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RESUMO

O protozoario Giardia lamblia foi escolhido como tema de estudo, por ser um
enteroparasita de prevaléncia significativa no mundo inteiro. Os objetivos desta
pesquisa foram estudar a reprodutibilidade diagndstica dos métodos Direto, Faust e
cols., COPROTEST e Hematoxilina Férrica, bem como descrever a presenga da
Giardia lamblia, segundo a associagdo com algumas caracteristicas da populagéo de
estudo como: grupo etario, género e distribuicdo dos casos segundo a variagéao
sazonal nos meses em que se desenvolveu a pesquisa. Foram analisadas 200
amostras de fezes de criangas da regidao de Araraquara-SP e como resultados
encontrou-se Giardia lamblia como o parasita mais frequente, com 8,0%, ndo houve
associacdo com o género; quanto a idade ocorreram mais casos no grupo de 03 a
05 anos e a maior frequéncia de casos foi no més de janeiro. Em relagdo as
metodologias utilizadas chegou-se a conclusdo que o melhor método diagndstico
para Giardia lamblia seria a associacdo de pelo menos, duas metodologias
associadas de 6tima reprodutibilidade que nesse estudo foram: COPROTEST -

Faust; Direto-Faust e Coprotest-Direto (x > 0,81).

Palavras Chaves: Enteroparasitoses, Giardia lamblia, Métodos diagndsticos.
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ABSTRACT

Giardia lamblia protozoan was chosen as a study them due to its significant
prevalence all over the world. The present dissertation aims to study the diagnostic
reproductibility of Direct, Faust et al., COPROTEST and Ferric Hematoxiline
methods.

It also describes the presence of Giardia lamblia, according to the association with
some characteristics of the population in study, such as group age, gender and
distribution of cases according to seasonal variation in the month studied. 200 feces
samples of children from the region of Araraquara-SP were analysed and to cach of
them the four diagnostic methodolgies were applied and then compared. From the
results obtained it was possible to conclude that Giardia lamblia was the most
frequent parasite, with 8, 0% occurrence; there was no association with gender; most
cases of parasites were found in the 3-5 year-old groups, the highest frequency of
parasites occurred in january and the best diagnostic to detect Giardia lamblia was
the association of at least two methodologies of optimum reproductibility. The
associations of optimum reproductibility were COPROTEST- Faust, Direct- Faust and
COPROTEST- Direct (k >0, 81).

Key words: Enteric parasites, Giardia lamblia , Diagnostics method
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideragoes Gerais

As enteroparasitoses humanas sido problemas de saude publica e podem ser
consideradas como indicadores das condigdes soécio-econbmicas em que vive uma
dada populagdo (CASTILHO, 1980; LUDWIG, 1999; UCHOA, 2001; STENDEL et al.
2002; CAPUANO, 2003). Face a baixa mobilidade e a vulnerabilidade, a saude das
criangas menores de cinco anos reflete bem a contaminagdo de uma regido. Até hoje,
as helmintiases e protozooses constituem afec¢des de elevada incidéncia com grande
repercussao na saude do individuo, tornando-se uma preocupacgao constante na saude
publica. Embora sejam cosmopolitas, a prevaléncia € maior em regides tropicais tendo
uma estreita associagdo com a pobreza humana (CASTILHO, 1980; LUDWIG, 1999;
UCHOA, 2001; STENDEL et al. 2002).

As parasitoses intestinais quando ocorrem na infancia podem comprometer o
desempenho fisico e mental das criangas, acarretando prejuizos no desempenho
escolar (CAPUANO, 2003).

As infeccbes intestinais, determinadas pelo parasitismo de helmintos e
protozoarios nos individuos, acompanham e caracterizam no campo sanitario o
subdesenvolvimento das populagbes, embora possam ser encontrados em
comunidades que apresentem elevado padrao de vida e cultura. O clima, associado a
falta de conhecimento e a deterioracdo de condicbes sanitarias favorece o
desenvolvimento das enteroparasitoses. Esse quadro, além de mostrar um problema de
saude publica no pais, caracteriza o subdesenvolvimento das populagbes com
condigdes precarias de higiene, dificuldades econémicas, desconhecimento de medidas
preventivas, desnutricdo e outras variaveis agravantes do problema, como por exemplo,
a falta de agdes na area da saude por parte das autoridades (COSTA GURGEL, 1992).

Em nosso pais, segundo estudo multicéntrico realizado com escolares de 7 a 14
anos, cobrindo 10 estados brasileiros, encontrou-se, em 55,3% dos estudantes algum
tipo de parasitose, sendo que, a ascaridiase, a tricuriase e a giardiase apresentaram

uma distribuicdo mais regular. Estudo realizado em Minas Gerais, com 5360 individuos,
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44.2% estavam infectados, sendo os parasitas mais frequentes Ascaris lumbricoides
(59,5%), Trichuris trichiura (36,6%), Giardia lamblia (23,8%) e Schistosoma mansoni

(11,6%) (CAMPOS, 1988).

1.2. Giardia lamblia

Segundo Faust et al (1974) varios sinbnimos foram dados a Giardia lamblia
como: Cercomonas intestinalis, Lambl, (1859); Megastoma entérica Grassi, (1881);
Lamblia intestinalis (Lambl, 1859), Blanchard, (1888); Giardia enterica Grassi, (1881),
(Kofoid), 1920.

Como Giardia lamblia € um protozoario de prevaléncia significativa no mundo
inteiro foi objeto de estudo do presente trabalho.

O género Giardia inclui flagelados parasitas do intestino delgado de mamiferos,
aves, répteis e anfibios, tendo sido, possivelmente, o primeiro protozoario intestinal
humano a ser conhecido (PALIS, 1983). Esse flagelado foi descoberto por
Leeuwenhoek (1681), em suas proéprias fezes, a primeira descrigdo foi feita por Lambl
(1859) que deu o nome intestinalis. Pela confusdo surgida a respeito dos nomes
intestinalis e entérica para esta espécie, Stiles (1915) criou uma denominagao
binomial nova, Giardia lamblia, em homenagem ao professor A. Giard de Paris, e ao
Dr. F. Lambl, de Praga (Faust et al, 1974).

Dos protozoarios que frequentemente acometem os animais e o homem, Giardia
spp. tem despertado maior interesse dos pesquisadores, possivelmente por seu
potencial como agente de zoonose. As espécies de Giardia isoladas de mamiferos
apresentam aspectos morfolégicos e propriedades antigénicas, genéticas e
bioquimicas similares (MUNDIM et al. 2003). Foram descritas mais de 40 espécies do
género Giardia (ADAM, 2001), a maioria definida, em funcdo do hospedeiro de
origem. No entanto, estudos desenvolvidos por Nash et al (1985) demonstraram que o
hospedeiro de origem nao constitui um critério valido, uma vez que, pela analise do
DNA, espécies de Giardia de diferentes hospedeiros apresentam-se idénticas,
enquanto que isolados de um mesmo hospedeiro podem ser marcadamente

diferentes. Filice (1952) publicou uma detalhada descricdo morfolégica de Giardia e
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propds que o género fosse dividido em trés espécies: Giardia duodenalis, Giardia
muris e Giardia agilis. Giardia duodenalis é parasita de mamiferos, inclusive do
homem, enquanto que G.muris € encontrada em roedores e possivelmente, em
répteis e aves e Giardia agilis, em anfibios.

Mais recentemente, outras duas espécies foram reconhecidas: G.psittaci
(ERLANDSEN e BEMRICK, 1987), descrita no periquito Melopsittacus undulatus e G.
ardeae (ERLANDSEN et al. 1990) na garca Ardia herodias (THOMPSON et al. 1993;
THOMPSON et al. 2000).

Giardia lamblia, segundo Farthing et al. (1986), € o0 mais comum dos protozoarios
patogénicos, sendo encontrada em sociedades tecnologicamente sofisticadas e
industrializadas, comunidades tradicionais e em transicdo dos paises, em
desenvolvimento.

A giardiase é conhecida no mundo inteiro por sua alta prevaléncia, em criangas
principalmente, em bercarios e da pré-escola (MEYER e JARROLL, 1980; PALIS,
1983; FRANCO, 1996; DEVERA et al., 1998; GUIMARAES e SOGAYAR, 2002;
CASTANHO, 2004).

Surtos epidémicos originarios da contaminagao pela agua descritos em Aspen,
Colorado, Leningrado, Russia, Roma e Nova York e em acampamentos no oeste dos
Estados Unidos foram também relatados (SMITH, 1980).

E o parasita intestinal mais comum nos Estados Unidos, infectando
aproximadamente, 2,5 milhdes de pessoas por ano (KATANIK et al., 2001).

Em um estudo longitudinal sobre giardiase realizado durante 18 meses, em 03
creches infantis na cidade de Havana (CUBA) em um grupo de criangas com
tendéncia a “predisposi¢ao” a infeccdo por Giardia lamblia; encontrou-se como um
dos sintomas clinicos mais associados as diarréias. Esse estudo foi desenvolvido para
conhecer, se alguns fatores soécio-econdmicos e habitos de higiene estavam
associados com esse fendbmeno. Nao encontrou-se diferenca em ambos os grupos
relacionando-se com a caréncia de determinados equipamentos elétricos, nivel de
escolaridade das maes e em relacao aos pais a frequéncia foi maior, em criancas de
pais com nivel escolar menor de 12 anos de estudo; quanto a auséncia de lavagem

de méaos antes de comer e depois de defecar, encontrou-se uma maior porcentagem
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de lavagem incorreta de vegetais, € no habito de ferver agua de consumo, na familia
dos casos. Esses resultados mostraram o papel da agua como veiculo de transmissao
da giardiase e a importancia de alguns fatores epidemiolégicos associados (NUNEZ
et al. 2003).

Giardia lamblia, pequeno protozoario pode se apresentar sob duas formas:
trofozoitos e cistos. O trofozoito ou forma vegetativa, mede 10 a 20 ym de
comprimento por 5 a 10 ym de largura , com simetria bilateral e contorno piriforme,
quando visto de face ventral. Possui um disco em forma de ventosa; o lado dorsal é
convexo e possui oito flagelos. O poder de adesédo das ventosas é suficiente para
impedir que sejam arrastados pelos movimentos peristalticos, dai ser encontrado,
praticamente, apenas em fezes liquidas ou semi-liquidas . As formas trofozoitos vivem
no duodeno e primeiras porgbes do jejuno, sendo por vezes encontradas nos
condutos biliares e na vesicula biliar. A atividade do flagelo imprime a essa forma um
deslocamento rapido e irregular (PALIS, 1983; NEVES, 2003).

O trofozoito ao encistar-se, torna-se globoso, desaparece o disco ventral e o
parasita como que se enrola sobre si mesmo e os flagelos tornam-se
intracitoplasmaticos, dando origem a forma de resisténcia ou cisto. A maioria dos
cistos de Giardia tem forma oval, medindo cerca de 12 ym de comprimento (PALIS,
1983). Sdo extremamente resistentes ao uso de desinfetantes comuns, tais como
compostos de cloro e 0z6nio, podendo permanecer viaveis por varios meses na agua,
entre 4 a 10°C (HSU et al. 1999). Cistos de Giardia sao viaveis por varios meses, em
agua fria (PAYMENT et al. 2001; CARDOSO et al. 2003). Segundo Palis, 1983,
podem conservar sua infectividade por cerca de 60 dias a temperatura de 64°C.

A via normal de infecgdo do homem é a ingestdo de cistos maduros, que se
transmitem principalmente, através de: ingestdo de aguas superficiais sem tratamento
ou deficientemente tratadas (s6 com cloro); alimentos contaminados (verduras cruas e
frutas mal lavadas); esses alimentos também podem ser contaminados por cistos
veiculados por moscas e baratas; de pessoa a pessoa, por meio das maos
contaminadas, em locais de aglomeragdo humana; entre os membros familiares,
quando se tem um dos membros da familia com giardiase; através de contatos

homossexuais e por contato com animais domeésticos infectados com Giardia de
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morfologia semelhante a humana. Este ultimo mecanismo ainda é discutivel; alguns
autores sugerem a existéncia de uma espécie propria de caninos, que denominam
Giardia canis, outros mais cautelosos preferem denominar o parasita pelo seu género
taxonémico, sem abrir juizo sobre sua especificidade (BINDA et al. 2003).

Os sintomas mais frequentes da giardiase sao: nausea intermitente, erupgoes
mais frequentes, dor epigastrica, diarréia aquosa, explosiva e fétida, acompanhada
por distensdo abdominal, flatuléncia, anorexia, podendo apresentar febre, calafrios,
vomitos, cefaléia e mal estar e eventualmente, diarréia com periodos de fezes
normais. Em caso de infeccéo intensa pode ocorrer ma absorcao intestinal, que pode
acarretar perda de peso significativa (DILEEP e PORTER, 1982; PALIS, 1983;
WOLFE, 1986; ARMENGOL et al. 1997; UCHOA et al. 2001; FRANCO et al. 2001;
TASHIMA, 2002).

Os mecanismos que levam ao prejuizo da absorgao de nutrientes ainda ndo sao
conhecidos, sendo sugeridas as seguintes hipoteses: bloqueio mecanico das
microvilosidades intestinais, lesées da borda em escova das células absortivas,
alteracdo da motilidade intestinal e lesdo imunitaria por células T ativadas. As
condigdes predisponentes incluem a gamaglobulinemia, pancreatite crénica, acloridria
e fibrose cistica (LA VIA, 1994).

A explicagdo mais plausivel do fato de adultos serem menos infectados do que
0s jovens, ainda que vivendo em condi¢gdes onde a ingestdo dos cistos possa dar-se
frequentemente, é pelo fato do parasita estimular o desenvolvimento de certo grau de
resisténcia, dificultando novas infecgbes, mesmo com ingestao frequente de cistos
(PESSOA e MARTINS, 1988).

Atualmente, as autoridades sanitarias estdo de acordo de que as Unicas medidas
preventivas que se podem aplicar sdo aquelas que visam bloquear o ciclo
epidemioldgico dos parasitos, e como a maioria das espécies de parasitas intestinais
utiliza a via fecal como veiculo de dispersdo pela natureza, sua persisténcia na
populagdo humana mostra uma falta de estrutura sanitaria ambiental e de bons
habitos da populacdo (ARMENGOL et al. 1997).

Os protozoarios, especialmente Giardia lamblia e Entamoeba histolytica, sao

importantes causas de diarréia aguda em homens homossexuais, mesmo nos n&o-
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portadores de HIV. Estudo realizado em Toronto, em 200 homens homossexuais e
100 heterossexuais mostrou que as frequéncias de portadores de E. histolytica foram
de 27% e de 1% para Giardia lamblia, e entre os 100 heterossexuais de 13% e 3%,
respectivamente. Em Sao Paulo, capital, em 771 amostras fecais de pacientes com
AIDS, as taxas de amebiase e giardiase foram, respectivamente, de 5,2% e 8,5%.
Contudo, as formas clinicas invasivas da amebiase foram raramente descritas na
literatura, em pacientes com AIDS. Nestes, a giardiase muitas vezes tem expressao
clinica, até exuberante, apesar do registro de prevaléncias semelhantes, entre grupos
populacionais de pacientes HIV positivos e negativos (CIMERMAN, CIMERMAN e
LEWI, 1999).

1.3 Métodos diagnésticos laboratoriais

1.3.1 COPROTEST

O COPROTEST é um exame parasitologico desenvolvido pela empresa NL
Comeércio exterior, com o objetivo de otimizar a rotina dos laboratérios, facilitando a
coleta, o transporte das amostras e garantindo a qualidade dos resultados. E um
sistema fechado, sem contato direto com a amostra e conta com uma metodologia
rapida, pratica e higiénica.

O método de concentragao recomendado no sistema COPROTEST corresponde
a uma associacao das melhores caracteristicas técnicas e cientificas de diversos
meétodos conhecidos como: Ritchie (modificado), Young, Zierdt, Blagg e cols. (MIFC),
Ridley-conjugadas com as propriedades conservantes do formol a 10% tamponado. O
Sistema inclui ainda as facilidades representadas pelo frasco COPROTEST, a estante
e os tubos de centrifuga, especialmente projetados para essa finalidade (NL
COMERCIO EXTERIOR, 2002).

A metodologia proposta pelo fabricante segue os seguintes passos:
1 - Agite o frasco contendo fezes mais formol a 10%.

2 -Remova o cap de vedagao.
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3- Posicione o frasco no tubo de centrifuga e pressione levemente.

4 - Adicione 1 gota de detergente e 3 mL de acetato de etila.

5- Feche os tubos e agite por 30 segundos.

6-Centrifugue a 1500 r.p.m durante dois minutos ou faga sedimentagéo
espontanea, por 40 minutos.

7- Descarte o sobrenadante com cuidado preservando o sedimento

8- Pipete o sedimento em ladmina de vidro e examine ao microscopio

optico.

O método é baseado no seguinte principio:

Como o acetato de etila ndo é soluvel em agua, as duas substéncias se
misturam durante a agitagdo, e forma-se uma emulsdo, com goticulas de acetato de
etila de diversos tamanhos em suspenséo na agua. Por terem densidade menor que a
da agua, essas goticulas tendem a subir, confluindo para formar goticulas cada vez
maiores, até a separagcao completa do acetato de etila em uma camada sobrenadante a
agua. Apos a agitagdo de uma mistura de agua, fezes e acetato de etila, diversos
elementos figurados das fezes tendem a descer, devido a sua densidade maior que a
do meio, e as goticulas de acetato tendem a subir (NL COMERCIO EXTERIOR, 2002).

Ha entdo o fluxo ascendente das goticulas e o descendente desses elementos,
processo este que pode ser acelerado pela centrifugagdo. Como os ovos, larvas e
cistos sao relativamente rigidos, além de terem forma regular e superficie lisa e
convexa, eles conseguem transpor a barreira do fluxo ascendente das goticulas,
sedimentando-se no fundo do tubo. Muitos outros elementos, que sdo menos rigidos ou
tém forma irregular, afractuosa ou achatada, permitirdo que algumas goticulas se
alojem na sua face voltada para o fundo do tubo, com o que a sua for¢ca descendente
pode ser superada, a eles por isso flutuardo (NL COMERCIO EXTERIOR, 2002).

O volume dos detritos que flutuam, e que sédo posteriormente eliminados por
decantacao, varia em funcdo da composicdo das fezes, mas sempre representa um
porcentual bem grande (70 a 90%, do total). Além disto, o método elimina também as

gorduras, que sao soluveis no acetato de etila.
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O detergente utilizado na metodologia se destina a aumentar a positividade para
os ovos de Ascaris lumbricoides. Os ovos inférteis de Ascaris podem ter sua superficie
acentuadamente mamilonada, permitindo que muitas goticulas de acetato de etila se
alojem na sua face voltada para o fundo do tubo. Em conseqiéncia alguns desses ovos
seriam retidos junto ao sobrenadante, e eliminados quando da decantagdo. Em
presenca de detergente, que tem a propriedade de baixar a tensdo superficial, as
goticulas de acetato confluem umas em relagcdo as outras com mais facilidades,
reduzindo a possibilidade de elas se alojarem debaixo de estruturas como os ovos
inférteis de Ascaris e, portanto, de os fazerem flutuar (NL COMERCIO EXTERIOR,
2002).

O método COPROTEST permite o diagnéstico otimizado de todas as espécies.
Os ovos, larvas e cistos de todas as espécies sdo concentrados, € 0 seu encontro ao
exame microscopio € mais facilitado, porque o sedimento fica limpo e isento de
inimeros detritos (NL COMERCIO EXTERIOR, 2002).

1.3.2 Método de Faust e cols

Como o método de Faust € um método que se fundamenta no principio da
centrifugagao-flutuagéo, fizemos um breve histérico em relacéo a evolugdo dos métodos
de flutuacéo.

Flutuacdo: Ao contrario da sedimentacdo, na qual os parasitas microscopicos,
que sao mais pesados que as bactérias, e as particulas de alimentos n&o digeridas vao
para o fundo do recipiente, a flutuacdo utiliza um meio liquido de suspensdo mais
pesado que os parasitas e estes sobem para a superficie e podem ser recolhidos na
pelicula superficial (FAUST et al., 1974).

Para que o método seja util, ndo basta que o meio de suspensdo seja mais
pesado que os objetos que vao flutuar, ndo podem também produzir retracées nesses
que os deixem irreconheciveis (FAUST et al., 1974).

O meio de flutuagao originalmente empregado era uma solugado concentrada de
NaCL, com um peso especifico em redor de 1,200. Os ovos dos helmintos intestinais

mais comuns, como Ascaris, Trichuris, ndo se afetam por este processo, mas o
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Schistosoma, larvas de Strongyloides, assim como cistos de protozoarios, se contraem
bastante (FAUST et al., 1974).
Flutuac&o-centrifugacédo. Este método combina os principios da gravidade e da

flutuacdo. Suspende-se uma amostra fecal em aproximadamente 10 vezes seu volume
em agua, se filtra por gaze para filtrar as particulas maiores, coloca-se em um tubo de
centrifugacdo e por meio de 2 a 3 centrifugagdes sucessivas, decantagbes do
sobrenadante e ressuspensao se eliminam as particulas mais finas.

Depois da ultima centrifugacdo se decanta todo o sobrenadante, volta-se a
suspender o sedimento no meio flutuante, centrifuga-se e depois de deixar repousar o
tubo de centrifuga durante 5 minutos aproximadamente se retira a pelicula superficial
com uma alga bacterioldgica. Esta técnica produz altas concentragdes de parasitos
praticamente livres de detritos (FAUST et al., 1974).

Centrifugacao-flutuacéo direta (1924). Esta técnica foi desenvolvida por Lane, em

um esforgo para salvar algumas das dificuldades inerentes dos métodos mais sensiveis.
Sem duvida alguma é um dos métodos mais precisos e delicados até entdo
desenvolvidos e concentra a pelicula superficial praticamente todos os ovos de Ascaris
e Trichuris de uma amostra (FAUST et al., 1974).

E um método sem duvida demasiadamente complicado para o trabalho em
campo, € adequado para um laboratério central de diagnodstico onde se requer precisédo
maxima e conta boa assisténcia técnica (FAUST et al., 1974).

Entdo, a técnica de Faust e colaboradores (1938) foi desenvolvida para suprir as
necessidades do laboratério clinico para a alta concentragao de cistos de protozoarios,
ovos de helmintos, larvas presentes nas fezes num estado facilmente reconhecivel
(FAUST et al., 1974).

A concentragdo mais utilizada de ZnSOs4 para fazer flutuar os elementos
parasitoldgicos mais comuns tem um peso especifico de 1,180 (FAUST et al., 1974).

Os passos da técnica empregando ZnSO4 1,180 (aproximadamente, 33% de
ZnS04 U.S.P seco granulado) s&o os seguintes:

- Preparar uma suspensao utilizando uma parte da amostra de fezes em

aproximadamente 10 partes de agua.
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: as laminas sao primeiramente supercoradas e ulteriormente, diferen-
Filtrar aproximadamente 10 mL da suspensao através de uma gaze umedecida
em um tubo de Wassermann.

- Esta suspensao é centrifugada durante 45 a 60 segundos a 2300 r.p.m.
Decanta-se o sobrenadante, coloca-se, 2 a 3 mL de agua, se rompe o
sedimento por agitacao e centrifuga-se o tubo novamente.

- Repetir o passo anterior (geralmente 2 a 3 vezes) até que o
sobrenadante fique claro.

- Decanta-se o ultimo sobrenadante, coloca-se 3 a 4 mL da solucéo de
ZnS04 de peso especifico 1,180, se rompe o sedimento e se coloca mais
solucao até 1 cm da borda do tubo.

- Centrifuga-se durante 45 a 60 segundos a 2300 r.p.m se para a
centrifuga por um espacgo de um a dois minutos.

- Com uma alga bacteriolégica se recolhem varias amostras da pelicula
superficial, se coloca em uma l&dmina limpa e uma gota do corante de iodo (lodo
saturado em Kl a 1%), e utiliza-se uma laminula para cobrir 0 material, apds isso

observar ao microscopio optico (FAUST et al., 1974).

1.3.3 Método Direto

O método que neste trabalho denominou-se como Método Direto € uma
técnica que o Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, da FMUSP, também
utiliza, e que o fabricante denomina como “método Coprotest Direto” que
consiste em pular do passo 1 (da metodologia descrita acima) para o passo 8,
sem pipetagem, mas tdo somente, vertendo a amostra diluida do frasco

COPROTEST numa lamina e efetuando a leitura ao microscépio.

1.3.4 Hematoxilina Férrica

Hematoxilina Férrica de Faust (1937) é assim descrita originalmente
(FAUST et al., 1974):



22

1 -Fixa-se a lamina com o esfregaco de fezes em solugao de Schaudinn,
contendo acido acético glacial, a 60°C durante dois minutos.

2 -Submerge-se a lamina em alcool a 70% e acrescenta-se iodo até
atingir uma coloragdo de vinho do porto; alcool 70 e 50 %, 2 minutos em
cada um.

3 -Lava-se em agua corrente por dois minutos.

4 -Submerge-se a ldamina em solugdo aquosa de alumem férrico a 2% a

40°C durante dois minutos.

5 - Lava-se em agua corrente por 3 minutos.

6 -Cora-se o esfregago com hematoxilina a 0,5% durante 10 a 15

minutos.

7 - Lava-se em agua corrente durante dois minutos.

8 -Diferencia-se em solugao saturada de acido picrico por espacgo de 5

minutos.

9 - Lava-se em agua corrente durante 10 a 15 minutos.

10 -Submerge-se o esfregagco em alcool 70 e 95%, por dois minutos cada
um.
11- Descora-se o esfregago com xilol ou tolueno.

12 -Monta-se a lamina em balsamo de xilol ou permount.

E uma técnica que permite o estudo morfolégico dos protozoarios apds fixacdo
do material por método citoldgico e coloracédo pela hematoxilina férrica que tem grande
eletividade para a cromatina nuclear (MINAMI, 1985). Rotineiramente, € utilizada para a
pesquisa de formas trofozoiticas em fezes e no acaso de existirem duvidas na
identificagdo de cistos encontrados em outras técnicas (MINAMI, 1985).

A hematoxilina é um corante natural, extraido de Hematoxylon campechianum,
da familia Leguminosae. Antes do uso ela deve “amadurecer”, isto é transformar-se, por
oxidagdo, em hemateina, que reage com o sulfato férrico-aménio para produzir a laca
férrica (hematoxilina férrica), um corante basico. Habitualmente, a hematoxilina férrica é

usada para corar regressivamente ciadas (FERREIRA, 2003).
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1. 4. Relevancia do Estudo

Segundo levantamento de dados sobre a prevaléncia da Giardia lamblia, no
Brasil nas ultimas décadas encontrou-se, em Maringa, PR, no periodo de abril de 1996
a dezembro de 1997, em analises de fezes de 163 horticultores uma prevaléncia de
11,1% (GUILHERME et al. 1999). Em Niterdi, RJ, Giardia lamblia foi o parasita mais
prevalente entre as criangas ocorrendo em 21,4% (das 218 amostras analisadas). Estes
dados concordam com os de Santos et al. e Ferraroni et al. que encontraram uma
prevaléncia de Giardia lamblia de 23,93% e 16,9%, respectivamente (UCHOA, 2001).
Em Gurupi, TO, um estudo realizado para detectar parasitas intestinais, em criangas de
2 a 6 anos de uma creche da cidade encontrou-se, 35,3% das criancas parasitadas por
Giardia lamblia (POLETTO et al. 2004).

Em Recife, PE, em um estudo de prevaléncia de enteroparasitoses em criancas
de 0 a 10 anos, num total de 21946 amostras de fezes, no periodo de janeiro de 2003 a
janeiro de 2004, o parasita Giardia lamblia foi o mais frequente com, 38% das criangas
albergando este protozoario (DUARTE et al.2003).

Em Criciuma, SC, a prevaléncia de Giardia lamblia foi de 4,3%, em 94 casos de
diarréia e 45 casos-controle, em criancas de 0 a 5 anos de idade (SCHNACK et al.
2003).

Na cidade de Assis, SP, estudo realizado no periodo de 1990 a 1992 sobre
enteroparasitoses, mostrou uma prevaléncia de 23,3%, e o parasita mais frequente foi a
Giardia lamblia com, 8,7% (LUDWIG et al. 1999). Em Araraquara, SP, estudo realizado
sobre enteroparasitoses, em 876 escolares de 6 a 21 anos apresentou como parasita
mais prevalente a Giardia lamblia com, 11,1% (CAPUANO et al. 2003); ainda em outro
estudo realizado na regido de Araraquara sobre a prevaléncia de enteroparasitas
detectou, 7,0% para Giardia lamblia (MINE et al. 2003). Pesquisa realizada com
criangas de Campinas-SP atendidas em creches apresentou uma prevaléncia de 13,5%
para Giardia lamblia (FRANCO et. al. 2001).

Estudo desenvolvido em Presidente Prudente, SP, encontrou uma prevaléncia de
9,2% para Giardia lamblia, em 1000 amostras de fezes de criancas de 0 a 12 anos

(TASHIMA, 2002). Baseado nos estudos de prevaléncia da Giardia lamblia em cidades
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brasileiras verifica-se a importancia do estudo continuo com o objetivo de encontrar
métodos diagndsticos de maior sensibilidade, baixo custo e de facil execugéo.

O diagnéstico de giardiase apresenta dificuldades porque os exames de fezes
apresentam baixa positividade, devido ao fato de que os pacientes infectados nao
eliminam cistos continuadamente, denominando-se “periodo negativo” a auséncia
periodica de cistos nas fezes que podem durar, em média, 10 dias.

Castanho et al. (1983) realizaram varios exames em um grupo de pacientes
sabidamente parasitados por Giardia lamblia utilizando o método de Ritchie, repetindo
0s exames trés dias seguidos, no sétimo e no décimo quarto dia. Chegaram a
conclusao de que, na giardiase, a realizagao de trés exames com intervalo de sete dias,
permitiu alcangar, 80% de sensibilidade. Valor maior que o obtido quando os exames
foram realizados em trés dias seguidos. Para os autores ndo ha uma explicagédo
plausivel para a melhor eficacia desse periodo na repeticdo dos exames, pois 0s
chamados ciclos de eliminacdo de cistos ndo sao regulares. Observou-se que a
repeticdo com intervalo de sete dias pareceu ser a melhor combinacdo nos exames,
pelo menos, no que diz respeito ao método do formol-éter (Método de Ritchie).

Segundo estudo desenvolvido por Dacinger e Lopes (1976), pacientes
parasitados por Giardia lamblia apresentam uma eliminacdo de cistos que varia,
diariamente, no entanto, dentro dos padrbes de baixo, médio e grande numero de
cistos, nas fezes. Consequentemente, aqueles que apresentam baixa eliminacdo de
cistos, a probabilidade de terem um exame parasitologico de fezes com resultado
negativo, € maior.

Castanho e Furtado (1981), examinando um grupo de 14 pacientes,
acompanhados por 30 dias, todos eles sabidamente portadores de giardiase, nos quais
foram realizados 130 exames, observaram uma variagao diaria irregular e inconstante
no numero de cistos nas fezes. Para alguns pacientes a maioria dos exames teve
resultado positivo, enquanto para outros, teve resultado negativo. No global, 30% dos
exames foram falsos negativos, mas nao foi possivel observar qualquer correlagéo
entre a porcentagem de positividade com o numero de cistos nas fezes, quando
considerado cada paciente. Utilizando-se de contagem de cistos por grama de fezes,

em camara de Neubauer, com uma quantidade de fezes padronizada, os autores
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observaram pacientes eliminando cerca de 2 x 10° cistos por grama de fezes. Da
mesma forma, alguns pacientes eliminaram mais de 9,8 x 10° cistos, por grama de
fezes. Alguns pacientes apresentaram uma variagcdo extremamente interessante,
havendo casos de exames positivos com mais de 9 x 10° cistos por grama de fezes,
intercalados com varios exames negativos. Esses dados mostram que ha uma variagao
irregular na eliminagdo dos cistos e essa variacdo acaba sendo responsavel pelas
elevadas médias de falsos negativos para giardiase, nos exames parasitologicos de
fezes.

Estudo semelhante realizado por Machado et al. 2001, em que foram coletadas
duas amostras fecais de 41 criangcas assintomaticas (escolares de 7 a 15 anos), e
utilizando-se os métodos de detecgdo Direto (com coloragdo por lugol); técnica de
Hematoxilina Férrica; Faust; e pesquisa de coproantigeno (utilizando o ensaio em
microplaca ProSpect Giardia Alexon, Inc., BIOBRAS) encontraram uma positividade
para Giardia lamblia, nas amostras pesquisadas foi, 4,9% para Hematoxilina Férrica,
17,1% para o método Direto, 31,7% para o Método de Faust e 26,9% para o ELISA. A
diferenca entre o método de Faust e o ELISA n&o foi estatisticamente significativa (p>
0,005).

Dessa forma o trabalho de Machado et al. 2001 em Belém-PA mostrou que a
utilizacdo de meétodos coproscopicos na rotina de diagnostico de enteroparasitoses
ainda se faz necessario, pois além de menor custo essas metodologias sdo capazes
também de detectar outros enteroparasitas.

Sendo assim, nosso estudo pretendeu comparar os métodos coproscopicos para

a deteccao de Giardia lamblia.

2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo estudar a reprodutibilidade diagnéstica

para os métodos: Direto, Faust e cols., COPROTEST e Hematoxilina Férrica.
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Descrever a presenca da Giardia lamblia, segundo algumas caracteristicas da
populagcdo de estudo como: grupo etario, género e variagao sazonal, embora o trabalho

tenha sido realizado em duas estagdes do ano (verdo e outono).

3. MATERIAIS e METODOS
3.1 Local do Estudo

Laboratério de Analises Clinicas Prof. Anténio Longo da FCF/ UNESP-

Araraquara. SP.
3.2 Casuistica

Criancas de 0 a 12 anos, num total de 158 criancas com 1 amostra de fezes e 42
com 2 amostras, cada, que procuraram o Laboratério de Analises Clinicas Professor
Anténio Longo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP e o
Hospital Nestor Goulart Reis em Américo Brasiliense-SP, que € um posto de coleta de
material biolégico a serem analisados no laboratério citado acima, para realizarem
exames parasitolégicos, com solicitagdo médica no periodo de novembro de 2003 a
fevereiro de 2004.

3.3 Aspectos Gerais (Caracterizagao dos Municipios)
3.3.1 Araraquara

O estudo foi desenvolvido na cidade de Araraquara, interior do Estado de Sao
Paulo, cujo municipio tem 1.006 Km? e 182.471 habitantes, sendo 88.742 homens e
93.729 mulheres (IBGE, 2003).

As pessoas residentes na area urbana somam um total de 173.335 e na area

rural, 8.903. A populacdo acima de 10 anos e alfabetizada é de 148.480 e a taxa de
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alfabetizacdo é de 95,20%. Outro dado importante é que dos 53.597 domicilios
permanentes, somente 71 ndo possuem banheiro ou sanitario e 51.572 possuem
banheiro ou sanitario, esgotamento sanitario e rede geral. Em relacdo ao destino de
lixo-coletado, 52.372 dos domicilios o possuem (IBGE, 2003).

3.3.2 Américo Brasiliense

Nesse estudo também contamos com a participacdo de criangas da cidade de
Américo Brasiliense, interior do Estado de S30 Paulo, municipio com 123,43 Km? e com
28287 habitantes, sendo 14401 homens e 13886 mulheres (IBGE, 2003).

As pessoas residentes na area urbana somam um total de 27641 e na area rural,
646. A populacdo acima de 10 anos ou mais de idade sem instru¢do, ou menos de um
ano de estudo, é de 2055 pessoas. O municipio conta com 7441 domicilios, sendo que
7259 sédo ligados a rede geral. Em relacdo ao destino de lixo-coletado, 7356 dos

domicilios o possuem (IBGE, 2003).

3.4 Desenvolvimento da Pesquisa

No Laboratorio de Analises Clinicas Professor Anténio Longo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-UNESP, foram analisados os materiais fecais
de criancas com até 12 anos de idade, com solicitacdo médica, realizando para cada
amostra, quatro tipos de métodos laboratoriais: Método Direto, Hematoxilina Férrica,
COPROTEST e o Método de Faust e cols. Isto, mediante o prévio consentimento dos
responsaveis pelas criangas (Termo de consentimento livre e esclarecido).

Apods os exames foram realizados os testes para se conhecer a reprodutibilidade

de cada método buscando as suas associagdes.

3.5- Protocolo para Comité de Etica
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O Projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” / UNESP -
Campus Araraquara (Protocolo n° 19/2003-CEP/FCF/CAr.).

3.6- Reagentes Utilizados

Os seguintes reagentes foram utilizados:
Solugéo de Alumem de ferro (MINAMI et al. 1985).

Sulfato de ferro amoniacai...................... 29
Agua destilada..........ccooovviveeeieee. 100 mL
Peso molecular alumem hidratado = 482,19

Peso molecular alumem desidratado = 266,19
Hematoxilina (MINAMI et al. 1985).

HematoxXilina...........ooeeeeeeiieiiiii e, 0,23¢g
Agua destilada............coccoovieevieeieen, 100,00 mL
AlCOOL... .o, 10,0 mL

Dissolver a hematoxilina no alcool e acrescentar agua.

Por suas propriedades peculiares, a hematoxilina férrica tem sido
tradicionalmente recomendada para a coloragdo de protozoarios intestinais. A
hematoxilina € um corante natural, extraido de Hematoxylon campechianum, da familia
Leguminosae. Antes do uso ela deve “amadurecer”, isto é transformar-se, por oxidagao,
em hemateina, que reage com o sulfato férrico-aménio para produzir a laca férrica
(hematoxilina férrica), um corante basico. Habitualmente, a hematoxilina férrica € usada
para corar regressivamente: as laminas sao primeiramente supercoradas e
ulteriormente, diferenciadas (FERREIRA, 2003).

Schaudinn (MINAMI et al. 1985).
Solugao saturada HgCI2 ........................ 200,0 mL
Etanol 95°.....coeeeeeeee e, 100,0 mL

Acido acético glacial ..........cccccoevvevrennnn. 50 mL
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Solugado saturada HQCI2 ............eeeeeieeeiin 70g
Agua destilada .........cccoveovioiieieeiieeee 100,0 mL
Solugéo de Sulfato de Zinco a 33% (MINAMI et al. 1985).
ZNSOA ... 330g
AQUA G.S.Peeeeeeee e 1000 mL

Aquecer a solugdo mantendo-se sob agitacédo, a densidade da solugdo deve ser
1,180 g/ mL

3.7 Métodos Utilizados Para O Diagnéstico Laboratorial

A selecdo dos métodos empregados nessa pesquisa foi baseada no
levantamento de outras pesquisas que também os usaram como métodos padrdes para
realizar levantamentos epidemiolégicos. Como também levou-se em conta que o
diagnodstico da Giardia lamblia é realizado visualizando-se a morfologia do parasita nas
sua formas de cisto e trofozoito (CASTILHO, 1980; MELLO, 2000; MACHADO, 2001;
UCHOA, 2001; CARVALHO, 2002).

3.7.1 Descrigao dos métodos

3.7.1.1 Método Direto (metodologia otimizada pelo Laboratorio de
Analises Clinicas Professor Anténio Longo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara-UNESP).

Com o auxilio do coletor COPROTEST se faz uma diluicdo de uma pequena
quantidade de fezes em agua, a seguir se homogeneiza o conteudo do frasco utilizando
o vortex. Coloca-se sobre a lamina, aproximadamente 3 a 4 gotas deste material,
quantidade suficiente para ser examinada sob a luz do microscoépio optico.

O exame Direto das fezes € realizado sem coloragdo ou com adi¢gdo de uma gota
de solugdo de lugol. O material é focalizado no microscopio optico e examinado com
diferentes aumentos: o reconhecimento com objetiva de 10 x, confirmado pelo aumento

maior, 40 x.
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3.7.1.2 Método de Faust e colaboradores (metodologia otimizada pelo
Laboratério de Analises Clinicas Professor Anténio Longo da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Araraquara-UNESP)

Utilizando o conteudo do coletor COPROTEST colocar aproximadamente, 3mL
do material, em um tubo de ensaio cdnico, completar com 4mL de agua, homogeneizar
e centrifugar por um minuto a 2500 rpm.

Desprezar o liquido sobrenadante, ressuspender o sedimento, em agua e
centrifugar. Repetir o procedimento mais duas ou trés vezes, até que o liquido
sobrenadante fique claro.

Apds a ultima lavagem, o sobrenadante € desprezado, o sedimento é
ressuspendido e adiciona-se 2mL de uma solucdo de sulfato de zinco a 33% com
densidade 1.180 g/ mL.

Centrifugar novamente por um minuto a 2500 rpm.

Os cistos presentes estardo na pelicula formada na superficie do sobrenadante
que é recolhida com alga de platina, colocada numa lamina junto com uma gota de lugol
e recoberta com laminula.

Levar ao microscopio optico e examinar com objetiva de 10x e 40x.

3.7.1.3 COPROTEST

Utilizando o coletor COPROTEST contendo aproximadamente, 1g de fezes
diluida em agua transfere-se, em um tubo de centrifuga cbénico (7 mL), acrescenta-se 1
gota de detergente doméstico, 3 mL de acetato de etila comercial, homogeneiza-se no
agitador (vortex) e centrifuga-se a 2000 rpm, durante 2 min.

Despreza-se o sobrenadante, ressuspende-se o sedimento com 7 mL de agua,
homogeneiza-se e centrifuga-se a 2000 rpm, durante 2 min. Decanta-se o
sobrenadante com cuidado, acrescenta-se lugol e prepara-se as laminas com o

sedimento. Examinar ao microscoépio 6ptico.
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3.7.1.4 Hematoxilina Férrica (metodologia otimizada pelo Laboratério de

Analises Clinicas Professor Anténio Longo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara-UNESP).

Utilizando-se um palito de sorvete pega-se uma pequena porgao de fezes e faz-

se um esfregaco em uma lamina, em seguida coloca-se esta lamina em uma cubeta de

vidro e segue-se 0s passos abaixo descritos:

o Fixador de Schaudim...................... 5 minutos

. Alcool i0dado..........cccoeeeveereennnn 2 minutos

. AICOOI 75°......ooeeeeeeeeeeeeeee e, 2 minutos
. AQUAL...oeieieee e, 2 minutos
. AlUMEN. ..o 3 minutos
. AQUA.....oeieeieeeeeeeeeeeee . 2 minutos
° Hematoxilina Férrica...................... 5 minutos
. AQUAL...oeiiiie e, 2 minutos
. AlUMEN. ..., até descorar
. AQUA.....ceieeeeeeeeeeeeeee . 2 minutos
. AlCOOI 75°......oeeeeeeeeeeeeeeeeens 2 minutos
. Alcool 90°........coovieeeeeeeeeee e, 2 minutos

ApoOs esses passos retira-se a lamina da cubeta coloca-se sobre o material
presente na lamina o balsamo do Canadd e em seguida por cima se coloca uma

laminula. Deve-se ler a lamina no microscépio optico com aumento de 100x.

3.8- O Planejamento Estatistico

“‘Reprodutibilidade (confiabilidade, fidedignidade, repetibilidade ou precisao) — é a
consisténcia de resultados quando a medigao ou 0 exame se repete. Por exemplo, dois
radiologistas que Iéem independentemente um do outro as mesmas radiografias e
chegam ao mesmo diagnostico alcangam o nivel maximo de reprodutibilidade. Mas os
dois especialistas podem estar certos ou errados em seus diagnésticos” (PEREIRA,
1995).
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Inicialmente, foram realizadas as 4 metodologias para cada amostra fecal doada
pelos responsaveis das criancgas, algumas forneceram 2 amostras (42) em momentos
distintos, as demais (158) apenas 1 amostra.

Para os resultados obtidos em 2 momentos diferentes, aplicou-se a estatistica

Kappa (k) para obtencao da reprodutibilidade (intramétodo).

QUADRO 1. Interpretagao do valor de Kappa (Landis, 1977).

K CONCORDANCIA
<0,00 RUIM
0,00 - 0,21 FRACA
0,21 -0,41 SOFRIVEL
0,41 -0,61 REGULAR
0,61 - 0,81 BOA
0,81 -1,00 OTIMA

- Aplicacao da estatistica Kappa para a concordancia entre os métodos:
- Faust (F) e Coprotest (C)
- F e Direto (D)
- F e Hematoxilina (H)
-CeD
-CeH
-DeH
Para o calculo da estatistica kappa, foi utilizado o “software” Epi - Info. O nivel de
significancia adotado foi de 1 % para a tomada de deciséo. Os valores de Kappa foram
classificados segundo proposta de Landis e Koch.
A apresentacdo dos resultados para descricdo da Giardia lamblia, segundo as

variaveis: idade, género e variagao sazonal foi feita por representacao grafica.
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4. RESULTADOS

No presente estudo foram realizados 968 exames laboratoriais, em fezes de 200
criangas da regido de Araraquara-SP, utilizando as quatro metodologias descritas
anteriormente.

Obteve-se 158 criangcas com uma amostra de fezes e 42, com 2 amostras.

Como ja foi citado obteve-se de 42 criangas, 2 amostras fecais, e os resultados
obtidos na 1° (1°A) e 2° amostras (2°A), vertical e horizontal, respectivamente, estéo

expressos nas Tabelas a seguir.

Tabela 1- Comparagado entre as analises realizadas com as 2 amostras,
segundo o método Hematoxilina Férrica (H), Laboratério de Analises Clinicas,
FCF, Araraquara, SP, 2003/2004.

H
2°A
+ - TOTAL
1°A
+ 2 - 2
- 3 37 40
TOTAL 5 37 42

Po =0,93 ; Pe =0,84; K= 0,54 (P< 0,01; significativo)

A reprodutibilidade pode ser classificada como “regular”.
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Tabela 2- Comparacgao entre as analises realizadas com as 2 amostras, segundo
o método Direto (D), Laboratério de Analises Clinicas, FCF, Araraquara, SP,
2003/2004.

D
2°A
+ - TOTAL
1°A
+ 3 0 3
- 3 36 39
TOTAL 6 36 42

Po = 0,93; Pe = 0,81; K= 0,63 (P< 0,01; significativo)
A reprodutibilidade pode ser classificada como “boa”.

Tabela 3- Comparacao entre as analises realizadas com as 2 amostras, segundo
o método de Faust (F), Laboratério de Analises Clinicas, FCF, Araraquara, SP,
2003/2004.

F
2°A
+ - TOTAL
1°A
+ 3 0 3
- 3 36 39
TOTAL 6 36 42

Po =0,93; Pe = 0,81; K= 0,63 (P< 0,01; significativo)

A reprodutibilidade pode ser classificada como “boa”.
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Tabela 4- Comparacao entre as analises realizadas com as 2 amostras, segundo
o método COPROTEST (C), Laboratério de Analises Clinicas, FCF, Araraquara,
SP, 2003/2004.

Cc
2°A
1°A + - TOTAL
+ 3 0 3
- 3 36 39
TOTAL 6 36 42

Po = 0,93 ; Pe=0,81; K=0,63 (P< 0,01; significativo)

A reprodutibilidade pode ser classificada como “boa”.

Verificou-se boa concordancia para os métodos C, F e D para resultados de

exames em dois momentos distintos, sendo regular essa concordéancia para H.

Tabela 5- Resultados segundo a aplicagcdo do COPROTEST (C), frente ao

método de Faust (F). Laboratério de Analises Clinicas, FCF, Araraquara, SP,

2003/2004.
F
+ - TOTAL
+ 12 1 13
C - - 187 187

TOTAL 12 188 200
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Po =0,99; P e=0,82 ; K= 0,96 (P< 0,01; significativo)

A reprodutibilidade pode ser classificada como “6tima’”.

Tabela 6- Resultados segundo a aplicagédo do método de Direto (D), frente ao

método de Faust (F). Laboratério de Analises Clinicas, FCF, Araraquara, SP,
2003/2004.

F
+ - TOTAL

+ 12 0 12

D - 0 188 188
TOTAL 12 188 200

Po = 1,00; Pe=0,89; K=1,00 (P< 0,01; significativo)
A reprodutibilidade pode ser classificada como “étima”.

Tabela 7- Resultados segundo a aplicagao do método Hematoxilina Férrica (H),

frente ao método de Faust. Laboratério de Analises Clinicas, FCF, 2003/2004.

F
+ - TOTAL
+ 7 0 7
H - 5 188 193
TOTAL 12 188 200

Po = 0,97; Pe=0,91; K=0,72 (P< 0,01; significativo)
A reprodutibilidade pode ser classificada como “boa”.
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Tabela 8- Resultados segundo a aplicagédo do método Direto (D), frente ao
método de Coprotest (C). Laboratério de Analises Clinicas, FCF, 2003/2004.

Cc
+ - total
+ 12 - 12
- 1 187 188
TOTAL 13 187 200

Po = 0,99; Pe=0,88; K=0,96 (P< 0,01; significativo)
A reprodutibilidade pode ser classificada como “é6tima”.

Cc
+ - TOTAL
+ 7 - 7
- 6 187 193
TOTAL 13 187 200

Po = 0,97; Pe=0,90; K=0,68 (P< 0,01; significativo)
A reprodutibilidade pode ser classificada como “boa”.

Tabela 9- Resultados segundo a aplicagao do método Hematoxilina Férrica (H),
frente ao Coprotest (C). Laboratério de Analises Clinicas, FCF, 2003/2004.
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Tabela 10- Resultados segundo a aplicagdo do método Hematoxilina Férrica (H),
frente ao método Direto (D). Laboratério de Analises Clinicas, FCF, 2003/2004.

+ - TOTAL

- 5 188 193

TOTAL 12 188 200

Po = 0,97; Pe=0,91; K=0,72 (P< 0,01; significativo)
A reprodutibilidade pode ser classificada como “boa”.
A concordancia dos métodos 2 a 2 mostrou-se entre as classificacbes Boa e
Otima, todas altamente significativas.

As concordancias 6timas foram obtidas entre os métodos: C—F,D-Fe D -C.

Figura 1. As concordancias 6timas foram obtidas entre os métodos:
C-F,D-F eD-C. Laboratdrio de Analises Clinicas, FCF, Araraquara, SP.
2003/2004.

BC-F
B D-F
mC-D
OH-F
OH-C
OH-D
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A descricdo da presenca de Giardia lamblia esta feita a seguir :

Figura 2. Percentagem de criangas positivas para Giardia lamblia, em relagao as
criangcas examinadas segundo a faixa etaria, Laboratério de Analises Clinicas,
FCF, Araraquara, SP. 2004.

%

40
351
30
251
20
151
101

\

B Criangcas da amostra
@ + Giardia lamblia

<1 1a2 3a5b 6a8 9a12

Os indices mais baixos foram observados em menores de um ano,
provavelmente pela dificuldade de transmissao (ingestao de cistos).

Referente a distribuicdo da populagao de estudo em relagdo ao género, tivemos
101 individuos do sexo masculino e 99 do sexo feminino.

Quanto a distribuicdo dos casos positivos para Giardia lamblia, segundo o
género nao houve diferengas, tivemos 08 amostras positivas para o sexo masculino e
feminino.

Embora o estudo tenha sido realizado em um periodo que compreendeu apenas
duas estagdes do ano (Verdo e Outono) os resultados foram concordantes com os da
literatura, mostrando uma maior incidéncia nos meses com temperaturas mais
elevadas.
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A distribuicdo do parasita Giardia lamblia em relagao aos meses estudados esta

expressa na Figura 3:

Figura 3- Distribuicdo dos exames positivos para Giardia lamblia, segundo 0s

meses estudados, Laboratorio de Analises Clinicas, FCF, Araraquara, SP. 2004.

B % de positivos no més

~ % de positivos no més

dez jan fev mar abr mai

Observou-se um pico no més de janeiro e, a seguir, uma tendéncia decrescente.
Embora o objetivo do nosso trabalho foi a Giardia lamblia, encontramos também
outros enteroparasitas, e as freqliéncias dos parasitas encontrados estdo expressas

nas figuras abaixo, em suas respectivas cidades.
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Figura 4- Enteroparasitas mais freqlientes encontradas na populagdo do estudo em
Araraquara-SP, Laboratério de Analises Clinicas, FCF, Araraquara, SP.2003/2004.
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Figura 5- Enteroparasitas mais frequentes na populagéo de estudo em Américo
Brasiliense-SP, Laboratério de Analises Clinicas, FCF, Araraquara, SP.
2003/2004.
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5. DISCUSSAO

Como ja foi relatado, os resultados desse trabalho foram baseados nos exames
de fezes de 164 criancas das cidades de Araraquara-SP e 36 de Américo Brasiliense-
SP.

Estima-se que cerca de um bilhdo de individuos no mundo alberguem Giardia
lamblia e Entamoeba histolytica, juntamente com a auséncia e/ ou insuficiéncia de
condi¢bes minimas de saneamento basico e praticas inadequadas de higiene pessoal e
domeéstica que s&o os principais mecanismos de transmissao dos parasitos intestinais
(ASSIS et al.,, 2003). Demonstraram ainda os autores a necessidade da realizacéo
continua de estudos relacionados a metodologia diagndstica ndo somente para Giardia
lamblia, mas também para todas as outras enteroparasitoses. Essa protozooze além de
ser um problema de saude publica por sua alta morbidade e consequéncias negativas
sobre o crescimento das criancas é considerada um marcador de atraso sécio cultural
(DEVERA, 1998).

Giardia lamblia além de ter sido o parasita escolhido nesse trabalho foi também o
mais frequente, juntamente com o protozoario ndo patogénico Entamoeba coli com, 8 %
(16 criangas). Encontrou-se 13 criangas positivas para Giardia lamblia na cidade de
Araraquara-SP (7,92%) e 03 em Américo Brasiliense-SP (8,33%). Em relacédo a
Entamoeba coli houve 11 criangas em Araraquara-SP (6,70%) e 5 em Américo
Brasiliense-SP (13,88%); seguidos por Enterobius vermicularis e Hymenolepis nana,
com duas criangas (1,21%) em Araraquara-SP. Somente foi encontrada uma crianga
apresentando ovos de Hymenolepis nana, em Américo Brasiliense-SP (2,77%); e
Trichuris trichiura com uma crianga (0,6%) em Araraquara-SP. A frequéncia de Giardia
lamblia encontrada nesse estudo é semelhante a encontrada por Capuano, 2003, em
um estudo sobre a prevaléncia de enteroparasitoses, em escolares do municipio de
Araraquara-SP, com 11,1%, inclusive no referido trabalho ndao houve diferenca

significativa quanto ao sexo.
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Essa pequena diferenga encontrada nos dois estudos pode estar relacionada
nao somente pela caracteristica da populagdo de estudo, mas também pela boa
qualidade da agua do municipio que melhora o seu padrdo a cada ano. O Sistema de
agua de Araraquara possui duas estagdes de tratamento de agua (ETA) sdo elas: ETA
FONTE (capacidade de tratamento de 600 litros/segundo) e ETA PAIOL (capacidade de
tratamento de 80 litros por segundo) e obedece as seguintes etapas de tratamento:
coagulagao e floculagdo, decantacéo, filtragem, fluoretagéo e cloragao.

Outro estudo de prevaléncia realizado por Miné et al. 2004, também na
populacao da regido de Araraquara mostra, 7,0% de individuos parasitados, resultado
ainda mais proximo do nosso estudo.

Quanto a frequéncia do parasita observada nas diferentes faixas etarias,
constata-se que, a partir do primeiro ano de vida, ha um aumento progressivo na
frequéncia de Giardia lamblia, sendo que na faixa etaria de 3 a 5 anos a freqiéncia é a
mais elevada (38%); por apresentarem, normalmente habitos higiénicos mais precarios
ou auséncia de imunidade a re-infeccdes (UCHOA, 2001). Embora mantendo
frequéncias elevadas a partir dos 5 anos observa-se uma tendéncia a queda
progressiva das frequéncias até os 12 anos. Os dados referentes a frequéncia desse
estudo sdo semelhantes aos obtidos por Ludwig et al em um trabalho realizado em
Assis-SP correlacionando as parasitoses intestinais ao saneamento basico, onde
encontraram uma frequéncia para Giardia lamblia de 8,7% e a faixa etaria de 3 a 6 anos
foi a mais predisposta a enteroparasitoses. Quanto ao género nao houve diferenga em
nosso trabalho.

O exame de fezes constitui a forma classica de diagndstico laboratorial desta
parasitose e em fezes liquefeitas os métodos mais utilizados sdo o método direto, que
permite a observacdo do movimento da forma trofozoitica e a hematoxilina férrica que
evidencia as estruturas citoplasmaticas e nucleares de ambas as formas da Giardia
lamblia, enquanto que em material de consisténcia solida o método de concentracéo de
Faust e colaboradores e Coprotest sdo os mais indicados.

O método Direto utilizado nessa pesquisa foi otimizado pelo Laboratério de
Analises Clinicas Professor Anténio Longo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Araraquara-UNESP, setor de Parasitologia Clinica, e como ja descrito na metodologia,
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€ um meétodo bem mais concentrado que o método direto convencional, essa mesma
técnica que nés empregamos é utilizada no instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo,
da FMUSP, e foi denominada método Coprotest direto; e assim como nds obtivemos
bons resultados, eles também estao obtendo.

O método da Hematoxilina Férrica por utilizar um volume de material bem inferior
aos demais métodos teve uma positividade inferior a eles, por ser uma coloracao
composta por varias etapas teve como principal desvantagem o tempo gasto na sua
execucgao e também na leitura da lamina na objetiva 100x. Embora o processo possa
ser simplificado sem perda de qualidade dos resultados, tornando-se aplicavel a rotina,
para isso reduzem-se 0 numero de passagens e os tempos de permanéncia das
ldminas nos liquidos usados (FERREIRA, 2003).

A metodologia de Faust e colaboradores, um dos métodos mais utilizados para o
diagndstico de Giardia lamblia e outros protozoarios intestinais, também teve um
resultado satisfatério neste trabalho, o unico inconveniente desta técnica € o uso da
alca de platina juntamente com a lamparina utilizada para flamba-la, este passo
fundamental para a técnica eleva seu tempo de execucdo e se o laboratorista néo
flambar a alga de forma correta, corre-se o risco de haver contaminacao cruzada.

O método de Faust utilizado neste estudo diferencia-se, principalmente da
metodologia proposta por Faust (1938) por utilizar o coletor Coprotest, oferecendo a
metodologia um volume de amostra maior a ser analisado. O Método de Faust foi uma
evolugdo das metodologias que utilizavam como principio da técnica a flutuagao (Bass,
1906) e a centrifugagao por flutuacao direta (Lane, 1924).

No final da década de 1980 foi langado um kit para exame parasitolégico de
fezes denominado Coprotest (NL - Comércio Exterior Ltda, Sdo Paulo — Brasil)
fundamentado pela concentragcdo por centrifugagcdo, mostrou-se ser higiénico, pois
elimina o contato do técnico do laboratério com as fezes frescas, além de facilitar a
filtracdo do material diretamente do frasco receptor para o tubo de centrifugagao
(MELLO, 2000). Este método em nosso estudo mostrou-se ser rapido e muito eficaz na
observacao dos cistos de Giardia lamblia e até no encontro de ovos de helmintos.

Novas metodologias para o diagndstico que oferecam bons paradmetros de

sensibilidade, especificidade, baixo custo, rapidez e reprodutibilidade sdo uma
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necessidade na rotina laboratorial. O ciclo intermitente do parasita proporciona uma
reducao do percentual de deteccao deste protozoario (MACHADO et al., 2001), dai a
necessidade de estar realizando o diagnéstico desse parasita com duas ou mais
amostras de fezes com intervalo de sete dias, tivemos um exemplo disso em nosso
estudo, onde trés criancas das 16 positivas para Giardia lamblia, apresentaram o
periodo negativo na 1° amostra.

Analisando cada amostra nesse estudo com quatro metodologias diferentes
averiguamos que as metodologias empregadas possuem de “boa” a “étima”
reprodutibilidade, mas para um diagndstico mais seguro seria necessario utilizar no
minimo a associagao de dois meétodos de otima reprodutibilidade e com duas ou mais

amostras de fezes.

6- CONCLUSAO

Nesse trabalho verificou-se que o melhor diagnéstico para Giardia lamblia seria
por meio da associagdo de pelo menos, dois métodos diagndsticos de étima
reprodutibilidade para cada amostra de fezes. Os métodos de 6tima reprodutibilidade
associados seriam: COPROTEST-Faust; Direto-Faust e Coprotest-Direto (K> 0,81); a
associacdo dos meétodos Hematoxilina Férrica-Faust; Hematoxilina Férrica-
COPROTEST e Hematoxilina Férrica-Direto também tiveram uma boa reprodutibilidade
(K> 0,61), mas a preferéncia fica para os citados primeiramente.

Em relagdo ao grupo etario houve uma freqiéncia maior em criangas de trés a
cinco anos; quanto ao género das criangas nao se encontrou associagdo e quanto a
variacdo de casos positivos para Giardia lamblia em relagdo aos meses estudados

ocorreu um maior numero de casos no més de janeiro.
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8-ANEXOS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Eu , RG , Estado Civil , Idade
anos, Residente na , n° , Bairro , Cidade ,
Telefone ,

10.

11.

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

O trabalho tem por finalidade comparar 4 métodos laboratoriais que serdo usados para
identificacdo de parasitas (Giardia lamblia) nas fezes de criangas de até 12 anos.

Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para a aplicagdo do(s) melhor(es) método(s)
na identificag¢ao de parasitas como Giardia lamblia .

Meu Filho (a) doard para a realizagdo dessa pesquisa, o seguinte material biologico: Fezes.

A Participacdo do meu filho(a) como voluntario(a) devera ter duracdo de outubro de 2003 a
janeiro de 2004.

Que meu filho (a) ndo corre nenhum risco ao participar dessa pesquisa , pois utilizara
somente as suas fezes.

Nao terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

Os procedimentos aos quais meu filho estard sendo submetido ndo provocardo danos fisicos
ou financeiros e por isso ndo havera a necessidade de ser indenizado por parte da equipe
responsavel por esse trabalho ou da Institui¢do (FCF/UNESP);

Meu nome serd mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se desejar,
deverei ser informado sobre os resultados dessa pesquisa;

Poderei retirar o meu filho a qualquer momento da realizacdo dessa pesquisa, sem nenhum
prejuizo ou penalizagdo, isto €, sem interrup¢do do meu tratamento;

Qualquer duvida ou solicitagdo de esclarecimentos podera entrar em contato com a equipe
cientifica pelo telefone 16-33068669 ou 97155117.

Para notificacdo de qualquer situacdo de anormalidade que ndo puder ser resolvida pelos

pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
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Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-
6897.

“Diante dos esclarecimentos prestados, autorizo meu filho (a) , impubere,
nascido aos / / , a participar do estudo COMPARACAO DE QUATRO METODOS
LABORATORIAIS PARA DIAGNOSTICO DA Giardia lamblia EM FEZES DE CRIANCAS
DA REGIAO DE ARARAQUARA-SP, na qualidade de voluntario.”

Araraquara, data: / /
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