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RESUMO GERAL

As enteroparasitoses ainda constituem um importante problema de saude publica
em criangcas no Brasil, com prevaléncias bastante variaveis, conforme a regidao e
populacdo avaliada. Estudos com criancas que freqlientam creches sdo escassos,
entretanto, sabe-se que nestes ambientes, as criancas estdo mais expostas as
parasitoses, dentre as quais o protozoario Giardia lamblia que é responsavel por quadros
graves de diarréia em criancas e os métodos de rotina utilizados no diagnéstico levam a
muitos casos de falso-negativos. O objetivo deste trabalho foi investigar a prevaléncia de
enteroparasitos em criancas de uma creche publica do Rio Grande, cidade portuaria,
localizada na regido sul do estado do Rio Grande do Sul e comparar a técnica de ELISA
(kit comercial Giardia |l) com os métodos de centrifugo-flutuacdo e centrifugo-
sedimentacdo para o diagnéstico de G. lamblia em fezes de criangas. Primeiramente
foram avaliadas 165 amostras de fezes de processadas pelo método de centrifugo-
sedimentacao e centrifugo-flutuacdo e pelas coloragdes de tricrémio e de Kinyoun. A
prevaléncia geral de enteroparasitos foi de 64,2% (106/165). Os nematédeos mais
prevalentes foram Trichuris trichiura (24,2%) e Ascaris lumbricoides (22,4%) € o
protozoario mais prevalente foi G. lamblia (30,3%). Também foram registradas as
presencas dos coccideos oportunistas Cryptosporidium (2,4%) e Isospora belli (0,6%).
Dentre os positivos, 56,6% (60) apresentaram infec¢ao simples e 43,4% (46) associadas.
Constatou-se também a presenca de protozodarios nao patogénicos, como Entamoeba coli
(15,2%), Endolimax nana (3,6%) e Enteromonas hominis (4,8%), que indicou
contaminacdo de origem fecal do ambiente. A alta prevaléncia de nematédeos e
protozoarios na populacao estudada sugere a necessidade de implementacao de medidas
educacionais, visando a prevencao destes enteroparasitos. Na avaliacdo do diagndstico
comparativo de G. lamblia foi verificado maior positividade para a técnica de ELISA, 57%
(90/158), seguido do método de centrifugo-flutuacdo, 30,3% (48/158) e centrifugo-
sedimentacgao, 27,8% (44/158). A partir dos resultados obtidos no presente estudo pode-
se concluir que é alta a prevaléncia de nematédeos e protozoarios nas criancas avaliadas
e que a técnica de ELISA para detectar antigenos nas fezes € mais eficiente que os
métodos de centrifugo-flutuacdo e centrifugo-sedimentacdo, podendo, portanto, ser

utilizada, tanto no diagnéstico individual como em estudos epidemioldgicos da giardiase.



Abstract

The enteroparasitosis remains as an important public health problem in children in the
Brazil, showing variable prevalence, according to the State and evaluated population.
Studies with day-care center children are scarce, however, already knows that the
exposure of the children in these places increased the susceptibility to parasitosis. Among
the parasitosis the protozoary Giardia lamblia is responsible for severe diarrhea cases in
children and the routine diagnosis methods presents many false negative results. The aim
of this study was investigate the enteroparasitosis prevalence in children from a day-care
public center of Rio Grande county, Rio Grande do Sul State and compare diagnosis
technigues in samples of their fecal material to Giardia lamblia , the ELISA immunoassay
and the centrifugal-sedimentation methods. 165 fecal samples where evaluated and
processed by centrifugal-sedimentation and centrifugal-flotation methods, stained by
trichromium and Kinyoun after the concentration by centrifugal-sedimentation. The general
prevalence of enteroparasitosis was 64,2% (106/165). The most prevalent nematods
species founded was Trichuris trichiura (24,2%) and Ascaris lumbricoides (22,4%) and the
the most prevalent protozoary specie was Giardia lamblia (30,3%). The presence of
opportunists coccids where also registered Cryptosporidium spp. (2,4%) and Isospora belli
(0,6%). Among the positives 56,6% (60 samples) showed simple infection and 43,4% (46
samples) showed associated infection. The presence of non pathogenic protozoary like
Entamoeba coli (15,2%), Endolimax nana (3,6%) and Enteromonas hominis (4,8%),
indicated environmental fecal source contamination. The higher prevalence of nematods
and protozoary in the studied population suggests the necessity of implementation of
educational measures to prevent these enteroparasites. In the evaluation of comparative
diagnosis of G. lamblia a higher positivity was verified in the ELISA technique 57%
(90/158), followed by the centrifugal-sedimentation method 27,8% (44/158). The obtained
results in this study suggests that is higher the prevalence of nematods and protozoary in
the evaluated children and the ELISA technique to detect antigen in fecal sample showed
higher efficiency to giardiasis diagnosis.

Key words: Enteroparasitosis. Giardia lamblia. Day-care center. Prevalence. Parasitologic
Excrement examination. Imunoenzimatic method ELISA. Children
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PREVALENCIA DE ENTEROPARASITOSES DA POPULACAO ATENDIDA EM UMA
CRECHE PUBLICA DO RIO GRANDE, RS, E COMPARACAO DE METODOS
DIAGNOSTICOS PARA GIARDIASE

1- INTRODUGAO GERAL

No inicio do século passado, as doencas infecto-parasitarias (DIPs) eram as
principais causas de Obitos nas capitais brasileiras (acima de 40%), quando comparadas
com doencas cardiovasculares, neoplasias, doencas respiratdérias e causas externas
(acidentes). No decorrer do século, houve um declinio nas taxas de 6bito por DIPs
(menos de 10%), sendo ultrapassadas pelas outras etiologias. Entretanto, atualmente
ocupam a terceira posicdo como causa de internacdes hospitalares (em torno de 10%),
demonstrando sua tendéncia a morbidade. As primeiras causas de internagdo sé&o por
doencas respiratérias e cardiovasculares (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS, 2006), 3,5 bilhdes de pessoas
no mundo estao infectadas por alguma espécie de parasito intestinal. Destas, 450 milhdes
estdo doentes, sendo na maioria criangas vivendo nas areas tropicais de paises em
desenvolvimento. Dentre os enteroparasitos que acometem os seres humanos, destacam-
se: Ascaris Ilumbricoides, ancilostomideos, Trichuris trichiura, Giardia lamblia e
Entamoeba histolytica.

As criangcas sdao as mais acometidas por parasitos intestinais, devido a
suscetibilidade decorrente da imaturidade do sistema imunol6gico e ao comportamento
ligado a fase oral. Embora as enteroparasitoses constitua um grave problema no Brasil,
estas ndo tém sido prioritarias em programas de saude publica, o que contribui para a
instalagdo de quadros de desnutricdo e deficiéncia no desenvolvimento fisico,
psicossomatico e social.

As altas prevaléncias de enteroparasitos em criancas estdo relacionadas ao
saneamento basico inadequado e as condicdes socio-econémicas precarias. As criancas
infectadas contaminam seu proprio ambiente com ovos, cistos, oocistos e larvas de
enteroparasitos, pois ndo ha um destino e tratamento adequado de seus dejetos por meio
de redes de esgoto e estacdes de tratamento. Portanto, o estudo da prevaléncia destes
parasitos pode servir como instrumento para avaliar as condigdes higiénicas, sanitarias e
socio-econdmicas de uma determinada populagdo, visando implementar acoes

educacionais, reducdo de diagnosticos falso-negativos e planejamento sanitario para
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melhoria das suas condicbes de vida. Estima-se que para cada doélar investido na
infancia, incluindo os fundos para melhorar o acesso a agua potavel e ao saneamento
bésico, sete dblares serdo economizados em longo prazo em servigos publicos (UNITED
NATIONS CHILDREN'’S FUND - UNICEF, 2004).

As creches representam um importante papel na sociedade, porém a concentracao
de criangas pode favorecer a transmissdo de enteroparasitos. Além disso, outro fator
importante que deve ser considerado é a nédo inclusdo deste tema nos programas de
formacdo de educadores e no treinamento daqueles envolvidos diariamente com as
criangas nas creches.

Dentre os enteroparasitos que acometem criancas, o protozoario G. lamblia é
considerado importante agente etiologico de diarréia. Entretanto, existem dificuldades no
diagnéstico laboratorial de rotina, sendo necessarias que sejam examinadas varias
amostras de fezes para pesquisa de cistos deste protozoario, para evitar resultados falso-
negativos.

Outros enteroparasitos que se destacam como agentes etiolégicos de quadros de
diarréia de criancas sao o0s coccideos intestinais oportunistas, especialmente
Cryptosporidium parvum, C. hominis e Isospora belli. Porém, a maioria dos laboratorios de
analises clinicas brasileiros ndo emprega os métodos de coloracdo especificos para o
diagnéstico da criptosporidiose e da isosporose.

Diante disso, torna-se importante investigar a prevaléncia de enteroparasitos em
criancas de creche, e a partir das amostras clinicas coletadas, comparar métodos
coproscépicos, utilizados na rotina laboratorial, com um método especifico para deteccéo
de coproantigenos de cistos de G. lamblia, obtendo assim, subsidios para implantacoes

de acdes educacionais e reducao de diagnostico falso-negativos.



2 - OBJETIVOS

Estimar a prevaléncia de nematédeos e protozoarios intestinais, incluindo os
coccideos oportunistas, bem como, analisar a associagdo com o sexo, na

populacado atendida em uma creche publica, da cidade do Rio Grande, RS.

Comparar o0 método imunoenzimatico ELISA para pesquisa de
coproantigenos especificos de Giardia lamblia, com os dois métodos mais
usados (centrifugo-flutuacdo e centrifugo-sedimentacao) na rotina para a

pesquisa de cistos deste protozoario.



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 - Prevaléncia de enteroparasitoses em criancas

No primeiro inquérito epidemioldgico realizado no Brasil, entre 1916 e 1921, pela
Fundagcédo Rockfeller (1922), foram evidenciandas prevaléncias de enteroparasitoses de
78,2% a 99,4%. Atualmente, cerca de 51% da populacao brasileira encontra-se infectada
com pelo menos uma espécie de parasito intestinal (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2002).

Nos ultimos anos tém sido conduzidos estudos isolados, em diferentes estados
brasileiros, sobre a prevaléncia de enteroparasitos em criancas que freqlientam creches,
pré-escolas ou escolas; porém, a maioria dos estudos recentes foi realizada na Regiao
Sudeste, principalmente no estado de Sao Paulo.

Na cidade de Sao Paulo, SP, FERREIRA et al., (2000) relataram a reducao da
prevaléncia de enteroparasitoses em criancas, de 30,9% (314/1.016) para 10,7%
(137/1.280), entre os periodos de 1984-1985 e 1995-1996, respectivamente. Também
observaram poliparasitismo em 13,1% no primeiro periodo e 0,5% no segundo. Os
autores sugeriram que a diminui¢do das taxas de parasitismo ocorreu devido a ampliacéo
do abastecimento de agua da cidade. Na mesma cidade, GUIMARAES & SOGAYAR
(1995) realizaram exames parasitoldgicos nas fezes de 147 criancas com idade entre zero
a seis anos, de trés creches da rede municipal. Os autores identificaram os parasitos
Giardia lamblia (63,3%), A. lumbricoides (20,4%), T. trichiura (19%) e Hymenolepis nana
(8,8%), além dos comensais intestinais: Entamoeba coli (22,4%) e Blastocystis hominis
(32%).

No mesmo Estado, TASHIMA (2004) detectou G. lamblia (7,3%), E. coli (3,9%), E.
vermicularis (1,9%) e H. nana (0,5%), quando examinou fezes de 1.000 de criancas de
zero a 12 anos, do municipio de Presidente Prudente. Posteriormente, FERREIRA &
ANDRADE (2005) verificaram prevaléncia de 11,5% (107/930) para enteroparasitos em
escolares de zero a 7 anos da cidade de Estiva Gerbi. Os autores salientaram que apesar
do municipio apresentar boas condicées de saneamento, as parasitoses estao presentes
em decorréncia de falta de orientacdo e higiene da populagéo.

Também no sudeste brasileiro, ROCHA et al, (2000), examinando amostras de
fezes de 2.901 criancas de zero a seis anos de idade, do municipio de Bambui, do estado
de Minas Gerais, observaram a presenca de G. lamblia (6,2%), E. coli (6,2%), A.
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lumbricoides (4,8%) e ancilostomideos (1,4%). Posteriormente, no mesmo Estado,
CARVALHO et al. (2002) examinaram fezes de 18.973 escolares de sete a 14 anos, da
rede publica de trés mesoregides. Destes, 18,1% (8.428) encontravam-se parasitados,
sendo 1.804 (52,6%) do sexo masculino e 1.624 (47,4%) do sexo feminino. Os autores
registraram positividade para A. lumbricoides (10,3%), T. trichiura (4,7%), ancilostomideos
(2,9%), Enterobius vermicularis (1,2%), H. nana (0,4%) e Taenia sp. (0,2%).

Ainda na Regido Sudeste, UCHOA et al., (2001) registraram a prevaléncia de 55%
(120/218) para enteroparasitos em criancas de creches comunitarias da cidade de Niterdi,
estado do Rio de Janeiro. Os autores identificaram G. lamblia (38,3%), A. lumbricoides
(30%), T. trichiura (26,6%), E. coli (26,6%), Endolimax nana (17,5%), Entamoeba.
histolytica (11,6%), B. hominis (2,5%), H. nana (0,8%) e E. vermicularis (0,8%).
Concluiram que a alta prevaléncia encontrada pode ter sido decorrente da transmissao
direta entre as criangas, pela agua ou alimentos contaminados, uma vez que as
comunidades carecem de rede de saneamento basico e abastecimento de agua potavel.
Posteriormente, na cidade de Seropédica, RJ, MARINHO et al. (2002) observaram uma
prevaléncia de 33,9% (370/1.092) em criancas pré-escolares da rede publica, de trés a
cinco anos, com poliparasitismo em 20,5% das criancas; os parasitos mais prevalentes
foram A. lumbricoides (79,5%) e T. trichiura (38,9%).

Na Regido Nordeste, foram desenvolvidos estudos em diferentes estados. Na
cidade de Salvador, estado da Bahia, PRADO et al., (2001) registraram prevaléncia de
66,1% (748/1.131) de parasitos em escolares; 70,1% (524/748) do sexo masculino e
29,9% (465/748) do sexo feminino. Os autores detectaram T. trichiura (38,6%), A.
lumbricoides (31,2%), ancilostomideos (8,4%), Schistosoma mansoni (2,2%), G. lamblia
(8,9%) e E. histolytica (5,5%). Nas infecgbes por T. trichiura e ancilostomideos, a
prevaléncia foi significativamente mais alta no sexo masculino. Os autores sugeriram que
esta diferenga ocorreu devido ao fato de que os meninos ficam geralmente mais expostos
ao peridomicilio durante as atividades de lazer.

FONTES et al., (2003) registraram a prevaléncia de 92% (938/1.020) para
enteroparasitos em escolares de 12 a 42 séries do 1° grau, das oito escolas da rede
publica, em Barra do Santo Antdnio em Alagoas, sendo registrados T. trichiura (59,1%), A.
lumbricoides (57%), G. lamblia (27%), E. coli (26,7%) e E. vermicularis (25%).

SIQUEIRA et al., (2005) verificaram positividade para enteroparasitos em 42%
(42/100) dos escolares de uma comunidade da cidade de Recife, Pernambuco. Segundo
os autores, foram identificados A. lumbricoides (47,6%), T. trichiura (28,6%) e G. lamblia
(7,1%).
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Recentemente, alguns estudos foram realizados nos estados do sul do Brasil sobre
a prevaléncia das enteroparasitoses em criancas de creche, pré-escolas e escolas.

PUPULIN et al. (2003) registraram a prevaléncia de 24,6% (34/138) de G. lamblia
em criangas, de zero a cinco anos, de trés creches na cidade de Maringa, Parana. Os
autores coletaram trés amostras de fezes, em dias alternados, de criancas da creche A
(familias com renda alta), creche B (renda média) e creche C (renda de até dois salarios
minimos). Detectaram frequéncia de 26,2% (21/80), 20,7% (6/29) e 24,1% (7/29),
respectivamente, ndo obtendo diferenca significativa entre as creches.

QUADROS et al. (2004) verificaram a prevaléncia de enteroparasitos em 70,5%
(141/200) das criangas, com idade entre dois e seis anos, em diferentes centros de
educacao infantil de Lages, Santa Catarina. Detectaram A. lumbricoides (35%), T.
trichiura (13%), H. nana (0,5%), G. lamblia (14%), E. coli (4,5%), E. histolytica (2,5%), B.
hominis (0,5%) e E. nana (0,5%).

ROQUE et al. (2005) registraram a prevaléncia de 36,1% (69/191) para
enteroparasitos em criancas de escolas da periferia de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.
Os autores detectaram A. lumbricoides (50,7%), G. lamblia (27,5%), T. trichiura (24,6%),
Entamoeba sp. (21,7%) e H. nana (10,4%). Também neste Estado, REDANTE (2005)
registrou a prevaléncia de parasitoses em 37,5% (42/112) de pré-escolares e escolares
até a quarta-série de uma escola da colénia Z3, de Pelotas. Os parasitos encontrados
foram A. lumbricoides (26,2%), G. lamblia (26,2%), T. trichiura (21,4%) e E. vermicularis
(2,4%).

Apesar da realizacdo de varios estudos recentes sobre prevaléncia de parasitos
intestinais em criancas em diferentes regibes do Brasil, apenas os estudos de
GUIMARAES & SOGAYAR . (1995) na cidade de S&o Paulo, SP, UCHOA et al, (2001) em
Niterdi, RJ, e de et al. (2003) na cidade de Maringa, PR, tinham como sujeito da pesquisa
a populagdo de creche. E importante ressaltar a caréncia destes estudos no estado do
Rio Grande do Sul.

3.2 — Diagnostico

Em relacdo ao diagnéstico laboratorial das enteroparasitoses, existem varios
métodos que podem ser empregados na rotina como Exames Parasitolégicos de Fezes
(EPFs), e em estudos epidemiolégicos, tais como: exame direto, método de concentracao
por sedimentacdo espontanea, método de centrifugo-sedimentacdo, método de
centrifugo-flutuacdo em solucdo de sulfato de zinco e Kato-Katz (CIMERMAN et al.,
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1999; ROCHA et al., 2000; DE CARLI, 2001; CARVALHO et al., 2002 e FERREIRA,
2003).

A realizacdo da pesquisa de parasitos intestinais nas fezes é recomendacdo
médica freqlente, constituindo-se em uma importante ferramenta para o controle e
tratamento das enteroparasitoses (DE CARLI, 2001), sendo de rapida execucao e pouco
onerosa (MACHADO et al., 2001). Porém, é exigida a coleta de apenas uma amostra de
fezes, o que dificulta o diagnostico quando a intensidade da infeccao é baixa (HIATT et
al., 1995). A utilizacdo de amostras multiplas aumenta a chance da deteccdo de
protozoarios, em fungcdo da intermiténcia de sua eliminagdo nas fezes, aumentando a
sensibilidade do método (DE CARLI, 2001).

No Brasil, sédo realizados nos laboratérios de analises clinicas do setor publico, em
média, 19 milhdes de exames parasitolégicos de fezes por ano (SISTEMA UNICO DE
SAUDE, 2002).

3.2.1 — Diagnostico de coccideos intestinais oportunistas

Atualmente, também tem sido investigada, em criancas, a presenca dos coccideos
intestinais oportunistas: Cryptosporidium spp., Isospora belli e Cyclospora cayetanensis.
Estes pertencem ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia, ordem
Eucoccidiida, sendo que o primeiro género pertence a familia Cryptosporiidae e os outros
dois géneros da familia Eimeriidae.

Para o diagnéstico destes coccideos, especialmente de Cryptosporidium spp. e C.
cayetanensis, sao necessarios métodos de coloracdo e experiéncia especifica do
microscopista para a identificacao dos oocistos (IRWIN, 2002). No Brasil, estes métodos
ndao sao disponibilizados na maioria dos laboratérios de analises clinicas. Além disso,
existe pouca solicitacdo para a realizacdo da pesquisa destes parasitos, devido ao
desconhecimento da importadncia destes protozoarios oportunistas (WIEBBELLING,.
2002).

Dentre estes, Cryptosporidium spp. € 0 mais prevalente e patogénico, sendo que
as criancas sao frequentemente acometidas por este parasito, devido ao maior risco de
transmissao fecal-oral, a falta de imunidade protetora desencadeada por infeccoes
anteriores e sistema imunologico imaturo (OSHIRO et al, 2000). As espécies mais
importantes para os seres humanos sao: C. parvum (potencial zoonético) e C. hominis
(especifica para os humanos), com oocistos que medem 4,4 por 5,9 um e 4,9 por 5,2 um,
respectivamente (MORGAN-RYAN et al., 2002).
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As principais formas de infeccdo sao pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados com oocistos esporulados, pelo contado direto entre hospedeiros (homem-
homem ou animal-homem) e auto-infec¢ao interna em imunocomprometidos, sendo que a

agua é o principal veiculo, relacionada com surtos epidémicos (CHEN et al., 2002).

Esse coccidio tem se destacado entre os principais enteropatégenos agentes
etiolégicos de quadros importantes de diarréia em criangas de seis meses a trés anos
(WIEBBELLING, 2002), em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), nos transplantados, nos submetidos a quimioterapia ou a longo tratamento com
corticosterdides, e nos pacientes com doencas infecciosas imunosupressivas. Entretanto,
atualmente, os pacientes com AIDS que apresentam o curso crénico da infeccdo, séo
aqueles que nao estado recebendo ou ndo tém acesso a terapia anti-retroviral altamente
potente e efetiva-HAART (CHEN et al., 2002).

No Brasil, a maioria dos diagnosticos laboratoriais de Cryptosporidium spp. é
realizada em instituicbes de pesquisa, pela deteccao de oocistos esporulados (FURTADO
& BERNE, 2006). Em estudo avaliando o diagnéstico de protozoarios, MANZI & GARCIA-
ZAPATA (2000) constataram que apenas 4,8% (3/62) das unidades publicas de saude, da
cidade de Goiania, GO, realizavam pesquisa para coccideos na rotina laboratorial.
Posteriormente, SODRE & FRANCO (2001) aplicaram um questionario on line sobre a
realizacdo do diagnédstico de coccideos oportunistas em laboratorios de analises clinicas
de Campinas, SP. Observaram que em 39% dos laborat6rios nao era realizada pesquisa
de oocistos de C. parvum e em 79% nao era empregada a metodologia adequada: o
método da coloragao acido resistente

(www.ib.unicamp.br/institucional/departamentos/parasitologia/enxtensao /

questionario.doc).

WIEBBELLING, (2002), estudando uma amostragem de 91 médicos de seis
especialidades de trés hospitais de Porto Alegre, RS, verificaram que 58,2% (53/91) dos
profissionais suspeitaram pelo menos uma vez de criptosporidiose e destes, 62,3%
(33/53) solicitaram exame parasitolégico comum de fezes para a pesquisa do parasito.
Apenas 36,3% (33/91), sabiam que criangas, de idade seis meses a trés anos, sao
juntamente com os individuos imunocomprometidos, o principal grupo de risco para a
criptosporidiose cronica. Os autores concluiram que a freqiéncia da criptosporidiose deve
estar subestimada.

Para aperfeicoar a recuperacao de oocistos dos coccideos intestinais, tal como
Cryptosporidium spp., as amostras fecais devem ser concentradas para a confeccao das
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laminas com o método de coloracdo acido resistente de Kinyoun ou de Ziehl-Nelseen,
sendo que o método de concentragdo recomendado € o de centrifugo-sedimentacao.
Além disso, devem ser examinadas no minimo trés amostras de fezes antes de liberar o
resultado negativo. Entretanto, quando o paciente esta sendo tratado com antimicrobianos
aumenta o numero de oocistos ndo corados (denominados de oocistos fantasmas),
tornando o diagndstico mais dificil, pois 0os esporozoitos que estdo dentro dos oocistos
ndo podem ser visualizados, favorecendo a emissdo de laudos falso-negativos

(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Cryptosporidiosis.htm).

Outro protozoario oportunista importante é o coccideo [sospora belli. A
transmissao ocorre pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados com oocistos
esporulados deste parasito e na maioria dos casos a infeccdo € benigna, com diarréia
autolimitada. Entretanto, tém sido descritos casos de isosporose crénica em criangas e
em pacientes com AIDS, com quadro de diarréia crénica decorrente da sindrome de ma-
absorcéo e desequilibrio eletrolitico (CIMERMAN et al, 1999).

Em pacientes imunocomprometidos pode ocorrer infec¢do dos linfonodos
mesentéricos e broncoalveolares, figado, baco e vesicula biliar, detectado pela presenca
de cistos unizoitos. Entretanto, ndo se sabe como estes cistos chegam nestes 6rgaos,
provavelmente pela migracdo de merozoitos através da corrente sanglinea. Estes cistos
quando presentes nas vilosidades intestinais podem desencadear resisténcia aos
antimicrobianos, proporcionando recidivas do quadro de diarréia (FRENKEL et al., 2003).

Para otimizar a recuperacdo dos oocistos ndo esporulados de /. belli, também
devem ser concentradas as amostras fecais, e posteriormente realizado o método de
coloracdo &cido resistente. A morfologia dos oocistos é bem caracteristica, pois
apresentam uma massa citoplasmatica nucleada de facil visualizagédo, sao afunilados nas
extremidades, e medem cerca de 30 um de comprimento (FRENKEL et a/,2003).

O coccideo Cyclospora. cayetanensis, descrito recentemente parasitando o homem
€ também um protozoario oportunista, presente em quadros de diarréia prolongado (até
seis semanas), sendo detectado em individuos imunocompetentes e imunodeprimidos.
Em esfregacos de fezes frescas, 0os oocistos apresentam-se esféricos e nao esporulados,
medindo 8 a 10 um de didmetro. O parasito € também transmitido pela rota fecal-oral. A
transmissao direta pessoa a pessoa é pouco provavel porque os oocistos excretados
necessitam de tempo em ambientes favoraveis para tornarem-se infectantes (ORTEGA et
al, 1997). A ingestao de frutas cruas, tais como a framboesa e o0 morango, contaminados
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com oocistos esporulados, tem sido atribuida como a principal forma de infeccao
(VARGAS, 2005).

O diagndstico laboratorial é realizado pela pesquisa de oocistos ndo esporulados
de C. cayetanensis em fezes frescas no microscopio de contraste de fase, em coloracées
de acido resistente e epifluorescéncia. Entretanto, o método de eleicdo é o de coloragao
por safranina, com concentracdo prévia; os oocistos se coram de rosa ou laranja.
Também pode ser feito o diagndstico pela esporulacao dos oocistos (VISVESVARA et al.,,
1997; SHIELDS & OLSON, 2003).

Os métodos de coloragcdo recomendados para o diagnéstico dos coccideos
intestinais oportunistas ndo sao empregados na rotina da maioria dos laboratérios de
analises clinicas. Além disso, a solicitacdo do exame parasitolégico de fezes comum
também é um equivoco, que dificulta o diagndstico destes parasitos. Diante da dificuldade
do diagnéstico laboratorial e da inexisténcia de dados sobre a prevaléncia destes
parasitos oportunistas no estado Rio Grande do Sul, torna-se relevante a realizagdo de
pesquisas nesta area.

3.2.2 - Diagnéstico laboratorial da giardiase

O protozoario Giardia lamblia pertence a classe Zoomastigophorea, ordem
Diplomonadida e familia Hexamitidae. Dentre os varios genoétipos e subgendtipos de
Giardia lamblia descritos, o A VI e A VII (homem), A I, A ll; A lll e A V (zoondtico), B
(homem), B | e B IV (zoondtico), sdo de interesse humano (READ et al., 2004; LALLE et
al., 2005).

Este parasito pode ser transmitido aos seres humanos pela ingestdo de agua e
alimentos contaminados com cistos, por meio de maos contaminadas, pelo contato direto
entre as pessoas em locais de aglomeragdo ou pelo contato com animais domésticos
infectados com os gendtipos zoondticos; os cistos podem ser veiculados por moscas e
baratas (RIVERA et al., 2002).

O protozoério G. lamblia € considerado importante agente etiolégico de diarréia no
Brasil, estando entre as trés principais causas de morbidade em criancas de zero a cinco
anos de idade (FRANCO & CORDEIRO, 1996). Estima-se que nos Estados Unidos da
América (EUA), cerca de 2,5 milhdes de pessoas sao infectadas por ano (KATANIK et al.,
2001). Também é considerado uma das principais causas de diarréia nos paises em
desenvolvimento, infectando cerca de 10 a 15% da populagdo mundial (GUIMARAES &
SOGAYAR, 2002).
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A infeccdo da giardiase nas criangas varia desde quadros assintomaticos até
quadros de diarréia persistente, com sindrome de ma absorcéo intestinal de gorduras e
nutrientes. Nestes casos pode ser observado retardo no desenvolvimento e no
crescimento (PICKERING et al, 1998). Os sintomas mais freqlentes sdo: nausea e
diarréia intermitente, acompanhada de vémitos, dor epigéastrica e cefaléia (FRANCO et al.,
2001).

Na pesquisa de cistos de G. lamblia (10-15 um por 5-8 um) nas fezes (EPF),
podem ser empregados diferentes métodos, tais como de centrifugo-sedimentacao,
exame direto e/ou centrifugo-flutuacdo. O diagnostico da giardiase € dificil porque os
métodos empregados no EPF apresentam baixa sensibilidade, e os pacientes infectados
nao eliminam cistos continuadamente, sendo denominada esta eliminacao intermitente de
periodo negativo; a auséncia de cistos nas fezes pode durar em média 10 dias. Quanto
maior o numero de amostras de fezes analisadas maior € a sensibilidade do método de
diagnostico (DE CARLI, 2001). Entretanto, no Servico de Pronto Atendimento do Servico
Unico em Saude, geralmente, o paciente ndo realiza as trés coletas recomendadas, o que
dificulta o diagnéstico da giardiase (http://portal.saude.gov.br/saude).

FERREIRA & MARCAL. (1997) empregaram o método de centrifugo-sedimentacao
(Técnica de Ritchie) para examinar as fezes de um grupo de pacientes positivos para G.

lamblia. Os autores repetiram os exames durantes trés dias consecutivos e também no
sétimo e no décimo quarto dias, concluindo que com a realizacao de trés exames com
intervalos de sete dias, aumentou a sensibilidade em 80% para deteccéo de cistos.

De acordo com SCHEFFLER & VAN ETTA (1994), a sensibilidade do EPF para o
diagnéstico da giardiase é de 74%, podendo chegar a 80% (JELINEK et al, 1996) ou a
85% (ALDEEN et al.,1998). Segundo MANK et al. (1997), a realizacdo de um exame por
microscopia apresenta uma sensibilidade de 80%, que pode chegar a 96% com a
realizacdo de dois exames, em intervalo de 10 dias.

Segundo GOKA et al. (1990), os trofozoitos (10-20 pm por 5-10 pum) séo
encontrados no fluido duodenal. Este exame pode ser feito através da degluticio pelo
paciente de uma céapsula de gelatina, que permanece por cerca de quatro horas no
duodeno e depois é retirada. Para SUZUKI et al. (1994), o aspirado duodenal apresenta
baixa sensibilidade (43%) quando comparado ao método com formol — éter (Ritchie)

Para GUIMARAES & SOGAYAR (2002), o exame do suco duodenal e de bidpsias
podem ser considerados como recursos complementares no diagnostico de G. lamblia,

porém nao como rotina. Os autores citam ainda, que a sorologia nao é eficaz, visto a
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baixa especificidade, pois 0s anticorpos permanecem no soro de pessoas com infeccao
passada.

Métodos de pesquisa de coproantigenos de Giardia sp. foram desenvolvidos na
tentativa de se encontrar um método pratico e com alta sensibilidade, especialmente para
estudos epidemiolégicos e controle de surtos desta parasitose PETERSON & VESY
(1999);. ROCHA ET AL (1999) observaram 100% de positividade em amostras de fezes
frescas e de 90% em amostras formalizadas, com ELISA (ensaio imunoenzimatico).
MARAHA & BUTING (2000) avaliaram o teste de ELISA de varias marcas e observaram
variacdes na sensibilidade, entre 91% e 100% e na especificidade, entre 89% e 100%.

MACHADO et al. (2001) observaram positividade de 4,9% para G. lamblia com
hematoxilina férrica, 17,1% com método direto, 31,7% pela técnica de Faust (centrifugo-
flutuacao) e 26,9% com ELISA. Posteriormente, VIDAL & CATAPANI (2005) compararam
o método de ELISA com a técnica de Hofman, Pons & Janer (sedimentagao espontanea)
e de Faust (centrifugo-flutuacdo), no diagndstico da giardiase. Das 142 amostras
examinadas, os autores observaram negatividade em 135 amostras com os EPFs e 130
com o método de ELISA. Segundo os autores, o teste de ELISA é recomendavel quando
se busca maior sensibilidade para deteccdo cistos G. lamblia, pela deteccdo de

coproantigenos especificos.



ARTIGO 1

PREVALENCIA DE ENTEROPARASITOSES NA POPULAGCAO ATENDIDA EM UMA
CRECHE PUBLICA DA CIDADE DE RIO GRANDE, RS

RESUMO

As creches representam um importante papel na sociedade, porém a concentracao
de criangas nestes locais pode favorecer a transmissao de enteroparasitos. Este estudo
teve como objetivo investigar a prevaléncia de enteroparasitoses na populacdo que
freqienta uma creche publica do Rio Grande, cidade portuaria localizada na regiao sul do
estado do Rio Grande do Sul. Esta creche tem como caracteristica atender criancas e
adolescentes de até 15 anos de idade. As amostras de fezes foram coletadas de 165
individuos, o que correspondeu a 91,7% da populacao total da creche, com perda inferior
a 10%. Destes, 97% (160/165) foram criancas, de zero a 12 anos incompletos, e 3%
(5/165) adolescentes de até 15 anos. As amostras foram processadas pelos métodos de
centrifugo-sedimentacao e centrifugo-flutuagcédo e pelas coloragdes por tricromio e de
Kinyoun, precedida da concentracao por centrifugo-sedimentacéo. A prevaléncia geral de
enteroparasitos foi de 64,2% (106/165). O protozoario mais prevalente foi Giardia lamblia
(30,3%) e os nematddeos mais prevalentes foram Trichuris trichiura (24,2%) e Ascaris
lumbricoides (22,4%). Também foram registradas as presencas dos coccideos
oportunistas Cryptosporidium spp. (2,4%) e Isospora belli (0,6%). Dentre os positivos,
56,6% (60) apresentavam infeccdo simples e 43,4% (46) associadas. A presenca de
protozodrios nao patogénicos, como Entamoeba coli (15,2%), Endolimax nana (3,6%) e
Enteromonas hominis (4,8%), indica contaminagdo de origem fecal do ambiente. A alta
prevaléncia de nematédeos e protozoarios na populacao estudada sugere a necessidade
de implementacdo de medidas educacionais, visando a prevencao destes

enteroparasitos.

Palavras-chave: prevaléncia, enteroparasitos, creches, criancgas.



ARTICLE 1

PREVALENCE OF ENTEROPARASITOSIS OF A POPULATION IN A PUBLIC DAY
CARE CENTER FROM RIO GRANDE COUNTY, RIO GRANDE DO SUL STATE.

ABSTRACT

The day care centers represents an important role in the society, however, the
concentration of children in this places can favoring the transmission of enteroparasotosis.
The aim of this study was investigate the prevalence of enteroparasitosis in a population in
a day care public center in the Rio Grande County, a harbor city located in southern region
of Rio Grande do Sul State. The characteristic of this day care center is attended children
and adolescents until 15 years old. 165 fecal samples where collected which corresponds
to 91,7% of the total population of the day care center, showing a lost inferior to 10%.
Among the samples collected 97% (160/165) represents children (from zero to incomplete
12 years old) and 3% (5/165) adolescents until 15 years old. The samples where
processed by centrifugal-sedimentation and centrifugal-flotation methods and stained by
tricrhomium and Kinyoun, after the concentration by centrifugal-sedimentation. The
general prevalence of enteroparasitosis was 64,2% (106/165). The most prevalent
nematods where Trichuris trichiura (24,2%) and Ascaris lumbricoides (22,4%) and the
most prevalent protozary was Giardia lamblia (30,3%). The presence of opportunistic
coccidis where also registered Cryptosporidium spp. (2,4%) and Isospora belli (0,6%).
Among the positives 56,6% (60) showed simple infection and 43,4% (46) associated
infection. The presence of non pathogenic protozoary like Entamoeba coli (15,2%),
Endolimax nana (3,6%) and Enteromonas hominis (4,8%), indicated environmental fecal
source contamination. The high prevalence of nematods and protozoary in the studied
population suggests the necessity of implementation of educational measures to prevent
these enteroparasites.

Key-words: Prevalence, Enteroparasitosis, Day care center, children



1 - INTRODUCAO

As creches representam um importante papel na sociedade, pois as familias
necessitam de um local adequado para deixar seus filhos durante o periodo de trabalho.
Porém, a concentracao de criancas, e muitas vezes, as precéarias condi¢cdes sanitarias e
higiénicas das creches, podem favorecer a transmissao de enteroparasitos.

O parasitismo intestinal ainda se constitui em um sério problema de saude publica
no Brasil, pois esta diretamente relacionado as condigdes sanitarias em que a populacao
vive. As criangas sdo as mais acometidas provavelmente devido a suscetibilidade
decorrente da imaturidade do sistema imunoldgico e 0 comportamento ligado a fase oral,
causando desnutrigdo, deficiéncia no desenvolvimento fisico, psicossomatico e social. A
medida que a crianga adquire maturidade motora, aumenta a possibilidade de contato
com o solo e com objetos contaminados por formas infectantes de parasitos (MOTTA &
SILVA, 2002).

A sintomatologia decorrente das parasitoses intestinais é variavel, sendo que os
quadros clinicos mais graves ocorrem em criancas e em imunocomprometidos. Nos
quadros leves as manifestagdes sao inespecificas, tais como anorexia, irritabilidade,
distarbios do sono, vémitos, nauseas e diarréia. Também pode ser observada anemia em
criangcas desnutridas com ancilostomiase, prolapso retal na tricuriase, enterorragia na
amebiase e obstrugao intestinal na ascaridiase (MOTTA & SILVA, 2002).

Dentre os enteroparasitos que acometem as criancas de creche, os mais
frequentes no Brasil, sdo os nematddeos Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura
(UCHOA et al, 2001; MARINHO et al., 2002; QUADROS et al., 2004) e o protozoario
Giardia lamblia (PUPULIN et al., 2003; QUADROS et al., 2004).

Atualmente, também tem sido investigada, em criancas, a presenca dos coccideos
intestinais oportunistas: Cryptosporidium spp., Isospora belli e Cyclospora cayetanensis e.
dentre estes, Cryptosporidium spp. € o mais prevalente e patogénico. No Brasil, grande
parte dos diagnésticos da criptosporidiose € realizada em instituicbes de pesquisa
(FURTADO & BERNE, 2006), sendo registrada maior prevaléncia deste coccideo em
criangcas menores de cinco anos (MOORE et al.,, 2002), devido a falta de imunidade
protetora decorrente de exposi¢coes anteriores e sistema imunolégico imaturo (OSHIRO et
al, 2000).

A maioria dos laboratérios de analises clinicas nao disponibiliza o diagndstico para
0s coccideos intestinais oportunistas, pela dificuldade da identificacdo dos oocistos,
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especialmente de Cryptosporidium spp. € C. cayetanensis (MANZI & GARCIA-ZAPATA,
2000) e pela exigéncia da realizagdo de métodos especiais. Além disso, o0 emprego de
métodos ndo especificos (SODRE & FRANCO, 2001) e a solicitagdo do exame
parasitolégico de fezes (EPF) comum sao equivocos que dificultam o diagndstico
(WIEBBELLING, 2002).

O estudo da prevaléncia de enteroparasitos pode servir como instrumento para
avaliar as condigbes higiénicas, sanitarias e sécio-econémicas de uma determinada
populacdo, visando implementar agdes de planejamento para melhoria das suas
condicoes de vida. Estima-se que para cada ddlar investido na infancia, incluindo os
fundos para melhorar o acesso a agua potavel e ao saneamento basico, sete ddblares
serdo economizados em servicos publicos (UNITED NATIONS CHILDREN’S FUND -
UNICEF, 2004).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar a prevaléncia de
nematddeos e protozoarios intestinais, incluindo os coccideos oportunistas, na populacéao
atendida em uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS.



2- MATERIAL E METODOS

2.1 — Sujeito da pesquisa e tamanho da amostra

Este estudo foi realizado em uma creche publica do Rio Grande, cidade portuéaria
localizada no sul do estado do Rio Grande do Sul. Esta creche tem como caracteristica
atender criancas e adolescentes de até 15 anos, pertencentes a familias da classe sé6cio-
econOmica baixa.

De uma populacdo de 180 individuos atendidos na creche, foram coletadas
amostras de fezes de 165 (91,7%), correspondendo a uma perda inferior a 10% (8,3%). O
grupo estudado foi constituido por 97% (160/165) de criancas de zero a 12 anos
incompletos, e 3% (5/165) de adolescentes de até 15 anos. O critério de inclusdo no

estudo, foi de frequentar a creche por parte dos sujeitos da pesquisa.

2.2 - Principios éticos em pesquisa com seres humanos

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), sendo respeitada a resolucdo CNS 196/96 da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), vinculada ao Conselho Nacional de
Saude (CNS). O responsavel pela creche foi esclarecido quanto aos objetivos do projeto e
a participacdo dos sujeitos da pesquisa e de seus responsaveis, sendo autorizada sua
realizacdo (Anexo 1). Os responsaveis pelos sujeitos da pesquisa, tomaram
conhecimento da pesquisa pelo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2),
sendo autorizada a sua realizacdo. Todos o0s positivos nos exames parasitolégicos
receberam prescricdo médica e tratamento especifico sem 0Onus. Além disso, foram

ministradas duas palestras educativas para os sujeitos da pesquisa e seus responsaveis.

2.3 - Periodo e coleta das amostras de fezes

O periodo das coletas das amostras foi de maio a setembro de 2006, sendo que de
cada crianca, foi coletada uma amostra de fezes. As amostras foram acondicionadas em
copos de coleta estéreis, devidamente etiquetados e identificados, com a data da coleta e
namero da amostra. Até o momento do exame, o material foi conservado a 4°C, no
Laboratério de Parasitologia do Departamento de Patologia (DPAT) - Fundacao
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). As amostras foram numeradas para
garantir privacidade para os sujeitos da pesquisa.
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As amostras foram processadas no Laboratério de Parasitologia do Departamento

de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia (IB) — UFPEL, e no Laboratério de
Parasitologia — DEMP-UFPEL

2.4 - Pesquisa de ovos de helmintos, cistos e oocistos de protozoarios

O exame macroscopico das amostras foi feito, inicialmente, visando a deteccao de
formas adultas de helmintos ou proglotes de cestddeos nas fezes, para posterior pesquisa
de ovos, cistos e oocistos de parasitos.

2.4.1 - Método de centrifugo-flutuacao em solucao de sulfato de zinco
(Técnica de Faust)

FAUST et al., (1938).

2.4.2 - Método de centrifugo-sedimentacao pelo formol-éter (Técnica de
Ritchie)

RITCHEI (1948).
2.4.3 - Coloracao pelo tricromio
DE CARLI, (2001).

2.5 - Pesquisa de oocistos de Cryptoporidium spp., Cyclospora cayetanensis e
Isospora belli— Método de coloracao acido resistente de Kinyoun

Os esfregacos preparados, em duplicata, a partir do sedimento obtido pelo método
de centrifugo-sedimentagédo (Técnica de Ritchie) (item 2.4.2.), foram secos pelo calor e
fixados com metanol por cinco minutos. Apéds, os esfregagcos foram corados a frio com o
corante fucsina de Kinyoun por 25 minutos e, descorados com &cido sulfurico 2%, durante
30 a 40 segundos. A seguir, foram contracorados com verde de malaquita 5%, por um
minuto. Posteriormente, as laminas permanentes foram examinadas ao microcopio éptico

(aumento de 1.000 vezes).
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2.6 - Analise Estatistica
Foram calculadas as prevaléncias de nematddeos e protozoarios intestinais
detectados nos EPFs (Ritchie e Faust), e de coccideos intestinais oportunistas
identificados pela coloracao acido resistente. Também foram calculadas as prevaléncias
de infecgdo simples e das associacoes. A investigacao da variavel relacionada a sexo,
incluindo os coccideos intestinais oportunistas, foi avaliada pelo teste do Qui-quadrado,
com nivel de significancia de 0,05.



3 - RESULTADOS

Prevaléncia Geral = 64,2% (106/165)

Enteromonas hominis
Negativos Endolimax nana
43% (71) Entamoeba coli
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potencialidade da transmissao de outros
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Figura 1 - Prevaléncia das infeccées por protozoarios e nematdédeos patogénicos e por
protozoarios nao patogénicos (n=165).

Dentre os nematddeos, foram detectados ovos de Ascaris lumbricoides (Figura 2)
Trichuris trichiura (Figura 3), e ovos e forma adulta de Enterobius vermicularis (Figura 4).
Dentre os protozoarios, foram identificados cistos de Giardia lamblia (Figura 5),
Entamoeba coli (Figura 6), Endolimax nana e Enteromonas hominis (Figura 7) e oocistos

de Cryptosporidium spp. (Figura 8) e de Isospora belli (Figura 9).

Na Figura 10, pode ser visualizada a prevaléncia de cada género ou espécie de
nematddeo ou protozoario. Dentre 0s nematédeos, 0s que apresentaram as prevaléncias
mais altas foram T. trichiura (24,2%) e A. lumbricoides (22,4%), enquanto que G. lamblia
foi o protozoario mais freqiiente (30,3%). Além disso, foram registradas as prevaléncias

dos coccideos oportunistas, Cryptosporidium spp. (2,4%) e Isospora belli (0,6%).

Dentre os 106 positivos, 56,6% (60) apresentaram infeccao simples e 43,4% (46)
associadas. Na Figura 11, podem ser observadas as prevaléncias das infeccoes simples
e das associacOes, por género ou espécie. Na Tabela 1, pode ser observada a
prevaléncia de cada associacédo. Dentre as associagdes, as mais prevalentes foram de: A.
lumbricoides e T. trichiura (17,4%); A. lumbricoides e G. lamblia (10,9%); T. trichiura e G.
lamblia (8,7%).



Figura 2 — Ovo de Ascaris lumbricoides detectado em amostra de fezes de crianca
de uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS. Método centrifugo-flutuacao —
Técnica de Faust (Aumento de 400 X).

Figura 3 — Ovo de Trichuris trichiura detectado em amostra de fezes de crianga de
uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS. Método centrifugo-flutuacao —
Técnica de Faust (Aumento de 400 X).
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Figura 4 — Forma adulta de Enterobius vermicularis (fémea) detectado em amostra
de fezes de crianca de uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS.
(Aumento de 100 X).

Figura 5 — Cistos de Giardia lamblia detectados em amostra de fezes de crianga
de uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS. Método centrifugo-flutuagao
— Técnica de Faust (Aumento de 400 X).
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Figura 6 — Cistos de Entamoeba coli detectados em amostra de fezes de crianga
de uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS. Método centrifugo-
sedimentacao — Técnica de Ritchie (Aumento de 400 X).

Figura 7 — Cistos de Endolimax nana (seta preta) e Enteromonas hominis (seta
marrom) em amostra de fezes de crianca de uma creche publica da cidade do Rio
Grande, RS. Método centrifugo-sedimentacao — Técnica de Ritchie (Aumento de
100 X).
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Figura 8 — Oocisto de Cryptosporidium spp. detectado em amostra de fezes de
crianga de uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS. Coloragéo &cido
resistente de Kinyoun (Aumento 1.000 X).

Figura 9 — Oocisto de Isospora belli detectado em amostra de fezes de crianca de
uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS. Coloracao acido resistente de
Kinyoun (Aumento de 1.000 X).
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Figura 10 - Prevaléncias de nematodeos e protozoarios intestinais, na populagao atendida
em uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS (n=165).
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Figura 11 - Prevaléncias das infeccoes simples e associagdes, por género ou
espécie de nematddeos e protozoarios intestinais, na populacdo de uma creche
publica do Rio Grande, RS (n=106).
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Tabela 1 - Prevaléncias das associacdes de nematédeos ou protozoarios
intestinais na populagao positiva atendida na creche publica da cidade do Rio Grande, RS
(N=46).

Prevaléncia
Helmintos / Protozoarios Positivos (%)
A. lumbricoides / T. trichiura 08 17,4
A. lumbricoides / T. trichiura / E. coli 02 4,3
A. lumbricoides / T. trichiura / G. lamblia 02 4,3
A. lumbricoides / T. trichiura / E. nana / E. hominis 01 2,2
A. lumbricoides / T. trichiura / G. lamblia/ E. coli 02 4.3
A. lumbricoides / G. lamblia 05 10,9
A. lumbricoides / G. lamblia / I. belli 01 2,2
A. lumbricoides / G. lamblia / E. nana / E. hominis 01 2,2
A. lumbricoides / G. lamblia/ E. coli 02 4,3
A. lumbricoides / G. lamblia / E. nana 01 2,2
A. lumbricoides / E. coli 02 4,3
A. lumbricoides / Cryptosporidium spp. 01 2,2
T. trichiura / G. lamblia 04 8,7
T. trichiura / G. lamblia / Cryptosporidium spp. 01 2,2
T. trichiura / G. lamblia / E. coli 01 2,2
T. trichiura / G. lamblia / E. coli / E. hominis 01 2,2
T. trichiura / E. coli 03 6,5
T. trichiura / E. coli / E. nana 01 2,2
T. trichiura / E. nana 01 2,2
G. lamblia / E. hominis 02 4,3
G. lamblia / E. coli 01 2,2
Cryptosporidium spp. / E. nana 01 2,2
E. coli/ E. nana 01 2,2
E. coli/ E. hominis 01 2,2

Nao ocorreu diferenca significativa (p>0,05) na deteccdo de nematédeos e
protozoarios intestinais, entre os sexos masculino e feminino. Na Tabela 2, pode ser
verificada a porcentagem da positividade para nematédeos e protozoarios, em relagcao ao
sexo da populacao de uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS.
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Tabela 2— Porcentagem da positividade para nematddeos e protozoarios, em relagdo ao
sexo da populacao de uma creche publica da cidade do Rio Grande, RS (n=165).

Sexo Positivos Negativos
Masculino 79,4% (54) 20,6% (14)
Feminino 67% (65) 33% (32)
4- DISCUSSAO

A partir do crescimento populacional, maior urbanizacao e participacdo da mulher
no mercado de trabalho, as creches passaram a desempenhar um papel importante na
sociedade, sendo o segundo ambiente, depois da residéncia, em que a crianga convive.
Entretanto, uma das caracteristicas principais das creches é a concentracao de criangas,
0 que torna estes locais potenciais fontes de infecgdo. GURGEL et al. (2005) registraram
um risco de infec¢do de 1,5 vezes maior para criancas de creche em relagdo as criangas
que nao as freqientam. Os autores observaram prevaléncias de parasitoses intestinais de
63% e 41,4%, respectivamente. No presente estudo foi registrado uma taxa de
prevaléncia semelhante (64,2%), na creche publica da cidade do Rio Grande, RS.

As altas prevaléncias de enteroparasitoses encontradas entre as criancas de
creches podem ser decorrentes da transmissdo direta ou indireta, especialmente pela
agua, uma vez que as comunidades carecem de rede de saneamento basico e
abastecimento de agua potavel (FRANCO & CORDEIRO, 1996).

A alta prevaléncia registrada justifica a preocupagcédo com as condi¢cbées de saude e
de higiene da populacdo estudada, pois foi observada positividade de 57% para
nematdédeos e protozodrios intestinais patogénicos e de 7,3% para protozoarios nao
patogénicos: Entamoeba coli, Endolimax nana e/ou Enteromonas hominis. Apesar destes
trés ultimos protozodrios ndo serem patogénicos aos humanos, seus registros sao
relevantes, pois indicam a ocorréncia da contaminacao de origem fecal humana, bem
como a potencialidade da transmissao de outros parasitos. Dentre os comensais, E. coli é
frequentemente encontrado, com prevaléncias entre 3,9% a 26,7% (GUIMARAES &
SOGAYAR, 1995; ROCHA ET AL, 2000; UCHOA et al., 2001; FONTES et al., 2003;
QUADRGOS et al., 2004; TASHIMA, 2004;).



41

Nos estudos de FONTES et. al. (2003), QUADROS et al. (2004) e UCHOA et al,
(2001), realizados nos estados de Alagoas, Santa Catarina e Rio de Janeiro, também
foram observadas altas prevaléncias de enteroparasitos, de 92%, 70,5% e 55%,
respectivamente. Porém, taxas menores de prevaléncia foram observadas por MARINHO
et al. (2002), REDANTE (2005). Estes autores observaram prevaléncias que variaram de
15,8% a 37,5% nos estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul.

As diferencas nas prevaléncias podem ser decorrentes da faixa etaria das criancas,
das condi¢des sécio-econdmicas, da existéncia de saneamento basico e da oferta de
servicos na area da saude publica para a populacdo. Também pelos diferentes métodos
para pesquisa de parasitos nas fezes das criancas, pois ndo ha uniformidade na
metodologia utilizada nos estudos de prevaléncia de enteroparasitos em criancgas.

Os enteroparasitos mais prevalentes foram G. lamblia (30,3%), seguido de T.
trichiura (24,2%) e A. lumbricoides (22,4%). Estes resultados foram semelhantes aos
obtidos por GUIMARAES & SOGAYAR . (1995), UCHOA et al. (2001) e REDANTE
(2005). Embora, ROCHA ET AL (2000) tenha observado estes mesmos parasitos como
os mais freqlentes, as prevaléncias foram menores do que as observadas neste estudo.
Os autores levantaram algumas hipo6teses para tentar explicar a menor prevaléncia, como
0 processo intenso de urbanizacdo e a melhoria das condigdes sécio-sanitarias do
municipio de Bambui, MG. No entanto, MARINHO et al. (2002) verificaram que o parasito
mais prevalente foi A. lumbricoides, seguido de T. trichiura. QUADROS et al. (2004)
também observaram que o parasito mais prevalente foi A. lumbricoides, seguido de G.
lamblia e T. trichiura.

Apesar do protozoario G. lamblia ter sido mais prevalente (30,3%) e de terem sido
executados dois métodos de EPFs por amostra, a prevaléncia pode estar subestimada,
pois foi examinada apenas uma amostra de fezes de cada sujeito da pesquisa.
GUIMARAES & SOGAYER (1995) detectaram uma taxa de prevaléncia mais alta (63,3%),
provavelmente, devido terem examinado trés amostras de fezes, coletadas em intervalos
de sete dias, aumentando assim a eficacia dos exames parasitolégicos. Com o emprego
desta metodologia, aumenta a sensibilidade em 80% para deteccao dos cistos deste
protozodrio, pois a eliminacdo dos cistos nas fezes é intermitente (FERREIRA &
MARCAL, 1997).

As prevaléncias de T. trichiura (24,2%) e de A. lumbricoides (22,4%) foram
semelhantes, sendo também verificadas estas taxas por outros autores (GUIMARAES &
SOGAYAR, 1995; UCHOA et al., 2001; REDANTE et al., 2006). Esta similaridade ocorreu,

provavelmente, pelo mecanismo de transmissao (fecal-oral) e pela forma infectante (ovo
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larvado) serem os mesmos (COSTA-MACEDO, 2000). Entretanto, esperava-se que a
prevaléncia de A. lumbricoides fosse maior do que a de T. trichiura, pois as fémeas deste
ascarideo sao altamente proliferas, eliminando diariamente pelas fezes do hospedeiro,
milhares de ovos resistentes as condicbes do meio ambiente. Porém, é importante
ressaltar que, as criancas sao tratadas esporadicamente com anti-helminticos, algumas
sem prescricado médica, com dosagem abaixo do indicado. A prevaléncia mais alta para T.
trichiura pode ser explicada pela maior resisténcia deste nematédeo aos anti-helminticos.

A prevaléncia observada de Enterobius vermicularis foi de 0,6%. Vale salientar que
esta pode estar subestimada, pois nao foi realizado método especifico para pesquisa
deste parasito. A postura é ralizada no tegumento anal ou perianal e os métodos de
Graham (fita gomada) ou método de Hall (swab anal) sdo os de eleicdo para esta
parasitose. Provavelmente, a crianca parasitada estava altamente infectada, permitindo a
identificagéo de ovos no EPF e de formas adultas no exame macroscopico.

Outro achado importante foi a identificacdo de oocistos de Cryptosporidium em
2,4% (4/165) e de Isospora belli em 0,6% (1/165) das criancas, representando uma
prevaléncia de 5,3% (5/94) entre os positivos para nematédeos e protozoarios intestinais
patogénicos. Segundo CHEN et al. (2002), em sua revisdao, o coccideo Cryptosporidium
spp, é agente etiolégico de 6% dos quadros de diarréia em criangas em todo o mundo.
Estes coccideos intestinais, parasitos oportunistas, podem causar quadros graves de
diarréia em criancas. Sao poucos os estudos epidemiolégicos das enteroparasitoses que
utilizam exames que permitem o diagnostico destes protozoarios. TOPOROVSKI et al.
(1999) obtiveram resultado similar (2%) ao obtido no presente trabalho (2,4%), pois
identificaram  Cryptosporidium spp. também em fezes formadas. Entretanto,
TOPOROVSKI et al. (1999) e GONCALVES et al. (2006) observaram prevaléncias de 5%
e 12,9%, respectivamente, quando utilizaram somente amostras diarréicas.

O achado de Cryptosporidium spp. e de [. belli na populacao estudada, demonstra
a importdncia da pesquisa de oocistos na rotina laboratorial. Como a maioria dos
laboratérios brasileiros de analises clinicas nao realiza métodos especificos na rotina e
em muitos casos nao é solicitado o exame especifico, é provavel que estes parasitos nao
sejam identificados nas fezes dessas criancas. Além disso, a introducdo de exames nos
laboratérios de andlises clinicas é importante, pois o tratamento destes é especifico.

Também é importante ressaltar que as criancas que apresentaram amostras de
fezes positivas para Cryptosporidium spp. e I. belli foram monitoradas, através de exames

de outras amostras de fezes. Todavia, em todos os cinco casos, as infec¢des foram
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assintomaticas e autolimitadas, provavelmente, porque nao ocorreram em criangcas
subnutridas_(WIEBBELLING, 2002).

No total, foi observada a prevaléncia de 47,3% (78/165) para nematédeos e de
57% (94/165) para protozoarios. O fato de ser encontrada menor prevaléncia de
nematodeos, pode estar relacionado com tratamento convencional realizado pela rede de
abastecimento de agua do local, inviabilizando as formas infectantes dos helmintos, o que
nao ocorre com 0s protozoarios; o tratamento convencional de agua nao inviabiliza os
cistos do protozoario G. lamblia (HELLER et al, 2004). Também nao pode ser
desconsiderado o fato que algumas vezes as criancas podem ser tratadas, sem EPF,
sendo administrados apenas anti-helminticos, ndao atingindo os protozoarios. Todavia, a
prevaléncia de 47,3% para nematédeos pode ser considerada alta. A infeccdo das
criancas pode ter ocorrido pela ingestdo de frutas e hortalicas contaminadas, pois sao
consumidas na sua maioria in natura (VARGAS, 2005, NOLLA et al., 2005). A constante
avaliacdo da qualidade sanitaria das frutas e hortalicas consumidas pela populacao, bem
como a avaliacdo da qualidade de higiene dos manipuladores de alimentos que podem
servir como veiculos de agentes patogénicos, é de extrema importancia (SILVA et al,
2005). Além disso, a infeccdo por nematddeos pode ter ocorrido através de maos sujas
contaminadas com ovos infectantes levadas a boca, pois as nocdes de higiene nas
criancas ainda estdo sendo formadas.

O hospedeiro pode abrigar diferentes espécies de parasitos, porém neste estudo,
foi verificado que houve predominio de infeccao simples (56,6%). Este resultado esta de
acordo com diversos trabalhos (RIBEIRO et al., 1999; UCHOA et al, 2001, MARQUES et
al., 2005, QUADROS et al., 2004, GURGEL et al., 2005).

Dentre os casos de poliparasitismo, a principal associagao foi A. lumbricoides e T.
trichiura (17,4%), concordando com FERREIRA, (2000), UCHOA et al. (2001), VILLELA
(2003) e REDANTE (2005).

Com referéncia ao sexo, os resultados foram semelhantes, ndo havendo diferenca
significativa na deteccdo de nematddeos e protozoarios intestinais (p>0,05). Estes
resultados concordam com FERREIRA et al. (2000). Muitos autores relatam que as
meninas sd0 mais parasitadas (GUIMARAES & SOGAYAR, 1995; QUADROS et al.,
2004; GURGEL et al., 2005; REDANTE, 2005), enquanto que outros relatam serem os
meninos mais parasitados (PRADO ET AL et al., 2001; CARVALHO et al., 2002).

As pesquisas sobre a prevaléncia de géneros ou espécies de enteroparasitos em

criancas sao necessarias e seus resultados, fornecem subsidios para implementacéao de
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acoes educacionais e de planejamento sanitario para a melhoria das condi¢cdes de vida
das populacdes mais carentes.

5 - CONCLUSOES

1- A prevaléncia de enteroparasitos é alta (64,2%) nas criancas que freqlentam a creche
publica estudada

2- QGiardia lamblia, Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides sao 0s parasitos mais
prevalentes nas criangas dessa creche.

3- A presenca de protozoarios intestinais oportunistas Cryptosporidium spp. € Isospora
belli em criangas usuarias de creche mostra a necessidade da inclusdo do diagnéstico
destes parasitos na rotina laboratorial.

4- A presenca de parasitos ndo patogénicos como Entamoeba coli, Endolimax nana e

Enteromonas hominis indica contaminacgao fecal a que as criancas estao expostas.

RECOMENDACAO

Baseado nos dados obtidos existe a necessidade da realizacdo de programas
governamentais, com mais investimentos em saneamento basico, inclusive com projetos
na area educacional, e introduzindo no curriculo contetdos que visem trabalhar propostas
de higiene/parasitose. Com isso a crianca exercera o papel de um multiplicador,
combatendo a desinformacao.
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ARTIGO 2
COMPARACAO DE METODOS DIAGNOSTICOS PARA GIARDIASE

Resumo

O protozoario Giardia lamblia é considerado um dos mais importantes agentes
etiolégicos de diarréia em criancas no Brasil, mas o diagnéstico conclusivo da giardiase
torna-se dificil devido a baixa sensibilidade dos métodos, em funcdo da eliminacao
intermitente dos cistos, necessitando de varias amostras de fezes, em dias alternados,
para diminuir os resultados falso-negativos. Frente a essas dificuldades foi desenvolvido o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) para pesquisa de antigenos de G. lamblia nas fezes,
com a expectativa de obter um método simples, sensivel e especifico. Este estudo teve
como objetivo comparar o ELISA (kit comercial Giardia Il - Techlab) com os métodos
coproscépicos convencionais de centrifugo-sedimentacao (mais abrangente) e centrifugo-
flutuacdo (de eleicdo), visando demonstrar a importancia do emprego na rotina
laboratorial de um método com maior sensibilidade, a partir de uma Unica amostra de
fezes. Foram examinadas fezes de 158 criangas, de zero a 12 anos, de uma creche
municipal da cidade do Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. Os resultados referentes a
comparacao do ELISA (padrdo ouro) com o método de centrifugo-flutuacao (Técnica de
Faust) mostraram que o ELISA tem 7,29 vezes mais chances de detectar amostras
positivas de G. lamblia, a partir de uma amostra de fezes. O mesmo comparado com o
método de centrifugo-sedimentacao (Técnica de Ritchie) apontou ter 28,36 vezes mais
chances de detectar amostras positivas de G. lamblia. A partir destes resultados pode-se
concluir que o ELISA pode ser usado no diagnéstico individual conclusivo, como também
em diagnésticos epidemiolégicos, pois, € de facil execugdo, o que permite processar
simultaneamente varias amostras, otimizando o tempo e diminuindo os resultados falso-

negativos.



ARTICLE 2

COMPARISION OF DIAGNOSIS METHODS TO DETECT GIARDIASIS IN FECAL
SAMPLES

ABSTRACT

The protozary Giardia lamblia is considered one of the most important etiological
agents of diarrhea in children in Brazil Country, however, the laboratorial diagnosis of
giardiasis is difficult in reason of the low sensibility of the employed methods since this
protozoary presents an intermittent elimination of cysts, becoming necessary many fecal
samples collected in alternated days to decreased the false negative results. Considering
this difficulties an immunoenzimatic assay was developed (ELISA) to research antigens of
G. lamblia in fecal samples, with the expectation of obtaining a simple, sensitive and
specific method. The aim of this study was compare the ELISA (commercial kit to Giardia
Il — Techlab) with the conventional coprological methods, the centrifugal-sedimentation
(more broad) and the centrigual-flotation (election method), expecting to demonstrate the
importance of the use in laboratorial routine of a method with more sensibility, from a
single fecal sample. 158 fecal samples of children, from zero to 12 years old, from a day
care public center of Rio Grande County, Rio Grande do Sul State, Brazil, where analyzed.
The results which ones refers to comparison of ELISA (gold standard) with the centrifugal-
flotation method (Faust Technique) showed that ELISA presents 7,29 times more chances
to detect positive samples of G. lamblia, from a single fecal sample. When compared
ELISA with centrifugal-sedimentation (Ritchie Technique) we found 28,36 times more
chances to detect positive samples of G. lamblia at the same conditions. From this results
we suggests that ELISA could be used as conclusive laboratorial diagnosis method, as
well in epidemiological diagnosis, since this method presents an easily execution and
permits the simultaneously processing of many samples, optimizing the time and
decreasing the false negatives results.

Key words: Diagnosis, Giardia lamblia, ELISA, Enteroparasitosis, Children



1 — INTRODUCAO

O protozoario Giardia lamblia é considerado um dos mais importantes agentes
etiolégicos de diarréia em criancas no Brasil, estando entre as trés principais causas de
morbidade em criangcas de zero a cinco anos de idade (MOTTA & SILVA, 2002), com
aproximadamente seis milhdes de portadores (GUIMARAES & SOGAYAR, 2002).

Este protozoario pertence a classe Zoomastigophorea, ordem Diplomonadida e
familia Hexamitidae. Dentre os varios genétipos de G. lamblia recentemente descritos, o A
e B apresentam potencial zoonético, sendo que os subgenétipos VI e VII do gendtipo A e
o lll do B sao especificos para os seres humanos, enquanto que os subgenétipos I, Il, Il e
V do gendtipo A e os subgendtipos | e IV do B infectam os animais e os seres humanos
(READ et al.,, 2004; LALLE et al.,, 2005).

A transmissao pode ocorrer pela ingestao de agua e alimentos contaminados com
cistos de G. lamblia e pelo contato direto com pessoas e animais domésticos infectados
(RIVERA et al., 2002). O quadro clinico da giardiase nas criangas varia desde infecgoes
assintomaticas até quadros de diarréia persistente, com sindrome de ma absorcéo
intestinal de nutrientes e de gorduras, podendo ser observado retardo no seu
desenvolvimento e crescimento (MOTTA & SILVA, 2002).

As prevaléncias de giardiase registradas em diferentes estados brasileiros, obtidas
por meio de exames parasitolégicos de fezes (EPFs), apresentam ampla variagdo: Sao
Paulo, 63,3% (GUIMARAES & SOGAYAR, 1995), Minas Gerais 6,2% (ROCHA et al,
2000), Bahia 8,9% (PRADO et al, 2001), Rio de Janeiro 38,3% (UCHOA et al, 2001),
Alagoas 27% (FONTES et al, 2003), Santa Catarina 14% (QUADROS et al, 2004),
Pernambuco 4,8% (SIQUEIRA et al, 2005), Rio Grande do Sul, 26,2% (ROQUE et al,
2005), 27,5% (REDANTE, 2005) e 31,7% (DIAS, 2005). Segundo estes autores, as
prevaléncias registradas foram observadas a partir da analise de apenas uma amostra de
fezes, podendo estar subestimadas.

Na pesquisa de cistos de G. lamblia por exame parasitolégico de fezes (EPF),
podem ser empregados diferentes métodos, tais como o exame direto, centrifugo-
sedimentacao e/ou centrifugo-flutuacao (de eleicao). Entretanto, o diagndstico laboratorial
da giardiase torna-se dificil devido a baixa sensibilidade destes métodos, em funcao da
eliminacao intermitente dos cistos. O periodo negativo da eliminacdo dos cistos persiste
em média 10 dias. Portanto, para aumentar a sensibilidade do EPF, é importante
examinar trés amostras de fezes (DE CARLI, 2001), com intervalo entre as coletas, o que
pode aumentar a sensibilidade do diagnéstico em 80%, quando comparado com as
analises realizadas de amostras coletadas em trés dias consecutivos (CASTANHO &
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FURTADO, 1983). Entretanto, geralmente é solicitada apenas uma amostra de fezes,
dificultando o diagnéstico.

GUIMARAES & SOGAYAR (1995), GUIMARAES & SOGAYAR, (2000) citaram que
os exames do suco duodenal e de bidpsias podem ser considerados recursos
complementares no diagnostico da giardiase, porém nao como rotina. Os autores citaram
ainda que a sorologia nao € eficaz, devido a baixa especificidade, pois os anticorpos
permanecem no soro de pessoas com infeccao passada.

Frente a essas dificuldades no diagnéstico da giardiase, foi desenvolvido o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para pesquisa de antigenos de G. lamblia nas fezes dos
pacientes, com a expectativa de obter um método simples, sensivel e especifico (UNGAR
et al. 1984; GREEN et al. 1985; ROSOFF & STIBBS 1986; NASH et al. 1987; KNISLEY et
al. 1989).

A partir destes estudos, varios outros foram realizados com objetivo de avaliar a
sensibilidade e a especificidade de kits comerciais de ELISA para o diagnéstico da
giardiase. ROSENBLATT & SLOAN. (1993) observaram que a sensibilidade do ELISA foi
de 97% e a especificidade de 96%. GOLDIN et al. (1993) examinaram pelo ELISA 4.936
amostras, os cistos foram armazenados pelo método de centrifugo-sedimentacédo de Eter
durante 22 meses, e verificaram uma sensibilidade de 94,2% e especificidade de 98%.
Posteriormente, SCHEFFLER & VAN ETTA (1994) verificaram 95% de sensibilidade com
o método de ELISA e 74% no EPF.

O ELISA desenvolvido em Cuba, por TORRES et al. (1997), apresentou
sensibilidade de 94,8% e especificidade de 98,3%, em amostras fezes experimentalmente
contaminadas com cistos e/ou trofozoitos de 14 cepas de Giardia sp..

No Brasil, ROCHA et al. (1999), em Belo Horizonte, MG, avaliaram um kit de
ELISA, e observaram sensibilidade de 100% e especificidade de 95%. Concluiram que o
método mostrou ser uma alternativa para o diagnéstico, especialmente nos casos em que
os resultados do EPF foram repetidamente negativos em pacientes com sintomas
compativeis com giardiase.

MARAHA & BUTING (2000) testaram quatro kits comerciais de ELISA para o
diagnostico da giardiase. Observaram variagdes na sensibilidade, sendo que um kit
apresentou a maior sensibilidade (91%) e sua interpretacao foi a mais facil, enquanto que
a sensibilidade dos outros trés kits variou de 63% a 81%. Porém, SHUNK et al. (2001)
observaram sensibilidade de 100% e especificidade de 99,6% ao avaliarem um kit de
ELISA.
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Também foram realizados estudos visando comparar os resultados de prevaléncia
obtidos pelo ELISA e com os registrados pelos EPFs, utilizados rotineiramente no
diagnéstico laboratorial. MACHADO et al. (2001) observaram positividade em 26,9% de
41 individuos assintomaticos (7 a 15 anos), pelo ELISA, 31,7% pelo método de centrifugo-
flutuacao, 17,1% pelo método direto e em 4,9% pelo método de hematoxilina férrica. Os
autores recomendaram a utilizagdo do ELISA para estudos epidemioldgicos.
Posteriormente, VIDAL & CATAPANI (2005) verificaram positividade no ELISA, mesmo
quando nos métodos de sedimentagdo espontanea (Técnica de HOFMAN, PONS &
JANER) e de centrifugo-flutuagdo (Técnica de Faust) estavam negativos (p<0,001).
SRIJAN et al. (2005) analisaram 345 amostras e observaram 56,2% de positividade com
EPF contra 97,3% pelo ELISA. Os autores concluiram que o ELISA é um método rapido,
simples e com maior sensibilidade do que o método de EPF, e que deve ser usado na
rotina laboratorial, pois a prevaléncia deste parasito representa um problema de saude
publica.

A utilizacdo do ELISA nao se restringe ao diagnoéstico individual, sua utilizagcdo em
levantamentos epidemiologicos é facilitada pela possibilidade de analise de varias
amostras de fezes preservadas em formol a 10% ou de fezes frescas (STIBBS et al. 1988;
ROSOFF et al. 1989; ROCHA et al. 1999). Além disso, também pode ser empregado para
detectar a presenca de antigenos de G. lamblia em restos arqueoldgicos de fezes
humanas de mumias (GONCALVES et al., 2002).

Devido as dificuldades do diagndstico da giardiase, e a necessidade de varias
coletas de fezes para a repeticdo de exames parasitoldégicos, ou ainda, para evitar
tratamentos desnecessarios, que muitas vezes sao recomendados sem a realizacao do
diagnéstico laboratorial, foi proposto o presente estudo.

Este trabalho teve como objetivos comparar os métodos coproscopicos
convencionais de centrifugo-sedimentacao (mais abrangente) e centrifugo-flutuacao (de
eleicdo), com o ensaio imunoenzimatico (ELISA), que se baseia na pesquisa de
coproantigenos de superficie dos cistos de G. lamblia, visando demonstrar a importancia
do emprego na rotina laboratorial de um método com maior sensibilidade, a partir de uma

Unica amostra de fezes.



2- MATERIAL E METODOS

2.1 - Sujeito da pesquisa

Para pesquisa de cistos de Giardia lamblia foram examinadas fezes de 158
criancas, de zero a 12 anos, de uma creche municipal da cidade do Rio Grande, Rio
Grande do Sul, Brasil. A creche atende criangas oriundas de familias de classe socio-

econdOmica baixa.

2.2 - Principios éticos em pesquisa com seres humanos

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pelotas, sendo respeitada a resolugdo CNS 196/96 da Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), vinculada ao Conselho Nacional de Satde
(CNS). O responsavel pela creche foi esclarecido quanto ao objetivo do projeto e a
participagcdo das criancas, sendo autorizada a realizagdo deste (Anexo 1). Os
responsaveis pelas criangcas tomaram conhecimento da pesquisa e autorizaram as coletas
de fezes para fins de pesquisa, pelo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
2). Todas as criangas positivas para cistos de Giardia lamblia receberam gratuitamente a

prescricdo meédica e a medicacado (metronidazol).

2.3 - Periodo e coleta das amostras de fezes

As amostras de fezes foram coletadas no periodo de maio a setembro de 2006. De
cada crianca, foi coletada uma amostra de fezes, sendo acondicionada em copo de coleta
estéril, devidamente etiquetado e identificado, com a data da coleta e o numero da
amostra, nao sendo identificado no recipiente 0 nome da crianga para garantir
privacidade. O material foi conservado a 4°C até o momento do exame, no Laboratério de
Parasitologia do Departamento de Patologia (DPAT) - Fundacao Universidade Federal do
Rio Grande (FURG).

As amostras foram processadas no Laboratério de Parasitologia do Departamento
de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Federal de
Pelotas, e no Laboratério de Parasitologia — DEMP/ UFPEL.

2.4 - Pesquisa de cistos de Giardia lamblia

2.4.1 - Método de centrifugo-flutuacao em solucao de sulfato de zinco
(Técnica de Faust)
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Uma amostra de 2 g de fezes foi homogeneizada em 15 mL de agua destilada,

filtrada e centrifugada a 1.300 g., por um minuto. Apds, o sedimento foi ressuspendido e

centrifugado. A seguir, foram acrescentados, ao sedimento, 10 mL de solu¢do de sulfato

de zinco (densidade 1,18). Apds centrifugacdo, a membrana formada na superficie da

suspensao foi coletada com uma algca de arame (5-7mm). O exame foi feito entre lamina e
laminula (em duplicata), ao microscépio 6ptico (aumentos de 100 e 400 vezes).

2.4.2 — Método de centrifugo-sedimentacao (Técnica de Ritchie)

RITCHEI (1948), apds a leitura das laminas, o sedimento restante no tubo de
centrifuga foi conservado em formalina 10% para posterior realizacdo da pesquisa de
coproantigenos de G. lambia, conforme recomendacao do fabricante (Techlab).

2.5. Pesquisa de coproantigenos de Giardia lamblia - Ensaio imunoenzimatico
(ELISA)

Primeiramente, as amostras de fezes foram homogeneizadas em agitador
magnético. A seguir, foram adicionados 50 pl de cada amostra nos orificios da placa de
ELISA (Giardia ll-Techlab) sensibilizada com anticorpo monoclonal que reconhece o
antigeno de superficie celular de G. lamblia. Também foram adicionados os controles
positivos e negativos. O material foi incubado por uma hora a temperatura ambiente.
Apos, foram adicionados 50 pl de conjugado (anticorpo policlonal de coelho contra
antigeno de superficie celular de G. lamblia ligado a peroxidase), com incubacao de 30
minutos a temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados 100 ul de tetra
metilbenzidina e peréxido de hidrogénio, com incubacao por 10 minutos, ao abrigo da luz.
Apo6s a adicdo de 50 pl de solugdo de parada (acido sulfurico 0,6 N), o material foi
deixado em repouso por dois minutos, e realizada a leitura em leitor de ELISA
(comprimento de ondas de 450 nm).

E importante ressaltar que, durante o periodo da pesquisa de G. lamblia nas
amostras de fezes das criangas, 0s pesquisadores ndo tinham acesso aos resultados
obtidos com os diferentes métodos.
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2.6 — Analise Estatistica
Os resultados obtidos com o método de centrifugo-flutuacdo e pelo método de
centrifugo-sedimentacao foram comparados com o método de ELISA (padrdo ouro). Para
a comparagao dos métodos foi utilizado o teste de Qui-quadrado e o teste da razao de
chance - OR (odds ratio), considerando nivel de significancia de 0,05. Também foi
calculada a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e

acuracia destes métodos.

3 - RESULTADOS

Na Figura 1, podem ser observados os valores das absorbancias obtidos pelo
ELISA (comprimento de ondas de 450 nm) de cada amostra de fezes examinada. A linha
horizontal em destaque corresponde o valor do cut off, ou seja, o limite entre reacdes

positivas e negativas, cujo valor foi de 0,150.

Das 158 amostras analisadas, 57% (90) foram positivas para coproantigenos da
superficie dos cistos de G. lamblia, com absorbancia média de 0,944 (desvio padrao de
1,189), sendo que 5,1% (8/158) das amostras apresentaram valores de densidade Optica
muito préxima ao cut off (< 0,185).
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Figura 1 — Valores de absorbancias individuais pelo ensaio imunoenzimatico - ELISA (450
nm), em amostras de fezes de criangcas de uma creche publica do Rio Grande, RS
(n=158).

Na Tabela 1, podem ser observados os resultados referentes a comparacao do
método de centrifugo-flutuacdo (Técnica de Faust) com o método de ELISA (padréao
ouro). Também pode ser observado que com ELISA houve 7,29 vezes mais chances de

detectar amostras positivas de G. lamblia do que com o método de centrifugo-flutuacao.

Tabela 1 — Resultados da comparacao do método de centrifugo-flutuacdo (Técnica de
Faust) com o ensaio imunoenzimatico - ELISA (padrdo ouro), para o diagndstico
laboratorial de Giardia lamblia (n=158).

Método de ELISA
centrifugo-flutuacao Positivo Negativo Total
Positivo 41 (25,9%) 07 (4,4%) 48
Negativo 49 (31%) 61 (38,6%) 110
Total 90 68 158

OR=7,29 (2,80 < OR < 19,78) I.C. 95%

Na Tabela 2, podem ser observados os resultados da comparacao do método de
centrifugo-sedimentacao (Técnica de Ritchie) com a pesquisa de coproantigenos de G.
lamblia pelo ELISA (padrdo ouro). Também pode ser verificado que com ELISA houve
28,36 vezes mais chances de detectar amostras positivas para G. lamblia do que com o
método de centrifugo-sedimentagéo.

Tabela 2 — Resultados da comparacdao do método de centrifugo-sedimentacao (Técnica
de Ritchie) com o ensaio imunoenzimatico - ELISA (padrdo ouro), para o diagnéstico
laboratorial de Giardia lamblia (n=158).



Método de ELISA
centrifugo-sedimentacao Positivos Negativos Total
Positivo 42 (26,6%) 02 (1,3%) 44
Negativo 48 (30,4%) 66 (41,8%) 114
Total 90 68 158

OR = 28,36 (6,81 < OR < 253,42) I.C. 95%
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Na Tabela 3, podem ser verificados os resultados referentes a sensibilidade,

especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia dos métodos de
centrifugo-flutuacao e centrifugo-sedimentacgéo, tendo o ELISA como teste referéncia.

Tabela 3 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
acuracia dos métodos de centrifugo-flutuacdo (Técnica de Faust) e centrifugo-
sedimentacao (Técnica de Ritchie), comparados com o ensaio imunoenzimatico - ELISA
(padrao ouro) (n=158).

Caracteristicas Método de Método de
dos centrifugo-flutuacao centrifugo-sedimentacao
Métodos (Técnica de Faust) (Técnica de Ritchie)
Sensibilidade 45,6% 46,7%
(41/90x100) (42/90x100)
Especificidade 89,7% 97,1%
(61/68x100) (66/68x100)
Valor Preditivo Positivo 85,4% 95,5%
(41/48x100) (42/44x100)
Valor Preditivo Negativo 55,5% 57,9
(61/110x100) (66/114x100)
Acuracia 64,6% 68,4%

(41+61/158x100) (42+66/158x100)




4 - DISCUSSAO

A ampla distribuicdo geografica e as altas prevaléncias de G. lamblia, considerada
uma das principais etiologias de enteroparasitoses de criancas (MOTTA & SILVA, 2002,
2002), tém motivado a realizacdo de estudos em todo o mundo, inclusive no Brasil,
principalmente no que se refere ao diagnéstico (SRIJAN et al., 2005). Ha necessidade de
se buscar um método que ofereca sensibilidade, especificidade e que seja pratico, ou
seja, que o diagndstico possa ser realizado com uma amostra de fezes.

A maior positividade de G. lamblia observada neste estudo foi obtida pelo método
de ELISA (57%=90/158), sendo superior a detectada pelo método de centrifugo-flutuagéao
(30,4%=48/158) e pelo método de centrifugo-sedimentacdo (27,8%=44/158). O maior
nuamero de amostras positivas verificadas no ELISA pode ser em decorréncia deste
detectar ndo somente cistos e/ou trofozoitos, mas antigenos, ou seja, fracbes de
glicoproteina do cisto, presentes nas fezes (GREEN et al., 1985; VIDAL & CATAPANI,
2005). Além disso, os tratamentos realizados para giardiase e a utilizacdo de antibi6ticos
e/ou anti-helminticos podem danificar os cistos dificultando a sua visualizacdo nos
exames coproscopicos, mas nao inviabilizam a deteccao dos antigenos nos fragmentos
de cistos e trofozoitos pelo ELISA.

O diagnostico utilizado nos laboratérios de analises clinicas, se baseia em exames
parasitolégicos de fezes, sendo o de centrifugo-sedimentacdo ou de sedimentacéo
espontdnea os mais empregados, devido a sua abrangéncia na deteccao de formas
evolutivas de diferentes parasitos nas fezes: ovos de Ascaris lumbricoides e ovos de
Taenia spp., Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni, larvas de Strongyloides stercoralis
e de ancilostomideos, cistos de Entamoeba spp., além dos que sdo detectados pelo
método de centrifugo-flutuacdo. Quando o método de centrifugo-sedimentacdo foi
comparado ao ELISA, mostrou-se 28,36 vezes menos provavel de detectar G. lamblia,
indicando que os casos de giardiase estao subestimados nas populacées estudadas com
este método.

Dentre os métodos coproscopicos, o de centrifugo-flutuacao (Técnica de Faust) é o
de eleicdo para deteccao de cistos de G. lamblia (DE CARLI, 2001), porém nao € o
método mais utilizado por ser menos abrangente do que os métodos de sedimentacdo. O
método de centrifugo-flutuagdo, comparado com o de ELISA, mostrou-se 7,29 vezes
menos eficaz para a detec¢ao de G. lamblia. Embora a OR seja de 7,29 com este método,
portanto mais baixa do que a OR de 28,36 observada com o método de centrifugo-
sedimentacao, ainda resulta na emissao de diagnésticos falso-negativos.
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Os resultados apresentados pelo ELISA mostram a importancia da utilizacao deste
método em estudos epidemiolégicos (MACHADO et al.,, 2001), e como suporte do
diagnostico clinico (VIDAL & CATAPANI, 2005). Entretanto, MARAHA & BUTING (2000)
sugeriram que o ELISA pode ser substituido pelo EPF nas areas endémicas. Além disso,
GARCIA et al. (2002) citaram que o teste de ELISA deve ser usado principalmente
quando os exames de fezes sao sucessivamente negativos em pacientes com
sintomatologia compativel com giardiase. Torna-se importante ressaltar que, enquanto
sao realizadas varias coletas de fezes, sendo encontrados resultados falso-negativos nos
EPFs, o que demanda varios dias e as vezes semanas, o hospedeiro que é geralmente
crianca, esta sendo acometido pelo parasitismo. Consequentemente, em alguns casos, o
quadro de desnutricdo ja estabelecido pelas condigdes precarias de vida da crianca pode
ser agravado pela giardiase, enquanto nao forem feitos o diagnéstico e tratamento.

A intermiténcia da eliminacdo de cistos de G. lamblia nas fezes leva a uma
diminuicdo da positividade dos métodos coproscopicos utilizados no diagnéstico de rotina
(UNGAR et al., 1984; GOLDIN et al., 1993; ROSEMBLATT et al., 1993; TORRES et al,,
1997). Esta intermiténcia foi uma das causas mais provaveis da menor positividade
observada neste estudo com os EPFs (centrifugo-flutuacédo e centrifugo-sedimentagao)
do que com o ELISA. Estes resultados vém confirmar as observacoes feitas por varios
pesquisadores, que sugerem a realizagdo de varias coletas de amostras de fezes para
aumentar a chance de deteccdo dos cistos nos EPFs (ROSEMBLATT et al., 1994;
GOLDIN et al., 1993; SCHEFFLER & VAN ETTA, 1994); TORRES et al., 1997; ROCHA et
al., 1999; MARAHA & BUTING, 2000; GONGCALVES et al., 2002; VIDAL & CATAPANI,
2005).

E importante salientar que foi observada a presenca de cistos nos EPFs, nao
observada pelo ELISA: sete casos com o método de centrifugo-flutuagcdo e dois casos
com método de centrifugo-sedimentacao. A ocorréncia de resultados falso-negativos no
ELISA, segundo DUQUE-BELTRAN et al (2002), deve ser em fungao da nao utilizagao de
antigenos regionais de G. lamblia para a preparacdo dos anticorpos monoclonais
utilizados para a captura de antigenos especificos no ELISA. READ et al., (2004) e LALLE
et al., (2005), acreditam que isso deva ocorrer devido a existéncia de varios gendtipos e
subgendtipos (zoonéticos e ndo zoonéticos) de G. lamblia, o que também pode interferir
no preparo dos anticorpos policlonais utilizados como conjugado no ELISA. Entretanto,
cabe salientar que a sensibilidade dos métodos de centrifugo-flutuacao (45,6%) e de
centrifugo-sedimentacao (46,7%) foi muito baixa, quando comparada com o teste de
ELISA, sendo que foram identificadas 48, 44 e 90 amostras positivas, respectivamente.
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As taxas de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e acurdcia foram proximas entre os dois métodos de EPFs, com resultados
inferiores para o método de centrifugo-flutuagcdo quando comparado com o de centrifugo-
sedimentacdo, o que néo era esperado. Estes resultados podem ser explicados pela
deteccao de sete casos de giardiase com o método de centrifugo-flutuacao e apenas dois
com o método de centrifugo-sedimentacdo, que nado foram detectados pelo ELISA,
considerado neste estudo o padrao ouro. Portanto, estes casos foram considerados falso-
positivos pelo ELISA, o que certamente influenciou erroneamente nos valores das taxas
supracitadas contra o método de centrifugo-flutuagcdo. Além disso, com este método
foram detectadas mais amostras positivas (48), do que com o de centrifugo-sedimentacéo
(44).

. Devido ao fato de que com emprego dos métodos de centrifugo-flutuacéo e
centrifugo-sedimentacao foi, respectivamente, 28,36 e 7,29 vezes menos provavel
detectar amostras positivas para G. lamblia do que com ELISA, torna-se importante
repensar sobre a introdugdo do ensaio imunoenzimatico nos laboratérios de analise
clinicas privados e publicos. Bem como a pesquisa de “Kits” de G. lamblia em Instituicdes
de ensino, visando a pesquisa com cepas regionais, pois julgamos ser por este motivo a
existéncia dos 7 e 3 falso-negativos no centrifugo-flutuacado e centrifugo-sedimentacéo,
respectivamente. Mesmo sendo um método mais oneroso, € importante ressaltar que o
diagnéstico precoce e o tratamento das criancas sao indispensaveis, pois a giardiase
pode influenciar diretamente no retardo do crescimento e no desenvolvimento das
criangas. Além disso, a alta positividade de G. lamblia detectada indica a necessidade de
implementacdo ou até mesmo implantagdo de medidas de planejamento sanitario,
associado a melhoria nas condi¢des de vida destas criangas.

A pesquisa de coproantigenos de superficie dos cistos de G. lamblia, por ELISA,
deve ser usada na rotina laboratorial, pois tem capacidade de detectar maior numero
casos positivos em uma populagcdo avaliada a partir de uma amostra de fezes, além de
ser um método rapido, simples e com capacidade de andlise de varias amostras ao
mesmo tempo.

Outro fator importante que ocorre devido as dificuldades no diagnéstico de certeza,
€ a necessidade de varias coletas de fezes. Também ocorre muitas vezes, a prescricao
de tratamento baseado nos sintomas clinicos, isto €, com o diagnoéstico medicamentoso,

podendo levar a tratamentos desnecessarios.



5 - CONCLUSOES

Os métodos de centrifugo-flutuacdo e centrifugo-sedimentacdo foram menos
sensiveis quando comparados com o0 ensaio imunoenzimatico ELISA, para
diagnéstico de G. lamblia.

O ensaio imunoenzimatico ELISA deve ser usado no diagnostico conclusivo
individual, como também em diagndsticos epidemiolégicos.

A pesquisa de coproantigenos de G. lamblia pelo ELISA, é de facil execugéo,
permite processar simultaneamente varias amostras, com isso otimizando o tempo,

e diminuindo os resultados falso-negativos, a partir de uma Unica amostra de fezes.
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7- CONCLUSOES GERAIS

v' A prevaléncia de enteroparasitos € alta nas criangas estudadas (64,2%).

v' A presenca de protozoarios intestinais oportunistas Cryptosporidium spp. e
Isospora belli em criangas usuarias de creche mostra a necessidade da
inclusao do diagnéstico destes parasitos na rotina laboratorial.

v A presenga de parasitos ndo patogénicos como Entamoeba coli, Endolimax
nana e Enteromonas hominis indica contaminacao fecal que as criancas
estdo expostas.

v Os métodos de centrifugo-flutuagcdo e centrifugo-sedimentacdo mostram
menor sensibilidade quando comparados aos obtidos pelo ensaio
imunoenzimatico ELISA, para diagnéstico de G. lamblia.

v" O ensaio imunoenzimatico ELISA deve ser usado no diagnéstico conclusivo
laboratorial, como também em diagnésticos epidemioldgicos.

v A pesquisa de coproantigenos de G. lamblia pelo ELISA, é de facil
execugao, permite processar simultaneamente varias amostras, com isso
otimizando o tempo, e diminuindo os resultados falso-negativos, a patir de

uma Unica amostra de fezes.
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ANEXOS



ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, Ana Cristina Berne, mestranda do Curso de Parasitologia da UFPEL, venho
por meio deste solicitar a sua participagdo no projeto “Perfil Epidemioldogico de
parasitoses intestinais em criancas de uma creche do municipio de Rio
Grande/RS”, coordenado pela professora Maria Elisabeth Aires Berne.

O projeto tem como objetivos o diagnéstico de parasitoses intestinais nas
criangas usuarias da creche Mansédo da Paz, através da realizacdo de Exame de
Fezes e 0 conhecimento de caracteristicas sociais e econdmicas, através da aplicacao
de um questiondrio ao responsavel.

As criangas com diagnoéstico de parasitose intestinal receberao a receita médica
e a medicagao necessaria para o tratamento.

Estamos a inteira disposicdo para esclarecer qualquer duvida. Asseguramos
que todas as informacdes serdo mantidas sob sigilo e os dados coletados ficardo sob
nossa responsabilidade, sendo guardados por 5 anos e depois queimados.

A sua participagao e a participacdo da crianga pela qual vocé é responsavel é
voluntaria e ndo havera custo para vocés.

Eu, (nome do

responsavel), (grau de parentesco) e responsavel por

(nome da crianga) concordo em

participar do projeto acima descrito e, pelo presente documento, declaro que fui
informado (a) de forma clara e detalhada dos objetivos que justificam este projeto.
Estou ciente de que minha participacao consistira na permissao da coleta de fezes da
crianga pela qual sou responsavel, preenchimento de um questionario e, caso seja
necessario, no tratamento da crianca pela qual sou responsavel. Sera garantida a
liberdade de que em qualquer momento poderei retirar 0 meu consentimento e deixar
de participar da pesquisa, assim como do carater confidencial das minhas respostas.
Prof. Elisabeth Aires Berne Fone : 053-375-7338

Campus Universitario — Prédio 3 -Parasitologia - UFPEI

Pelotas, de de 2006.

Assinatura do entrevistado (responsavel pela crianca)

Assinatura do entrevistador





