DNA de Giardia das amostras de fezes foi realizada
empregando-se o kit QlAamp DNA Stool Mini kit® (Qiagen), segundo as
recomendacdes do fabricante, porém com algumas modificacbes nas etapas
de lise e de eluicdo do DNA. Desta forma, logo apds acrescentar o tampédo de
lise (AL Buffer)), a amostra foi submetida a trés ciclos de
congelamento/descongelamento nas seguintes condi¢gdes: dois ciclos
alternando incubacdo em nitrogénio liquido durante 5 minutos e
descongelamento em banho-maria a 70 °C por 5 minutos e finalizar com um
ciclo de congelamento em nitrogénio durante 5 minutos e descongelamento a
95 °C por 5 minutos. Outra modificacdo realizada se refere ao volume do
tampéo (AE Buffer) para eluicdo do DNA que foi reduzido para 100 yL. O DNA

obtido foi armazenado a 20°C negativos, para posterior amplificacéo.
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3.7. Caracterizacdo molecular dos isolados de Giardia

Para a caracterizacdo molecular dos isolados de Giardia obtidos de
criancas, inicialmente, parte dos fragmentos de DNA correspondentes aos
genes que codificam as enzimas 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). Os
produtos amplificados em cada amostra de DNA foram, posteriormente,

sequenciados.

3.7.1. Amplificacdo do DNA - Gene gdh

Para amplificacdo da sequéncia correspondente ao gene gdh, as
amostras de DNA foram submetidas a uma reacdo de Semi-Nested-PCR
(snPCR), segundo protocolo proposto por READ e colaboradores®* (2004), com
modificacdes introduzidas apés padronizacdo da técnica, para as condi¢cdes do
laboratério. Na padronizacéo das reacdes de PCR e snPCR foram empregadas
amostras de DNA extraido de trofozoitos de cultura axénica de Giardia e de
DNA obtido de uma amostra de fezes positiva para cistos de Giardia pelo
exame coproparasitoldgico.

Para a amplificacdo do fragmento de 432 pares de bases (pb) foram
utilizadas nas reacdes de PCR e snPCR as seguintes sequéncias iniciadoras

(primers):
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External Forward (GDHeF): 5-TCA ACG TYAAYC GYG GYT TCC GT
Reverse (GDHIiR): 3-GTT RTC CTT GCA CATCTCC
Internal Forward (GDHiF): 3'-CAG TAC AAC TCY GCT CTC GC, sendo:

Y=T+C e R= A+G

3.7.1.1. Reacgdes de PCR

As reacbes de PCR foram feitas em tubos de 200 uyl empregando-se
volume final de 25 pl, sendo 5 pl de solugao de DNA das amostras teste e 20 pl

de tampéo de reacdo (master mix) com a seguinte composi¢ao:

= 12,5 ul de 2X Taq Master Mix RED [150 mM Tris-HCI pH 8,5; 40
mM (NHy)2 SO4, 3,0 mM MgCl,, 0,2% Tween 20; 0,4 mM dNTPs;
0,05 unidades/ul Ampligon Tag-DNA-polimerase];

= 12,5 pmol de cada primer: 1 pl de primer GDHeF e 1 ul de primer
GDHIR;

= 5,5 ul de agua ultrapura MilliQ® estéril.

As reagdes foram feitas utilizando termociclador Mastercycler Gradient

(Eppendorf®) com a seguinte seqiiéncia de ciclos:

» Desnaturacao: 95 °C durante 30 segundos;
* Anelamento: 58 °C durante 30 segundos;

» Extensédo: 72 °C durante 30 segundos.
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Apbs este ciclo inicial, seguiram-se 35 ciclos idénticos, ao final dos quais
incluiu-se um ciclo de extensao a 72 °C durante 4 minutos.

Para controle positivo das reacdes, foi empregado o DNA extraido de
uma amostra de fezes positiva pelo exame coproparasitolégico. Para controle
de contaminacdo, em cada bateria de reacdes foi incluido um tubo contendo a
solucdo master mix e dgua ultrapura MilliQ® estéril omitindo-se a aplicacao da

amostra de DNA.

3.7.1.2. Reacbes de Semi Nested-PCR (snPCR)

Para a reacéo de snPCR, foram utilizados 2 pl do produto amplificado na
reacdo de PCR e 23 ul de solugdo master mix com a mesma composicao
anteriormente descrita e os primers GDHiF e GDHIR.

A sequéncia dos ciclos para amplificacdo dos fragmentos de DNA foi
idéntica a descrita para o0 PCR, exceto a temperatura de anelamento dos
primers que foi alterada para 59 °C. Exceto por essas modificacdes, foram
adotadas as mesmas condi¢des descritas para a reacédo de PCR.

A eletroforese dos produtos de amplificacdo obtidos apds a reacdo de
snPCR foi feita em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (0,5
pg/ml) e a visualizagdo foi feita em transiluminador UV. O tamanho dos
produtos amplificados foi estimado pela inclusdao de um padrédo de pares de
bases (100 (pb) (Base-Pair Ladder — Norgen). Foram consideradas positivas as

amostras que apresentaram produtos de amplificacdo com 432 pares de bases.
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3.7.2. Amplificacdo do DNA - Gene tpi

Para amplificagdo da sequéncia correspondente ao gene tpi, as
amostras de DNA foram submetidas a uma reacao de Nested-PCR (nPCR), de

acordo com o protocolo proposto por SULAIMAN®

e colaboradores (2003),
com as modificagcdes necessarias para a padronizacdo da técnica para as
condicBes do laboratorio. Na padronizacdo das reacdes de PCR e nPCR foram
empregadas amostras de DNA extraido de trofozoitos de cultura axénica de
Giardia e de DNA obtido de uma amostra de fezes positiva para cistos de
Giardia pelo exame coproparasitologico. Para a amplificacdo dos fragmentos

de 605 pb e de 530 pb foram utilizadas nas reacbes de PCR e nPCR as

seguintes sequéncias iniciadoras (primers):

External Forward Primer (AL3543): 5'-AAA TIATGC CTG CTC GTCG-3'
Reverse Primer (AL3546): 5-CAA ACC TTI TCC GCA AAC C-3..
Internal Forward Primer (AL3544): 5'-CCC TTC ATC GGI GGT AAC TT-3'

Internal Reverse Primer (AL3545): 5-GTG GCC ACC ACI CCC GTG CC-3'

3.7.2.1. Reacdes de PCR

As reacbes de PCR foram feitas em tubos de 200 uyl empregando-se

volume final de 25 pl, sendo 5 pl de solugédo de DNA das amostras teste e 20 pl

de tampéo de reagcdo (master mix) com a seguinte composi¢cao:



Casuistica e método 44

= 12,5 ul de 2X Taq Master Mix RED [150 mM Tris-HCI pH 8,5; 40
MM (NH,4)2 SO4, 3,0 mM MgCl,, 0,2% Tween 20; 0,4 mM dNTPs;
0,05 unidades/pl Ampligon Tag-DNA-polimerase];

= 12,5 pmol de cada primer: 1 yl de primer AL 3543 e 1 ul de primer
AL 3546;

= 5,5 pl de 4gua ultrapura MilliQ® estéril.

As reacdes foram feitas utilizando termociclador Mastercycler Gradient

(Eppendorf®) com a seguinte seqiiéncia de ciclos:

= Desnaturacao: 95 °C durante 30 segundos;
= Anelamento: 59 °C durante 30 segundos;

» Extensédo: 72 °C durante 30 segundos.

Apbs este ciclo inicial, seguiram-se 35 ciclos idénticos, ao final dos quais
incluiu-se um ciclo de extenséo a 72 °C durante 10 minutos.

Para controle positivo das reacdes, foi empregado o DNA extraido de
uma amostra de fezes positiva pelo exame coproparasitolégico. Para controle
de contaminacdo, em cada bateria de reacdes foi incluido um tubo contendo a
solucdo master mix e agua ultrapura MilliQ®, omitindo-se a aplicacdo da

amostra de DNA.

3.7.2.2. Reacbes de Nested-PCR (nPCR)
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Para a reacdo de snPCR, foram utilizados 2 yl do produto amplificado na
reacdo de PCR e 23 pul de solugdo master mix com a mesma composi¢cao
anteriormente descrita e os primers AL 3544 e AL 3545. A sequéncia dos ciclos
para amplificacdo dos fragmentos de DNA foi idéntica a descrita para a reacao
de PCR.

A eletroforese dos produtos de amplificacdo obtidos apds a reacdo de
nPCR foi feita em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (0,5
pg/ml) e a visualizagéo foi feita em transiluminador UV. O comprimento dos
produtos amplificados foi estimado pela inclusdo de um padrédo de pares de
bases (100 (pb) (Base-Pair Ladder — Norgen). Foram consideradas positivas as

amostras que apresentaram produtos de amplificacdo com 530 pares de bases.

3.7.3. Sequenciamento dos produtos amplificados

Para a determinacdo das sequéncias nucleotidicas dos produtos de
amplificacdo dos fragmentos de gdh e tpi, inicialmente, cada segmento
amplificado foi purificado empregando-se o kit Ultrafree DA® (Millipore), que
permite a extracdo do fragmento de DNA, diretamente do gel de agarose. Para
isso, 50 pl das reacdes de snPCR (gdh) e nPCR (tpi) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Apos a corrida, o fragmento de
interesse, visualizado sob luz ultravioleta, foi recortado e transferido para o tubo
do kit de purificacdo contendo a membrana filtrante. Em seguida, a coluna foi
centrifugada a 5000 g por 10 minutos, obtendo-se um filtrado que corresponde
ao produto de amplificacdo purificado. Previamente, ao sequenciamento, a

concentracdo de DNA do material purificado foi estimada em gel de agarose a
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2% com o marcador Low Mass Ladder (Invitrogen). Para a determinacdo das
sequéncias nucleotidicas, pelo menos 5 ng/ul de DNA purificado, juntamente
com 5 pmoles dos primers GDHIF/GDHIR (gdh) e AL3544/AL3545 (tpi) foram
enviados para a empresa Macrogen Inc.(Seul, Coréia do Sul), que realizou o
sequenciamento das amostras.

A andlise das sequéncias geradas foi realizada empregando-se o
programa de alinhamento de sequéncias de nucleotideos MERGER

(http://bioweb.pasteur.fr/seganal/alignment/intro-uk.html) e o algoritmo de

Higgins D, Thompson J, Gibson T, do programa CLUSTAL X versdo 1.8'%. As
sequéncias nucleotidicas obtidas foram comparadas entre si e também com as
sequéncias homologas disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando-se
o programa BLASTn do National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) As comparacfes entre as sequéncias,

bem como os parametros genéticos foram obtidos aplicando-se o programa
MEGA Verséao 4.0. A inclusdo de cada sequéncia em um agrupamento ou
gendtipo foi realizada de acordo com a similaridade apresentada ao se
comparar com as sequéncias padrao depositadas no GenBank (Anexos 3 e 4).
Para o gene gdh, o nimero de acesso de cada sequéncia padrdo foi: L40509
(Al), L40510 (All), AF069059 (BIll), L40508 (BIV), U60984 (C), U60986 (D),
U47632 (E). Para o gene tpi, foi: L02120 (Al), AF069561(BIIl), L02116 (BIV);
AY228628 (BS1), AY228633 (BS6). Para a traducdo das sequéncias
analisadas foi utilizado o programa Emboss gui - European Molecular Biology

Open Software Suite (http://bips.u-strasbqg.fr/fEMBOSS/).
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3.8. Analise dos dados

Os dados obtidos a partir da aplicacdo de guestionarios, dos exames
clinicos e antropométricos e os resultados dos exames coproparasitoldgicos e
da caracterizagcdo molecular foram organizados, categorizados e tabulados em
planilha eletrénica do programa Microsoft Excel sob a forma de banco de dados
para analise. Mediante os dados compilados ao longo do estudo, para viabilizar
as analises comparativas, as variaveis idade, peso e altura foram distribuidas
em faixas. Para a construcdo dos intervalos, foram consideradas a média,
mediana e valores maximos e minimos de cada medida.

No que se refere ao levantamento coproparasitolégico, a prevaléncia de
cada um dos parasitas e comensais intestinais diagnosticados na populacao
em estudo foi calculada dividindo-se o numero de hospedeiros infectados pelo
nimero de hospedeiros examinados'®. A freqiiéncia de infeccées por parasitas
foi analisada considerando os parasitas, isolada ou conjuntamente, em relacéo
aos dados obtidos com o preenchimento do questionario epidemiolégico.
Assim, foram classificadas como parasitadas as criangcas que tiveram um
exame de fezes positivo para cistos ou oocistos de protozoarios parasitas ou
comensais, ou ovos de helmintos, em infec¢gbes simples ou mistas; em nédo
parasitadas as que tiveram todos os exames de fezes negativos. Pelo mesmo
critério, foram constituidos os grupos de criancas infectadas e nao infectadas
por Giardia duodenalis e as infectadas e néo infectadas por Cryptosporidium.
Com relacdo aos protozodrios comensais, o grupo de infectados foi constituido
por criancas que tiveram diagndstico positivo para qualquer dos protozodarios

Blastocystis hominis, Entamoeba coli ou Endolimax nana. Da mesma forma,
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criangas infectadas por qualquer helminto (Ascaris lumbricoides, Trichuris

trichiura, Enterobius vermicularis e Hymenolepis nana), foram analisadas como

grupo.

Em relacdo a prevaléncia, foram analisadas as possiveis associacoes

com as seguintes variaveis:

as condicbes demograficas e socioecondémicas: sexo, idade, zona
de residéncia, tipo de habitacdo, numero de habitantes no
domicilio, nimero de criancas no domicilio, nivel de escolaridade
materna e/ou paterna, renda familiar, uso de calcados, presenca
de animais domeésticos, etc;

a infraestrutura sanitaria: disponibilidade de esgoto e agua
tratada, agua consumida, disponibilidade de instalacdo sanitaria,
destino do lixo;

aos habitos alimentares e de higiene: procedéncia e lavagem das
frutas e hortalicas, habitos de defecacado, criacdo de animais
domésticos, consumo de carnes suina e bovina, cozimento das
carnes, consumo de carnes de animais silvestres;

sinais e sintomas relacionados a provavel infeccdo parasitaria
intestinal, tais como presenca de manchas na pele, dor de barriga

e colica, flatuléncia, vbmitos e nauseas, prurido anal, diarréia,

etc.;

No que se refere a caracterizacdo genotipica de isolados de Giardia, foi

verificada a frequéncia com que os genétipos identificados ocorrem na
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populacdo estudada e a existéncia de possiveis associa¢gdes com as mesmas
variaveis relacionadas anteriormente.

Para se verificar a significancia das associacdes cogitadas, foi realizada a
analise univariada empregando-se o teste de A significancia das associacdes
univariaveis foi determinada pelo teste de %? (qui-quadrado). Posteriormente,
as variaveis que apresentaram diferenca estatisticamente significativa foram
selecionadas para a analise multivariada por regresséo logistica, empregando-
se o teste de proporcgdes de Goodman'®. Para quantificar a associagao entre
possiveis fatores de risco e a ocorréncia de infec¢cdo por enteroparasitas e
pelos gendtipos de Giardia identificados na populagdo calculou-se a Odds
Ratio (OD) a um intervalo de confianca de 95%. Em todas as andlises foi
adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05) e o0s programas

computacionais utilizados foram SAS verséo 9.2 e Minitab 15.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo demografica e socioeconémica da populacao

Todas as criancas matriculadas na creche foram formalmente
autorizadas pelos pais e/ou responsaveis para participar da pesquisa e
atenderam a solicitacdo de colheita das amostras de fezes. Com relacdo aos
guestionarios, alguns néo foram integralmente respondidos, ou por falta de
conhecimento dos entrevistados ou por opcdo em nao fornecer certas
informacdes. De acordo com as informacdes obtidas, foi possivel caracterizar a
populacdo, segundo parametros demogréaficos, socioecondmicos e sanitarios
(Tabela 1).

Das 141 criancas, 74 (52,5%) eram do sexo masculino e 67 (47,5%) do
sexo feminino, com idades entre quatro meses e cinco anos. Quanto a
procedéncia, 85,7% das criancas residem na zona urbana e 14,3% em éarea
rural.

Com relacdo as caracteristicas de infraestrutura geral e sanitaria foi
possivel verificar que 131 criancas (93,6%) vivem em casas de alvenaria e
apenas nove (6,4%) residem em moradias de madeira ou outro tipo de
material. Também nesse grupo de criangas, o banheiro esta presente em 100%
das habitagdes.

Com relagdo ao abastecimento de agua, pode-se constatar que 85,7%
das criancas consomem &gua fornecida pela rede publica de distribuicédo,
enquanto que para 14,3%, o abastecimento € feito com agua de pocos
artesianos e de minas. Os servi¢os publicos de rede de esgoto e coleta do lixo

sao disponiveis, respectivamente, para 85% e 93,6% das residéncias.
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TABELA 1. Caracteristicas demograficas, socioecondmicas e sanitarias das

criancas atendidas na Creche Angela Martin Basseto, municipio de Pratania,

SP, 2008-2009.

Variaveis Categoria N (%)
Sexo Masculino 74 (52,5)
Feminino 67 (47,5)
Idade <1 14 (10,0)
la4 58 (41,4)
> 4 68 (48,6)
Procedéncia* Urbano 120 (85,7)
Rural 20 (14,3)
Tipo moradia* Alvenaria 131 (93,6)
Outro 9 (6,4)
Abastecimento agua* Publico 120 (85,7)
Poco/Mina 20 (14,3)
Agua de beber* Filtrada 56 (40,0)
Nao filtrada 84 (60,0)
Esgoto* Publico 119 (85,0)
Fossa 21 (15,0)
Instalagdo sanitaria* Dentro residéncia 140 (100,0)
Fora de residéncia 0
Destino do lixo* Coleta publica 131 (93,6)
Queimado/Enterrado 9 (6,4)
Alfabetizacdo* Sim 136 (97,1)
Né&o 4(2,9)
Escolaridade pais (anos)* 0 4(2,9)
1-5 76 (55,9)
6-11 50 (36,8)
>11 6 (4,4)
Renda familiar (R$)* <500 16 (11,4)
500 - 1000 91 (65,0)
> 1000 33 (23,6)

*dados de algumas criangas ndo foi possivel obter com o questionario



Resultados 55

Com relacdo a &gua para beber, 40% das criancas, pais e/ou
responsaveis tém o habito de filtrd-la, enquanto que 60% das criancas
consomem a agua diretamente da torneira.

A andlise dos dados socioecondmicos e culturais revelou que 97,1% dos
pais e/ou responsaveis pelas criancas sdo alfabetizados e a maioria (55,9%)
tem de um a cinco anos de escolaridade. Além disso, a maior parte das
criancas (65%) vive em familias com renda mensal na faixa de R$ 500,00 a R$

1000,00.

4.2. Inquérito Coproparasitologico

Nos 141 exames de fezes realizados foram encontrados parasitas e/ou
comensais intestinais em 64 (45,4%) das amostras. Os enteroparasitas
encontrados e suas respectivas frequéncias (Tabela 2) foram: Giardia
duodenalis (22%), Cryptosporidium (22%), Entamoeba coli (14,2%), Endolimax
nana (5,7%), Enterobius vermicularis (0,7%), Trichuris trichiura (0,7%).
Também nesse grupo, as infeccbes causadas por protozoarios foram mais
prevalentes (29,8%) do que as infec¢des helminticas (1,42%). Além disso, das
64 criancas parasitadas, 46 (32,6%) apresentaram infec¢cbes Unicas e 18
(12,8%) infeccbes por mais de um parasita. As associacbes mais
frequentemente observadas foram Giardia com Cryptosporidium (3,5%), E.
nana /G. duodenalis/Cryptosporidium (2,8%), E. nana com Giardia (2,1%) e
Giardia com E. coli (2,1%), Em menor frequéncia, também foram observadas
as seguintes associacdes: E. coli/ G. duodenalis/ Cryptosporidium (0,7%), E.

coli com E. nana (0,7%) e E. vermicularis com Cryptosporidium (0,7%).
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TABELA 2. Frequéncia de parasitas intestinais detectados pelas técnicas TF-

test® e centrifugo-flutuacéo com sulfato de zinco em 141 criancas da creche do

municipio de Pratania, SP, 2008-2009.

_ TF-Test Faust Total
Enteroparasitas

N (%) N (%) N (%)
Cryptosporidium spp*. - - 31 (22)
Endolimax nana 7 (5,0) 8 (5,7) 8 (5,7)
Entamoeba coli 10 (7,1) 10 (7,1) 20 (14,2)
Giardia duodenalis 26 (18,4) 31 (22) 31 (22)
Enterobius vermicularis 0 (100) 1(0,7) 1(0,7)
Trichuris trichiura 0 (100) 1(0,7) 1(0,7)

Com relacédo aos funcionarios, foram realizados 18 exames de fezes, e
0s parasitas detectados e respectivas frequéncias foram: Giardia duodenalis
(5,55%), Cryptosporidium (16,66%), Blastocystis hominis (5,55%), Entamoeba
coli (22,2%), Endolimax nana (16,66%).

Empregando-se analises univariadas, os resultados de frequéncia de
infeccbes por parasitas (Giardia, Cryptosporidium e helmintos) e comensais
intestinais foram confrontados com parametros demograficos, biométricos,
socioecondmicos e sanitarios. No que diz respeito aos funcionarios da creche,
as variaveis analisadas ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas.
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Com relacdo as criangas, as frequéncias de parasitismo intestinal em

relacdo ao sexo e idade das 141 criangas estdo apresentadas na Tabela 3.
Pode-se observar que infec¢des por Giardia duodenalis ndo foram detectadas
em criancas com menos de um ano de idade, no entanto foram mais
frequentes no grupo de criangas com idade entre um e quatro anos (p= 0,03).
J& as Infec¢bes por Cryptosporidium foram mais frequientes em criangas com
mais de quatro anos de idade, porém ndo foi identificada associacao
significativa com essa variavel.

Ao se considerar os parametros demograficos e de infraestrutura
sanitaria, associacao significativa foi observada entre a frequéncia de Giardia e
o tipo de habitacdo em que residiam as criancas (Tabela 4). Dessa forma, a
frequéncia de infecgao foi significativamente mais elevada no grupo de criancas
gue residiam em moradias construidas com madeira ou outro tipo de material,
guando comparada com as criancas que viviam em habitacdes de alvenaria.

Na Tabela 5 estdo apresentados os dados relativos as frequéncias de
infeccbes por enteroparasitas, segundo o0s parametros socioecondémicos.
Associacao significativa foi demonstrada apenas em relacdo a infeccdo das
criancas por Cryptosporidium e o tempo de escolaridade dos pais e/ou
responsaveis.Nessas criancas, a frequéncia de infeccao foi significativamente
mais elevada quando os pais e/ou responsaveis tinham no maximo cinco anos
de escolaridade (p= 0,008).

As frequéncias de parasitismo intestinal em funcdo das variaveis
relacionadas aos habitos alimentares estdo apresentadas na Tabela 6. As
andlises univariadas ndo evidenciaram associacdes significativas entre a

freqUéncia dos parasitas intestinais com essas variaveis.
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No que se refere a analise multivariada, foi possivel evidenciar

associacao significativa apenas entre o fator de risco tipo de habitacéo e a
frequéncia de infeccdo por Giardia. Assim, constatou-se que a chance de
ocorréncia dessa infeccdo € maior nas criancas que vivem em moradias que

nao sejam de alvenaria (OR=6,67; p=0,01).
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4.2.1. Tratamento das criangas e controle de cura

A todas as criancas que foram diagnosticadas parasitadas por um ou
mais dos seguintes parasitas intestinais: G.duodenalis, E. vermicularis,
Trichuris trichiura foi providenciado o tratamento antiparasitario com o uso de
albendazol. O medicamento e a receita com a prescricdo médica foram
entregues aos pais e responsaveis que se incumbiram da administracdo do
antiparasitario. A esses responséaveis e/ou funcionarios foi solicitado a colheita
de uma segunda amostra de fezes, apés 21 ou 30 dias do tratamento, para
realizagdo do exame para controle de cura.

Foram realizados 15 exames de controle de cura, dos quais 12 foram
negativos. Nos trés exames que permaneceram positivos, foram identificados
os parasitas: G. duodenalis em apenas um exame e 0 protozoario comensal E.

coli em duas amostras. Esses resultados estdo demonstrados na Tabela 7.

TABELA 7. Resultados do primeiro exame de fezes e do exame de controle-
de-cura de 15 criancas atendidas na creche e submetidas a tratamento
antiparasitario, Pratania, SP, 2008-2009.

N° de

. Exame de fezes Controle de cura
criancas

1 G. duodenalis G. duodenalis

2 E. coli, G. duodenalis E.coli

8 G. duodenalis Negativo

1 E. coli, G. duodenalis Negativo

1 E. nana, G. duodenalis Negativo

1 E. vermicularis Negativo

1 T. trichiura Negativo
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Com relagdo aos funcionarios a Unica infeccéo por Giardia duodenalis foi

tratada com albendazol, seguindo o mesmo esquema terapéutico. Apés 21 dias

foi realizado o controle de cura e o resultado permaneceu positivo para Giardia.

4.3. Caracterizacdo molecular dos isolados de Giardia

4.3.1. Amplificacdo dos fragmentos de DNA correspondentes aos
genes gdh e tpi

De um total de 141 amostras de fezes obtidas das criancas e de 18
obtidas dos funcionérios, 86 foram submetidas a extracdo de DNA e a
amplificacéo dos fragmentos correspondentes aos genes gdh e tpi, sendo que
dessas amostras 31 e 55 correspondiam a amostras com exames
coproparasitolégicos positivo e negativo para Giardia, respectivamente (Tabela
8). Vale comentar que entre as 31 amostras positivas estdo incluidas uma
amostra obtida de funcionario e duas amostras relativas a controles de cura
gue permaneceram positivos apos o tratamento.

Das 31 amostras positivas, a amplificacdo dos fragmentos de DNA
correspondentes aos genes gdh e tpi produziu banda visivel em 28 (90,3%) e
25 (80,6%) dessas amostras, respectivamente (Figuras 2 e 3). Nem todas as
amostras positivas nos exames de fezes foram positivas pelas técnicas

baseadas na amplificacdo do DNA, pois trés amostras de criancas positivas

para Giardia ndo foram amplificadas por nenhum dos genes empregados.



Resultados 65
Com relacdo as 55 amostras de DNA extraidas de fezes negativas para

Giardia, a eletroforese dos produtos de amplificacdo evidenciou a presenca de
banda em trés (5,4%) e 18 (32,7%) amostras, respectivamente, para 0s genes

gdh e tpi (Tabela 8; Figuras 2 e 3).

Tabela 8 - Deteccdo de Giardia pela amplificacdo de fragmentos de DNA,
genes gdh e tpi, em amostras de fezes das criangas atendidas na creche,

identificadas como positivas e negativas pelo exame coproparasitolégico.

gdh tpi
Exame de fezes

Pos Neg Pos Neg
Giardia

N (%) N (%) N (%) N (%)

Positivo (n= 31) 28(90,3)  03(9,7) 25(80,6) 06 (19,4)
Negativo (n= 55) 03(54)  52(946) 18(32,7) 37(67,3)

Total (n= 86) 31(36,0)  55(63,9) 43(50,0) 43 (50,0)

Das 86 amostras, a amplificagdo dos fragmentos génicos de gdh e tpi foi
observada, respectivamente, em 31 (36%) e 55 (63,9%) das amostras (Tabela
8). Além disso, em 24 amostras (28,%) foi possivel obter produtos de
amplificacdo dos fragmentos de ambos os genes, enquanto que sete (8,14%) e
17 (19,80%) foram amplificadas somente com os primers para gdh e tpi,

respectivamente.



Resultados 66

500pb
400pb

Figura 2. Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de
Giardia duodenalis correspondente ao gene gdh (462pb). 1- Controle
negativo. 2- Padrdo de pares de bases. 3- Controle positivo (cepa
axénica). 4- Controle positivo (amostra de fezes humanas) e 5, 6 e 7-
Amostras de fezes de criangas positivas. 8 e 9 — Amostras de fezes de

criancas negativas.



Resultados 67

500pb

Figura 3. Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de
Giardia duodenalis correspondente ao gene tpi (530pb). 1- Controle
negativo. 2- Padrdo de pares de bases. 3- Controle positivo (cepa
axénica). 4- Controle positivo (amostra de fezes humanas) e 5, 6 e 7-
Amostras de fezes de criancas positivas. 8 e 9 — Amostras de fezes de

criangas negativas.
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4.3.2. Genotipagem dos isolados obtidos das criancas

Dos 31 produtos de amplificacdo de gdh e dos 43 fragmentos de tpi,
respectivamente, 26 e 20 foram encaminhados para o sequenciamento. Com
relacdo as 58 amostras restantes, a quantificacdo do DNA purificado revelou
concentracdes insuficientes para que pudessem ser submetidas a reacdo de
sequenciamento. Mesmo assim, dos produtos amplificados, as sequéncias de
nucleotideos dos fragmentos dos genes gdh e tpi foram determinadas em 22
(22/26) e em 13 amostras (13/20), respectivamente. As sequéncias obtidas
foram comparadas com sequéncias do mesmo locus obtidas para os principais
grupos genéticos de G. duodenalis e previamente depositadas no GenBank
(Anexos 3 e 4).

Com relacdo a genotipagem dos isolados obtidos em amostras de fezes
das criancas (Quadro 3 e Figura 4), no que se refere ao gene gdh, a analise
das sequéncias dos produtos demonstrou que dos 22 isolados, sete (31,81%)
pertenciam ao genotipo A e 15 (71,43%) ao genoétipo B. Dos sete isolados
caracterizados como genotipo A, todos foram classificados como subtipo All.
No que se refere aos isolados identificados como genétipo B (15/21), cinco
foram agrupados como subtipo Blll e 10 como BIV. Para o gene tpi (Quadro 3 e
Figura 5), as analises demonstraram que dos 13 isolados, quatro (30,77%)
foram identificados como gendtipo A. Com relacdo as sequéncias agrupadas
como gendétipo B (9/13), quatro foram identificadas como BIII/BSI e cinco como
BIV . Dentre esses isolados, incluem-se aquele obtido na ocasido do exame
para controle de cura de uma das criancas tratadas (NU134cc) e o isolado

obtido da funcionéria da creche (NU141).
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Das amostras analisadas, nove foram igualmente determinadas para
gdh e tpi, e os gendtipos identificados foram confirmados por ambos os
marcadores, sendo NU63 e NU153 (gendtipo A) e NU65, NU67, NU110,
NU118, NU134 e NU139 (gendtipo B). Assim, em relacédo a essas sequiéncias o
agrupamento dos isolados em genotipos A ou B foi coerente nas analises para
os dois genes.

A analise das arvores filogenéticas demonstrou que os isolados de
Giardia foram claramente agrupados, por ambos os genes gdh e tpi, em dois
grupos geneéticos principais, genoétipos A e B (Figuras 4 e 5). No entanto, com
respeito a caracterizacdo da variabilidade dentro de cada um desses genotipos,
o desempenho dos genes gdh e tpi foi diferente. Assim, o alinhamento das
sequéncias do gene tpi possibilitou um agrupamento mais consistente dos
isolados identificados como gendtipo B em subtipos, do que aqueles

classificados como gendétipo A (Figura 5).
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QUADRO 3- Gendtipos dos isolados de Giardia obtidos das criancas atendidas
na creche e identificados a partir da analise de sequéncias dos fragmentos dos

genes gdh e tpi.

Gendtipo N° de isolados Subgendétipo
Locus sequenciados
gendtipo A
gdh 07 All (7)
tpi 04 A (4)
genotipo B
gdh 15 BIII (5) BIV (10)

tpi 09 BII/BSI (4)  BIV (5)
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NU74
NU141- funcionaria
NU110
NU134
NU134cc
NU136
NU139
NU6B5
cepa L40508-BIV
NU168

—[— NU183
NU67
cepa AF069059-BlII
NU68
NU118

NU166
NU146
cepa L40509-Al
NU63
NU91
NU142
NU153
cepa L40510-All

NU89
‘L NU120
——— NU155

om

Figura 4: Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento de 432 pb das
sequéncias do gene gdh de isolados de Giardia de criancas da creche do
municipio de Pratania (NU) e de sequéncias depositadas no GenBank - L40509
(Al), L40510 (All), AF069059 (BIII), L40508 (BIV). A reconstrucdo foi realizada
pelo Programa Mega 4.1, com o emprego do Método Neighbor-Joining, do

modelo de méaxima verossimilhanca, obtidos apds 1000 simulacdes.
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NU134
NU132
NUT10
NUES
— NUBS
cepa LO2116-BIV
NUBT
NU166
NU174
cepa AY228628-BSI
B |' cepa AFDG9561-BIII
L NLUI118
| cepa AY228633-B3VI
— NU153
NUTTT
cepa L2120-A
NU156
NUB3

0.02

Figura 5- Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento de 530pb das
sequéncias do gene tpi de isolados de Giardia de criancas da creche do
municipio de Pratania (NU) e de sequéncias depositadas no GenBank - L02120
(Al), AF069561(BIIl), L02116 (BIV); AY228628 (BS1), AY228633 (BS6). A
reconstrucao foi realizada pelo Programa Mega 4.1, com o emprego do Método
Neighbor-Joining, do modelo de maxima verossimilhanga, obtidos apés 1000

simulagdes.
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Com base no alinhamento com as sequéncias dos genotipos A e B para
cada um dos genes empregados, gdh e tpi, as sequéncias dos isolados obtidos
no presente estudo foram analisadas quanto a presenca de SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms ou Polimorfismos de Base Unica) (Figuras 6, 8, 9 e
11). Além da identificacdo dos SNPs, as sequéncias de nucleotideos foram
traduzidas em sequiéncias de aminoacidos, a fim de se verificar a ocorréncia de
alteracdo do aminoéacido codificado pelo codon contendo SNP (Figuras 7, 10 e
12).

Assim, a analise dos fragmentos da sequéncia do gene gdh revelou que
dos sete isolados classificados como gendtipo A (All), quatro sequéncias
referentes aos isolados NU91, NU63, NU142 e NU153 apresentaram 100% de
similaridade com a sequéncia padréo (L40510) do gendtipo All (Figura 6).
Quanto aos isolados que ndo apresentaram sequéncias homoélogas, um SNP
foi identificado nos isolados NU89 (posicédo 165) e NU155 (posicéo 375) e trés
SNPs no isolado NU120, nas posicoes 64, 188 e 304. Dentre os cinco SNPs
identificados, apenas as substituicdes observadas nas sequéncias dos isolados
NU155 (posicdo 375) e NU120 (64) caracterizaram uma transversao, sendo
gue todas as outras substituicdes foram do tipo transigao.

Com relacdo a traducédo das sequéncias, alteracdo de aminoéacidos foi
observada nos trés isolados ndo homélogos (Figura 7). Na sequéncia referente
ao isolado NU120, foram observados trés aminoacidos diferentes, sendo uma
prolina substituindo uma leucina (posicdo 22), uma glicina substituindo um
acido aspértico (posicdo 63) e um &cido glutamico substituindo uma lisina
(posicéo 63). Os outros dois isolados, NU89 E NU155, apresentaram apenas

alteracdo em um Unico aminoacido, sendo uma prolina substituindo uma
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leucina (posicdo 39) e uma metionina substituindo uma cisteina (posi¢ao 125),

respectivamente.
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Resultados 78

Considerando o alinhamento com as sequéncias dos 15 isolados classificados como
gendtipo B para o gene gdh, dentre os cinco isolados classificados como subgendtipo BllI,
trés isolados (NU67, NU68 e NU118) apresentaram sequéncias idénticas a cepa referéncia
(AF069059), e apenas os isolados NU146 e NU166 apresentaram SNPs. No isolado NU146
foram identificados seis SNPs nas posi¢des 12, 72, 75, 162, 234, e 375, enquanto que o
isolado NU166 apresentou trés SNPs nas posi¢cOes 234, 261 e 351 (Figura 8). Nesses
isolados, a maioria dos SNPs foi identificada em posicoes diferentes, com excecdo do SNP
na posicao 234. Vale ressaltar que, na analise dos cromatogramas gerados no processo de
sequenciamento, a sequéncia NU166 exibiu sobreposicdo de picos (picos duplos) nas
posicdes dos respectivos SNPs.

Com relacdo aos 10 isolados classificados como gendtipo BIV, todos apresentaram
SNPs, sendo que em oito deles (NU65, NU74, NU110, NU134, NU134cc, NU136, NU139,
NU141) foi identificado um SNP na posicdo 69 e em dois isolados (NU168 e NU183) foram
observados trés SNPs idénticos nas posicdes 72, 276 e 321.

Considerando todos os SNPs identificados nas sequéncias ndo homoélogas do
genotipo B, apenas uma das substituicdes no isolado NU146 (posicdo 375) foi do tipo
transversdo. Assim, todas as outras substituicbes foram caracterizadas como transicoes.
Com respeito a traducado das sequéncias nucleotidicas, em nenhum dos isolados Blll e BIV,

foram observadas alteracdes de aminoacidos.
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Resultados 83

As analises de polimorfismos para o gene tpi revelaram que dos 13 isolados
sequenciados, quatro foram identificados como genoétipo A, dentre os quais, trés (NUG3,
NU153, NU156 e NUL177) apresentaram sequéncias idénticas a sequéncia da cepa
referéncia (L02120) (Figura 9). Apenas o isolado NU153 apresentou cinco SNPs nas
posicdes 26, 40, 162, 179 e 252, nas quais, 0 cromatograma exibiu sobreposicdo de picos
(picos duplos). Dos cinco SNPs detectados, dois foram do tipo transicdo (26 e 252) e trés
corresponderam a transversdes (40 162 e 179).

As sequéncias de nucleotideos desse gene também foram traduzidas em sequéncias
de aminoéacidos (Figura 10), e apenas a sequéncia do isolado NU153 apresentou alteragdes.
Portanto, foram identificados quatro aminoacidos diferentes, sendo uma valina substituindo
uma isoleucina na posi¢do 10, uma serina substituindo uma alanina na posi¢cao 14, uma
histidina substituindo uma glutamina na posi¢cao 54 e uma prolina substituindo uma histidina

na posic¢ao 60.
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Resultados 87

A andlise das sequéncias do gene tpi revelou que dos nove isolados caracterizados
como genotipo B, apenas o isolado NU174 apresentou sequéncia idéntica a cepa referéncia
para o gendtipo BIII/BSI (AF069561 e AY228628) (Figura 11). Assim, dentre 0s quatro
isolados agrupados como subgendétipo BIII/BSI, trés (NU67, NU118, NU174) apresentaram
SNPs, sendo que nos isolados NU67 e NU166 as substituicdbes foram detectadas nas
posicoes 72, 210 e 411, enquanto que o isolado NU118 apresentou uma variacdo na
posicao 390. Nesses isolados, todas as substituicdes detectadas foram caracterizadas como
transicoes.

Quanto aos cinco isolados classificados como subgenétipo BIV, todos apresentaram
pelo menos um SNP quando comparados com a sequéncia referéncia L02116 (Figura 11).
Os isolados NU65, NU110, NU134 e NU139 exibiram um SNP na posi¢cado 336, enquanto
que o isolado NU85 apresentou dois SNPs nas posi¢cbes 339 e 423. Vale destacar que,
todos os SNPs identificados nas sequéncias desses isolados foram transi¢oes.

A traducdo das sequéncias nucleotidicas ndo homdlogas para os subgendtipos Blll e
BIV, revelou um mesmo amino&cido substituido nas sequéncias NU67 e NU166, sendo uma

valina substituindo uma isoleucina na posigéo 71 (Figura 12).
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4.3.1. Associacdo entre os genotipos dos isolados de Giardia e as

variaveis epidemioldgicas

Os resultados das analises de frequéncia dos gendtipos identificados na populagéo
em relagdo a parametros demogréaficos, socioecondmicos e sanitarios e aos indices
antropomeétricos estéo apresentados na Tabela 9.

De modo geral, pode-se observar que a frequéncia de infec¢fes pelo gendtipo B foi
maior no grupo de criancas do sexo masculino (71,5%). Além disso, a frequéncia de
infecgBes pelos gendtipos A e B foi maior nas criangas com idade entre um e quatro anos e
que vivem em familias com renda inferior a R$ 1000,00. De todos os isolados
caracterizados, a maioria (70,8%) foi obtida de criangcas que nao coabitam com cées e que
consomem tanto agua fervida quanto diretamente da torneira.

Embora para os parametros avaliados, os valores absolutos sugiram uma frequéncia
aparentemente mais elevada do genaétipo B nessas criangas, a analise das associacdes nao

revelou diferencas significativas entre as criancas infectadas por um ou por outro genotipo.
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Tabela 9- Correlagdo dos fatores de risco para a infeccdo por Giardia e os gendtipos A e B,
identificados em isolados das criancas atendidas na creche do municipio de Pratania, 2008-
20009.

Genotipo
Odds Ratio
Variavel (N) A (8) B (16) Valor P
(IC 95%)
N (%) N (%)
Sexo
Masculino 4 (28,5) 10 (71,5) 0,6 (0,10 - 3,33) 0,66
Feminino 4 (40,0) 6 (60,0)
Idade
0. 214 B Ee 5(31,3) 11 (68,7) 0,8 (0,13 - 4,49) 0,89
S AL TG 3(37,5) 5(62,5)
Procedéncia
Urbana 7 (31,8) 15 (68,2) 0,5 (0,03 - 8,60) 0,78
Rural 1(50,0) 1(50,0)
Renda familiar
< R$ 1000,00 6 (33,4) 12 (66,6) 0,7 (0,09 - 5,77) 0,79
> R$ 1000,00 2 (40,0) 3 (60,0)
N° criancas na residéncia
<3 2(28,6) 5(71,4) 0,7 (0,11 - 4,99) 0,87
>3 6 (35,3) 11 (64,6)
Presenca cdo na residéncia
Sim 1(14,3) 6 (85,7) 0,2 (0,02 - 2,43) 0,42
N&o 7(41,2) 10 (58,8)
Agua de beber
Filtrada/Fervida 3 (25,0) 9(75,0) 0,5 (0,08 - 2,66) 0,66

Direto da torneira 5 (41,6) 7 (58,4)
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5. DISCUSSAO
5.1.Inquérito coproparasitolégico

No presente trabalho, a prevaléncia de parasitas e/ou comensais
intestinais registrada nas criancas atendidas na creche de Praténia foi de
45,4%. Embora, nas Ultimas décadas, a analise de estudos epidemioldgicos
realizados em diferentes regifes do pais evidencie uma reducdo na prevaléncia
de enteroparasitas, em instituicbes como as creches, ainda se observam taxas
de infeccéo que variam de 30 a 60%2% 23 2> 26.27.

Entre as parasitoses diagnosticadas na populacdo estudada, as
infeccbes causadas por protozodrios foram mais prevalentes do que as
infeccbes helminticas. No presente estudo, chama a atengdo a baixa
frequéncia de infeccdes pelo geohelminto Trichuris trichiura (0,7%) e a
auséncia de infeccdes por Strongyloides stercoralis, Ascaris lumbricoides e
ancilostomideos. No entanto, observagfes similares tém sido registradas em
outros estudos recentes disponiveis na literatura™®’” 2> 1% Ainda hoje, nos
municipios mais pobres do pais, as geohelmintoses sdo frequentemente
diagnosticadas e representam importante causa de morbidade na populacdo
infantil. A alta prevaléncia e ampla distribuicdo dos geohelmintos dependem
fundamentalmente da presenca de individuos infectados, da contaminacao
fecal do solo, das condicbes ambientais favoraveis ao desenvolvimento das
formas infectantes e do contato dos individuos com o solo contaminado .
Diante disso, nas comunidades em que as intervencdes direcionadas a

eliminacdo adequada dos dejetos humanos e melhorias no abastecimento de

agua, a reducéo das geohelmintoses pode ser substancial.
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Assim, vale destacar que, durante a execucdo do projeto, em visitas
realizadas aos domicilios das criancas que eram atendidas na creche, foi
possivel constatar que apesar de precarias, as habitacdes tém banheiro com
vaso sanitario e que os dejetos humanos sao lancados ou na rede publica de
esgoto ou em fossas. Além dessa observacdo, durante as entrevistas
realizadas para o preenchimento dos questionarios, os responsaveis pelas
criangas, com frequéncia, relatam o uso dessas instalagdes. Estes fatos, muito
provavelmente, explicam a baixissima frequéncia ou auséncia de infec¢des por
parasitas cujas formas infectantes se desenvolvem no ambiente.

No que se refere a infra-estrutura da creche Angela Martins Basseto, a
instituicdo dispbe de &agua encanada, rede de esgoto e de instalacdes
sanitarias adequadas, inclusive para a troca de fraldas das criangas do
bercério. Além disso, toda a é&rea externa disponivel para as atividades
recreativas das criancas é cimentada, evitando assim, o contato direto com o
solo.

Além de T. trichiura, Enterobius vermicularis foi outro helminto
diagnosticado nas criancas estudadas. Vale destacar que o encontro de ovos
em amostras de fezes foi inesperado, pois no presente estudo ndo foi
empregada metodologia especifica para a pesquisa deste parasita. As técnicas
coproparasitolégicas utilizadas ndo se aplicam para o diagnoéstico deste
helminto, pois os ovos eliminados pelas fémeas aderem-se a regiao perianal do
hospedeiro e, por isso, raramente sdo detectados nas fezes, salvo quando a
carga parasitaria € elevada. Por se tratar de um parasita cujo desenvolvimento
nao depende do solo, pois os ovos eliminados ja sdo infectantes, em especial

em criangas, as taxas de infec¢cédo sao significativamente mais altas quando se
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emprega método especifico para o diagnéstico. Com isso, do mesmo modo
gue se observa na maioria dos levantamentos epidemioldgicos, a prevaléncia
de E. vermicularis foi subestimada nessa populacdo, observando-se a
frequéncia de apenas 0,7%, nessas criangas?> 198110,

No que se refere as protozooses intestinais, Giardia (22%) e
Cryptosporidium (22%) foram os protozodarios patogénicos mais comumente

bY

detectados nas criancas, a semelhanca do que tem sido registrado em
inquéritos coproparasitologicos realizados no Brasil e em outros paises'®
112 Estudos recentes realizados no Brasil reportam que as taxas de prevaléncia
de infeccdo por Giardia em criancas tém variado entre 5,0 e 29% 107 2> 113. 108
Com respeito a Cryptosporidium, maior ocorréncia de parasitismo tem sido
observada em criancas, em particular, com idade entre um a cinco anos,
podendo as prevaléncias variar de 1,1% a 15% 2 2> 1% vale ressaltar que, a
prevaléncia dessa protozoose ainda é subestimada, ja que a pesquisa de
Cryptosporidium ndo €é feita na maioria dos levantamentos
coproparasitolégicos. Isto se explica pelo fato de que, o diagnostico deste
parasita depende da identificacdo de oocistos em esfregacos fecais submetidos
a coloracdo alcool-acido-resistente, que por ser um procedimento mais
laborioso, geralmente néo é incluido na maioria dos inquéritos.

Com relacdo a esses protozoarios, € amplamente sabido que sao
parasitas que causam diarréia e outras desordens entéricas, principalmente em
criancas. A ubiquidade e a transmissdo acidental pela ingestdo das formas
infectantes junto com a agua e com alimentos contaminados, sendo também

favorecida a transmissao direta, pessoa-a-pessoa, sdo fatores que contribuem

para que esses protozoarios sejam frequentes nas populacdes. Considerando
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gue, cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium ja sdo infectantes ao
serem eliminados nas fezes do hospedeiro, esta caracteristica biologica torna
propicia a transmisséo pesso-a-pessoa, mesmo em populacdes que dispdem
de melhorias no abastecimento de agua e saneamento basico. Vale destacar
gue no presente estudo, Giardia e Cryptosporidium foram os enteroparasitas
mais frequentes, 22% apresentaram infeccdo por um desses protozoarios. Ja
nos funcionarios da creche, as frequéncias de infeccao por Cryptosporidium e
por Giardia foram, respectivamente, 5% e 16%. Dessa forma, as criancas
mantidas em creches estdo expostas a um risco maior na aquisicdo desses
enteroparasitas, uma vez que as creches constituem ambientes particulares
onde fatores como, o alojamento de grande numero de criangas em locais
restritos, a facilidade de contato entre as criancas, a falta de treinamento dos
atendentes e, muitas vezes, condigcdes de higiene inadequadas, propiciam a
alta prevaléncia de enteroparasitas e tornam algumas infec¢Bes parasitarias
endémicas nessas instituicoes.

Além dos protozoarios patogénicos, infeccbes por protozoarios
comensais (Entamoeba coli e Endolimax nana) foram detectadas em 19,9%
das criancas e 44,4% dos funcionarios que prestavam servicos na creche. A
despeito desses organismos ainda nao serem reconhecidos como patogénicos,
a deteccdo na populacdo € um dado relevante, pois é um indicador das
condicBes higiénico-sanitarias, especialmente no domicilio, sinalizando a
ocorréncia de contaminacdo fecal e a possibilidade de transmissdo de
patogenos cuja via de infeccdo também é fecal-oral.

No presente trabalho, a prevaléncia de parasitas e comensais intestinais

registrada em criancas atendidas na creche de Pratania foi de 45,4%. Embora
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Pratania esteja incluido entre os municipios paulistas que apresentam baixos
niveis de riqueza, em termos de infraestrutura sanitaria, a maioria da populacéo
urbana dispde de sistemas de abastecimento de agua e rede de esgoto,
enquanto que na zona rural o abastecimento é feito com agua de pocos
artesianos e os dejetos humanos sao lancados em fossas. Estas informacdes
aliadas a prevaléncia de enteroparasitas registrada na populacdo estudada
reforcam o fato de que melhorias nos servigcos de abastecimento de agua e
esgotamento sanitario influenciam diretamente as taxas de prevaléncia,
especialmente, das infecgfes causadas por parasitas cujos ciclos biol6gicos

envolvem uma fase no meio ambiente®.

Esta situacdo foi claramente
evidenciada no presente estudo, haja vista que a taxa de prevaléncia de
infec¢des por geohelmintos foi marcantemente baixa na populacao estudada.
Por outro lado, a alta prevaléncia constatada reflete a exposicdo das
criancas a outras condi¢des que favorecem a transmisséo das parasitoses em
comunidades onde h& uma infra-estrutura sanitéria eficiente. Esta situacéo é
evidente na creche, onde parasitas como Giardia, Cryptosporidium e
protozoarios comensais foram o0s mais prevalentes. Como mencionado
anteriormente, todos esses organismos quando eliminados nas fezes ja se
encontram aptos a infectar o hospedeiro e, portanto, a disseminacdo nas
creches sofre a influéncia direta das praticas utilizadas no manuseio das
criancas e no cuidado com a limpeza do ambiente. Assim, o contato direto,
geralmente pelas maos, € considerado o principal meio de transmissao da
maioria das infec¢gbes que circulam nas creches. Em revisdo recente sobre o

risco para aquisicdo de doencas infecciosas em creches, NESTI e

GOLDBAUM?® (2007) chamam a atencdo para o fato de que a contaminacéo
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das maos de funcionarios e criancas, de objetos e superficies da creche esta
associada a transmissdo de varios agentes enteropatogénicos. Além disso,
reportam que, os funcionarios de creches, em sua maioria, integram uma
populacdo de mulheres de baixo nivel educacional e socioeconémico e que,
geralmente, ndo receberam treinamento nos diferentes aspectos da assisténcia
a saude da criancga, incluindo as praticas de manuseio de alimentos.

Assim, a elevada taxa de infec¢@o por protozoarios revela a necessidade
da adocdo de medidas educativas permanentes dirigidas as criangcas e aos
funcionarios da creche de Pratania e, também, as familias. Entre elas,
fortalecer o habito de lavar as maos, que parece ser muito pouco cultivado na
comunidade, mesmo entre os individuos de condicdo social mais elevada.
Segundo ESREY!® et al. (1991), as intervencdes direcionadas a eliminacao
adequada dos dejetos humanos e melhorias no abastecimento de agua sao de
extrema importancia para reduzir a disseminacdo 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 dessas consideracdes é inegavel que, a melhoria das condi¢cdes
de saneamento basico e de abastecimento de 4gua aliada as boas praticas de
higiene nas instituicfes coletivas e no ambiente doméstico é determinante para
a reducado das infeccbes por enteroparasitas. Entretanto, o maior acesso a
medicamentos antiparasitarios de largo espectro € outro fator que deve ser
inserido neste contexto. Diante da disponibilidade de medicamentos eficazes
contra a maioria das infecgOes por parasitas intestinais, tem sido frequente a

prescricdo dessas sem a solicitacdo prévia de um exame coproparasitologico.
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No Brasil, criancas de comunidades de baixa renda, geralmente, quando
atendidas nos postos de saude, recebem prescricdo médica para o tratamento
com anti-helmintico. Atualmente, o medicamento mais utilizado tem sido o
albendazol, um derivado dos benzimidazéis, que também tem atividade
comprovada sobre o protozoario Giardia. Este fato pode reforcar a reducdo das
enteroparasitoses, principalmente causadas por helmintos, observada no
presente estudo e corroboradas por diferentes autores em investigacoes
realizadas em outras localidades do pais** %> 1%, Todavia, vale ressaltar que,
o tratamento antiparasitario apresenta limitacbes quando as condicbes de
saneamento basico e de abastecimento de agua persistem ineficientes.

Se por um lado o0 acesso mais facil aos medicamentos antiparasitarios
tem contribuido para a reducdo das taxas de prevaléncia das
enteroparasitoses, muitas vezes, a droga e 0s esquemas de tratamento
propostos pelos servicos de saude ndo promovem a eliminacdo eficiente de
todos os parasitas. No presente estudo, o levantamento coproparasitolégico,
além de revelar a real situacdo das parasitoses intestinais na populacéo
estudada, identificou as criangas parasitadas, permitindo assim, o tratamento e,
com isso, a eliminacdo de fontes de contaminacdo para outros individuos e
para o meio ambiente. Das 64 criancas mantidas na creche que foram
diagnosticadas parasitadas por Giardia, E. vermicularis e Trichuris trichiura e
mais uma funcionaria com resultado positivo para Giardia foi providenciado o
tratamento antiparasitario e aos responsaveis foi solicitada a colheita de uma
segunda amostra de fezes, 21 ou 30 dias apds o tratamento, para a realizacao
do controle de cura. No entanto, apenas 16 exames de controle de cura foram

realizados, dos quais quatro ainda permaneceram positivos, sendo, dois deles
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com Giardia (uma crianca e uma funcionaria) e dois com E. coli (duas
criancas). Esta situacdo pode estar associada a alguns fatores, entre os quais
destacam-se a falha do esquema terapéutico, o ndo uso da droga
recomendada e a possibilidade de ter ocorrido reinfeccbes no periodo entre o
tratamento e o controle de cura.

As analises das frequéncias de infeccdes por parasitas intestinais
considerando os dados clinicos e epidemioldgicos referentes as criancas da
creche revelaram algumas associacdes. No que diz respeito a faixa etaria, a
infecgdo por Giardia foi mais frequente em criangas com idade entre um e
quatro anos (p=0,03), no entanto, esse protozoario ndo foi detectado em
criancas menores de um ano. Ja as Infec¢gBes por Cryptosporidium foram mais
freqlientes em criancas com mais de quatro anos de idade, porém ndo foi
identificada associagdo significativa com essa variavel. Diante desses
resultados, ndo ha duvidas de que as criangas, de modo geral, estdo mais
expostas as infec¢des por parasitas intestinais, entretanto, € importante chamar
a atencao para o fato de que, as taxas de infeccao podem variar de acordo
com a faixa etaria. Normalmente as criangas com idade entre um e cinco anos
estdo mais expostas, pois nessa faixa etaria, além da imaturidade do sistema
imunoldgico e a deficiéncia dos habitos basicos de higiene, as criancas ja tém
maior poder de deslocamento, podendo circular por ambientes contaminados.
Todavia, com o aumento da idade, ha uma tendéncia de reducéo na frequéncia
de parasitismo, pois além do desenvolvimento do sistema imune, o
amadurecimento cognitivo das criangcas permite maior assimilacdo dos
preceitos basicos de higiene. Essa reducédo pode ser evidenciada, mesmo em

populacdes residentes em areas onde as condicdes ambientais aumentam o
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risco de infeccles, pois as praticas educativas, quando bem aplicadas, levam
as criangcas a adquirirem o0s conhecimentos para a prevencao
enteroparasitoses. Além disso, Giardia e Cryptosporidium sao parasitas que
acometem, principalmente, criancas de um a cinco anos de idade, sendo que
esta relacdo tem sido reportada em outros estudos®® ' 4 Esta ocorréncia
pode ser explicada pelos mesmos fatores comentados anteriormente e, mais,
pelo fato de que a transmissdo pessoa-a-pessoa por meio das maos sujas €
um dos principais mecanismos que garantem a disseminacdo destes parasitas
entre criangas.

Com respeito as condigbes soOcio-econdmicas, a andlise dos dados
revela que nas criancas atendidas na creche, a frequéncia de infec¢cao por
Cryptosporidium foi significativamente mais elevada quando os pais e/ou
responsaveis tinham no maximo cinco anos de escolaridade (p= 0,008). Esta
observacdo concorda com o0s resultados apresentados em outros

estudos?®®112

, € mais uma vez reforca a relevancia da educacédo dos pais na
saude das criancas, 0 que se traduz pelo maior cuidado dos responsaveis,
principalmente em decorréncia do conhecimento e aplicacdo das medidas de
prevencdo. Segundo alguns autores, a melhoria do nivel de escolaridade dos

responsaveis, independentemente do aumento da renda familiar, pode justificar

reducao significativa na prevaléncia de parasitas intestinais™°.

5.2.Caracterizacdo genotipica dos isolados de Giardia

No que diz respeito a Giardia, no presente estudo, além de avaliar a

prevaléncia de infeccdo nos individuos por meio de exames
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coproparasitolégicos, técnicas baseadas na PCR foram empregadas para a
deteccdo desse parasita na populacdo e para a caracterizacdo genotipica dos
isolados obtidos nessas infeccbGes. Amostras positivas e amostras negativas
para cistos de Giardia foram submetidas a amplificacdo das sequéncias de
DNA, empregando-se dois dos marcadores mais comumente usados nos
estudos de genotipagem deste protozoario, os genes gdh e tpi, que
respectivamente, codificam as enzimas glutamato-desidrogenase (gdh) e
triose-fosfato-isomerase (tpi). Assim, de 31 amostras positivas para Giardia
pelo exame de fezes, nem todas foram positivas pela PCR, uma vez que 28
(90,3%) e 25 (80,6%) dessas amostras foram amplificadas, respectivamente,
pelos genes gdh e tpi. No que diz respeito a amostra positiva para Giardia
pertencente a funcionaria, somente o controle de cura foi amplificado pelo gene
gdh.

Apesar das técnicas moleculares oferecerem vantagens em relacdo aos
métodos convencionais por apresentar maior sensibilidade e especificidade,
essas discrepancias sdo observadas e tém sido reportadas por outros
pesquisadores em estudos com diferentes organismos, inclusive com Giardia’
8, 117,53 89 E um consenso entre os autores que, muito possivelmente, a
ocorréncia desses casos de falso-negativos esteja associada a fatores que
podem determinar a auséncia ou deficiéncia de DNA na amostra a ser
submetida a extracdo e a amplificacdo do material genético. Entre os possiveis
fatores envolvidos, a presenca de inibidores nas fezes parece ser o que mais
interfere na eficiéncia das técnicas baseadas na PCR, e com isso, levar a

ocorréncia de falso-negativos.
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A presenca de inibidores nas amostras fecais pode interferir na interacéo
do DNA com a DNA polimerase inibindo a reacdo de amplificacédo, e com isso,
reduzir significativamente a sensibilidade da PCR. Diferentes substancias
presentes nas fezes podem atuar como inibidores e, entre essas substancias,
destacam-se os polissacarideos complexos, sais biliares, bilirrubina e produtos
da degradacdo de hemoglobina'®®. Em se tratando de fezes, além da
diversidade de inibidores, a concentracdo dessas substancias na amostra varia
em fungdo da consisténcia das fezes, da dieta, da flora intestinal e das
condicdes de satde do hospedeiro**®.

Para minimizar o efeito dos inibidores de DNA, uma das alternativas é o
emprego de kits comerciais de extragdo que incluem colunas (spin columns)
para a purificacdo do DNA. A extracdo por meio desses kits pode reduzir a
guantidade de inibidores de PCR, além do que possibilita maior rendimento na
obtencdo do DNA da amostra. No presente estudo, mesmo empregando este
tipo de kit de extracdo, a ocorréncia de falso-negativos néo foi eliminada e a
amplificacdo dos fragmentos correspondentes aos genes gdh e tpi foi
observada, respectivamente, em 90,3% e 80,6% das amostras,
respectivamente. Situacfes similares tém sido reportadas em outros estudos,
cujos protocolos incluem a extracdo do DNA em colunas. Recentemente, em
dois estudos diferentes, os autores relatam a amplificacdo do fragmento alvo
em apenas 70% das amostras de fezes positivas para Giardia "> %° Além da
presenca de inibidores, outros fatores como numero de cistos nas fezes,
dificuldade na ruptura dos cistos para liberacdo do material genético e aspectos
relacionados a coleta, conservacdo e processamento das amostras podem

colaborar para a reducéo da eficiéncia da PCR.
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A baixa quantidade de cistos nas fezes pode interferir diretamente na
concentracdo do DNA extraido da amostra. No que se refere a Giardia, como a
excrecao de cistos € intermitente, muitas vezes, os hospedeiros parasitados
nao eliminam cistos nas fezes, durante um periodo de 15 a 20 dias. Entretanto,
mesmo que 0s cistos sejam eliminados, iSsSo ocorre em niveis extremamente
baixos. Para minimizar a interferéncia deste fator biolégico, recomenda-se o
exame de, pelo menos, trés amostras de fezes coletadas em dias alternados. A
despeito disso, a maioria das investigacdes ainda se baseia no exame de uma
Unica amostra de fezes.

No presente estudo, a prevaléncia de Giardia e de outros parasitas
entéricos em criangas foi estimada por meio do exame de trés amostras de
fezes. Além disso, diante da possibilidade de se trabalhar com amostras
contendo baixas quantidades de cistos, as aliquotas reservadas para a
extracdo do DNA foram obtidas ap6s a concentracdo por centrifugacdo, de
parte do material contido em cada tubo coletor. Embora essas alternativas
tenham sido adotadas, nao foram suficientes para eliminar os resultados falso-
negativos. Porém, vale chamar a atencdo para o fato de que, por mais que 0s
responsaveis pelas criancas tenham sido orientados quanto aos cuidados para
a coleta das amostras, alguns tubos coletores foram devolvidos com
guantidade de fezes inferior aquela preconizada pelo fabricante do kit adotado
para a coleta e processamento das amostras. Assim, ao longo do
processamento do material para concentracdo da amostra, se normalmente
ocorrem perdas nas etapas de lavagem, ao se trabalhar com um volume

reduzido de fezes, essas perdas podem ser mais significativas.
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Além das limitacdes inerentes a baixa concentracéo de cistos nas fezes,
ha que se considerar que a lise dessas formas €, também, um fator
determinante para a obtencdo do DNA gendmico. Assim, a mesma resisténcia
gue a parede cistica confere aos cistos contra as adversidades do meio
ambiente, dificulta a ruptura dessas formas para liberar o material genético a
ser purificado. Dessa forma, para garantir um melhor rendimento na obtencéo
do DNA, as amostras foram submetidas a um procedimento de choque térmico
que consiste em alternar ciclos de congelamento em nitrogénio liquido (-196°C)
e descongelamento em banho-maria a temperaturas até 95°C. Esta conduta
apresenta resultados satisfatorios, mas néo significa que 100% dos cistos séo
rompidos, o que depende, por exemplo, do nimero de ciclos, da temperatura
para descongelamento, do tempo de duracdo de cada ciclo e também, do
namero de cistos presentes na amostra.

O fato das técnicas baseadas na PCR apresentarem alta sensibilidade
demanda atencdo em relacdo a maior possibilidade de resultados falso-
positivos. No presente estudo, de 55 amostras com exame coproparasitolégico
negativo para Giardia, produtos de amplificagdo foram obtidos em 3 e 18
amostras, respectivamente, para os genes gdh e tpi. Considerando, que a
ocorréncia de falso-positivos, na maioria das situacoes, esta associada com a
contaminacdo por amplicons, medidas preventivas foram adotadas,
especialmente, em relacdo ao material utilizado e aos locais destinados para a
realizacdo das reacfes. Além da adocao sistematica de medidas preventivas,
em cada bateria de reacfes foi incluido como controle da contaminag¢do, uma
amostra sem DNA. Em todas as baterias, os resultados do controle foram

reprodutiveis, tornando remota a possibilidade de que a deteccdo de DNA nas
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amostras negativas fosse decorrente de contaminacdo por amplicons. Frente a
essas consideracdes, 0s possiveis casos falso-positivos poderiam ser
atribuidos a baixa concentracdo de cistos nas amostras de fezes, dificultando e
subestimando a deteccao da infec¢do pelo exame microscopico.

Com respeito a caracterizacdo genotipica dos isolados de Giardia, a
semelhanca do que tem sido evidenciado nos estudos de genotipagem
realizados em diferentes regides geogréficas, apenas os gendtipos A e B foram
detectados na populacédo estudada, porém com maior frequéncia de infeccéo
por isolados do genotipo B com 71, 5% (gdh) e 69,2% (tpi). Entre esses
isolados, os subtipos Al, All, BllI/BSI e BIV foram identificados.

De acordo com os dados de alguns estudos de epidemiologia molecular,
€ possivel constatar que a distribuicdo dos diferentes genotipos varia
consideravelmente de pais para pais e de estudo para estudo, no entanto, o
gendtipo B parece ser mais frequente nas populacées™. A respeito disso, as
evidéncias ainda sédo insuficientes para estabelecer com clareza a prevaléncia
e a distribuicdo geografica desses grupos genéticos.

Considerando as observacdes feitas em diferentes regides geograficas,
0s gendtipos podem apresentar padrdes de distribuicdo coincidentes ou muito
distintos, inclusive em populacdes residentes em um mesmo pais.
Recentemente, YANG™® et al. (2010) verificaram a predominancia do genétipo
B em isolados obtidos de individuos atendidos em um laboratorio clinico, no
oeste da Australia. Esses autores, ao confrontarem os resultados com as
observacdes feitas em outros estudos no pais, constataram que HOPKINS*’ et
al. (1997) e READ* et al. (2002), empregando o mesmo gene, identificaram a

predominédncia do gendtipo B em isolados obtidos, respectivamente, de
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individuos de uma comunidade aborigine e de criancas atendidas em uma
creche.

No Brasil, as poucas investigacdes publicadas recentemente, constatam
gue no pais a distribuicdo dos gendtipos variou em populacdes residentes em
trés Estados distintos. VOLOTAO"™ et al. (2007), em estudo realizado no
Estado do Rio de Janeiro, empregando o sequenciamento de fragmentos do
gene B-giardina, demonstraram apenas a ocorréncia do genétipo Al em
isolados obtidos de criancas atendidas em uma creche. Ao contréario do que foi
observado por esses autores, KOHLI®?” et al. (2008) identificaram os genétipos
A e B em isolados obtidos de criancas residentes em uma comunidade
localizada na regi&o nordeste do pais. J& SOUZA® et al. (2007), empregando o
gene gdh e isolados obtidos de pacientes de hospitais localizados em quatro
municipios do Estado de S&o Paulo, observaram o predominio do gendtipo A.

Vale comentar que, recentemente, outro estudo realizado no Estado de

Sdo Paulo'?®

, porém caracterizando isolados provenientes de amostras de
esgoto bruto obtidas em estacBes de tratamento nos municipios de Piracicaba,
Sado Paulo e Suzano, relata a identificacdo dos genoétipos A e B, a maioria
caracterizada como All. Embora nesse estudo amostras fecais humanas nao
tenham sido analisadas diretamente, a caracterizacdo de amostras de esgotos
pode ser considerada representativa da contaminacéo da populacéo, pois nos
centros urbanos os esgotos recebem principalmente os dejetos humanos.

A maior freqUéncia do genotipo B nas infeccOes detectadas nas criangas
atendidas na creche do municipio de Pratania € uma observacdo que merece

ser ressaltada, pois apesar do gendtipo B ter sido, recentemente, identificado

em isolados obtidos de animais domésticos e de companhia, a sua distribuicdo
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ainda esta associada, principalmente, as infeccdbes humanas e, portanto a
transmissdo antroponética®. Em estudo recente realizado na Australia, READ®*
et al. (2002) também constataram a predominancia do genoétipo B em isolados
obtidos de criangas atendidas em creches. Diante dessas observagdes, a maior
prevaléncia de infeccdo pelo gendtipo B em criangas de creche, reforca o fato
de que a transmissdo antropondtica tem importancia em ambientes que
concentram individuos em uma idade em que ainda ndo assimilaram o0s
preceitos basicos de higiene. Somando-se a isso, mais recentemente, KOHLI®’
et al. (2008), em estudo realizado com isolados obtidos de criangas residentes
em uma comunidade carente do municipio de Fortaleza, observaram que a
maioria dos isolados pertencia ao genétipo B e que nas infec¢Bes por este
grupo, as criangas eliminavam mais cistos do que aquelas infectadas com o
gendtipo A. Segundo esses autores, a maior excre¢cdo de cistos em
combinacdo com a transmissao fecal-oral do parasita poderia ser responsavel
pela maior prevaléncia do genétipo B nessa comunidade.

Além da relacdo do gendtipo B com a transmissao antropondtica,
também tem sido frequente a associacdo desse genotipo com infecgbes
sintomaticas em criancas*’ ® % % Recentemente na Aradbia Saudita, AL-
MOHAMMED® (2010), em estudo realizado com criancas de seis a 12 anos de
idade, constatou o predominio de isolados do gendtipo B obtidos nas infec¢cdes
sintomaticas (62.5%), seguido dos gendtipos Al (16,7) e All (12,5%). Nas
criancas assintomaticas somente o0s gendtipos Al e All (50%) foram
identificados. No presente estudo, considerando as informacdes obtidas por
meio de questionarios, aparentemente, todas as criangas positivas para Giardia

apresentavam infeccdo assintomatica. A despeito da maior prevaléncia do



Discussdo 115

genotipo B, infeccBes por isolados identificados como gendtipo A foram
detectadas nas criancas da creche, sendo o subtipo All mais prevalente que Al.
Apesar de ambos os subtipos serem identificados em isolados tanto humanos
quanto de animais, All esta associado principalmente as infeccdes humanas®™.
Ja o subtipo Al foi identificado em um menor numero de isolados, no entanto, a
ocorréncia desse gendtipo na populagdo € um fato interessante, pois esse
subtipo consiste de uma mistura de isolados humanos e de animais, inclusive
obtidos de animais domésticos e de companhia. Diante disso, Al é considerado
um genotipo potencialmente zoondético.

Até o presente, ainda sdo poucas as investigacdes epidemioldgicas que
estabelecem correlacdes entre os genoétipos de G. duodenalis responséaveis
pelas infecgbes humanas, especialmente em areas endémicas, e os fatores de
risco para a infeccdo, tais como sexo, idade, condigbes socioecondmicas e
sanitarias. Com respeito as observacgdes feitas em focos endémicos, ainda séo
poucos os estudos disponiveis na literatura. Neste contexto, recentemente,
MAHDY?®° et al. (2009), identificaram os genétipos de Giardia isolados em uma
comunidade aborigine da Malasia e verificaram a existéncia de correlacdo
entre o gendtipo B e fatores de risco como idade, sexo e consumo de frutas in
natura. Em outro estudo recente, realizado no Brasil, KOHLI® et al. (2008)
investigaram a relacdo entre os gendétipos A e B, identificados em isolados
obtidos de criancas, e fatores como tipo de moradia, fonte de agua para
consumo, disponibilidade de instalacdo sanitaria, habito de lavar as maos e
presenca de animais domésticos. No entanto, esses autores nao detectaram

gualquer associagao entre os gendtipos A e B e as variaveis analisadas.
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A semelhanca de KOHLI¥ et al. (2008), no presente estudo, a despeito
da predominancia do genotipo B, a analise das associacbes nao revelou
diferencas significativas entre as criancas infectadas com os genotipos A ou B,
em funcdo de pardmetros demograficos, socioecondmicos e sanitarios tais
como idade, sexo, procedéncia, renda familiar, agua utilizada para consumo e
presenca de caes no domicilio.

No que se refere a andlise de polimorfismos nas sequéncias
nucleotidicas dos isolados de Giardia obtidos no presente estudo, foi possivel
evidenciar que de 22 sequéncias de gdh, quatro apresentaram 100% de
identidade com as cepas referéncias para o genétipo All, enquanto que trés
foram homoélogas ao gendtipo Blll. Para o gene tpi, trés e uma sequiéncia foram
idénticas as sequéncias referéncias dos genétipos A e B (BII/BSI),
respectivamente. Com respeito as sequéncias ndo homologas (15 para gdh e 9
para tpi), pelo menos um SNP foi identificado em cada uma delas. As variagdes
mais frequentes foram do tipo transicdo, que se caracteriza pela substituicao
entre bases nitrogenadas de mesma caracteristica estrutural. No entanto,
algumas substituicdes do tipo transversdo foram observadas nas sequéncias
de gdh e tpi de isolados classificados como gendtipos A e B. Em algumas das
sequéncias traduzidas, transicfes e transversdes determinaram alteracdes nas
sequéncias de aminoacidos.

Vale ressaltar que na maioria dos isolados, os SNPs identificados foram
sindnimos, pois 0 aminoacido codificado pelo cédon contendo o SNP foi o
mesmo que aquele codificado pelo cédon sem polimorfismo. De modo geral,
essas mutacdes sdo frequentes e, geralmente, ndo determinam alteracfes da

proteina sintetizada. Além dessas mutacdes, em alguns isolados apresentando
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SNPs nédo sinbnimos, as mutacdes alteraram a sequéncia de aminoéacidos,
gerando um aminoacido diferente.

Em estudos recentes, a analise de polimorfismos em sequéncias de
isolados de Giardia provenientes de infeccdbes humanas e de animais tem
constatado a presenca de diferentes SNPs associados a mutacfes do tipo
transicdo e transversdo’® *?* °* 122 Cabe comentar que, os resultados dessas
investigagdbes demonstram que esses polimorfismos s&o relativamente
frequentes em isolados obtidos de diversos hospedeiros em diferentes regides
geograficas. Além disso, as observacdes apontam para o fato de que, essas
mutacOes estdo associadas a variabilidade genética dos isolados, no entanto,
as implicagBes bioldgicas e epidemioldgicas desse evento ainda ndo estédo
claras. Nesse contexto, no presente estudo, chamou-nos a atencgéo o fato que
entre os isolados identificados como gendétipo B, sete deles, seis obtidos de
criangcas (NU65, NU74, N110, NU134, NU136 e NU140) e um obtido da Unica
funcionéria (NU141) com infeccdo por Giardia, apresentaram sequéncias de
gdh e tpi diferentes das cepas referéncias, entretanto foram 100% idénticas
entre si. Essas criancas apresentavam idade entre dois e quatro anos e
durante a permanéncia na creche eram mantidas em um mesmo grupo, sob o0s
cuidados das funcionérias. Vale comentar que nessa faixa etaria as criancas
estdo mais expostas, pois além da deficiéncia dos habitos basicos de higiene,
ja tém maior poder de deslocamento, 0 que as tornam mais expostas a
infeccdo e ao mesmo tempo garante a disseminacdo do parasito entre as
criancas e atendentes da instituicdo. A luz dessas observacées, a similaridade
genética dos isolados em questdo poderia ser considerada a evidéncia

epidemiolégica e molecular de transmissao antropondtica nesse ambiente.
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Ainda com relacdo a presente investigagcdo, 0s nossos resultados
revelaram apenas a identificacdo de infecgbes associadas a um unico genotipo,
A ou B. Entretanto, vale destacar que as sequéncias NU153 (tpi) e NU166
(gdh) apresentaram picos duplos no cromatograma, fato que pode sugerir
infeccdo mista, e até mesmo, a possibilidade de heterozigose. A identificacédo
de isolados mistos ndo é um fen6meno tdo raro quanto se imagina e a
frequéncia pode variar de 2 a 12%, sendo as taxas mais altas observadas nas
regides em desenvolvimento. A ocorréncia dos isolados mistos ja foi relatada
em levantamentos realizados na Austrélia, Reino Unido, Italia, india e Etidpia™.
Entre os estudos realizados no Brasil, isolados mistos foram identificados
apenas por KOHLI®" et al. (2008). Atualmente, as discussdes sobre os
possiveis mecanismos que explicariam a ocorréncia desses isolados tém sido
muito polémicas, especialmente, quando as evidéncias levam os
pesquisadores a pensar na possibilidade de ocorréncia de recombinacdo
meidtica em Giardia. No entanto, outros preferem admitir a possibilidade de
gue a ocorréncia dos isolados mistos seja devido as infec¢cbes mistas, que sao
muito comuns em paises em desenvolvimento, onde as fontes de infeccdo séo
as mais diversas, tornando as populacfes expostas as infeccdes por diferentes
isolados.

Apesar dos picos duplos sugerirem a presenca de isolados mistos em
duas amostras, a infeccdo mista ndo foi confirmada. Em algumas situacdes, a
diferenciacéo dos gendtipos em amostras provenientes de uma infeccdo mista,
tem sido possivel quando os isolados pertencem ao mesmo grupo geneético,
pois caso contrario, especialmente quando um Unico gene é empregado para a

caracterizacdo molecular, a identificacdo dos gendtipos presentes € dificultada
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devido a marcante diferenca das sequéncias nucleotidicas dos grupamentos.
Com isso, mesmo n&o sendo uma alternativa usual nos estudos de
caracterizacdo molecular de isolados de Giardia, a clonagem das amostras tem
sido sugerida'®.

Diante da grande diversidade de resultados disponiveis, inclusive no que
se refere ao tipo de populacdo estudada e aos genes empregados para a
caracterizacdo dos isolados, ainda é dificil avaliar com clareza a real
distribuicdo dos genotipos de Giardia, bem como a relacéo desses grupos com
fatores de risco associados a infec¢do e aos aspectos clinicos, especialmente,
em populacdes de areas endémicas. Mesmo diante da complexa classificagcao
em genodtipos e subgendtipos, muitas vezes obtida a partir da analise de um
anico gene, € um consenso entre 0s especialistas da area que, as analises
multiloculares sao necessarias para que se alcance o melhor entendimento das
vias de transmissdo, especialmente, na infeccdo humana. Além dos
procedimentos moleculares, € importante que estudos epidemioldgicos bem
delineados sejam realizados em populacdes residentes em areas endémicas e
epidémicas e expostas a diferentes condi¢cdes socioecondémicas e ambientais.
Somando-se a tudo isso, € importante ressaltar que mesmo com o0s estudos
multiloculares empregando os genes SSU rRNA, gdh, tpi e B-giardina, outros
marcadores polimorficos, bem como outras estratégias para a genotipagem
devem ser investigados, na tentativa de minimizar algumas limitacbes que
podem ocorrer em situacdes como: (1) a subtipagem de isolados do gendtipo
A, uma vez que as técnicas usuais ainda diferenciam poucos subgrupos (Al,
All, Alll) dentro desse agrupamento; (2) a grande heterogeinedade genética

dos isolados do gendtipo B, muitas vezes conduzindo a resultados
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inconsistentes, quando um mesmo isolado é agrupado por diferentes genes em
subgrupos distintos e (3) a possibilidade de heterozigose em alguns loci
genéticos®™.

Embora investigacbes mais aprofundadas sejam necessérias, até o
momento, no Brasil ainda sdo poucos os estudos de epidemiologia molecular
de Giardia e, portanto, os resultados deste estudo fornecem informacdes
relevantes que ampliam o conhecimento sobre 0s genétipos que circulam em
uma populacdo de criancas residente em um pais, onde a giardiase é
endémica. Além disso, consideramos que além de preencher 0s requisitos
necessarios para se alcancar os objetivos cientificos da proposta inicialmente
apresentada, o estudo da prevaléncia dos parasitas intestinais realizado com
esse grupo forneceu informacdes que reforcam acdes educativas em saude
com os funcionarios de creches, com 0s pais e/ou responsaveis e com as

proprias criangas.
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6. CONCLUSOES

Os enteroparasitas mais frequentemente observados na populagao
estudada foram Cryptosporidium e Giardia, no entanto as maiores
frequéncias foram observadas para as infeccbes por protozodrios
comensais;

As frequéncias de infeccdo por Cryptosporidium e por Giardia foram
significativamente mais elevadas nos grupos de criangas cujos pais e/ou
responsaveis tinham até cinco anos de escolaridade e de criancas que
residiam em moradias que ndao eram de alvenaria, respectivamente;

Das criancas diagnosticadas parasitadas e que aderiram ao tratamento
com anti-parasitario, 80% apresentaram cura,

Gendtipos A (Al e All) e B (BllI/BSI e BIV) foram identificados nas
amostras obtidas na creche, porém com maior freqtiéncia de infeccéo por
isolados do genatipo B.

As frequéncias de infeccdes pelos genoétipos A ou B ndo variaram em
funcdo de parametros demograficos e socioecondmicos;

Além de sequéncias nucleotidicas homologas, SNPs foram identificados
em isolados dos gendtipos A e B, sendo que em alguns deles, as
mutacdes alteraram a sequéncia de aminoéacidos;

A maior frequéncia do genotipo B e a infeccdo de seis criancas de um
mesmo grupo e de uma funcionaria com isolados classificados como
genotipo B e apresentando seqiiéncias nucleotidicas 100% idénticas entre
si sdo evidéncias que sugerem a ocorréncia de transmissdo antropondética

na populacdo estudada.
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RESUMO

O presente estudo foi realizado para investigar a prevaléncia de
enteroparasitas em criancas e funcionarios da creche do municipio de Pratania,
Estado de Sao Paulo, e caracterizar geneticamente os isolados de Giardia
duodenalis obtidos dos individuos desse grupo empregando gdh e tpi como
genes-alvo. Para isso, amostras de fezes de 141 criangcas com idade de zero a
seis anos e de 18 colaboradores foram colhidas e processadas pelo método de
centrifugo-flutuacdo e pelo kit TF-test®. Nas 141 criangas, parasitas e/ou
comensais intestinais foram diagnosticados em 64 (45,4%), das amostras,
sendo Giardia (22%) e Cryptosporidium (22%) os parasitas mais frequentes.
Nos funcionarios, Giardia foi diagnosticada em apenas uma amostra (5,5%) e o
protozoario comensal Entamoeba coli (22,2%) foi o mais prevalente.
Empregando técnicas baseadas em PCR, o DNA extraido de 86 (31 amostras
positivas e 55 negativas para Giardia no exame microscoépico) foi amplificado e
os produtos obtidos foram sequienciados. A analise de 35 sequéncias revelou a
ocorréncia de infeccao pelos gendtipos A (28,6%) e B (71,4%), subtipos Al, All,
BIII/BSI e BIV, no entanto, associacdes entre 0s genotipos e fatores de risco
para a infeccdo nao foram observadas. O alinhamento das sequéncias de gdh
e tpi, revelou a presenca de um a 12 SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
em isolados dos gendtipos A e B, sendo que em alguns deles, as mutacdes
foram responsaveis por alteracées nas sequiéncias de aminoacidos. A infec¢ao
de seis criangas de um mesmo grupo e de uma funcionaria por isolados
classificados como gendtipo B e apresentando seqiiéncias nucleotidicas 100%

idénticas entre si sugere a ocorréncia de transmissdo antropondtica na
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populacdo estudada. Além disso, a maior prevaléncia do genotipo B, grupo
predominante nas infec¢cbes humanas, reforca o fato de que a transmissao
antroponoética tem importancia em ambientes que rednem criancas em uma

idade em que ainda ndo assimilaram os preceitos basicos de higiene.



Abstract 145

9. ABSTRACT

The present study was conducted to investigate the prevalence of intestinal
parasites in children and employees of a daycare center of Pratania, Sdo Paulo
State, and to evaluate the genotypes Giardia duodenalis isolates obtained from
individuals in this group by using gdh and tpi genes as targets. Fecal samples of
141 children aged zero to six years and 18 employees were processed by a
flotation method and the TF-Test® kit. Of the 141 children samples, parasites
and/or commensal organisms were diagnosed in 64 (45.4%) samples, and Giardia
(22%) and Cryptosporidium (22%) were the most frequent parasites. In employees,
Giardia was diagnosed in only one sample (5.5%) and the commensal protozoan
Entamoeba coli (22.2%) was the most prevalent. DNA extracted from 86 samples
(31 samples positive and 55 negative for Giardia by microscopic examination) was
amplified by PCR and the products were sequenced. The analysis of 35
sequences revealed the occurrence of infection with genotypes A (28.6%) and B
(71.4%) subtypes Al, All, Blll / BIV and BSI, however, associations between
genotypes and risk factors for infection were not observed. The alignment of the
sequences revealed SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) in both genotypes A
and B, altering the amino acid sequence of some isolates. Among isolates
identified as genotype B, six obtained from children of the same group and one
from the only one employee infected with Giardia showed gdh and tpi sequences
different from reference ones, but 100% identical to each other. This data is

suggestive of anthroponotic transmission in the studied population. In addition this
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finding, the higher prevalence of genotype B, the main group associated to human
infections, reinforces the fact that anthroponotic transmission has importance in
collective environments that meet children at an age that they still have not

practice the basic precepts of hygiene.
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Anexo 1
AVA
AVAVAY
UNESP YAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Instituto de Biociéncias de Botucatu
Departamento de Parasitologia

Rubido Junior/Botucatu/SP/CEP: 18618-000 — Fone: 14 6802-6239 ou 6802-6078 —
Fax: 14 - 6821-3744

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do trabalho: “Prevaléncia das parasitoses intestinais humanas e de cées e

significado zoondtico das infec¢des por Giardia no Estado de Sao Paulo”

Objetivo do trabalho: Realizar um inquérito parasitolégico para verificar a ocorréncia
de parasitas intestinais em criancas matriculadas nas escolas municipais de educagéo
infantil e de ensino fundamental do municipio de Pratania e nos cédes que com elas

convivem para determinar a freqiiéncia de infeccdes zoondticas por Giardia.

Metodologia: A pesquisa de parasitas intestinais serd feita pelo exame de trés
amostras de fezes colhidas e fornecidas pelos pais ou responsaveis legais que
consentirem na participacdo das criancas. De posse dos resultados dos exames de
fezes, as criancas parasitadas serdo encaminhados para tratamento de acordo com a

prescricdo médica.

Declaro que o presente projeto de pesquisa foi explicados em detalhes ao

Sr.(a).
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CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO EM ESTUDO CLINICO

Declaro haver sido satisfatoriamente informado e esclarecido sobre os

objetivos da pesquisa e concordo que a crianca

sob minha responsabilidade, participe do projeto: “Prevaléncia das parasitoses
intestinais humanas e de cées e significado zoondtico das infecgbes por
Giardia no Estado de Sao Paulo”, realizado sob a coordenacédo da Profa.
Semiramis Guimardes Ferraz Viana. Estou ciente também do compromisso da
Profa. Semiramis e dos demais responsaveis em responder outras perguntas
gue venham a surgir no decorrer do projeto. Declaro também ter ciéncia de que
poderei cancelar o meu consentimento de participacdo no momento em gue eu
julgar conveniente, podendo, para tanto, recorrer ao Chefe do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Biociéncias/Unesp/Botucatu, caso nao seja

atendido.

Botucatu, / /

Assinatura do responsavel
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Anexo 2

FICHA DE INQUERITO COPROPARASITOLOGICO

ESCOLA

DATA DO PREENCHIMENTO: / /

1. Caracterizacéo socio-demografica

Nome da

crianca

ldade: anos Sexo: Série escolar:

Naturalidade:

Endereco:

Nome do pai

Nome da méae

Nome do responsavel
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Instrucéo dos pais/responsaveis

( ) néo alfabetizado

( ) alfabetizado

Escolaridade

Quantas pessoas moram na mesma casa?

Ha outras criangas ha mesma casa?

Nao ( )

Sim ()

Idade: ( ) 0-1 (...) 1-3 (...) 3a 10 anos

Escola e série das matriculadas na

Pai

Mae

Responsavel

Renda familiar mensal R$

( )10 al5anos

Educacao

Infantil
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Habitos e condi¢cbes de moradia

TIPO DE MORADIA

() Alvenaria ( ) Madeira ( ) Barraco ( )

Especificar

FONTE DE AGUA

( ) Encanada ( ) Poco ( ) Mina ( ) Especificar

AGUA PARA BEBER

( ) Filtrada ( ) Fervida () Sem nenhum tratamento

DESTINO DAS FEZES

( ) Esgoto

( ) Fossa

Proxima de pocgo de 4gua () Sim ( ) Nao

HABITO DE DEFECAR

( ) Banheiro (...) Fossa () Quintal

LIXO EM CASA

( ) Removido com frequéncia ( ) Exposto ()

Especificar
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CRIACAO DE ANIMAIS DOMESTICOS

( )SIM () Cao

( ) Gato

() Dentro de casa

() Fora de casa

Contato com a crianca
ALIMENTACAO
Ingestdo de verduras cruas
Ingestéo de carnes
Ingestao de carnes de porco

Outras carnes (caca)

Qual(is)

() Sim

( )Ruminantes

() Nao

( )Bemlavadas ( ) N&o lavadas

( ) Cruas ou mal passadas ( ) Cozidas
() Sim ( ) Nao
( )Sim ( ) Néo

PROCEDENCIA DAS HORTALICAS

( ) Hortas domésticas

USO DE CALCADOS

() Quitanda

() Sim ( ) Nao

( ) Feiras
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Manifestacdes clinicas relacionadas a provéavel infeccdo parasitéria

intestinal

() Dor de barriga e célicas ( ) Falta de apetite ( ) Diarréia

( ) Flatuléncia (gases) () Indisposicéo Duracéo

() VOmitos ( ) Emagrecimento Evacuagobes/dia
( ) Nauseas ( ) Fraqueza Intermitente

( ) Eliminacéo de vermes ( ) Febre Persistente

() Prurido anal ( ) Cefaléia Consisténcia
() Obstipacéo intestinal () Manchas na pele

2. Exame fisico

Altura: Coloracéo de mucosas

Peso atual: Kg

3. Tratamento anti-parasitario

Anterior a coleta de fezes ( ) Nao ( )Sim
Quais?

Observacoes

Responsavel pelo preenchimento
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