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RESUMO

O estudo epidemioldgico da giardiase empregando técnicas moleculares, como o
RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA), fornece subsidio para identificacdo dos
fatores de transmissdo da G. lamblia. Este trabalho teve como objetivo estudar a
epidemiologia da G. lamblia em uma creche infantil de Presidente Bernardes, SP,
Brasil, no ano de 2006, por meio de um inquérito epidemioldgico e tipagem molecular
das cepas isoladas empregando a técnica de RAPD. A analise dos perfis genéticos
obtidos foi realizada com auxilio de um dendrograma de similaridade obtido pelo
programa Gel Compar Il verséo 2.0 para Windows (Applied MATHS). Foram realizados
exames parasitologicos de fezes de 101 criancas freqlentadoras da creche infantil. A
partir desses exames, 15 amostras que apresentavam cistos de G. lamblia foram
purificadas para posterior extracdo do DNA. Os pais e irmdos das 15 criangas
parasitadas, assim como os cdes de estimacdo e também dos funcionérios da creche
tiveram suas fezes coletadas para posterior exame parasitolégico. Das mesmas
extrairam-se DNA das amostras que apresentavam cistos de G. lamblia. Entre as 31
amostras positivas para G. lamblia obtida entre as criangas e seus respectivos pais e
irmaos, concluiu-se que a transmissdo do parasita ocorreu entre as criancas

provavelmente no convivio da creche, mas ndo no convivio familiar.

Palavras chaves: Giardia lamblia, creche, criancas, RAPD, epidemiologia.



ABSTRACT

Epidemiological studies on giardiasis by using molecular techniques such as
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) give information on factors related to the
transmission of G. lamblia. The aim of this work was to assess the G. lamblia
epidemiology in a day care center in Presidente Bernardes, SP, Brazil, in 2006, by
means of an epidemiological inquiry and molecular typing of the isolated strains by using
the RAPD technique. The genetic profiles were analyzed by means of a dendrogram of
similarity obtained with the software Gel Compar Il v. 2.0 for Windows (Applied MATHS).
Parasitological examinations were made on feces samples taken from 101 children
attended in the day care center. After examinations, 15 samples that presented G.
lamblia cysts were purified for further DNA extraction. The respective relatives and
brothers of the 15 children, in addition to their pets and the day care center’'s workers
had their feces collected for further parasitological examination. Samples in which G.
lamblia cysts were found were also submitted to DNA extraction. Among the 31 samples
positive for G. lamblia obtained from the children and their respective parents and
brothers, it was concluded that the transmission of the parasite occurred between
children probably during the cohabitation in the day care center, but not inside the

family.

Key words: Giardia lamblia, day care center, children, RAPD; epidemiology
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1. Introducao




Introdugéo 2

As enteroparasitoses humanas sao problemas de saude publica e
podem ser consideradas como indicadoras da condigdo sécio-econdmica em que
vive uma dada populacdo. Face a baixa mobilidade e a alta vulnerabilidade, as
criancas menores de 5 anos refletem bem a contaminacdo de uma regiéao
(STENDEL et al., 2002).

Especialistas reunidos pela Organizacdo Mundial de Saude, em
dezembro de 1980, iniciaram seu relatério final afirmando que "although high rates of
parasitic infection and malnutrition are commonly seem together in developing
countries, scientific evidence of a firm biological relation between them is very
limited” (WHO, 1981).

Giardia lamblia € um dos parasitos intestinais do homem que
apresenta maior prevaléncia, sendo a principal causa de diarréia nao viral entre
homens e animais domésticos. A infeccdo no hospedeiro ocorre pela ingestdo de
cistos presentes na agua e ou alimentos contaminados, bem como pelo contato
pessoa a pessoa. Segundo alguns autores a prevaléncia da giardiase aumenta em
locais onde ocorre aglomeracao de criangas como creches e orfanatos (ORTEGA e
ADAM, 1997).

Recursos moleculares tém sido usados recentemente para a
caracterizacdo epidemiolégica da giardiase. Nas ultimas décadas ocorreu um
avanco muito grande na compreensao da diversidade genética encontrada dentro
das populacdes de G. lamblia. A similaridade genética entre isolados de Giardia de

origem humana e de animais sugere que o homem é susceptivel a Giardia de

origem animal (MAJEWSKA, 1994).

TASHIMA, N. T., 2007



Introdugéo 3

Em levantamento de parasitoses realizados no Laboratério de
Parasitologia da UNOESTE (TASHIMA, 2002) foi verificada a alta prevaléncia de
giardiase entre as criancas.

Neste sentido, com o intuito de melhor compreender a questao da
giardiase e de sua transmissdo na regido, prop6s-se verificar a prevaléncia de G.
lamblia em criancas que freqientam a Associacdo Municipal de Protecdo ao Menor-
Presidente Bernardes/SP, bem como dos funcionarios, dos familiares e animais de
estimacdo das criancas positivas. Propbs-se também avaliar as possiveis
transmissdes de giardiase com auxilio da técnica molecular denominada de RAPD.

O presente trabalho contribuiu para a melhoria das condi¢cbes da
creche estudada. Outros trabalhos estdo em andamento com o objetivo de melhorar
a condicdo de vida das criancas e, também, da comunidade o que reduziria em
alguns casos o0 agravamento da desnutricdo, melhorando o aprendizado e o

desenvolvimento das criancgas.

TASHIMA, N. T., 2007
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REVISAO DA LITERATURA 5

As helmintiases e protozooses constituem afeccoes de alta
incidéncia, com grande repercussao na saude do individuo, sendo uma preocupacéo
constante na saude publica (STEPHENSON, 1994; STENDEL et al., 2002).

Giardia lamblia € o protozoario patogénico mais frequente sendo
encontrada tanto em sociedades tecnologicamente sofisticadas e industrializadas
como em comunidades tradicionais dos paises em desenvolvimento (FARTHING,
1986; LA VIA, 1994).

Giardia é um protozoéario flagelado que foi observado pela primeira
vez por Antonie Van Leewenhoek em 1681 quando notou “animalinculos méveis”
em suas proéprias fezes e foi descrito detalhadamente em 1859 por Lambl, sendo
entdo denominado Cercomonas intestinalis (ROCHA, 2003).

H& muitas controvérsias em relacdo a nomenclatura utilizada para a
designacdo da espécie parasita do homem (MEYER, 1990; THOMPSON et al.,
2000). Trés denominacgdes tém sido utilizadas em publicacdes: G. lamblia (BIENZ et
al., 2002; GUIMARAES e SOGAYAR, 2002); Giardia duodenalis (GONCALVES et
al., 2002; GUIMARAES et al., 2003) e Giardia intestinalis (GARCIA et al., 2002; ABE
et al., 2003). Neste trabalho o protozoario seré referido como G. lamblia, da mesma
forma o termo “giardiase” foi utilizado neste trabalho para se referir a qualquer
infeccdo por Giardia na espécie humana.

Os cistos podem ser arredondados ou ovais e medem de 11 a 14 um
de comprimento por 7 a 10 um de largura. Cada um tem de dois a quatro nucleos,
axonema e um corpo mediano. Os trofozoitos medem de 10 a 20 pum de
comprimento por 5 a 15 um de largura e tém a forma de uma gota quando visto no
aspecto dorsal ou ventral. HA na parte ventral um disco suctorial concavo, quatro

pares de flagelos, dois axonemas e um corpo mediano. Tém dois nucleos que séo

TASHIMA, N. T., 2007



REVISAO DA LITERATURA 6

idénticos por todos os critérios que foram estudados e ambos apresentam atividade
génica. Possui cinco cromossomos e sao poliploides, apresenta mitocéndria,
peroxissomos, reticulo endoplasmatico e os nucléolos néo sao identificados, sendo
considerado um eucarioto primitivo (ADAM, 1991). O disco ventral age como corpo
de succéo, permitindo fixacdo na superficie do intestino.

A infeccdo ocorre pela forma cistica que € resistente as mais
variadas condi¢cdes ambientais. No duodeno depois de ter sido exposto ao pH do
suco gastrico e as enzimas pancreaticas (quimiotripsina e tripsina), cada cisto da
origem a um trofozoito (HILL, 1993; FEELY et al., 1991). O trofozoito € a forma
vegetativa e se multiplica no intestino delgado, onde causa diarréia e mé absor¢ao
(ADAM, 2001). O parasita multiplica-se por divisdo binaria longitudinal, isto é,
assexuadamente, como referido por diversas autores. Alguns dos trofozoitos se
encistam no ileo ao entrar em contato com os sais biliares ou colesterol.

De acordo com o conhecimento atual, o habitat de G. lamblia é o
intestino delgado, mais especificamente o duodeno (HARTONG et al.,, 1979;
LEVINSON et al., 1978). Tentativas de se demonstrar o parasita em outros locais
nao tém sido conclusivas. SANAD et al. (1996) relataram o encontro de trofozoitos
no estbmago e relacionaram a sua presenca com quadros de gastrites, entretanto a
sua presenca foi questionada devido ao refluxo biliar.

Sob as formas cisticas e trofozoiticas a G. lamblia se apresenta com
ciclo biolégico monoxénico. Dessa forma, aderidos a mucosa duodenal, os
protozodrios se multiplicam, colonizando a regido e, ao se desprenderem iniciam o
processo de encistamento. Sao, portanto os cistos que, normalmente, sdo expelidos
para 0 meio ambiente juntamente com as fezes. O encontro de trofozoitos nas

7

evacuacoes é raro, ocorrendo principalmente em fezes liquidas, em diarréias de

TASHIMA, N. T., 2007



REVISAO DA LITERATURA 7

longa duracédo (THOMPSON et al., 1993; HARTONG et al., 1979). O processo de
encistamento, portanto ocorre no ileo terminal e, principalmente, no célon, sendo
gue os fatores que favorecem essa modificacdo estrutural ainda nédo sdo bem
elucidados (THOMPSON et al., 1993).

Atualmente existe a possibilidade do cultivo de Giardia em meios
artificiais, assim 0s processos de encistamento e desencistamento podem ser
induzidos “in vitro” (THOMPSON et al., 1993; MEYER e RADULESCU, 1979;
BOONE et al., 1999; THOMPSON et al., 2000).

Segundo FAUBERT (2000), até a 2" Guerra Mundial, acreditava-se
gue G. lamblia ndo era patogénica. Entretanto tém sido acumuladas inumeras
evidéncias indicando o papel patogénico desse parasita. A partir de 1981, a
Organizacdo Mundial de Saude incluiu G. lamblia na lista de parasitas patogénicos
sendo reconhecido como agente causador da giardiase.

A infeccdo no hospedeiro é iniciada com a ingestao de cistos que é
transmitida por meio de agua e alimentos contaminados, do contato de pessoa a
pessoa, particularmente importante em instituicbes coletivas como creches e
orfanatos, entre membros da mesma familia, decorrente de atividade homossexual
masculina e, com menos freqiéncia, a infeccdo pode ocorrer por alimentos
contaminados por manipuladores de alimentos (UNGAR et al.,, 1984; ORTEGA e
ADAM, 1997; NASH, 1997; HILL, 1993; BLACK, et al., 1997).

G. lamblia € o0 agente etioldégico mais comum nos surtos de diarréia
veiculada pela agua potavel. A transmisséo pela agua € comumente um resultado de
tratamento inadequado da agua ou da contaminacao da agua potavel com agua de
esgoto (SMITH, et al., 2006). A giardiase esta associada a contaminacao de 4gua de

recreagdo como agua de piscina. As infec¢Bes resultam da ingestdo de 10 ou mais

TASHIMA, N. T., 2007



REVISAO DA LITERATURA 8

cistos (RENDTORFF, 1954). Em condicdes favoraveis de temperatura e umidade os
cistos ficam viaveis por varios meses no meio externo (WOLFE, 1992). Séao
relativamente resistentes a cloragdo e a desinfec¢cdo por luz ultravioleta. O
aguecimento é muito eficiente para inativa-los, ja no congelamento alguns resistem
muitos dias.

Os cistos de Giardia podem ser inativados por exposicdo ao 0zonio
e halogénios; contudo, a concentracdo de cloro usado para agua potavel néo é
capaz de inativar os cistos de Giardia. A filtracdo € um meio efetivo para remover 0s
cistos da 4gua, entretanto, alguns municipios ndo tratam a agua por filtracdo (HILL,
1993).

A sintomatologia varia desde casos assintomaticos (60% das
pessoas infectadas), até casos sintomaticos que podem apresentar um quadro de
febre (no inicio da infeccéo), diarréia com fezes fétidas, presenca de gordura e muco
na amostra fecal, flatuléncia, dor abdominal, distensdo, nauseas anorexias,
indisposicao e baixo peso. Ao contrario das demais formas de diarréia infecciosa, a
giardiase resulta em sintomas prolongados correspondendo a causa mais comum de
gastroenterite no mundo (MEYER e RADULESCU, 1979; UNGAR et al.,, 1984;
WOLFE, 1986; GOLDIN et al., 1990; ADAM, 1991; ASTIAZARAN-GARCIA et al.,
2000; ORTEGA e ADAM, 1997; WOLFE, 1992).

Dentre os nutrientes que sdo mal absorvidos pelo intestino estdo os
lipides, as proteinas, os carboidratos (xilose, lactose, maltose e sacarose), as
vitaminas A e B12 (HALL, 1994). As condicdes predisponentes para a aquisicdo de
giardiase incluem a gamaglobulinemia, pancreatite cronica, acloridria e fibrose

cistica (LA VIA, 1994).

TASHIMA, N. T., 2007



REVISAO DA LITERATURA 9

Na Asia, Africa e América Latina cerca de 200 milhées de pessoas
apresentam giardiase sintomética com mais de 500 mil novos casos por ano (WHO,
1996; THOMPSON et al., 2000).

Alcanca em algumas regifes do Brasil uma prevaléncia maior que
20% na populacao infantil (BRIQUES e CAMPOS, 1988; CASTANHO et al., 1990).
E, indiscutivelmente, uma das parasitoses mais freqiientes em paises em
desenvolvimento (MEYER, 1990; RIVERA et al., 2002).

A prevaléncia da giardiase diagnosticada por meio da presenca de
cistos nas fezes submetidas a exames parasitolégicos € de 2 a 5% em paises
industrializados e 20 a 30% em paises em desenvolvimento. Pessoas que viajam
para areas endémicas tém grandes riscos de contrair a giardiase sintomatica e
estudo realizado em S&o Petersburgo, RuUssia, mostraram que, na populacao
estudada, a giardiase sintomatica estava presente em 95% dos casos (ADAM,
1991).

A prevaléncia de infeccdo por G. lamblia pode ser de 35% em
criangas atendidas em creches e orfanatos. Entretanto essas criangas Sao
freqientemente assintométicas e podem transmitir giardiase sintomatica para os
membros da familia (ADAM, 1991).

A giardiase é mais comum em areas de pouca higiene sanitaria e
tratamento insuficiente de agua. A sazonalidade da giardiase pode ser descrita com
um “pico” de incidéncia durante o verdo no Reino Unido, Estados Unidos e México,
mas nenhum padréo sazonal foi observado em creches e orfanatos.

O’Handley et al. (1999) e Thompson (2000), realizaram trabalhos na

América do Norte, mostrando uma alta prevaléncia de G. lamblia em vacas leiteiras

TASHIMA, N. T., 2007
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com 100% de taxas de infeccdo e também em cées , sugerindo que 0 protozoario
tem grande potencial zoonatico.

A similaridade genética entre isolados de Giardia de origem humana
e de animais sugere que o homem €& susceptivel a Giardia de origem animal
(MAJEWSKA, 1994). Também é encontrada em animais domésticos como céaes e
gatos, e também em animais silvestres, incluindo castor, que podem contaminar a
agua causando surtos de giardiase (BARUCH et al.,, 1996; FAUBERT, 1988;
OLSON, et al., 2004).

O padrao de transmissdo da giardiase pode ndo ser 0 mesmo em
diferentes areas geograficas, devido a existéncia dos diferentes gendtipos e o
reflexo deste fato na epidemiologia e controle da parasitose, é importante avaliar a
heterogeneidade do parasita, em diferentes regides geograficas.

O género Giardia foi criado por Kunstler (1882), ao descrever um
flagelado do intestino de anfibios. Por varios anos, o conceito de uma rigida
especificidade de hospedeiro, proposto por Hegner (1990), dominou a taxonomia e
epidemiologia da giardiase, sendo Levine (1973) e Kulda e Nohynkova (1978)
influenciados por ele.

A classificacdo apropriada da Giardia sp é critica para um
entendimento da patogénese e patologia da infeccdo bem como a biologia do
organismo. As ferramentas para distinguirem isolados de Giardia foram inadequadas

até a recente introducéo de técnicas de biologia molecular e microscopia eletronica.
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Giardia ocupa a seguinte posicao sistematica:

Reino: Protista

Sub-reino: Protozoa

Filo: Sarcomastigophora

Sub-filo: Mastigophora

Classe: Zoomastigophorea

Ordem: Diplomonadida

Subordem: Diplomonadina

Familia: Hexamitidae

Género: Giardia

A taxonomia da Giardia em nivel de espécie tem-se mostrado
complicada e confusa. Um namero grande de espécies de validade dubia tem sido
descrito baseado, principalmente, na sua ocorréncia no hospedeiro em vez de
diferencas de morfologia. S&o descritas mais de 40 espécies do género Giardia
(THOMPSON, 1991), a maioria definida em funcéo do hospedeiro e procedéncia. No
entanto, baseada em alguns aspectos morfolégicos (forma dos corpos medianos), ha
uma tendéncia em se aceitar a existéncia de trés grupos de acordo com o estudo
morfolégico importante realizado por Filice (1952). O grupo € denominado de G.
lamblia e engloba as espécies parasitas do homem e de varios mamiferos. Os outros
dois sdo G. agilis presentes nos anfibios e G. muris isolados de roedores e,
possivelmente, de aves e répteis (THOMPSON et al., 2000). Mais recentemente,
outras duas espécies foram reconhecidas: G. psittaci, descrita no periquito
Melopsittacus undulatus e G. ardeae na garca Ardia herodias (THOMPSON et al,
1998; THOMPSON et al., 2000; ERLANDSEN e BEMRICK, 1987; ERLANDSEN et

al., 1990).
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Para Thompson et al. (2000), Olson et al. (2004), Caccio et al.
(2005) e SMITH et al. (2006), as andlises moleculares mostram que Giardia
encontrada no homem e em varios mamiferos pertencem ao mesmo genétipo e sao
designadas pelo mesmo nome especifico. Recursos moleculares tém sido utilizados
para a caracterizacdo epidemioldgica de giardiase humana, revelando isolados
genotipicamente distintos apesar de morfologicamente idénticos.

Nas dultimas décadas ocorreu um avango muito grande na
compreensao da diversidade genética encontrada dentro das populacdes de G.
lamblia. Com a ajuda de um painel de técnicas moleculares um padrao emergiu o
gue sugere que ha divisbes genéticas fundamentais dentro deste grupo definido
originalmente com bases morfolégicas por FILICE (1952).

Os dados moleculares permitiram dividir os diferentes isolados de G.
lamblia provenientes de humanos em dois ou mais grupos genéticos. Na Europa sao
descritos como “Polish” e “Belgian” (HOMAN, et al. 1992); na América do Norte,
como “Grupo 1, 2 e 3" (NASH e NOWATT, 1992) e na Autralia como “Assemblages”
A e B (MAYRHOFER et al. 1995), “Grupo 1 e 2" (HOPKINS et al., 1997) e “Grupo | e
II” (ANDREWS et al., 1989; THOMPSON, 2003). Analise comparativa mostrou que

estes varios nomes de grupos sao na verdade geneticamente idénticos (tabela 1).
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Tabela 1. Correspondéncia dos principais genétipos de G. lamblia com a

terminologia utilizada por diferentes autores.

GENOTIPOA GENOTIPOB METODOLOGIA USADA REFERENCIA
Andrews et al.,

Grupos l e ll Grupos lll e IV Eletroforese de aloenzimas 1989; Thompson,
2003.

Gruposle2 Grupo 3 Antigenos de superficie, RFLP, Nash e Nowatt,

gene grupo especifico 1992
Polish Belgian Andlise de isoenzimas, RFLP  Homan et al., 1992
Grupo A grupo B Andlise de isoenzimas Mayrhofer et al.,
1995
Sequéncia de um fragmento de Hopkins et al
Grupol Grupo2 gene da sub-unidade menor do b v
rRNA 1997

Andlises moleculares revelaram que o gendtipo A pode ser dividido
em dois subgrupos distintos. O subgrupo A-lI, compreende isolado de origem
humana e animal proximamente relacionado, constituindo o grupo de maior potencial
zoonGtico. O subgrupo A-ll, engloba apenas isolado de origem humana. O gendétipo
B €& composto predominantemente por isolados humanos, entretanto alguns
genadtipos de animais tém sido incluidos (MONIS et al. 1996 e 1998; EY et al. 1997).

Sogin et al. (1989) identificaram Giardia como um dos organismos
mais primitivos por meio de classificagdo molecular com o uso de uma regido que
codifica para a subunidade menor do rRNA.

A diversidade genética dos gendtipos, no grupo genético B é maior
gue os encontrados no grupo genético A, com alguns dos genotipos representando o
simples isolamento de hospedeiros especificos, como por exemplo, do bicho

preguica, chinchilas e gibdo (HOPKINS, et al., 1999; MELONI, et al., 1995).
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Recentes analises moleculares revelaram a diversidade genética
com relacdo a populacbes de G. lamblia através de isolados de humanos e animais
morfologicamente idénticos (HOPKINS et al.,, 1999; HOPKINS et al., 1997;
MAYRHOFER et al., 1995). Segundo Abe et al. (2005), G. lamblia € composta de
pelo menos sete grupos genéticos (A a G) e que a maioria desses grupos geneéticos
surgem por ter preferéncia por diversos hospedeiros; por exemplo grupo genético C
e D séo encontrados em cachorros, grupo genético E encontrados em animais de
fazenda, grupo genético F, em gatos e grupo genético G, em ratos (MONIS et al.,
1999).

Recentemente, outros gendtipos foram identificados entre Giardia
morfologicamente semelhantes a G. lamblia compreendendo, esta espécie,
atualmente, por ao menos sete genotipos distintos (MONIS et al. 1998; EY et al.,

1997; CACCIO et al, 2005) como est&o relacionados na tabela 2:

Tabela 2. Gendétipos identificados dentre isolados de G. lamblia, com seus

respectivos hospedeiros.

GENOTIPOS HOSPEDEIROS(S)

Homem, gado, gatos, cées, castor, porquinho-da-

Genotipo A-l (Grupo ) india, l6ris-preguicoso (Nycticebus coucang)

Gendtipo A-Il (Grupo I1) Homem

Homem, léris-preguicoso (Nycticebus coucang),

Genotipo B (Grupo I11) chinchilas, caes, castor, ratos, siamang (gibao)

Gendtipo B (Grupo V) Humanos

Gendtipo C/D (Caes) Caes

Genotipo F (Gatos) Gatos

Gendtipo E (Gado) Alpaca, gados bovino, caprino, suino e ovino

Gendtipo G (Rato, Rato-almiscarado
(Ondatra zebethicus) e camundongo-
do-campo (Microtus ochrogaster))

Rato domeéstico, Rato-almiscarado e camundongo-
do-campo

(Adaptada de Olson et al., 2004)
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A existéncia dos grupos acima se baseia nos resultados de um
estudo filogenético de Giardia usando a analise de quatro diferentes loci genéticos,
incluindo o sequénciamento parcial do gene 16S do rRNA e dados de aloenzimas.
Alguns desses genotipos sdo exclusivos de uma determinada espécie animal (céo,
gato, rato doméstico), constituindo, talvez, espécies distintas da G. lamblia
(THOMPSON et al., 2000; THOMPSON, 2003).

O diagnostico da giardiase pode ser feito pelo exame de fezes e €
considerado até hoje o padrdo ouro. E também realizado o “entero-test’, que
consiste na degluticdo pelo paciente de uma capsula de gelatina que permanece por
cerca de quatro horas no duodeno e depois o fio é retirado pela ponta livre e 0
contetdo intestinal € examinado microscopicamente. Como alternativa é realizada a
biépsia do duodeno sendo, entretanto, considerado um método muito invasivo. O
teste de Elisa ndo é realizado com freqiiéncia, mas tem uma sensibilidade de 98%
(LA VIA, 1994). Rocha (2003) prop0s em seu trabalho o desenvolvimento de um kit
para a pesquisa de coproantigenos através de ensaio imunoenzimatico, visando a
melhoria do diagndstico da giardiase e a diminuicdo do custo da metodologia.
Castanho (2004) empregou o teste de Elisa para detectar G. lamblia em fezes
obtendo sensibilidade de 100%.

Estudos moleculares de DNA de um organismo representam um
meétodo de caracterizacdo genética direta. Tanto as sequéncias expressas como as
nao expressas podem ser avaliadas.

Diferentes niveis de discriminacdo genética podem ser revelados e
utilizados nos agentes infecciosos usando técnicas apropriadas e regides de DNA

(THOMPSON e LYMBERY, 1996; THOMPSON et al., 1998).
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O teste de *“fingerpriting” utilizando micro/mini satélites ou PCR-
RFLP/IGS pode permitir o acompanhamento de gendétipos ou linhagens clonais a fim
de entender a transmissdo inter e intra-familiar para um nivel localizado na
comunidade endémica, bem como nos estudos longitudinais. Tais provas podem
também serem usadas no estudo da dindmica de transmissdo de diferentes
genadtipos, para a sintomatologia e resposta ao tratamento (THOMPSON et al.,
1998).

Para G. lamblia o PCR-RFLP foi aplicada em comunidade onde a
prevaléncia e frequéncia da transmissdo era alta. Em comunidades aborigines
australianas, as taxas de infeccdo em criancas e cées foram acima de 50%
(MELONI et al., 1993; REYNOLDSON et al., 1998).

A freqUéncia da transmissédo € alta e reinfec¢cdes ocorrem dentro de
poucos dias do tratamento (REYNOLDSON et al, 1998). Estudos sobre a
epidemiologia molecular de infecgbes por Giardia nessas areas endémicas mostram
gue existe extensa heterogeneidade genética na populacdo parasitada
(THOMPSON, 1991; HOPKINS, et al., 1999; MELONI et al., 1995). Usando IGS-
PCR (Intergenic spacer) diretamente sobre os cistos de G. lamblia recuperados de
tais comunidades foi possivel demonstrar a transmissao intrafamiliar mostrando que
guatro membros tinham sido infectados ao mesmo tempo com um genotipo idéntico
de G. lamblia (HOPKINS, et al., 1999). Além disso, um genotipo presente no mesmo
grupo familiar foi distribuido entre outros individuos da mesma idade que moram na
mesma comunidade e em diferentes comunidades, indicando a possibilidade de um
surto de transmisséo. Esta andlise foi também capaz de detectar infec¢bes mistas e
mostrou que num mesmo individuo o gendtipo de G. lamblia mudou num periodo

curto, contudo, em outros um mesmo genotipo foi mantido (HOPKINS et al., 1999).
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Tais estudos podem fornecer informacdes sobre fontes de infeccéo e transmissao,
bem como resposta ao tratamento e a importdncia imunitdria na prevencdo da
reinfeccdo. Informacdes sobre o papel da imunidade podem ser obtidas observando
individuos reinfectados com gendtipos diferentes ou com reinfeccdo recrudescente
da infeccéo primaria.

O genoma da G. lamblia tem o aspecto esperado de células
eucaroticas, incluindo cromossomos lineares, flanqueados por telémeros que sao
homdélogos na seqliéncia de outros eucariotos (TAGGG) (LE BLANCQ et al., 1991).

A andlise de RAPD é uma derivacdo do método de PCR que envolve
a amplificagcdo de varios loci andénimos do genoma, utilizando um dnico iniciador
decamero de sequéncia arbitraria (WILLIAMS, 1990; WELSH e MC CLELLAND,
1990). A metodologia representa uma promissora ferramenta que pode ser eficiente,
rapida e precisa para a deteccdo de diferencas genotipicas entre genotipos de G.
lamblia e que pode ser utilizada mesmo antes da crianga apresentar sintomas e a
analise do perfil eletroforético para comparacao entre e dentre acessos.

Técnicas moleculares tém maior poder discriminatério e medem a
composicdo genética mais diretamente do que os métodos morfolégicos. A técnica
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tem sido considerada promissora
(WILLIAMS et al., 1990) e é uma técnica baseada na amplificacdo randémica dos
segmentos de DNA com um simples iniciador de sequéncia nucleotidica arbitraria
(WILLIANS et al. 1990). Dispensa conhecimento prévio de sequéncia alvo, necessita
de um Unico iniciador pequeno (~ 10 bases) de sequéncia inespecifica e baixa
extringéncia.

Existem vérios coeficientes de similaridade para determinacdo da

divergéncia genética, porém o0s mais indicados para analise de dados binarios,
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oriundos de marcadores RAPD, enzimas e proteinas, sdo aqueles que relacionam
variaveis que sdo avaliadas pela presenca ou auséncia de marcas (SOKAL e
SNEATH, 1963; GOWER, 1986; CRUZ e CARNEIRO, 2003). Entre os varios
coeficientes de similaridade e dissimilaridade aqueles de uso mais rotineiro sdo o
coeficiente de coincidéncia, o de Jaccard, de Dice e o de Nei e Li.

Uma vez escolhido o coeficiente de similaridade mais adequado, as
distancias ou similaridades genéticas sdo estimadas. Considerando esse aspecto,
segue-se para analise de agrupamento, cuja finalidade € dividir um grupo inicial de
observacbes em subgrupos, de forma que exista homogeneidade dentro e
heterogeneidade entre esses subgrupos (CRUZ, 1990).

Técnicas como o RAPD tem sido empregada para verificar se a
amplificacdo casualizada do DNA pode ser usada para acessar a variabilidade entre
acessos, obter a distancia genética entre elas através da construcdo de
dendrograma. Dendrograma € a forma grafica mais usada para representar o
resultado final dos diversos agrupamentos. Nele estdo dispostas linhas ligadas
segundo os niveis de similaridade que agrupam pares de espécimes ou de variaveis.

Poucos foram o0s avancos obtidos com o isolamento e
caracterizacao de isolados de G. lamblia no Brasil, sendo escasso os dados sobre o
parasita presente em nosso meio. Os primeiros casos de axenizacdo de origem
humana foram relatados por Sogayar et al. (1989), sendo oriunda de uma crianca de
sete anos de idade, assintomatica, residente em um distrito de Botucatu-SP,
denominado BTUI/CC/89. Os outros isolados, também de Botucatu-SP, foram
estudados pelos mesmos pesquisadores: BTU-10, obtido de um paciente do sexo
masculino, de 21 anos de idade, assintomatico e BTU-11, também de paciente do

sexo masculino, 40 anos de idade, sintomatico, apresentando diarréia, flatuléncia e
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célica abdominal (GUIMARAES et al., 1999a e 1999b; GUIMARAES et al., 2002;
GUIMARAES et al., 2003).

Rocha et al. (1995) realizaram axenizagao e caracterizagdo de um
isolado de G. lamblia, denominado BHRF92, a partir das fezes de uma crianca de
guatro anos de idade, assintomatica, da cidade de Belo Horizonte-MG, sendo o
primeiro relato de caracterizacéo parcial de um isolado de parasita no Brasil.

Também em Belo Horizonte-MG, Rocha (2003) realizou a
axenizacdo e caracterizacao de trés isolados de pacientes assintomaticos (BHRF92
e BHLF93) e sintomatico (BHRA93), todos a partir de cistos obtidos de fezes de
pacientes.

Baseado nos dados citados sobre a transmissdo ocorrer entre
criancas, principalmente em creches e orfanatos, por ser a giardiase considerada
uma zoonose e por ser a doenca dificil de ser diagnosticada por métodos
convencionais, iniciou-se este trabalho a fim de melhor entender os meios de
transmissdo, sintomatologia, melhor profilaxia e tratamento a ser adotado na

comunidade.
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3.1 - OBJETIVO GERAL:

e Verificar a prevaléncia de G. lamblia em criancas que frequentam a
Associacao Municipal de Protecdo ao Menor — Presidente Bernardes/SP,
dos funcionérios, bem como dos familiares e animais de estimacao das
criancas positivas, avaliando as fontes de giardiase com auxilio da técnica

de RAPD.

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Realizar exame parasitologico de fezes coletadas de criancas que
freqientam a Associacdo Municipal de Protecdo ao Menor-Presidente
Bernardes/SP por meio de métodos de Faust, Lutz, Rugai e Grahan.

e Utilizar o mesmo procedimento acima em relacdo aos funcionarios da
creche.

e Recolher fezes dos familiares e animais de estimacao

e Identificar a espécie de G. lamblia por meio da técnica de PCR.

e Proceder a analise genotipica de isolados de G. lamblia por meio da

técnica de RAPD.
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4.1 - LOCAL DE ESTUDO E AMOSTRA

O estudo foi realizado no municipio de Presidente Bernardes que se
situa a oeste do Estado de Sdo Paulo. A cidade dista a 589 km da capital. Apresenta
uma area de 754 km? e com uma populacéo estimada em 15.488 habitantes.

Foram colhidas amostras de fezes de 101 criancas de 0 a 6 anos
gue frequentam a Associacdo Municipal de Protecdo ao Menor — Presidente
Bernardes/SP. Foram colhidas amostras de fezes de 9 funcionarios, 40 familiares
bem como 5 amostras de fezes dos animais de estimacédo das criancas. Foram
coletadas fezes da regido retal dos cées. As coletas foram feitas no periodo de
janeiro a julho de 2004.

Os exames coproparasitolégicos classicos foram realizados no
laboratorio clinico da Unoeste — Campus | — Presidente Prudente/SP.

As técnicas de PCR e RAPD foram realizadas no laboratério de
citogenética e biologia molecular do Campus Il Unoeste — Presidente Prudente/SP.

Os pais ou responséaveis pelas criancas atendidas, assinaram um
Termo de Adeséo consentindo a participacéo delas na pesquisa (Anexo ). Os pais e
os funcionarios também assinaram um Termo de Adesao consentindo a sua prépria
participacdo (Anexo IlI). Em seguida, foi aplicado um formulario ao responsavel pela
crianca (Anexo lll) contendo questionamento quanto as variaveis como condi¢des de
moradia, saneamento, renda familiar, idade das criangcas e existéncia de animais
domésticos residindo nas casas. As entrevistas foram realizadas por dois

entrevistadores, previamente treinados, apos ter sido realizada a prova piloto.
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4.2 — EXAME PARASITOLOGICO CLASSICO (coproparasitol6gico)

Os exames parasitologicos foram executados sistematicamente por
meio de trés métodos sendo: 1- método de sedimentacdo espontanea segundo Lutz
(1934), muito utilizado no diagndstico do exame parasitolégico de fezes. 2- Método
de Faust (AMATO NETO et al., 1963), utilizado para a concentracado de cistos de
protozoarios e ovos leves de helmintos, 3- Método de Rugai (VALLADA, 1988),
usado para detectar larvas de helmintos e, 4- Método de Graham ou Swab Anal,
utilizado para pesquisa de Enterobius vermicularis. Os exames foram realizados em

trés amostras repetitivas, colhidas em dias alternados.

4.3 — SEPARACAO E CONCENTRACAO DOS CISTOS DE G. lamblia PARA

TECNICAS MOLECULARES

Os cistos de G. lamblia foram separados de fezes humanas
eliminadas recentemente de acordo com a técnica de Roberts-Thompson et al.
(1976a) com adaptacdes.

As fezes foram diluidas em agua (1:5), filtradas em gaze e
centrifugadas durante cinco minutos a 700xg. O sedimento foi ressuspendido em
agua e novamente centrifugada a 700xg, repetindo o processo por quatro vezes com
0 objetivo de retirar o excesso de detritos. Na sequéncia foi realizado o primeiro
fracionamento ressuspendendo o sedimento e submetendo a suspensdao em
sacarose 1M e centrifugacdo a 250xg por 20 minutos. Os cistos localizados na
interface agua-sacarose foram retirados e transferidos para um tubo de centrifuga,

acrescentado-se agua e centrifugando-se a 700xg por 10 minutos. Para o segundo
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fracionamento, o sedimento foi ressuspenso em 3ml de agua e acrescentado 3ml de

solucdo de sacarose 0,75M. ApGs a homogeneizacdo a suspensado foi nhovamente

centrifugada a 250xg por 10 minutos. Posteriormente, os cistos foram removidos da

interface agua-sacarose e lavados por duas vezes em agua para retirar a sacarose.

Finalmente o sedimento contendo os cistos purificados foi ressuspenso em 1ml de

agua. Parte do sedimento foi colocado sobre uma lamina e observado ao

microscopio para confirmar a pureza do material (Fig. 1).

O processo descrito acima esta esquematicamente representado na

Figura 1.
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Figura 1. Processo de separacdo e concentracdo dos cistos de Giardia

lamblia a partir das fezes humanas.
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4.4 — Exame Parasitolégico Molecular

Além da deteccdo da G. lamblia pelos exames coproparasitoldgicos,

a espécie foi confirmada pela técnica de PCR e genotipada pela técnica de RAPD.

4.4.1 — Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA, os cistos purificados e concentrados (item
4.3) originarios das amostras contendo cistos de G. lamblia foram centrifugadas a
700xg por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante. Em seguida, foi adicionado ao
sedimento 500ul de solucdo TEN (10 mM Tris- H Cl, 10 mM EDTA, 150mM NaCl pH
8,0). Esta suspenséao foi colocada no nitrogénio liquido por 5 minutos e depois em
agua a 97°C também por 5 minutos. A operacéo foi executada por 3 vezes.

Em seguida, o tubo contendo a suspensdo foi mantido a 4°C,
acrescido de 5ul de lisozima 5% (10mg/100ul TEN), misturado no vértex e incubado
em banho-maria a 37°C por 1 hora. Apés esta operacao foi adicionado 50 pl de SDS
5% (sulfato dodecil de sédio). Em seguida, o tubo foi levado ao vértex e adicionado
2,5 ul de proteinase K (20mg/ml de H,0) e levado ao banho-maria por 30 minutos. A
amostra foi submetida a centrifugacdo a 700xg por 5 minutos, em seguida foi
adicionado alcool isopropilico e centrifugado a 13000xg por 5 minutos. O sedimento
foi lavado com alcool 70°C e ressuspendido com 200ul de solu¢do TE (Tris 10mM,;
EDTA 1mM)

O processo de extracdo de DNA descrito estd esquematicamente

representado na Figura 2:
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Figura 2. Processo de extracdo de DNA das amostras de G. lamblia.
4.4.2 — QUANTIFICACAO DO DNA

A concentragcdo de DNA foi determinada por espectrofotometria,
através da leitura da densidade 6tica a 260 nm (Shimadzu UV- 160 A), aplicando-se
a seguinte férmula:

Concentragdo de DNA (ug/ml) = Azgo X D x 50

Onde A,s0 = absorbancia a 260nm

D = Fator de diluicéo

50 = coeficiente do DNA, ou seja, uma leitura de absorbancia igual a
1, corresponde a concentracdo de 50ug/ml de DNA.

A leitura da absorbancia a 280 nm e a relacéo dos valores Azgo/Azso
permitiram avaliar a contaminacdo com proteinas, verificando, desta forma, a pureza
do DNA extraido.

E recomendavel uma relacédo de 1,8 a 2,0 (MANIATS et al., 1982).
Apébs a concentracdo foram preparadas solucdes de trabalho de 500ul; o DNA foi

diluido em agua mili Q filtrada e autoclavada para a padronizacédo de concentracao
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do DNA em 20 ng. Esta solucéo foi mantida em geladeira e utilizada para as reacoes

de PCR, sendo o DNA concentrado mantido em tampéo TE a -20°C.

443 — REA(;AO DE PCR UTILIZANDO INICIADORES ESPECIFICOS RH11 E
RH4 PARA G. LAMBLIA

A técnica de PCR foi realizada segundo Hopkins et al. (1997) tendo
cada amostra 2,5 ul de tampéo de PCR, 0,75 ul de MgCl, 50 mM, 0,5 ul de dNTPs,
0,5 pl de RH11 (5 — CATCCGGTCGATCCTGCC - 3, 0,5 pl de RH4 (5" —
AGTCGAACCC TGATTCTCCGCCAGG - 3) 1,25 pl de DMSO, 0,2 pl DNA
polimerase,17,8 ul de agua miliQ e 1,0 ul de DNA. A reacgédo foi desenvolvida em um
termociclador marca “MJ”, modelo PTC 100., utilizando 43 ciclos de reagdes a 94 °C
por 60 segundos, a 53°C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos.
Produtos de amplificacdo de 292 pb foi verificado submetendo o produto da PCR a
uma eletroforese em gel de agarose 1,5% e leitura em transluminador, usando-se o
analisador de imagens Alpha-Innotech, sendo as imagens capturadas por um

software especifico para controle da camera CCD acoplada sobre a camara escura.

4.4.4 — REACAO DE PCR UTILIZANDO INICIADORES ARBITRARIOS (RAPD)

A técnica de RAPD foi realizada de acordo com o protocolo descrito
por Steindel et al. (1993). Cada 10 ul de reagao, continham 0,1 U de taq polimerase
(Promega), 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl, e tampao (50 mM de KCI, 10 mM
de Tris, 10mM de Tris-HCI pH 8,5), 1 ng de DNA molde e 1uM de cada um dos

iniciadores listados a seguir:
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Tabela 3. Iniciadores utilizados no estudo da variabilidade genética dos isolados de
G. lamblia, através da analise de DNAs polimorficos amplificados ao acaso (RAPD).

INICIADORES SEQUENCIA N° DE BASES
IMIA2 5 TGC CGAGCT G 3 10
IMIA 3 5'AGT CACGCACZ 10
IMIA 5 S AGGGGTCTTGZ 10
IMIA 8 5 GTGACG TAG G 3 10
IMIA 10 5 GTGATCGCAG3Z 10

A técnica de RAPD foi realizada com um volume de 24 pl da mistura
contendo 1 pl de DNA extraido. Precisamente 43 ciclos foram utilizados entre as
reacoes de desnaturacdo a 94 °C por 60 segundos, anelamento a 50°C por 1 minuto
e extensao a 72°C por 5 minutos.

Para a realizacdo da PCR, foi utilizado um aparelho termociclador

marca “MJ”, modelo PTC 100.

4.5 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE PARA VISUALIZACAO DO DNA

AMPLIFICADO

Os produtos da PCR foram submetidos a uma separacdo
eletroforética em gel de agarose a 1,5 % em tampao TBE (Tris base, EDTA, Acido
bdrico) e revelados com brometo de etidio.

Os produtos de amplificacdo foram aplicados na canaleta, moldada

no gel. A corrida foi conduzida a eletroforese em cuba horizontal Horizon 11-14
(Gibco BRL) a voltagem constante de 100 volts por 30 minutos a temperatura
ambiente sendo acompanhada pelo indicador de azul de bromofenol, adicionado ao

tampédo da amostra (TBE 1X). O peso molecular das bandas foi estimado atraves de
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comparacao com padrdes de peso molecular (100pb-Promega) corridos juntamente
com as amostras.

Os géis foram analisados sobre o transluminador, usando-se o
analisador de Imagens Alpha-Innotech, sendo as imagens capturadas por um

software especifico para controle da camera CCD acoplada sobre a camara escura.

4.6 — ANALISE DO PRODUTO DE RAPD

A analise dos produtos de amplificacdo gerada por RAPD foi
realizada no departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas do Campus de Araraquara (Universidade Estadual Paulista —
UNESP), com o auxilio do programa Gel Compar Il (Applied Maths) versdo 2.0 para
Windows. A similaridade entre as amostras foi estimada pelo coeficiente de Dice,
gue gerou uma matriz de similaridade. A construcdo dos dendrogramas foi baseada

no método de ligacdo média ndo ponderada (UPGMA).
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5.1 — POPULACAO DE ESTUDO

Das 131 criangas da creche, 101 aceitaram participar deste trabalho.
Dessas, 61 tinham entre 0 a 3 anos e 40 criancas entre 4 a 6 anos. Deste total,
61,4% pertenciam ao sexo feminino e 38,6% ao masculino. Em 83,1% nao foi
verificado sintoma nas criancas e 16,9% apresentaram algum sintoma; entre as
gueixas relatadas, a diarréia, esteve presente em 14 criancgas.

Foram solicitadas amostras de fezes dos familiares cujas criangas
estavam positivas para G. lamblia, assim como dos cées, presentes nas residéncias
destas criancas positivas. Foram realizados exames parasitoldgicos dos funcionarios

gue trabalham na creche.

5.2 — EXAME PARASITOLOGICO DE FEZES

Das 101 amostras de fezes examinadas, 15 estavam infectadas com
G. lamblia, 62 criancas ndo apresentaram parasitas e 24 criancas apresentaram
outros parasitas.

A maioria das criancas néo tinha nenhum sintoma e entre a queixa
mais relatada foi a diarréia. As fezes a serem examinadas, na sua maioria
apresentaram-se pastosas, com algumas excecdes que se apresentaram diarréicas.

Dentre 0s outros protozoarios presentes nas criangas, nove era
Entamoeba coli e trés Endolimax nana. Dos helmintos presentes, nove eram
Enterobius vermicularis, um ovo de Ascaris lumbricoides e um ovo de Trichuris

trichiura.
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Nas amostras das criancas e parentes, obtivemos um total de 31
isolados de G. lamblia, constituindo assim a amostra analisada neste estudo.

A Tabela 4 mostra as caracteristicas dos isolados obtidos, os
resultados dos exames parasitolégicos, sintomas clinicos, sexo e idade das criancas

da creche:

Tabela 4. Dados com sintomas, resultados e caracteristica das fezes das criangas

da creche de Presidente Bernardes /SP, Brasil.

Crianca !Dados da crianga: Fc_)rma clinica Resultado Consisténcia
idade/sexo /sintomas do EPF* das fezes
PBC1 2 anos/masculino assintomatica G. lamblia Dura
PBC2 2 anos/feminino assintomatica G. lamblia Pastosa
PBC3 4 anos/feminino assintomatica G. lamblia pastosa
PBC4 3 anos/masculino diarréia G. lamblia Pastosa
PBC5 2 anos/masculino assintomatica G. lamblia Pastosa
PBC6 5 anos/masculino assintomatica E. nana Pastosa
PBC7 5anos/feminino assintomatica E. coli Pastosa
PBC8 5 anos/feminino diarréia (E; \llaelzrrnnlei“calljllaris Pastosa
PBC9 6 anos/masculino assintomatica G. lamblia Pastosa
PBC10 5 anos/masculino assintomatica G. lamblia Dura
PBC11 3 anos/masculino Dor de barriga G. lamblia pastosa
PBC12 4 anos/masculino diarréia G. lamblia pastosa
PBC13 3 anos/masculino assintomatica G. lamblia pastosa
PBC14 2anos/masculino diarréia G. lamblia pastosa
PBC15 3 anos/feminino assintomatica G. lamblia diarréicas
PBC16 2 anos/masculino assintomatica G. lamblia pastosa
PBC17 4 anos/masculino assintomatica E. nana pastosa
PBC18 4 anos/feminino assintomatica G. lamblia Pastosa
PBC19 4 anos/masculino assintomatica ausentes pastosa
PBC20 3 anos/ feminino assintomatica ausentes pastosa
PBC21 5 anos/feminino diarréia E. vermicularis diarréicas
PBC22 2 anos/masculino assintomatica ausentes pastosa
PBC23 4 anos/feminino assintomatica ausentes pastosa
PBC24 6anos/masculino assintomatico ausentes Pastosa
PBC25 5anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC26 6anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC27 5anos/masculino assintomatico E. nana pastosa
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PBC28
PBC29
PBC30
PBC31
PBC32
PBC33

PBC34

PBC35
PBC36
PBC37
PBC38
PBC39
PBC40
PBC41
PBC42
PBC43
PBC44
PBC45
PBC46
PBC47
PBC48
PBC49
PBC50
PBC51
PBC52
PBC53
PBC54
PBC55
PBC56
PBC57
PBC58
PBC59
PBC60

PBC61

PBC62
PBC63
PBC64
PBC65
PBC66
PBC67

4anos/feminino
1 ano/feminino
6 meses/feminino
3 meses/feminino
6 meses/feminino
5anos/feminino

10 meses/masculino

4anos/feminino
3anos/feminino
2anos/feminino
4anos/feminino
5anos/feminino
3anos/feminino
1 ano/feminino
5anos/feminino
5anos/masculino
2anos/masculino
4anos/masculino
6anos/feminino
4anos/feminino
4anos/masculino
5anos/feminino
4anos/feminino
4anos/masculino
3anos/masculino
5meses/masculino
lano/masculino
4anos/feminino
5anos/masculino
2anos/feminino
3anos/feminino
3anos/feminino
3anos/feminino

5anos/masculino

3anos/feminino
5anos/masculino
2anos/masculino
4anos/feminino
3anos/feminino
4anos/masculino

assintomatico
assintomatico
assintomatico
diarréia

Diarréia

assintomatico
assintomatico

assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
Diarréia

assintomatico
assintomatico
diarréia

assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
diarréia

assintomatico
diarréia

diarréia

assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico

assintomatico

assintomatico
assintomatico
assintomatico
assintomatico
diarréia

assintomatico

E. coli

ausentes
ausentes
ausentes
ausentes

ausentes

E. coli/
E. vermicularis

E. vermicularis
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
E. coli
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
E. coli

E. vermicularis
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
ausentes

ausentes

E. coli/
E. vermicularis

ausentes
ausentes
ausentes
ausentes
E. coli

ausentes

pastosa
pastosa
pastosa
diarréica
diarréica
pastosa
pastosa

pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa

pastosa

pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
pastosa
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PBC68 2anos/feminino diarréia ausentes pastosa
PBC69 lano/masculino assintomatico ausentes pastosa
PBC70 4anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC71 3anos/feminino diarréia ausentes pastosa
PBC72 2anos/masculino assintomatico E:;’uer:]rglrfcu;?éss pastosa
PBC73 lano/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC74 lano/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC75 2anos/masculino assintomatico ausentes pastosa
PBC76 2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC77 2anos/feminino assintomatico E.vermicularis pastosa
PBC78 3anos/masculino diarréia ausentes pastosa
PBC79 2anos/masculino assintomatico ausentes pastosa
PBC80 3anos/masculino assintomatico ausentes pastosa
PBC81 4anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC82 Tmeses/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC83 4anos/masculino assintomatico T. trichiura pastosa
PBC84 lano/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC85 lano/masculino assintomatico ausentes pastosa
PBC86 2anos/feminino assintomatico E. coli pastosa
PBC87 3anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC88 3anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC89 3anos/masculino assintomatico ausentes pastosa
PBC90 2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBCI1 2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC92 lano/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC93 2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC94 3anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC95 3anos/feminino assintomatico E. vermicularis pastosa
PBC96 2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC97 2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC98 2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC99 2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC100  2anos/feminino assintomatico ausentes pastosa
PBC101  3anos/feminino assintomatico E. coli pastosa
Legenda: PBC - Criancas da creche EPF - Exame parasitolégico de fezes.

T. trichiura - Trichuris trihciura
A. lumbricoides - Ascaris lumbricoides
E. vermicularis - Enterobius vermicularis

G. lamblia - Giardia lamblia
E. coli - Entamoeba coli
E. nana - Endolimax nana
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Das criangas positivas para G. lamblia foram requisitadas amostras
de fezes de seus familiares (pais e irmaos). Sete maes e 9 irméaos apresentaram G.
lamblia em suas fezes. Os exames parasitologicos dos pais foram realizados e

nenhum exame apresentou G. lamblia, como mostra a Tabela 5:

Tabela 5. Resultado dos exames parasitolégicos das fezes dos familiares das

criancas da creche de Presidente Bernardes /SP, Brasil.

Crianca Familiares Resultados
PBM1 G. lamblia
PBC1 PBP1 negativo
PBI1 negativo
PBM2 G. lamblia
PBC2 PBP2 negativo
PBM3 G. lamblia
PBC3 PBP3 negativo
PBI3 negativo
PBM4 G. lamblia
PBC4 PBP4 negativo
PBI4 negativo
PBM5 G. lamblia
PBC5 PBP5 negativo
PBI5 G. lamblia
PBM8 G. lamblia
PBC8 PBP8 negativo
PBI8 Negativo
PBM9 negativo
PBCO PBP9 Negativo
PBM10 negativo
PBC10 PBP10 Negativo
PBM11 negativo
PBC11 PB11 negativo
PBI11 G. lamblia
PBM12 G. lamblia
PBCL2 PBP12 Negativo
PBM13 negativo
PBC13 PBP13 negativo
PBI13 G. lamblia
PBM14 negativo
PBC14 PBP14 negativo
PBM15 negativo
PBC15 PBP15 negativo
PBI15 G. lamblia
PBM16 negativo
PBC16 PBI16a G. lamblia
PBI16b G. lamblia
PBM18 negativo
PBP18 negativo
PBC18 PBI18a G. lamblia
PBI18b G. lamblia
PBI18c G. lamblia

Legenda: PBM — Méae / PBP — Pai/ PBI — Irmao
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Os exames parasitoldgicos dos funcionarios da creche foram também

realizados e nenhum apresentou G. lamblia.

Através dos dados obtidos no formulario epidemiol6gico, foram
identificadas as criancas que apresentavam o parasita e possuiam animais de
estimacdo em suas residéncias. Nos casos positivos, 0s mesmos foram submetidos

a exames parasitolégicos de fezes e nenhum animal apresentou G. lamblia.

5.3 — SEPARACAO DOS CISTOS DAS FEZES HUMANAS

Foram obtidos 31 isolados de G. lamblia a partir de fezes humanas,
sendo 15 de criancas da creche e 16 de seus parentes. O método de gradiente de
sacarose mostrou-se eficiente, permitindo a obtencdo de um grande numero de
cistos, com elevado grau de pureza e viabilidade, como pode ser observado na

Figura 3:

."" e

9, Tu . .

Figura 3. G. lamblia: cistos separados e concentrados de fezes humanas por meio
de gradiente de sacarose, observados com aumento de 400X.
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5.4 — AMPLIFICACAO DOS ISOLADOS UTILIZANDO INICIADORES RH11 E RH4

Dos isolados obtidos foi amplificado a regido marcadora do genoma

de G. lamblia com 292 pb do gene 16s do rRNA usando os primes RH11 E RH4

como mostram as figuras 4a e 4b:

4 o
(&} (&}
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PBC3
PBC4
PBC5
PBC8
PBC9
PBC10
PBC11
PBC12
PBC13
PBC14
PBC15
PBC16
PBC18

Figura 4a: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando a
amplificacdo da regido marcadora do genoma de Giardia lamblia usando os
iniciadores RH11 e RH4.

Legenda: PBC - isolados das criancas e M - marcador.

PBM1
PBM2
PBM3
PBM4
PBM5
PBI5
PBM8
PBI11
PBM12
PBI13
PBI15
PBI16a
PBI16b
PBI18a
PBI18b
PBI18c

Figura 4b: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando a
amplificagdo da regido marcadora do genoma de Giardia lamblia, usando os
iniciadores RH11 e RH4.

Legenda: PBM - isolados das mées das criancas, PBI - isolados dos irm&os e M -
marcador.
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5.5 — ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA DOS ISOLADOS DE G. lamblia

POR MEIO DE RAPD.

Os perfis de bandas gerados por cada um dos iniciadores utilizados
no RAPD sdo mostrados na Figuras 5, 6, 7, 8 e 9. A técnica do RAPD foi capaz de
evidenciar a variabilidade genética existente entre os isolados analisados.

Cada iniciador produziu numerosos fragmentos amplificados de
DNA. As Figuras 5a e 5b, mostram os perfis genéticos gerados quando foi utilizado o
iniciador IMIA2, sendo as canaletas de 1 a 15 de criancas da creche e de 16 a 31,
dos membros da familia. Quando utilizado o iniciador IMIA2 o perfil de bandas da
maioria das criangas se apresentaram muito semelhantes

As Figuras 6a e 6b, mostram os perfis genéticos gerados quando foi
utilizado o iniciador IMIA3, sendo as canaletas de 1 a 15 de amostras de criancas da
creche e as de 16 a 31, dos familiares. Com este iniciador os perfis de bandas se
mostraram bastante heterogéneos.

As Figuras 7a e 7b, mostram os perfis genéticos gerados pelo
iniciador IMIA5, sendo as canaletas de 1 a 15 das amostras de criangas e as de 16 a
31, de membros da familia, apresentando perfis de bandas bastante semelhantes.

As Figuras 8a e 8b, mostram os perfis genéticos gerados quando
utilizado o iniciador IMIA8, sendo as canaletas de 1 a 15 das amostras de criancas
da creche e as de 16 a 31, dos membros da familia, apresentando os perfis de
bandas bastante semelhantes, principalmente das criancas.

As Figuras 9a e 9b, mostram os perfis genéticos gerados pelo

iniciador IMIA10, sendo as canaletas 1 a 15 de amostras de criancas e as de 16 a
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31, das amostras de fezes dos membros da familia, apresentando os perfis de

bandas semelhantes na maioria das criangas.
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PBC2
PBC3
PBC4
PBC5
PBC8
PBC9
PBC10
PBC11
PBC12
PBC13
PBC14
PBC15
PBC16
PBC18
PBM1
PBM2
PBM3

Figura 5a: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIA2.

Legenda: PBC - isolados das criancas; PBM - isolados das mées das criancas e M -
Marcador de peso molecular.

PBM4
PBM5
PBI5
PBM8
PBI11
PBM12
PBI13
PBI15
PBI16
PBI16
PBI18
PBI18
PBI18

Figura 5b: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIA2.

Legenda: PBM - isolados das maes das criangas; PBI - Isolados dos irméos das
criancas e M - Marcador de peso molecular.
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PBC3
PBC4
PBC5
PBC8
PBC9
PBC10
PBC11
PBC12
PBC13
PBC14
PBC15
PBC16
PBC18
PBM1
PBM2
PBM3
PBM4
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Figura 6a: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIAS.

Legenda: PBC - isolados das criancas; PBM - isolados das mées das criancas e M -
Marcador de peso molecular.

PBM5

PBM8

PBM12
PBI16a
PBI16b
PBI18a
PBI18b
PBI18c

PBI5

PBI11
PBI13
PBI15

Figura 6b: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIAS.

Legenda: PBM - isolados das maes das criancas; PBI - Isolados de irmdos das
criangas e M - marcador de peso molecular.
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PBC2
PBC3
PBC4
PBC5
PBC8
PBC9
PBC10
PBC11
PBC12
PBC13
PBC14
PBC15
PBC16
PBC18
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PBM2
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Figura 7a: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIAS.

Legenda: PBC - isolados das criangas, PBM - isolados das mées das criancas, PBI -
Isolados dos irméos das criangas e M - Marcador de peso molecular.

PBM3
PBM4
PBM5
PBI5
PBM8
PBI11
PBM12
PBI13
PBI15
PBI16a
PBI16b
PBI18a
PBI18b
PBI18c

Figura 7b: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIA5.

Legenda: PBM - isolados das méaes, PBI - Isolados dos irm&os das criancas e M -
Marcador de peso molecular.
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PBC1
PBC2
PBC3
PBC4
PBC5
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Figura 8a: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIA8.

Legenda: PBC- isolados das criancas de Presidente Bernardes; PBM - isolados das
maes, PBI - Isolados dos irmaos das criancas e M - Marcador de peso molecular.

PBM2
PBM3
PBM4
PBM5
PBI5
PBM8
PBI11
PBM12
PBI13
PBI15
PBI16a
PBI16b
PBI18a
PBI18b
PBI18c

Figura 8b: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIAS.

Legenda: PBM - isolados das maes das criangas, PBI - Isolados dos irméos das
criancas e M - Marcador de peso molecular.
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Figura 9a: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIA10.

Legenda: PBC - isolados das criancas; PBM - isolados das méaes das criancas; PBI
— Isolados dos irmaos das criancas e M - Marcador de peso molecular.
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Figura 9b: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio, mostrando os perfis
de RAPD dos isolados de Giardia lamblia obtidos com o iniciador IMIA10.

Legenda: PBM - isolados das maes das criancas; PBI — Isolados dos irméaos das
criancas; M - Marcador de peso molecular.
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As bandas geradas no RAPD com os quatro iniciadores foram
utilizadas para a construcdo do dendrograma que utiliza o coeficiente de Dice de
similaridade e UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithimetic Mean) de
agrupamento.

Para avaliar os resultados do RAPD ndo foram consideradas as
diferencas na intensidade das bandas. Os perfis genéticos produzidos por cada
iniciador foram analisados através de dendrogramas, gerados individualmente e o
desempenho de cada um foi avaliada pelo nivel de polimorfismo gerado. A maior
variabilidade genética foi observada nos resultados gerados pelo iniciador IMIA 8,
onde todos os isolados se mostraram diferentes.

Com excecdo do iniciador IMIA 5, os demais iniciadores foram
capazes de apresentar bandas fortes e robustas. Por esta razdo, o iniciador IMIA 5
foi descartado no momento da construcdo do dendrograma por apresentar bandas
fracas.

Para uma melhor avaliagdo da relacdo entre os isolados, os perfis
genéticos gerados pelo RAPD com os quatro iniciador (IMA2, IMA3, IMA8 e IMA10)
foram utilizados para a construcdo de um Unico dendrograma contendo os 31
isolados de G. lamblia (Figura 10).

A observacdo do dendrograma permitiu a identificacdo de trés
grandes grupos genéticos distintos com valores de similaridade de aproximadamente
45% entre seus isolados.

O grupo 1, é composto por 8 isolados, sendo 7 amostras de
membros da familia (mae ou irméo) e apenas 1 amostra de crianca, incluindo sua

mdae. O grupo 2, é formado por 15 isolados, sendo 14 amostras de criancas da
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creche e apenas 1 mae, incluindo seu filho. De todas as criancas que apresentaram
G. lamblia (15), 93,3% delas (14) foram alocadas no grupo genético 2.

O grupo 3 é composto por 8 isolados pertencentes apenas aos
membros da familia das criancas da creche (mé&e ou irmao).

A maior relacdo de similaridade genética encontrada entre os
isolados analisados foi observada com as amostras das criancas PBC1 e PBC11

(grupo 2) apresentando cerca de 88% de similaridade.

TASHIMA, N. T., 2007



RESULTADOS

47

RAPD2+RAPD3+RAPD8+RAPD10
Consensun

I 40
— 50
j60
—70
— 80
— 90
;100

PBC4
PBI16b
PBI18¢c
I PBI18b
PBMS8
PBl16a
PBM4
PBI18a
PBC16
PBC15
| PBC18
PBC2
PBC8
PBC5
PBC3
PBC10
PBC12
—] — PBCA1
e PBC11
PBC14
PBC9
PBC13
PBM1
PBM5
PBI5
PBM11
PBM3
PBM2
PBM12
PBI15
PBM13

irmao de PBC16
irmao de PBC18
irmao de PBC18
mée de PBC8

irmao de PBC16
mée de PBC4

irmao de PBC18

mée de PBC1
mée de PBC5
irmao de PBC5
méae de PBC11
mée de PBC3
mé&e de PBC2
mée de PBC12
irmao de PBC15
mée de PBC13

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Figura 10: Dendrograma dos isolados de G. lamblia obtido com os dados gerados

pelo RAPD realizados com 4 iniciadores.

Legenda: PBM - isolados das maes das criancas; PBI — Isolados dos irmaos das

criancas; M - Marcador de peso molecular.
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6. DISCUSSAO

As enteroparasitoses humanas sao um problema de saude publica e
podem ser consideradas como indicadores das condi¢des socio-econémicas em que
vive uma dada populacdo. Face a baixa mobilidade e a vulnerabilidade, as criancas
menores de 5 anos refletem bem a contaminacdo de uma regido (STENDEL et al.,
2002).

Segundo Ferreira et al. (2000), as recentes reducdes na prevaléncia
das parasitoses se devem a melhoria da renda familiar, da escolaridade materna, de
moradia, de saneamento e de acesso a servicos de saude. Embora tenha sido
observada diminuicdo de parasitoses em todos os estratos sociais, foi mantida a
relacdo inversa entre nivel de renda e a ocorréncia de parasitismo.

O presente trabalho mostrou que 38,6% das criancas menores de 06
anos que freqientam a creche infantil de Presidente Bernardes-SP apresentavam
cistos ou ovos de pelo menos um parasita. O protozoario G. lamblia e o helminto E.
vermicularis foram os parasitas mais frequentes, com prevaléncia de 15,8% e 8,9%,
respectivamente. Destaca-se aqui que apesar da proporgcédo das criangas do sexo
feminino analisada ser praticamente o dobro da do sexo masculino (61,1% feminino
e 38,9% masculino), a frequéncia da giardiase foi de 10 meninos infectados para 5
meninas.

Machado et al. (1999), concluiram que tanto a idade quanto o nivel sécio-
econdmico sao determinantes da giardiase. O nivel sécio-econdmico e cultural
influencia as condicdes de higiene pessoal e cuidado com a agua e os alimentos,
podendo-se inferir que em classes menos favorecidas esses cuidados nao sao

rigorosamente observados.
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Cardoso et al. (1995) e Black et al. (1977) sugeriram que a
giardiase, segundo dados epidemioldgicos, pode ser transmitida por via fecal-oral
entre criancas que freqientam creches e destas aos seus familiares. Eligio-Garcia et
al. (2005), citaram que no México a transmissao zoonoética entre criancas e caes €
uma realidade e isto ocorre também devido a outros fatores como condi¢des socio-
culturais e sanitarias.

Diante da alta frequéncia de giardiase encontrada nas criancas da
creche estudada pensou-se na possibilidade de uma via em comum de transmissao
gue poderia ser a transmissao interpessoal entre as criangas, ou a transmissao
através de alimentos e agua contaminados ou ainda transmissao por animais de
estimacao.

A maioria (80%) das criancas tinha familia com renda familiar entre 2
a 3 salarios minimos. Todas as criancas selecionadas residiam em casas com agua
encanada, o que corrobora resultados de outros autores que afirmam que a cloragao
ndo destréi adequadamente o parasita (LA VIA, 1994). Entretanto trabalhos
realizados por Tsuyuoka et al. (1999) mostraram nao haver associacao entre cistos
de protozoarios e o tipo de agua ingerida.

Estudos realizados em escolares no Quénia mostraram uma
prevaléncia de 87% para ancilostomose, 88% para tricuriase e 31% para ascaridiase
(STEPHENSON et al., 1994). Em Holambra-SP, estudos realizados por Kobayashi et
al. (1995) indicaram Ascaris lumbricoides como o helminto mais frequente.

Neste trabalho, o helminto mais frequente foi E. vermicularis (8,9%).
Segundo Costa-Macedo et al. (1999) como as rotas de transmissao da ascaridiase
pressupdéem contato com solo e/ou alimentos contaminados e dependem de um

tempo para que o0s ovos eliminados pelo hospedeiro no ambiente tornem-se
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infectantes (geohelmintos) € possivel que a prevaléncia de E. vermicularis deva-se a
sua forma de transmisséo fecal-oral direta, pois ja elimina ovos embrionados.

G. lamblia foi o parasito mais frequente entre as criancas estudadas
(15,8%) sendo que a identificacdo da espécie foi confirmada pela técnica de PCR
(Fig. 4a e 4b). Graczyk et al. (1999) usando a técnica de PCR empregando o mesmo
par de iniciadores RH4 e RH11 para estudar também cistos de G. lamblia verificaram
haver a ocorréncia de contaminagdo de moluscos por fezes humanas.

Por outro lado, os varios isolados de G. lamblia estudados por
diversos autores, apesar da semelhanca morfolégica, tém exibido diferentes graus
de heterogeneidade genética (ANDREWS et al., 1989 e 1998; MAYRHOFER et al.,
1995; HOMAN et al., 1992; NASH e MOWATT, 1992; HOPKINS et al., 1997; MONIS
et al., 1996). No entanto, o significado biolégico dessa variabilidade nédo esta
totalmente esclarecido. Os isolados podem diferir em aspectos como a infectividade
(VISVERA et al., 1998), metabolismo (HALL et al., 1992), crescimento in vivo e in
vitro (ANDREWS et al., 1992), padréo isoenzimético (BERTAN et al., 1983; BAVEJA
et al., 1986; KORMAM et al., 1986; MELONI et al., 1988, 1989 e 1992; ANDREWS et
al., 1989), entre outros.

Segundo Andrews et al. (1989), duas hipGteses poderiam ser
levantadas para explicar esta heterogeneidade. Na primeira, os diferentes isolados
de G. lamblia constituiiam uma Unica espécie, apresentando elevado grau de
variacdo intraespecifica. Na segunda hipotese, a G. lamblia seria um complexo,
consistindo de duas ou mais espécies morfologicamente semelhantes, manifestando
diferengas nas caracteristicas acima mencionadas. O potencial zoonético da G.
lamblia esta intimamente ligado a heterogeneidade dos isolados, sendo essa a outra

guestao de fundamental importancia na giardiase.
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Tanto a heterogeneidade genética como o potencial zoonadtico de G.
lamblia pode variar conforme a area geogréafica (BERTRAM et al., 1983; MELONI et
al., 1988; HAQUE et al., 2005), dai a importancia de se conhecer o parasita presente
em diferentes regides. Meloni et al. (1992) utilizaram a eletroforese de isoenzimas
para analisarem isolados da Austrélia e da Suica, de origem humana e de animais. A
heterogeneidade observada entre os isolados da Australia foi maior do que entre os
isolados da Suica. Hopkins et al. (1997) verificaram que em duas comunidades da
Austrélia, a heterogeneidade observada entre G. lamblia isolada do homem e do céo
ndo foi a mesma. Em uma area urbana, os isolados do homem e de caes pertenciam
a um mesmo genoétipo, sendo provavel gue o homem se infectasse com o parasita
do céo e vice-versa. JA em uma comunidade aborigine, os isolados de cédes e de
origem humana pertenciam a genotipos diferentes, sendo o potencial zoonético de
transmissao diferentes nas duas éareas. No nosso trabalho ndo foi possivel
estabelecer esta correlacdo, uma vez que, examinados as fezes dos cdes nenhum
apresentou cistos de G. lamblia. Cinco criancas que apresentaram G. lamblia
possuiam cachorros em sua residéncia. Os exames de fezes dos animais nao
apresentaram G. lamblia, o0 que nos leva a acreditar que essas criangas nao
adquiriram a doenca por meio de seus animais de estimacao.

Kirkpatric e Green (1985) realizaram um estudo em que
determinaram quais 0s papéis desempenhados pelos gatos domésticos na
epidemiologia da giardiase humana, indicando que os mesmos sao hospedeiros
pobres de G. lamblia de humanos e sugerem que gatos provavelmente ndo servem
como reservatorios de Giardia capazes de infectarem humanos.

A técnica de RAPD tem sido amplamente utilizada para estudar a

diversidade genética de G. lamblia. Este método utiliza iniciadores arbitrarios,
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detectando polimorfismo em diferentes loci, permitindo, desta forma, uma visao
global do genoma, independente do conhecimento do grau de ploidia do
microrganismo estudado. A caracterizagao dos isolados de G. lamblia empregando a
técnica de RAPD neste trabalho revelou uma grande variabilidade genética existente
entre os isolados estudados. Foram verificados 31 perfis genéticos distintos entre os
31 isolados analisados, indicando auséncia de cluster. Maior diversidade foi
verificada entre os isolados de uma mesma familia. Por outro lado, maior relacao de
similaridade (88%) foi observada entre os isolados de duas criancas da creche.

Haque et al. (2005) sugeriram um aumento de diarréia classificados
como grupo genético A, contudo outros trabalhos mostram o grupo genético B
associado com infec¢fes assintomaticas.

Sedinova et al. (2003) realizaram trabalhos utilizando também
técnicas de RAPD para determinar a heterogeneidade de G. lamblia, principalmente
de fontes animais a fim de estimar o potencial zoonoético dos isolados. Dos seus 25
isolados conseguiram distinguir trés chaves altamente distintas correspondentes aos
grupos genéticos A, B e E.

Mac Roberts et al (1996) realizaram pesquisa com amostras de G.
lamblia obtidos de criacdo de cegonhas localizado a oeste da Australia comparando-
as com isolados de G. ardeae (ERLANDSEN et al, 1990) e G. lamblia (MELONI et al,
1988). Os isolados das cegonhas foram morfologicamente e geneticamente muito
diferentes de G. lamblia sugerindo que a significancia genética desses isolados é
minima.

A caracterizacdo dos isolados de G. lamblia empregando a técnica

de RAPD neste trabalho também revelou uma variabilidade genética existente entre
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os isolados estudados. A maior relacdo de similaridade observada entre amostras foi
de 88%, entre duas criangas da creche.

No nosso trabalho, das quinze criancas que apresentavam G.
lamblia, cinco apresentaram sintomas e apenas uma crianca apresentou fezes
diarréicas.

A grande maioria das criancas estudadas apresentou perfil genético
compondo um anico grupo genético (grupo 2) de cerca de 45% de similaridade, com
excecao de um isolado. Os parentes (maes e irmaos) foram divididos em outros dois
grupos genéticos distintos de cerca de 45% de similaridade (grupos 1 e 3), incluindo
apenas uma criangca em um dos grupos (grupo 1), levando-nos a crer que as
criancas nao estéo trazendo este parasita das suas respectivas residéncias.

Estudos anteriores empregando o RAPD demonstraram a
variabilidade genética entre isolados de G. lamblia. Morgan et al. (1993)
caracterizaram 14 isolados provenientes de diferentes animais e regides
geograficas, comparando os resultados com os dados ja existentes de analise de
isoenzimas destes mesmos isolados. Apesar dos autores descreverem uma
correlacdo significativa entre os dois métodos, algumas diferencas foram
observadas. Sete dos quatorze isolados foram agrupados de forma diferente, de
acordo com a andlise de isoenzimas e RAPD, embora as duas metodologias tenham
dividido os 14 isolados em 10 grupos.

Ainda dentro do estudo da epidemiologia molecular, Homan e Mank,
2001, utilizando uma outra técnica denominada de RFLP verificaram que o niumero
de gendtipos detectado era limitado e consistia principalmente de grupos genéticos
A e B com um simples isolado pertencente ao grupo genético B. Os autores

verificaram ainda uma clara relacdo entre o gendtipo e queixa de diarréia nas
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pessoas infectadas por G. lamblia. Embora o nimero de pessoas investigadas fosse
pequeno, os autores correlacionaram o tipo de diarréia moderada e intermitente com
0 gendtipo A e o tipo de diarréia atual e persistente com o genétipo B (HOMAN e
MANK, 2001). Entretanto, no nosso trabalho, das 15 criancas que apresentavam G.
lamblia, uma grande porcentagem eram assintomaticas sendo que apenas cinco
apresentaram sintomas e dentre elas uma Unica crianca com fezes diarréicas. Estes
dados reforcam os dados de Eligio-Garcia et al. (2005) que ndo encontraram
associacao entre patologia e genatipo.

A técnica de RAPD tem sido amplamente utilizada para estudar a
diversidade e a variabilidade genética entre isolados de G. lamblia (AL-TUKHI et al.,
1991 e THOMPSON et al., 1993) Entretanto a técnica de RAPD também tem se
revelado como uma ferramenta poderosa no estudo da epidemiologia molecular de
bolores e leveduras (MATSUMOTO et al., 2006). No estudo da G. lamblia, para a
realizacdo da técnica do RAPD como referido no proprio nome, consiste numa
amplificacdo aleatéria de fragmentos de DNA gendmico e neste sentido, 0s
parametros empregados sao de baixa extringéncia (MORGAN, et al., 1993). Em
presenca de bactérias ou de fungos, sempre ha possibilidade de amplificar também
DNA dos contaminantes. No estudo de diversidade genética de G. lamblia, a
auséncia de contaminantes € obtida pelo cultivo. Entretanto nem todos os isolados
crescem in vitro (ROCHA, 2003) o que inviabiliza o seu uso na epidemiologia
molecular.

Neste trabalho tentou-se avaliar a possibilidade de utilizar a técnica
de RAPD no estudo de epidemiologia molecular da G. lamblia, determinando a
transmissao dos cistos dentro da populagao proposta. Assim, estudou-se uma outra

forma de purificacdo e eliminagcdo de contaminantes, sem a necessidade de cultura
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para selecionar as células de G. lamblia. Este intento foi obtido empregando
centrifugacéo em gradiente de concentracédo (ROCHA, 2003), fato que possibilitou a
separacao dos cistos como mostra a Fig. 1.

Por outro lado, a observacao do dendrograma (Fig. 10), permitiu a
identificacdo de trés grandes grupos genéticos (grupo 1,2 e 3) distintos com valores
de similaridade de aproximadamente 45% entre seus isolados. O grupo 1, foi
composto por 8 isolados , sendo 7 amostras de membros da familia (m&e ou irméo)
e apenas 1 amostra de crianga, incluindo sua mé&e. O grupo 2, formado por 15
isolados abrangeu a grande maioria das criangcas estudadas (93,3%) sendo 14
amostras de criancas da creche e apenas 1 mée, incluindo seu filho. O grupo 3 foi
composto por 8 isolados pertencentes apenas dos membros da familia das criancas
da creche (mde e irmao). Neste sentido, os parentes (maes e irmédos) foram
alocados principalmente entre os grupos 1 e 3. Apenas uma crianca estava incluida
em um dos grupos (grupo 1), levando a crer que as criangas nao estao trazendo este
parasita das suas respectivas residéncias.

Por outro lado, neste estudo, foi verificado auséncia de G. lamblia
entre funcionérios desta creche. Neste sentido € possivel inferir que as infeccbes
gue acometeram estas criancas foram de transmissdo pessoa-pessoa, entre as
préprias criancas da creche. Caso houvesse um veiculo comum como agua ou
alimentos contaminados sendo utilizados na creche, provavelmente haveria
funcionarios também infectados. Um trabalho posterior mais abrangente, envolvendo
toda a populacdo de Presidente Bernardes provavelmente possibilitara uma
concluséo mais definitiva.

Apéds a obtencdo dos resultados dos exames, estes foram entregues

a direcdo da creche e aos pais para serem encaminhados ao pediatra do Posto de
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Saude visando tratamento gratuito. Na creche foi apresentada uma palestra aos pais
e funcionarios abordando transmissdo das enteroparasitoses, 0s resultados obtidos
na creche e como a comunidade pode atuar para reduzir ou evitar as infecc¢oes.
Apesar destas atividades desenvolvidas com as comunidades os
resultados demonstram a necessidade da implementacdo de medidas de
saneamento basico e programas continuos, concomitantemente, visando a
educacao sanitaria, acompanhamento rotineiro das infecces parasitarias bem como
participacdo e verificagdo da eficacia do tratamento preconizado. Doencas
parasitarias podem ser evitadas através de campanha social do governo, em que se
priorize o saneamento basico e, em um segundo momento, campanhas educativas.
Nestas campanhas ha a necessidade de expor a comunidade as formas de contagio
e transmissdo das enfermidades, para que algumas atitudes sejam tomadas tais
como, a higienizacdo das méaos apoés o uso do banheiro, lavagem de alimentos, cuja
ingestdo pode ser na forma crua (verduras e hortalicas), enfim adotar medidas
profilaticas, para que o nimero de pessoas infectadas diminua com o passar do
tempo. A associacdo dessas medidas possibilitaria uma melhoria da condicdo de
vida das criangas, bem como da comunidade, o que, consequentemente, reduziria
em alguns casos o agravamento de desnutricdo, melhorando o aprendizado e o

desenvolvimento destas criancas.
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7. CONCLUSOES

1. A prevaléncia de G. lamblia de 15,8% entre as criangas da Associagdo Municipal
de Protecdo ao Menor - Presidente Bernardes/SP, Brasil, esta dentro da média

encontrada em nosso pais.

2. Pelo emprego da técnica do RAPD foi verificado que os 31 isolados de G. lamblia

da regido estudada também apresentaram variabilidade genética.

3. Pela técnica de RAPD foi possivel agrupar os isolados de Giardia lamblia em trés
grupos genéticos com cerca de 45% de similaridade cada, sendo que em um dos

grupos foram incluidos 93,3% dos isolados de criancas da creche.

4. Os isolados de parentes das criancas da creche formaram dois grupos genéticos

distintos, 0s grupos um e trés.

5. As infec¢Bes que acometeram as criancas da creche em analise provavelmente

foram de transmissao pessoa-pessoa, entre as proprias criancas da creche.
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CARTA DE INFORMACAO

Giardia lamblia é o protozodrio mais freqlientemente encontrado em criangas e
também em outros mamiferos, incluindo animais domésticos, gados e animais silvestres.

E o principal agente causador de surtos de diarréias e esta sempre associado a agua de
restaurante, diarréia dos viajantes, diarréia em creches.

Para esse estudo serdo utilizados os resultados dos exames parasitologico e molecular
das fezes de seu (sua) filho (a).

Asseguramos-lhe total sigilo em relacéo a privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos na pesquisa. Em hip6tese alguma usaremos sua identidade.

A coleta sera realizada pelo responsavel pela crianca em frascos apropriados e este
deveréa ser encaminhado rapidamente ao laboratdrio.

Vocé terd liberdade de recusar ou retirar seu consentimento de participacdo em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo no resultado de seu exame.

Informamos ainda que ndo haverd despesas decorrentes de sua participacdo na
pesquisa. Portanto, sua participacdo sera apenas durante a coleta de dados. Os resultados
estardo disponiveis para seu conhecimento.

Estamos a disposicdo para quaisquer esclarecimentos antes e durante a pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

e
RG oo Idade ........... anos

RUB .. ——————— 1

BaIlro ..cvveiceieecee e Cidade.....cocveeeeiieeceeecee e, Estado.........ccceeevnenne

Tl Concordo que meu (minha) filho (a)

........................................................................................................... participe como voluntario
do estudo intitulado: ESTUDO CLASSICO E MOLECULAR DE GIARDIA IAMBLIA
ISOLADA DE UMA POPULACAO INFANTIL DA REGIAO DE PRESIDENTE
PRUDENTE-SP/BRASIL

Assinatura do responsavel

Prof® Nair Toshiko Tashima
Responsavel pelo projeto de pesquisa
Fone: 3229 1084- Ramal 31
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Formulario de aplicacdo na amostra submetidos a exames

parasitologicos
Levantamento de condi¢des da saude por entrevistas

Identificacdo : -
Nome :
Q1 Sexo (1) Feminino L
( 2) Masculino
Q2 Idade _
Q3 Assisténcia médica (0) Néao tem L
(1) SuUs
(2) Funrural
( 3) Athia
(4) Unoeste Saude
(5) Outros
Q4 Renda familiar (0) Nao tem L
(1)-1sM
(2)1SM— 2SM
(3)2SM— 3SM
(4)+ de3SM
(5) nao respondeu
HABITACAO
Q5 Tem banheiro dentro  (0) néo L
de casa? (1)sim
Q6 Tipo de casa (1) Alvenaria .
( 2) Madeira
( 3) Adobe
(4) Outros

ABASTECIMENTO DE AGUA

Q7 Tipo de fornecimento ( 1) encanamento
de agua (2) pogo
(3) mina
(4) valeta
(5) coérrego ou rio



Q8

Q9

Q10

Q11

Q12

Q13

Q14

Q15

Q16

Agua ingerida

Destino do esgosto

Recolhimento do lixo

Usa calcado?

Tem diarréia ?

Apresenta vOmito?

Tem dor de barriga ?

Apresenta

Resultado do exame

(1) filtrada

(2) fervida

( 3) pote de barro
(4) torneira

(1) rede

(2) fossa seca

( 3) fossa séptica
( 4) superficie
(5) curso d’agua

(1) exposto

(2) enterra

( 3) queima

(4) joga no rio

(5) joga longe do domicilio
( 6) publico

(0) néo
(1) sim
(2) as vezes

(0) néo
(1) sim
(2) as vezes

(0) néo
(1) sim
(2) as vezes

(0) néo
(1)sim
(2) as vezes

(1) diarréia

(2) vémito

( 3) dor de barriga
(4)(1)e(2)
(5)(1)e(3)
(6)(2)e(3)
(7)(1)e(2)e(3)

( 8) nenhum
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