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As aparéncias para a mente humana sao de quatro tipos:

As coisas ou sdo 0 que parecem ser.

Ou néo sdo, mas mesmo assim parecem ser.

Ou s&o, mas nao parecem ser.

Ou nao sao e nem parecem ser.

Decidir corretamente sobre cada uma das alternativas € a tarefa do homem sabio.

Epictetus, século 11 D.C.
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RESUMO

RECUERO, ANA LUCIA COELHO. Giardiose humana e bovina na bacia leiteira
do municipio do Capdo do Ledo, RS. 2007. 73f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pdés-Graduacdo em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Os objetivos deste trabalho foram descrever a prevaléncia e fatores de risco para a
infeccdo por Giardia lamblia em terneiros até 12 meses de idade e em criancas até 12
anos em 30 propriedades leiteiras do Municipio do Capao do Ledo, RS, bem como
comparar analiticamente trés métodos de diagnostico. Amostras de fezes recentes
foram aleatoriamente coletadas de 148 terneiros e 22 criangas. As fezes foram
examinadas para a presenca de G. lamblia usando dois testes convencionais de
exame microscopico como Faust e Ritchie e um ensaio imunoenzimatico comercial
(RIDASCREEN ® Giardia, R-Biopharm AG) para detectar coproantigeno especifico
de G. lamblia. Foram recuperados dados descritivos de praticas de manejo, idade,
género, raca e consisténcia fecal para identificar os principais fatores de risco
associados com a disseminagao. A prevaléncia geral para G. lamblia foi de 70,0%
para as propriedades, 23,6% para os terneiros e 13,6% para as criancas. Os
terneiros que se encontravam na faixa etaria de 1 a 4 meses foram 13,87 (95% ClI,
2,48 — 296.38; P = 0.001) vezes mais provaveis de disseminarem G. lamblia do que
terneiros com mais de 4 meses. Propriedades onde a fossa se localizava a menos
de 40 m do poco tiveram 3,38 (95% CI, 1.15-9.86; P=0.01) vezes mais probabilidade
de possuirem terneiros com G. lamblia do que propriedades onde a fossa se
localizava a mais de 40 m do pocgo. Propriedades onde a fossa se localizava em um
plano mais elevado do que o poc¢o apresentaram 2,35 (95% CI; 1.08-5,24; P=0.02)
vezes mais chances de contarem com terneiros disseminadores de G. lamblia do que
propriedades onde a fossa se localizava em um plano inferior ao poco. Outros
parasitos encontrados em terneiros foram Eimeria 83.1%; Strongyloidea 64.9%; Moniezia
10,8%, Toxocara 4.7% e Trichuris 2.0%. Em criancas, somente Entamoeba coli 18.2% e
Endolimax nana 4.5%. Baseados nos resultados dos trés testes, usando o ELISA como
padrdo ouro, as analises indicaram para terneiros que os parametros do método de
Faust foram de 65,5% de Sensibilidade (S); 95,0% de Especificidade (E); 76.0% de
Valor Preditivo Positivo (Vpp); 91.9% de Valor Preditivo negativo (Vpn); 89.2% de
Acuracia (A) e um substancial coeficiente de correlagdo K de 0.638. O método de
Ritchie apresentou: (S=48,3%, E=100,0%; Vpp=100.0%; Vpn=88.8%; A=89.9%) e
um moderado coeficiente de correlacdo K de 0.60. Considerando os resultados
positivos para Faust e/ou Ritchie, encontrou-se: (S=72.4%; E=95,0%; Vpp=77.8%;
Vpn=93.4%; A=90.5%) e um substancial k de 0,691. Concluiu-se com este estudo
que a utilizacdo de testes em paralelo aumentou a sensibilidade na deteccdo de G
lamblia € que na busca de consideragbes para reduzir os fatores de risco para a
infeccdo deste parasito, as maiores prioridades sdo qualidade da agua, localizacao
apropriada da fossa e praticas de saude para as criangas e animais jovens.

Palavras -chave : Giardia. ELISA. Faust. Ritchie. Terneiros. Criancas.



ABSTRACT

RECUERO, ANA LUCIA COELHO. Human and bovine giardiasis in dairy farms

of municipality from Cap&o do Ledo, RS . 2007. 73f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pdés-Graduacdo em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The objectives of this study were to describe the prevalence and risk factors for G.
lamblia infection in calves up to 12 months of age and children up to 12 years old in 30
dairy farms of Municipality from Capédo do Ledo, RS, as well as to compare
analytically three diagnostic methods. Fresh fecal samples were randomly collected
from 148 calves and 22 children. Feces were examined for the presence of G. lamblia
by using two conventional tests of microscopic examination as Faust and Ritchie and
a commercially available immunoenzymatic assay (RIDASCREEN ® Giardia, R-
Biopharm AG) to detect G. lamblia specific coproantigen. Data describing herd
management practices, age, gender, breed and fecal consistency were gathered to
assess potential risk factors associated with shedding. The overall prevalence for G.
lamblia was 70.0% to the farms; 23.6% to the calves and 13.6% to the children.
Calves that were 1-4 months of age were 13.87 (95% ClI, 2.48 — 296.38; P = 0.001)
times more likely to be shedding G. lamblia than calves with more than 4 months of
age. Farms that were the waste water to less than 40 m to the well, were 3.38 (95%
Cl, 1.15 - 9.86; P = 0.01) times more likely to be calves with G. lamblia than farms that
were the waste water to more than 40 m to the well. Farms that were the waste water
in a more elevated plane that the well, were 2.35 (95% CI; 1.08 — 5.24; P = 0.02)
times more likely to be calves with G. lamblia than farms with waste water in a inferior
plane to the well. The others parasites found in calves were Eimeria 83.1%; Strongylus
64.9%; Moniezia 10,8%, Toxocara 4.7% and Trichuris 2.0%. In children, only Entamoeba
coli 18.2% and Endolimax nana 4.5%. Based on the results of these three tests, using
ELISA as gold standard, analysis indicated that in calves, Faust Sensitivity (Se)
65.5%, Specifcity (Sp) 95,0%; Predictive positive value (Ppv) 76.0%; Predictive
negative value (Pnv) 91.9%; Accuracy (A) 89.2% and a substantial Kappa (K)
coefficient of correlation of 0.638. The Ritchie’s technique was: (Se=48.3%,
Sp=100,0%; Ppv=100.0%; Pnv=88.8%; A=89.9%) and a moderated K coefficient of
correlation of 0.60. If accepted the positives results to Faust and/or Ritchie:
(Se=72.4%; Sp=95.0%; Ppv=77.8%; Pnv=93.4%; A=90.5%) and a substantial K
coefficient of correlation of 0.691. It was conclude in this study that the use of in
parallel tests, increased the sensibility in detection of G. lamblia and If consideration is
to be given to reducing the risk of infection with this parasite, management must be a
top priority, especially in water quality, waste water careful with appropriated
localization and health practices with younger animals and children

Keywords : Giardia. ELISA. Faust. Ritchie. Calves. Children.
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1. INTRODUCAO

As relagdes entre os seres vivos tendem ao equilibrio, porém este ndo é
estatico, quando atingido, galga novas etapas e assim ocorrem transformacdes e
mudancas, muitas vezes radicais, ou seja, a evolucdo. Os seres vivos ndo sao
capazes de viverem isolados, dependem sempre de outros para sua sobrevivéncia,
e as associacdes que os seres fazem para conviverem em um ambiente podem ser
harménicas ou desarménicas (NEVES, 2004). Entre as relacdes desarmoénicas sera
focalizada neste estudo a relacdo de parasitismo, realizando-se um estudo
epidemiologico envolvendo o protozoario flagelado Giardia lamblia € 0s hospedeiros
bovinos e seres humanos, baseando-se no conceito: a Giardia causa retardo no
desenvolvimento do hospedeiro (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005), o que acentua a
importancia desta zoonose parasitaria.

A infeccdo por G. lamblia, ou giardiose, ocorre tanto em paises
subdesenvolvidos, como em paises desenvolvidos, com saneamento basico e agua
tratada de boa qualidade (XIAO; HERD, 1994). Os protozodrios zoondticos
transmitidos pela agua, incluindo Giardia, afetam, por ano, cerca de 2,8 bilhdes de
pessoas (LANE; LLOYD, 2002). No Brasil, a estimativa da prevaléncia de giardiose &
de 28,5%, contando os individuos assintomaticos e sintométicos, com eliminacéo
descontinua de cistos nas fezes (NEVES, 2004).

Surtos desta parasitose estdo associados principalmente a veiculagéo
hidrica e ao trabalho, ou seja, a giardiose se expressa como doenca ocupacional.
Em paises em desenvolvimento a prevaléncia da parasitose humana se aproxima
dos 40%, enquanto que nos paises desenvolvidos os valores estdo em torno de 5%.
O risco de a infeccéo apresentar carater zoonotico esta mais associado ao contato
do homem com animais de companhia, especialmente os cdes e 0s gatos, porém o0s
mecanismos de transmissdao ainda nao estdo completamente estabelecidos
(THOMPSON, 2004).

Véarios fatores podem influenciar na instalacdo desta parasitose: idade,
estado imunoldgico e nutricional do hospedeiro, cepa genotipica, dose infectante e
possivelmente co-infec¢des (FARTHING, 1997; SINGER; NASH, 2000).
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A giardiose também acomete animais de propriedades rurais (XIAO;HERD,
1994). Guimaraes; Guedes e Carvalho (2001) analisaram fezes de 50 bovinos com
menos de um ano de idade, pelo método de centrifugo-flutuagcdo com sulfato de
zinco a 33%, e observaram uma prevaléncia de 9% para G. lamblia, confirmando
assim a ocorréncia deste parasito em animais jovens, podendo estes servir de
reservatorios da infecgdo para o homem.

Na Nova Zelandia, Hunt; lonas e Brown (2000) analisaram, durante as
estacdes de paricdo do periodo de 1998 a 1999, amostras de fezes de terneiros de
oito semanas de idade, através das técnicas de IFA (Imunofluorescéncia) e PCR
(Reacao em Cadeia da Polimerase), obtendo-se prevaléncia de 40% para giardiose.

A prevaléncia de Giardia em cées, apresenta indices variaveis, dependendo
da localizacdo geografica, do método utilizado para o diagnostico e da populacéo
estudada (COLLINS, et al., 1987; NIKOLIC, et al.,, 1993; MARCEL, et al., 1994).
Ocorre normalmente maior suscetibilidade em animais com menos de um ano de
idade, do que em adultos, sugerindo o desenvolvimento de certo grau de resisténcia
com o aumento da idade. Os animais de rua ou aqueles densamente abrigados (em
canis e lojas) estdo mais expostos, devido ao maior contato com agua, alimentos e
fezes contaminadas de animais ou de pessoas infectadas (KIRKPATRICK; FARREL,
1984). Na zona rural, geralmente, a proximidade entre homens e animais, propicia o
contato direto entre estes, justificando a preocupacdo com a transmissdao de G.
lamblia dos cées, bovinos entre outros, para os seres humanos.

No homem ocorre o desenvolvimento de certo grau de resisténcia apos a
primeira infeccdo por este parasito, tornando o adulto menos suscetivel, podendo
haver autocura, porém as criancas e jovens podem apresentar um quadro clinico
importante com diarréia e provocar graves danos no desenvolvimento geral (NEVES,
2004).

O método de diagndstico laboratorial de eleicdo para pesquisa de cistos de
G. lamblia nas fezes humanas, é o de centrifugo-flutuacdo em solucédo de sulfato de
zinco (técnica de Faust). O método de centrifugo-sedimentacéo (técnica de Ritchie),
também tem sido utilizado, por ser mais abrangente, ou seja, possibilita a detec¢éo
de diferentes formas evolutivas de parasitos: cistos de protozoarios, ovos de
Fasciola hapatica, Schistosoma mansoni, Taenia e larvas de nematédeos (DE
CARLI, 2001). Entretanto, com o emprego destes métodos é necessario o exame de

varias amostras, devido a eliminacao intermitente dos cistos nas fezes, para diminuir
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a obtencédo de resultados falso-negativos. Também pode ser empregado, 0 ensaio
imunoenzimético (ELISA) para pesquisa de antigenos especificos do parasito em
amostras de fezes, bem como em amostras de agua para investigacdo de
contaminacdo ambiental, por apresentar maior sensibilidade do que os métodos
coproscoépicos (SOGAYAR; GUIMARAES, 2000).

Com base nas recentes informacdes sobre a especificidade de G. lamblia em
relacdo a seus hospedeiros, pela identificacdo de subgendtipos com potencial
zoonotico, torna-se importante ampliar os conhecimentos sobre a giardiose em seres
humanos e nos animais. A espécie bovina € a que apresenta maior nimero de
subgenoétipos de G. lamblia com potencial zoondtico (A I, AIl, AlllLAV,BI,BllleB
IV) (MONIS et al., 2003; READ; MONIS; THOMPSON, 2004; LALLE et al., 2005).
Diante disso, foi pesquisada a prevaléncia desta parasitose e os fatores de risco de
infeccdo, envolvendo criangas moradoras nessas propriedades rurais e bovinos de
aptidao leiteira.

Reportando-se ao fato importante, que este protozoario causa retardo no
desenvolvimento de seres humanos e animais, pois impede a absorcao de alimentos
por parte destes hospedeiros, a busca de métodos eficazes para o diagndstico da
giardiose impulsiona a ampliagcdo do saber e do concretizar postulados e agdes que
beneficiem a salde publica e animal. Diante disso, pretendeu-se avaliar
Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo e Negativo e Acuracia dos
meétodos coproscopicos de centrifugo-flutuacdo (técnica de Faust) e de centrifugo-
sedimentacdo (técnica de Ritchie), e do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para
deteccdo de antigenos de G. lamblia, visando demonstrar a importancia do emprego

de um método com maior sensibilidade, a partir de uma amostra de fezes.



2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

OBJETIVOS GERAIS

2.1.1. Realizar um estudo epidemioldgico da giardiose em criancas e em
bovinos de propriedades rurais da bacia leiteira do municipio do Capéao
do Ledo, R.S.

2.1.2. Comparar um meétodo imunoenzimatico para pesquisa de
coproantigenos especificos de G. lamblia, com dois métodos empregados

para a pesquisa de cistos deste protozoario.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Investigar a prevaléncia e os fatores de risco de infeccao por G.
lamblia em terneiros, de até um ano de idade, da bacia leiteira do
municipio do Capéao do Ledo, RS;

2.2.2. Investigar a prevaléncia da infeccdo por G. lamblia em criangas, de
até 12 anos de idade, que residem em propriedades da bacia leiteira do
municipio do Capao do Ledo, RS;

2.2.4. Avaliar a Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo e
Negativo, Acuracia e Coeficiente de Correlacdo Kappa dos métodos:
centrifugo-flutuacdo (técnica de Faust), centrifugo-sedimentagéo
(técnica de Ritchie) e ELISA, para pesquisa de G. lamblia.



3. REVISAO DE LITERATURA

O primeiro a descrever “animalinculos méveis” em suas proprias fezes, foi
Leeuwenhoek em 1681, porém quem descreveu os trofozoitos mais detalhadamente
foi Lambl em 1859. Kunstler em 1882 criou o género Giardia, ap0s observar este
flagelado no intestino de girinos e anfibios. Este foi possivelmente o primeiro
protozoario parasita intestinal de humanos a ser conhecido (SOGAYAR,;
GUIMARAES, 2005).

A determinacdo das espécies era feita de acordo com o hospedeiro de
origem e por critérios morfolégicos: G. lamblia OU G. intestinalis N0 homem, G. canis em
cées, G. cati em gatos, G. duodenalis em coelhos, G. bovis em bovinos e G. caprae em
caprinos e ovinos (LEVINE, 1985). Atualmente, para alguns pesquisadores,
considerar o hospedeiro de origem ndo é mais um critério valido para identificacao
da espécie do parasito, pois pela analise de DNA, um hospedeiro pode albergar
diferentes espécies de Giarda (THOMPSON; HOPKINS; HOMAN, 2000).
Recentemente, estudos genotipicos e de microscopia eletrénica nortearam novos
critérios para a identificacdo de espécies deste protozoéario. As denominacdes G.
lamblia, G. duodenalis, G. intestinalis S80 aceitas como sinonimias, sendo utilizadas para
designar a espécie de Giardia que parasita seres humanos e outros mamiferos: gatos,
caes, eqlinos, suinos, bovinos e ovinos. Outras espécies também tém sido aceitas:
G. canis (caes), G muris de roedores, G.agilis de anfibios, G. ardeae de garcas azuis, G.
psittaci de aves, e G. microti de ratos silvestres (ADAM, 2001; BERRILI et al., 2004;
CACCIO et al., 2005).

3.1. SISTEMATICA

O género Giardia, pertence ao reino Protista, sub-reino: Protozoa, filo
Sarcomastigophora, subfilo: Mastigophora, classe Zoomastigophorasida, ordem
Diplomonadida, subordem Diplomonadina, familia: Hexamitidae (LEVINE, 1985).

Recentemente, foram caracterizados os genotipos e subgenoétipos de G.
lamblia em relacdo aos seus hospedeiros, sendo que A VI, A VIl e B lll séo

especificos para os humanos, e A, All, Alll, AV, B | e B IV sdo zoondticos, sendo
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gue estes subgenoétipos zoondticos de G. lamblia parasitam o homem e os bovinos.
Os demais sdo especificos para animais: A IV (gatos) e A VIl (caes), B Il (macacos,
bovinos), C (cées), D (caes e gatos), E (bovinos, suinos e ovinos), F (gatos) e G
para roedores (MONIS et al., 2003; READ; MONIS; THOMPSON, 2004; LALLE et
al., 2005). Entretanto, para Lalle et al. (2005), o subgendétipo de B Il ndo € especifico
para 0s seres humanos, pois parasita também os bovinos e se confirmada esta

informacé&o, apenas o genotipo A teria subgenotipos especificos para o homem.

3.2. MORFOLOGIA

No ciclo biolégico de Giardia existem duas formas evolutivas: os trofozoitos
que sao mobveis e ativos no intestino dos hospedeiros e 0s cistos que néo
apresentam movimentos proprios, porém constituem-se na forma infectante para os

hospedeiros e na forma de resisténcia do parasito no ambiente (BECK, et al., 2005).

3.2.1. Trofozoito

Os trofozoitos sdo estruturas simétricas, com formato piriforme (12 a 15 pm
de comprimento por 5 a 9 um de largura), sendo o poélo anterior arredondado e o
posterior afilado. No interior do trofozoito, existem dois nucleos dispostos
anteriormente (Fig. 01). A face dorsal € convexa, e a ventral apresenta-se concava.
Na metade anterior do trofozoito, na face ventral, encontra-se o disco suctorial,
adesivo ou ventral, que tem como funcdo a adesdo do parasito ao hospedeiro (Fig.
02). O trofozoito tem quatro pares de flagelos originarios dos corpos basais (ou
blefaroblastos) situados nos polos anteriores dos nucleos, sendo estes de
localizac&o: anterior, ventral, posterior e caudal. Duas estruturas em forma de virgula
cruzam os axonemas (eixos dos flagelos), e sdo chamados corpos medianos,
estando posicionados na porcdo mediana, dorso caudal no parasito. Outras
estruturas encontradas no citoplasma séo os lisossomos, reticulo endoplasmatico,
granulos ribossomais e glicogénio, e membranas sugestivas da presenca do
complexo de Golgi, sendo que ndo tem a organela mitocondrial, confirmando sua
condicdo de organismo anaerdbico (KUDO, 1969; ADAM, 2001). Os trofozoitos se
aderem a parede intestinal com ajuda do disco suctorial e flagelos, para absorver os
nutrientes que estdo dissolutos no intestino (ROXSTROM-LINDQUIST, et al., 2006).
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Fig. 01. Corte seccional do trofozoito de Giardia lamblia: nucleo (N), flagelos (F),
vacuolos (V) e reticulo endoplasmético (ER). Fonte : (ADAM, 2001).

Fig. 02. Disco adesivo e flagelos de Giardia lamblia: marcas dos discos adesivos na
mucosa intestinal — microscopia de varredura Fonte: (MARKELL; JOHN;
KROTOSKI, 2003)
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3.2.2. Cisto

Os cistos sdo estruturas ovodides ou elipséides (cerca de 12um de
comprimento por 8um de largura), portadoras de dois ou quatro nucleos, niumero
variavel de fibrilas (axonemas de flagelos) (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005). A
membrana que circunda o cisto € dupla (ELLIS et al., 1996).

A capacidade de sobrevivéncia dos cistos de G. lamblia fora do organismo de
hospedeiro, advém da parede resistente a variagcbes osmoéticas e de pH. Os cistos
viaveis se apresentam “arredondados”, parede lisa e refratavel, corpos medianos e
axostilo, visualizados com utilizacdo da técnica de contraste diferencial (HAUSEN et
al., 2006).

A deteccédo de cistos nas fezes dos individuos, tanto homens como animais,
€ considerada a base do diagnostico para o protozoario em laboratério, porém os
trofozoitos podem ser detectados ocasionalmente em fezes diarréicas, quando o
transito intestinal est4 acelerado, do contrario os cistos sdo 0s mais comumente
encontrados nos diagnésticos de rotina (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005).

3.3. HABITAT

Apés a ingestdo dos cistos de G. lamblia pelo homem e animais, ocorre o
desencistamento iniciado no estbmago em pH acido, e finalizado no duodeno e
jejuno. Neste momento inicial da infeccédo € formado o disco suctorial, que promove
a adesdo do parasito ao intestino do hospedeiro, na forma de trofozoito. Esta
adesao ocorre nas microvilosidades da mucosa, envolvendo receptores de ligagéo
das células epiteliais (ALEY e GILLIN, 1995; ELMENDORF; DAWSON;
MCCSAFFERY. et al., 2003). Entretanto, o0 mecanismo de adesdo pelo disco
suctorial, parece contar também com o auxilio de movimentos dos flagelos ventrais
que provocam uma forca de pressao negativa abaixando o disco em dire¢cdo da
mucosa intestinal e/ou pela presenca de proteinas contrateis que modulam a forma
e o diametro do disco suctorial (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005).

Os trofozoitos colonizam o duodeno e jejuno, porém podem ser encontrados
também no ileo (O'HANDLEY, et al., 2001). Os trofozoitos podem ser encontrados
excepcionalmente no intestino grosso (CIMERMAN; CIMERMAN, 2002). Mais
recentemente, foi observado que os trofozoitos podem parasitar canais e vesicula

biliar, interior dos tubulos secretores da mucosa intestinal e nas proprias células da
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mucosa. Entretanto, 0 mecanismo da invaséo do trofozoito na mucosa intestinal ndo
esta totalmente esclarecido (MARKELL; JOHN; KROTOSKI, 2003).

Em uma infeccdo macica, pode ocorrer atapetamento da mucosa e interferir
na absorcdo de proteinas, gorduras e vitaminas (A, B, D, E, K), especialmente a
vitamina A. (REY, 2002).

A movimentagdo dos trofozoitos no intestino € bastante caracteristica,
proporcionada pelos flagelos, quando o parasito ndo esta ligado a parede intestinal.
Os movimentos séo rapidos e direcionados para frente, com movimentos oscilatorios
para as laterais (KUDO, 1969). A movimentacao dos trofozoitos pode ser comparada
aos movimentos de uma folha, ao cair no chdao (MARKELL; JOHN; KROTOSKI,
2003).

3.4. CADEIA EPIDEMIOLOGICA

O dultimo levantamento multicéntrico realizado no Brasil revelou alta
prevaléncia de giardiose (28,5%) em jovens estudantes de sete a 14 anos, oriundos
de familias com renda familiar média e alta (CIMERMAN; CIMERMAN, 2002).

A cadeia epidemioldgica da giardiose € composta de trés importantes elos:
fonte de infecgéo, via de transmissdo e hospedeiro suscetivel. Entre os elos existem
ainda vias de ligacdo fundamentais para que a cadeia epidemiolégica se complete,

entre eles estédo as vias de eliminacdo e penetracao.

3.4.1. Fonte de infeccao

O homem e os animais domeésticos sao as fontes de infeccdo que mantém o
ciclo da G. lamblia. O risco da infecgdo humana, por este parasito, aumenta em locais
onde existe elevada densidade populacional, assim como nas creches, enfermarias,
internatos e orfanatos. Estes locais propiciam o contato direto entre pessoas, e
apresentam alto nivel de dificuldade para a manutencdo de medidas de higiene
adequadas (SOUZA, et al., 2003). Os manipuladores de alimentos crus (saladas,
maioneses, gelo) e babas, com habitos de higiene precarios, fazem parte do grupo
dos que funcionam como fonte de infeccdo (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005).

Animais de fazendas, rebanhos jovens e animais silvestres também podem
desempenhar o papel de reservatorios e fontes de infec¢éo deste protozoario (XIAO;
HERD, 1994; GOMEZ-COUSO et al., 2005).



25

Embora as pessoas infectadas com G. lamblia sejam as principais fontes de
infeccdo, pode ocorrer transmissédo direta de animais para pessoas, por exemplo,
durante praticas de manejo com bovinos infectados (GOW; WALDNER, 2006).
Entretanto, os seres humanos também podem transmitir o parasito para animais.
Nos Estados Unidos da América (EUA), castores silvestres se infectaram ao ingerir
agua de reservatoérios contaminados, onde pessoas doentes serviram como fonte de
infeccdo. Os animais infectados passaram a ser entdo reservatorios permanentes

para as aguas de abastecimento doméstico deste Pais (URQUHART, et al., 1998).

3.4.1.1. Prevaléncia de giardiose em criancas

Berne (2007) investigou a prevaléncia de enteroparasitoses em uma
populacdo que frequentava uma creche publica, na cidade de Rio Grande, RS,
através das técnicas de Ritchie e Faust. Destas, 97% (160/165) eram criangas de
zero a 12 anos incompletos e 3% (5/165) de adolescentes de até 15 anos. Observou
prevaléncia geral de parasitos de 64,2% (106/165). Os nematddeos mais
prevalentes foram Trichuris trichiura (24,2%) € Ascaris lumbricoides (22,4%) e o0
protozodrio mais prevalente foi Giardia lamblia (30,3%).

Em Brasilia, foi realizado um estudo em criangas motivado pela controvérsia
que existe sobre a afirmacédo de que o parasitismo intestinal interfere no estado
nutricional dos individuos. Foram avaliadas 124 criancas pontuando a relacdo entre
a ingestdo alimentar energético-protéica, vitamina A e parasitoses intestinais. Foi
constatado apenas associacdo entre desnutricdo energética e parasitismo por G.
lamblia, com énfase para hipovitaminose A, como um problema nutricional importante.
A conclusédo foi de que apenas G. lamblia (prevaléncia de 30,4%) influenciou na
desnutricio energético-protéica (MUNIZ-JUNQUEIRA; QUEIROZ, 2002).

No Hospital da Santa Casa de Misericérdia de Pelotas, RS, Petrucci et al.
(2006) examinaram, pela técnica de Ritchie, 1627 amostras de 821 pacientes de
diferentes faixas etarias, no periodo de abril de 2004 a abril de 2005. Observaram
positividade em 75% dos pacientes, sendo que o parasito mais prevalente foi G.
lamblia (62,7%) e em segundo lugar Ascaris sp. (28%). Também verificaram que, o
veréo foi a estacdo do ano em que foi detectada a maior frequéncia de parasitoses
(13,1%). Concluiram que apesar de Pelotas ser a segunda cidade mais populosa e
desenvolvida do Estado, encontra-se com saneamento precario e pobreza

econdmica, o que justificam a prevaléncia detectada.
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No bairro Cohab Tablada da cidade de Pelotas, RS, Dias (2005) examinou
1140 amostras de fezes de 380 criancas, de zero a quatorze anos, pelas técnicas de
Faust e Ritchie. O autor observou prevaléncia geral de 15,8%, e os parasitos mais
prevalentes foram A. lumbricoides (51,7%) e G. lamblia (31,7%). Em relacdo as
parasitoses, nao foram encontradas diferencas (p>0,05) entre 0s sexos.

Na cidade de Estiva Gerbi, SP, Ferreira e Andrade (2005) analisaram fezes
de 930 escolares, sendo identificados Entamoeba coli (5,2%), G. duodenalis (5%), A.
lumbricoides (1,5%) e Endolimax nana (0,8%) (FERREIRA, ANDRADE, 2005).

3.4.1.2. Prevaléncia de giardiose em bovinos

No Brasil, em Lavras, MG, Guimaraes; Guedes; Carvalho, (2001),
analisaram amostras de fezes de terneiros da raca Holandesa, pela técnica de
Faust, durante um ano. Verificaram a presenca de cistos em 9,2% das amostras
(11/120).

Em Aragon, Espanha, Quilez et al. (1996), investigando 554 bovinos de
corte de 30 fazendas, evidenciaram cistos de Giardia em 11,7% dos animais e em
53,3% das fazendas. As taxas de infeccdo encontradas foram mais altas (p<0,001)
em terneiros lactentes (14,1%) e em recém desmamados (38%) do que em bovinos
maiores de quatro meses (2,2%).

No Norte da Nova Zelandia, Hunt; lonas e Brown (2000) observaram
prevaléncia de 40% ao examinar 700 amostras fecais de terneiros com até oito
semanas de idade, nas estacoes de paricdo de 1998 e de 1999.

Em Alberta, Canada, Heitman et al. (2002), observaram prevaléncia de G.
duodenalis de 35,6% em cordeiros e de 27,7% em terneiros. Os autores observaram
também que a prevaléncia de Giardiose bovina variou de 20,3%, no ano de 1998 a
46,5% no ano de 1999. Também no Canadd, em Calgary, Alta, Ralston et al. (2003)
realizaram um estudo longitudinal acompanhando 20 vacas e seus terneiros,
encontrando 100% dos terneiros infectados por Giardia € 15% das vacas.

No Oeste da Australia, foi realizada uma investigacdo epidemioldgica em
terneiros de gado de leite, sobre a prevaléncia de Giardia. As coletas de fezes foram
feitas semanalmente ap6s o0 nascimento dos terneiros (no total de quatro ou mais
amostras por terneiro). Entre a quarta e sétima semanas de vida ocorreu a maior
eliminacao dos cistos do parasito. A prevaléncia de Giardia chegou a 89%, sendo que

o trabalho sugere, que a origem da infec¢do provavelmente advém do contato entre
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terneiros, promovendo a transmissdo da doenca. Foram utilizados dois métodos
para a realizacdo do trabalho, flutuagdo com sulfato de zinco e sedimentagao por
éter etilico (BECHER et al 2004).

Na Bélgica, Geurden et al. (2004) examinaram fezes de 499 terneiros nas
idades de recém nascidos até 70 dias, através de diferentes métodos de diagnéstico
(ELISA, imunofluorescéncia, método de flutuacdo), encontrando uma prevaléncia
geral de 19%. As prevaléncias mais altas ocorreram em terneiros de quatro a cinco
semanas de idade e permaneceram altas até 10 semanas, mas foram mais baixas
entre terneiros com menos de duas semanas de idade. Os autores observaram que
o0 ELISA obteve uma Sensibilidade de 89% e uma Especificidade de 90%, a
Imunofluorescéncia, uma Sensibilidade de 77% e uma Especificidade de 95% e o
meétodo de flutuacdo uma Sensibilidade de 56% e uma Especificidade de 87%.

Na Dinamarca, Maddox-Hyttel et al. (2006) examinaram fezes de gado
leiteiro e de suinos de 50 propriedades, sendo coletadas amostras fecais de trés
grupos de animais: 1) cinco suinos e vacas; 2) 10 leites e terneiros, com menos de
um més; 3) 10 suinos com 8-45 kg e novilhas de um a 12 meses. Os autores
observaram que frequéncia de G. duodenalis foi, respectivamente, de 18%, 22% e
84%. Considerando apenas a frequéncia para os bovinos, esta foi, respectivamente,
de 60%, 82% e 100%. Os autores também concluiram que o uso de vazio sanitario
na introducdo de terneiros nos potreiros como efeito de protecdo para terneiros
jovens, constatou-se eficaz contra giardiose (MADDOX-HYTTEL et al., 2006).

Entre os elos existem, ainda, vias de ligagdo fundamentais para que a

cadeia epidemiologica se complete, entre eles esta a via de eliminacéao.

3.4.1.3. Via de eliminagao

Na giardiose esta via é a fecal, ou seja, 0s cistos de G. lamblia S&0 eliminados
pelas fezes do hospedeiro, sendo que estes também s&o as formas infectantes
(HUNTER; THOMPSON, 2005). Os protozodarios Giardia € Cryptosporidium S840 0S
parasitos considerados ubiquos, e freglentes agentes etioldgicos de diarréia
(CRAUN, 1990; CURRENT; GARCIA, 1991). O periodo pré-patente é de oito a 112
dias em bovinos (TAMINELLI et al.,, 1989) e de sete a 14 dias no homem (REY,

2002). Apoés a excrecao dos cistos pelas fezes, estes permanecem infectantes por
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longo tempo no meio ambiente, sendo resistentes particularmente em periodos
chuvosos (HAMNES; GJERDE; ROBERTSON, 2006).

A eliminacéo dos cistos pelas fezes de uma pessoa infectada é intermitente,
com periodos negativos variaveis, porém podem ser eliminados em torno de 900
milhdes de cistos por dia. Na agua a 8°C, os cistos permanecem viaveis por dois
meses, enquanto que a 21°C, resistem cerca de um més. Os cistos também séo
resistentes a cloracdo da agua (ACHA; ZYFRES, 1986).

Os cistos de G. lamblia ndo séo infectivos se forem expostos a temperatura de
-4°C ou a 25°C por uma semana, porém sao viaveis nas fezes bovinas por uma
semana, e na agua a 4°C, por 11 semanas (OLSON, 1999). A 25°C, os cistos
sobrevivem menos de uma semana em fezes humanas e de suinos misturadas,
porém a 5°C esta mesma mistura proporciona que 0s cistos resistam no ambiente
por mais de 156 dias (DENG; CLIVER, 1992). Em &guas de rios e de lagos, 0s cistos
podem resistir a mais de 84 dias (de REGNIER, 1989).

O segundo elo essencial, que interliga a cadeia epidemioldgica, é a via de

transmissao.

3.4.2. Via de transmissao

A via de transmissao de G. lamblia € a fecal-oral, ou seja, com a ingestao de
cistos provenientes de fezes de seres humanos ou de animais infectados (ADAM,
2001). Além disso, a sua dose infectante € baixa, ao redor de 10 a 130 cistos
(TZIPORI & WARD, 2002). Embora tenha sido demonstrado experimentalmente que
infeccbes em animais podem iniciar com a ingestdo de trofozoitos, ndo ha
evidéncias de que este modo de transmissdo seja importante para 0s seres
humanos (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005).

A via fecal-oral direta se baseia na transmissdo do parasito de pessoa a
pessoa, especialmente em creches, pela alta concentracdo de individuos, e porque
as criancas de idade pré-escolar sdo mais suscetiveis a giardiose, por ndo terem
nocoes de higiene formadas e apresentarem o sistema imunologico imaturo (XIAO;
HERD, 1994; GOMEZ-COUSO et al., 2005).

A via fecal-oral indireta ocorre por ingestdo de alimentos contaminados com
cistos (SMITH, et al. 2006) e/ou por ingestdo de agua contaminada, sendo esta o
principal veiculo relacionado a surtos epidémicos (THOMPSON; HOPKINS; HOMAN,
2000).
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Segundo Gow e Waldner (2006), os bovinos eram conhecidos como
reservatorios de G. lamblia para 0 homem, porém a transmissao de pessoa para
pessoa provavelmente € o mais importante elo de transmisséo, acrescido de outros,
como de origem ambiental e do contato direto com vetores.

A giardiose em turistas, ou pessoas que estdo de passagem em areas
endémicas é relatada em varios locais do mundo, decorrente da ingestdo de agua
contaminada por G. lamblia (BRODSKY; SPENCER; SCHULTZ, 1974). Esta
expressdo da doenca é conhecida como diarréia dos viajantes. Ultimamente foram
descritos casos de transmissdo por sodomia e felacdo, sendo considerados
importantes na disseminagéao da doenca (http/www.cdc.gov).

A segunda via de ligacdo entre os elos da cadeia epidemiologica, é a via de
penetracdo do agente.

3.4.2.1. Via de penetracao

A forma infectante de G. lamblia penetra no organismo dos hospedeiros, por
via oral, desenvolvendo a enfermidade no Iimen intestinal (BERNANDER, et al.,
2001), pelo modo direto (entre os hospedeiros) e indireto pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005).

O ultimo elo da cadeia epidemiolégica a tratar-se, sdo 0s hospedeiros

susceptiveis.

3.4.3. Hospedeiro susceptivel

Criancas de idade pré-escolar sdo consideradas os hospedeiros de G. lamblia
mais suscetiveis pela imaturidade de seu sistema imunoldgico e por correr maiores
riscos de infeccdo. Em relacdo aos animais, também sdo os jovens, 0S mais
suscetiveis. Também séo passiveis de adquirir giardiose: pessoas com a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), pessoas que recebem aguas nao tratadas ou
com tratamento deficitario, com habitos higiénicos precarios, e as que pela sua
atividade estdo expostas ao parasito por tratar de pessoas infectadas (babas,
enfermeiros, médicos) ou animais infectados (pecuaristas, veterinarios,
trabalhadores rurais). Os animais silvestres e de laboratério também sé&o
hospedeiros suscetiveis, pois podem ser infectados natural ou experimentalmente,

respectivamente. Constata-se entdo um amplo leque de hospedeiros para o parasito
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G. lamblia (HAYES et al., 1989; RUSH; CHAPMAN; INESON, 1990; RICHARDSON et
al., 1991, MACKENZIE, et al., 1995; GOLDSTEIN, et al., 1996; ANDERSON, 1996;
SOGAYAR; GUIMARAES, 2005). Em relagéo aos animais de companhia, os cies e
0S gatos que estdo aglomerados em canis e gatis, sAo mais susceptiveis de

adquirirem a giardiose (BECK, et al., 2005).

Existem véarios gendtipos e subgendtipos de G. lamblia recentemente
descritos, sendo que os subgenotipos VI e VII do gendtipo A sdo especificos para os
seres humanos, enquanto que os subgenotipos |, II, Il e V do gendtipo A e os
subgendtipos |1, Il e IV do B infectam os animais e os seres humanos (READ;
MONIS; THOMPSON, 2004; LALLE et al., 2005). Os demais séo especificos para
animais: A IV (gatos) e A VIII (caes), B Il (macacos), C (caes), D (caes e gatos), E
(bovinos, suinos e ovinos), F (gatos) e G para roedores (MONIS et al., 2003; READ,;
MONIS; THOMPSON, 2004; LALLE et al.,, 2005). Diante dos gendtipos com

potencial zoonatico, tornou-se mais complexo o controle da giardiose humana.

Bovinos e caprinos jovens podem se infectar e desenvolver a enfermidade,
e/ou desempenhar o papel de reservatorios para diferentes animais que entrarem
em contato com estes, nas fazendas onde habitam. Foi constatado que 100% das
propriedades que criam estes animais podem apresentar positividade para giardiose
(XIAO; HERD, 1994; CASTRO-HERMIDA et al., 2005). A infeccdo de ruminantes
domeésticos com G. lamblia com potencial zoonético, merece uma atencdo mais
minuciosa, devido a contaminacdo ambiental resultante desta infec¢cdo. Os cistos

podem ser escoados das pastagens para as fontes de agua (OLSON et al., 1995).

Na regido da Galicia, na Espanha, Gomez-Couso et al. (2005) examinaram
amostras de agua de rio, esgoto tratado e esgoto ndo tratado, que eram
descarregados em locais de cultivo de moluscos comestiveis (Mytilus galloprovincialis).
Observaram que 41,8% dos moluscos estavam contaminados por cistos de Giardia,
indicando risco de transmissdo de Giardia enteropatogénica para as populagbes
locais, e confirmando estes moluscos como potenciais vetores mecanicos de Giardia.

Como ja citado anteriormente (item 3.1.), existem o0s subgenotipos de G.
lamblia especificos para os seres humanos, os com potencial zoonético e 0s que sao
especificos para os animais (MONIS et al., 2003; READ; MONIS; THOMPSON,
2004; LALLE et al., 2005).
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Completada a cadeia epidemioldgica da giardiose, através do ciclo de vida
deste parasito, somam-se novos dados para caracterizar a biologia do parasito.

3.5. CICLO BIOLOGICO

O parasito flagelado, G. lamblia apresenta um ciclo de vida monoxeno, ou
seja, necessita apenas do hospedeiro definitivo para completar seu ciclo biolégico
(ADAM, 2001).

Como zoonose a giardiose pode ter a classificacdo segundo a transmisséao,
de Anfixenose, que sdo doengas que se transmitem do homem em direcdo aos
animais, e vice versa. Quanto ao ciclo classifica-se como zoonose direta que é
aguela em que a presenca de no minimo um hospedeiro é suficiente para que seu
ciclo se complete (ACHA; ZIFRES, 1986).

Para completar seu ciclo de vida, o protozoario G. lamblia apresenta dois
estagios evolutivos. O cisto que é a forma infectante e o trofozoito que se multiplica
no intestino do hospedeiro. ApOds a ingestdo do cisto, este se transforma em
trofozoito que coloniza o intestino delgado do hospedeiro (ADAM, 2001). Na porgao
superior do intestino delgado, o cisto ingerido pelo hospedeiro, se desencista e libera
o trofozoito, que se divide por divisdo binaria longitudinal, movendo seus flagelos se
prende ao epitélio do intestino, ajudado por sua organela especializada para tal,
chamada disco ventral (ROXSTROM-LINDQUIST, et al., 2006). Para que ocorra o
desencistamento quando de passagem pelo estdmago do hospedeiro, o cisto
encontra ambiente propicio para que este mecanismo seja ativado (pH acido), e que
seja exposto ao lumen intestinal, o trofozoito (BINGHAM; MEYER, 1979).

Recentemente, foi sugerida a existéncia de uma terceira forma evolutiva, o
excizoito, que é formado apds o desencistamento na luz intestinal. Esta forma se
apresenta com oito flagelos, quatro nudcleos, e em seguida (30 minutos apos o
desencistamento), divide-se em quatro trofozoitos binucleados (Fig. 03). O excizoito
€ submetido a duas divisdes celulares, sem replicacdo do DNA, gerando quatro
trofozoitos no hospedeiro (Fig. 4) (ROXSTROM-LINDQUIST et al., 2006).
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Fig. 03. Modelo de interacdo da Giardia lambia com o intestino humano. Fonte:

(ROXSTROM-LINDQUIST et al., 2006).

Segundo ROXSTROM-LINDQUIST et al. (2006), a infeccdo do intestino
delgado com Giardia lamblia inicia usualmente com ingestdo de cistos que sofrem
excistacdo na parte superior do intestino delgado seguido pela liberagdo do
excizoito. A dose infectante é baixa e 10 a 100 cistos de Giardia S0 suficientes para
estabelecer a infeccdo. O excizoito rapidamente se diferencia em trofozoito que se
multiplica no limen intestinal. A certa concentracdo de trofozoitos, os sintomas séo
induzidos, normalmente 6 a 15 dias apos a infec¢do. O sistema imune no intestino é
extremamente complexo, discriminando entre antigenos de alimentos e liquidos,
bactérias comensais e patogénicas enquanto adsorve nutrientes e secreta
eletrolitos. Em adicdo, para formar uma barreira fisica, o epitélio intestinal tem um
papel central na imunidade inata ou adaptativa da mucosa em resposta a estimulos
externos. As diferentes partes do sistema imune intestinal s&o mostradas na ordem
pela qual elas interagem com a Giardia durante a infeccdo. O numero de trofozoitos
no intestino durante a infeccdo é representado pela area em azul. No local, a
concentracéo de trofozoitos pode ser alta e o paciente com giardiose pode excretar

1x108 cistos viaveis por grama de fezes.
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Trophozoite

Excyzoite

Fig. 04. Modelo proposto para o ciclo da G. lamblia Fonte: (BERNANDER; PALM;
SAVARD, 2001).

Segundo Bernander; Palm; Savard,. (2001), os trofozoitos ciclam entre um
genoma celular de 4N a 8N. Através da estimulacdo da encistacdo, a Giardia se
diferencia no estagio G2. A parede do cisto é formada e o ndcleo se divide
resultando em uma célula tetranucleada com um genoma de 8N. Subseqiente
replicacdo do DNA gera cistos maduros com um genoma celular de 16N. A
excistacdo resulta na liberacdo de um excizoito o qual se divide para gerar duas
células semelhantes ao trofozoito que vao re-entrar no ciclo celular em G2 (Fig. 04).

Pinocitose € o mecanismo de penetracdo de fluidos em células, através da
invaginacdo da membrana celular, com a formacdo de vesiculas internas. Desta
forma € que ocorre a nutricdo da G. lamblia, 0 processo de pinocitose ocorre tanto na

porcao ventral, como na porc¢éo dorsal do parasito através de sua membrana celular,
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sendo propiciada ainda pelo ambiente alcalino com pH em torno de 6,38 a 7,02
(REY, 2002).

O encistamento do trofozoito pode ter inicio no baixo ileo, porém o ceco é
considerado o principal sitio de encistamento do parasito. Os estimulos que
desencadeiam esta mudanca, ndo estao definidos se ocorrem de dentro ou de fora
do hospedeiro, porém o destacamento do protozodrio da mucosa, a presenca de
sais biliares e a influéncia do pH intestinal alcalino sdo fatores que proporcionam o
encistamento de G. lamblia (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005).

O encistamento pode ser dividido em duas fazes, a primeira engloba
ativacdo de sintese e transporte de vesiculas especificas do encistamento (VEE). Ja
a segunda fase se baseia na reunido dos filamentos formando a parede do cisto,
com desaparecimento de VEE e perda da motilidade flagelar e da ligacdo ao
hospedeiro (ADAM, 2001).

Na porcao baixa do intestino, em resposta a sinais enviados pelo
hospedeiro, os trofozoitos se tornam cistos tetranucleados que sédo eliminados nas
fezes (LUJAN; MOWATT; NASH 1997). Os pacientes acometidos de giardiose
podem excretar 1x102 cistos viaveis por grama de fezes (ROXSTROM-LINDQUIST,
et al., 2006).

Os cistos excretados nas fezes sdo muito resistentes aos fatores ambientais,
e o ciclo se renova quando outro hospedeiro ingere 0s cistos viaveis. A infeccdo e a
enfermidade dos animais seguem as mesmas etapas que ocorrem no homem,

tornando o quadro epidemioldgico e clinico semelhante (ACHA; ZYFRES, 1986).

3.6. SINAIS CLINICOS

A preocupac¢ado maior que origina a infec¢gdo por G. lamblia, além dos sintomas
caracteristicos, que podem ser tratados e o quadro revertido, é o fato que a
giardiose pode causar retardo no desenvolvimento, prejudicando o desempenho
futuro dos pacientes tanto na saude fisica quanto no aprendizado, e desenvoltura de
raciocinio. Porém se tratado a tempo evita sequelas maiores.

FRASER et al. (2000), afirmam que em paises desenvolvidos onde a
prevaléncia e a incidéncia da giardiose sédo altas, a diarréia crénica resulta no

retardo de crescimento.
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As pessoas infectadas podem se apresentar assintomaticas ou com
sintomas: nausea, dor abdominal, seguido por severa diarréia aquosa advinda da
ma absorcao de nutrientes (STAGER; GOTTSTEIN; MULLER; 1997). A inapeténcia,
0 cansaco, distensdo abdominal, flatuléncia e esteatorréia, também sao sintomas
comuns nesta enfermidade. A intolerancia a lactose pode persistir por longo periodo
apés a infeccdo (MULLER; VON ALLMEN, 2005). Também se observam, vomitos,
anemia, nausea e hiporexia (CURTALE, et al., 1998), urticaria, manifestacdes
alérgicas (ACHA; ZIFRES, 1986).

A resolucdo espontanea da doenca pode ocorrer em poucas semanas,
porém pode também partir para estado crénico. Recorrentes e breves, ou
persistentes episodios de diarréia, sdo caracteristicos na giardiose cronica.
(MULLER; VON ALLMEN, 2005).

Para aos produtores de ruminantes domeésticos o principal efeito negativo
causado pela giardiose é de ordem econbmica, especialmente para 0s que
dependem da criacao destes animais para sua subsisténcia. Ocorrem alteracdes no
desenvolvimento dos animais jovens, sintomas dispépticos, baixo indice de engorda,
aumenta o tempo de abate e baixo peso da carcaca (OLSON, et al., 1995; OLSON
et al., 2004).

Em ovinos o ressecamento da &, diarréia, apatia, anorexia, diminuicdo do
ganho de peso, sdo sinais que estdo em geral associados a giardiose,
principalmente em animais jovens. Porém, os sintomas descritos nao estao
atrelados somente a esta enfermidade, podem ocorrer por outras causas. Em
caprinos infectados experimentalmente, foi observada em alguns animais, apatia,
anorexia e eliminacao de fezes com consisténcia alterada (BOMFIM, et al., 2005).

Altos niveis de infeccdo em terneiros s&do considerados como de
significancia clinica, causando diarréia crbnica ou intermitente, perda de peso, e
retardo no crescimento devido a ma digestdo e méa absor¢cdo de alimentos. As
infeccbes subclinicas aumentam o0s requerimentos de alguns alimentos
(KIRKPATRICK, 1989)
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3.7. PATOGENIA E IMUNIDADE

Na colonizacao do intestino por G. lamblia, ocorre diminuicdo de atividade de
enzimas intestinais, atrofia das microvilosidades e vilosidades intestinais, inflamacéo
da parede intestinal, ma absorcao, transito intestinal acelerado e diarréia (BURET;
GALL; OLSON, 1990, BURET; GALL; OLSON, 1991, BURET et al., 1992,
FARTHING, 1993; DESELLIERS, et al., 1997; SCOTT, et al., 2000). Em bovinos, a
colonizacdo e desenvolvimento da enfermidade promovem alteracbes patologicas
semelhantes as observadas nos seres humanos, com inflamacdo e atrofia das
vilosidades (RUEST et al, 1997). Em uma infeccdo macica, pode ocorre
atapetamento da mucosa e interferir na absorcéo de proteinas, gorduras e vitaminas
(A, B, D, E, K) (FARTHING, 1997).

A infec¢@o por G. lamblia causa um quadro de diarréia e de sindrome de ma
absorcao de nutrientes nos seus hospedeiros. Nos animais de producéao (bovinos e
ovinos), a giardiose pode determinar prejuizos econdmicos (ROXSTROM-
LINDQUIST, et al., 2006).

O efeito causado pela infeccéo € fortemente dependente do estado imune do
hospedeiro. As variacbes de caracteristicas antigénicas do parasito podem estar
associadas a cronicidade da infeccdo (ADAM, 1991). Investigacdes ocorridas na
década passada, sobre a resposta imune contra G. lamblia, eram direcionadas mais
especialmente em termos da habilidade do parasito em continuamente mudar os
antigenos de superficie. Conclui-se nestes estudos que as Proteinas Variantes de
Superficie (VSP), sé@o a Unica familia de antigenos de superficie que esta associada
a variagdo antigénica de G. lamblia (MULLER; VON ALLMEN, 2005). Existem duas
hipdteses que justificam a variagcdo antigénica baseada nas VSP. A capacidade do
microrganismo de sobreviver em diferentes ambientes intestinais e a evasédo das
defesas imunes do hospedeiro. Somente conhecendo o real papel das VSP, podera
ser entendido este mecanismo (ADAM, 2001).

Apesar de que uma imunidade protetora ainda ndo tenha sido demonstrada
efetivamente, existem evidéncias do desenvolvimento de uma resposta imune, tais
como: infeccdo autolimitante, detec¢cdo de anticorpos especificos, menor
suscetibilidade de individuos em areas endémicas e ocorréncia de infeccdo crbnica
em modelos experimentais Além disso, os mondcitos, macréfagos e granuldcitos,

sdo capazes de destruirem os trofozoitos, com seu poder citotdxico anticorpo
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dependente, auxiliados por IgM, 1gG, e pela IgA secretada pela mucosa intestinal,
que parece ser responsavel por evitar a adesdo do trofozoito a mucosa do
hospedeiro (FARTHING, 1995; FAUBERT, 1996; STAGER; MULLER, 1997;
SOGAYAR; GUIMARAES, 2005).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 250 milhdes de
humanos, estédo infectados por G. lamblia em todo o mundo. Entretanto, 0 mecanismo
imunologico contra este protozoario € pouco compreendido. Em camundongos
adultos infectados experimentalmente, foi observada resposta imunolégica mediada
por linfécitos T e B. Foram encontradas IgA nas fezes e IgG no soro dos
camundongos, associadas as infec¢cdes priméria e secundaria, respectivamente
(VELAZQUEZ, et al., 2005).

A capacidade do leite humano normal de destruir “in vitro” trofozoitos de
Giardia € uma forma de protecdo contra o protozodrio, que recebem as criancas
amamentadas pela mae. Porém nao sao as IgA que atuam na atividade citotoxica, e
sim uma lipase presente no leite humano que destréi os trofozoitos, entretanto o
leite de animais ndo possui esta capacidade. Estudos imunoldgicos revelam que IgA
de maes infectadas apresentaram titulos mais altos e criangas menos infectadas
(16%) do que maes néo infectadas e criancas (63%) doentes (MARKELL; JOHN;
KROTOSKI, 2003).

3.8. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA GIARDIOSE

Os exames parasitologicos de fezes (EPFs) ainda séo utilizados na rotina
laboratorial por serem menos onerosos, em grande parte, eficazes, auxiliando no
controle das parasitoses. Hoffmann (1987) cita algumas regras basicas para a
execucao dos EPFs. Na rotina de laboratério um sé método executado ndo revela o
real parasitismo do hospedeiro, sendo indicados um conjunto de métodos, que
associados vao revelar um resultado mais fidedigno. Na microscopia, 0s aspectos
quantitativo ou qualitativo podem ser avaliados. O método quantitativo tem por
objetivo determinar a carga parasitaria do hospedeiro, enquanto que o qualitativo
visa detectar pelo menos uma forma evolutiva de um parasito para determinar a
positividade da amostra de fezes. No exame qualitativo sdo indicadas trés repeticdes
por amostra, antes de revelar o resultado definitivo, aumentando assim, as chances

de encontrar resultados positivos, ja que a quantidade de ovos e cistos pode variar
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nas amostras. As amostras de fezes a serem examinadas devem ser frescas, ou
coletadas em um periodo de no maximo quatro horas. Se nao forem avaliadas neste
periodo de tempo, devem ser armazenadas em refrigeracdo a 4C ou em
conservantes, tais como formalina 5-10% e solucdo de MIF (mertiolato-iodo-
formalina). Os métodos qualitativos podem ser diretos com fezes frescas, ou ser
indiretos realizados com fezes conservadas.

Para aumentar a capacidade de detectar formas evolutivas de diferentes
espécies de parasitos eliminadas nas fezes, sao utilizados os métodos chamados
processos de enriqguecimento. A centrifugo-flutuagdo (Técnica de Faust) € usada
para pesquisa de cistos de protozoarios, abrangendo ainda o encontro de ovos
leves. JA4 a sedimentacdo por centrifugacdo (técnicas de Blagg e de Ritchie) é
indicada na pesquisa de ovos (ovos operculados, ovos inférteis de Ascaris) e larvas
de helmintos e cistos de protozoérios (DE CARLI, 2001).

O método de diagnédstico considerado mais eficaz para giardiose humana é
a técnica de Faust, baseada no método de centrifugo-flutuagcdo em solucédo de
sulfato de zinco (densidade 1,18). Entretanto, técnicas baseadas no método de
centrifugo-sedimentacdo também tém sido utlizadas (ZIMMER; BURRINGTON,
1986). Além de cistos em amostras fecais, os trofozoitos podem ser pesquisados em
fezes diarréicas frescas, em aspirados do contedudo duodenal, ou em bidpsias de
mucosa intestinal (KULDA; NOHYNKOVA, 1995).

O “periodo negativo” na giardiose, decorrente da eliminacdo descontinua de
cistos nas fezes, pode durar até 20 dias, e em média 10 dias. Portanto, para
aumentar a sensibilidade do exame parasitolégico de fezes 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,
et al., 1983). No entanto, geralmente é solicitada apenas uma amostra de fezes,
dificultando o diagnostico. (DE CARLI, 2001; CASTANHO, et al., 1983).

Os métodos de ELISA e de imunofluorescéncia indireta (IFA), os quais se
baseiam na pesquisa de antigenos nas fezes também sdo usados para o
diagnéstico, devido a sua maior sensibilidade. Entretanto, a pesquisa de anticorpos
contra antigenos deste parasito no soro de individuos com suspeita de giardiose
apresenta problemas relacionados a ocorréncia de resultados falso-positivos e falso-
negativos (SOGAYAR; GUIMARAES, 2000).
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As técnicas de diagndstico apresentam diferencas de Sensibilidade e
Especificidade, e estes dados podem resultar em uma importante variacdo na
prevaléncia observada (BARR; BOWMAN; ERB, 1992). Entretanto, a diferenca de
ELISA e IFA é minima, sendo estes superiores quando comparados com 0S exames
parasitologicos de fezes (ADDISS, et al.,, 1991; SCHEFFLER; VAN ETTA, 1994;
ALLES, et al., 1995; ZIMMERMMAN; NEEDHAM, 1995; GARCIA; SHIMIZU, 1997;
MANK et al., 1997).

Métodos modernos de diagndstico sdo usados para a deteccéo de cistos de
Giardia em fezes de animais. Hsu; Wun; Hsu. (2007), analisaram amostras fecais de
bovinos pelo ELISA, IFI e PCR. Os autores detectaram, por PCR, os gendtipos A e B
de G. duodenalis, tendo estes, subgendtipos zoondticos, que infectam o0s seres
humanos e os bovinos. Os métodos mais simples nédo alcancam tal diferenciacéo, €
importante aplicacdo de técnicas de biologia molecular que ajudam a conhecer
melhor o parasito, sua biologia, e como atuar no seu controle. Entretanto, os
meétodos baseados no exame parasitologico de fezes sdo os mais empregados para
o diagnadstico da giardiose em animais, por ser menos Onerosos.

Huber; Bomfim e Gomes (2003) compararam o método de centrifugo-
sedimentacdo pela formalina-éter, com o de centrifugo-flutuacdo em solucéo
saturada de sacarose para deteccdo cistos de G. lamblia em fezes terneiros.
Observaram maior eficacia com o segundo método, devido a melhor visualizacao
dos cistos pela flutuacéo, por ter menos sujidades.

Em métodos populacionais de diagnostico, existe um teste que é utilizado
como padrdo de comparacdo entre os demais recomendados para se avaliar uma
doenca, chama-se este teste de “padrdo ouro”. Até bem pouco tempo, o isolamento
de um virus, bactéria, fungo ou protozoario, era considerado o padrdao ouro para o
diagnostico de muitas doencas, que caracterizava o diagnostico de certeza “in vitro”.
Com a utilizacéo de ferramentas moleculares, foram criadas técnicas mais rapidas e
modernas como o PCR, que revolucionaram as técnicas diagnosticas. Nao obstante,
a triade diagnostica, € a unido do diagnostico epidemioldgico, do diagndstico clinico
e do diagndstico laboratorial, que a cada passo revelam dados, e reunidos levam ao
diagndéstico de certeza. Estes passos ajudam a reunir dados para melhor avaliar e
diagnosticar as enfermidades. Quando multiplos testes s&o realizados para o
diagnoéstico e todos apresentam resultados positivos ou negativos, a interpretacao

do resultado é 6bvia. Entretanto, o que freqientemente ocorre € que alguns sao



40

positivos e outros sdo negativos, dificultando a interpretacdo. Os testes multiplos
podem ser aplicados tanto em paralelo, quando se considera um resultado positivo
em qualquer um deles como indicativo da infeccdo, como em série, quando todos
devem ter resultado positivo para que o diagnostico fique estabelecido. Os testes em
paralelo aumentam a sensibilidade e, portanto o valor preditivo negativo em uma
dada prevaléncia. Assim, ainda que a especificidade e o valor preditivo positivo
diminuam, a possibilidade de que a doenca seja omitida € menor. A utilizacdo de
testes em paralelo pelos centros de referéncia provavelmente € a razao pela qual
estes centros parecem diagnosticar doenga onde o médico ou o veterinario ndo as
encontra (BROD, 2002).

Diante do exposto, foram comparados os métodos de centrifugo-flutuacéo e
de centrifugo-sedimentacdo, com o ELISA, para pesquisa de G. lamblia em fezes de
criangas e de bovinos, visando estimular pesquisas nesta area, que busquem a
producdo de antigenos especificos (obtidos a partir de cepas de G. lamblia isoladas
na regido) para a elaboracdo de “kits”, para que sejam empregados no diagndstico e

em estudos epidemioldgicos da giardiose.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricdo da Area

O trabalho foi desenvolvido no municipio do Capéo do Leé&o, localizado na
regido sul do estado do Rio Grande do Sul, com uma area geografica de 785,37
Km?, representando 0,2921% do Estado. Este municipio se localiza a uma altitude
de 21 m acima do nivel do mar, com clima subtropical, 27.283 habitantes, populacdo
bovina de 38.746 cabecas, com 100 propriedades leiteiras cadastradas na Inspetoria
Veterinaria e Zootécnica da Secretaria da Agricultura e Abastecimento — RS. Fonte:
IBGE, Producéo da Pecuaria Municipal 2003.

4.2. Desenho Amostral

Conforme cadastro dos produtores leiteiros, em outubro de 2006, o
municipio apresentava 43 propriedades com até 20 animais; 27 com 21 a 40
animais; 15 com 41 a 60 animais e 15 com mais de 60 animais. A populacéo total de
bovinos com aptidao leiteira era de 3.741 cabecas, dividida em 150 terneiros de até
4 meses de idade, 581 de 4 a 12 meses, 548 de 12 a 24 meses, 908 de 24 a 36
meses e 1554 com mais de 36 meses de idade. Foram listados os nomes dos 100
produtores em uma tabela em ordem decrescente de acordo com o numero de
terneiros de até 12 meses, que variou de 88 a nenhum terneiro por propriedade.

Utilizando-se o programa Epilnfo versao 6.04 (www.cdc.gov), foi realizado o célculo

do tamanho da amostra, com uma expectativa de prevaléncia de 50%, um erro
absoluto de 15% e um limite de confianca de 95%. A partir deste calculo, foi
determinado que devessem ser estudadas 30 propriedades, sendo coletas amostras
de fezes de todos os terneiros (até 12 meses de idade) das propriedades e das
criangas (até 12 anos de idade) que viviam nestas.

Sorteou-se um numero de um a 10, sendo o numero quatro o sorteado,
portanto, a quarta propriedade foi a primeira sorteada e a partir desta, utilizando-se o

pulo amostral igual a trés, sorteou-se a sétima, décima e assim sucessivamente até
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ser alcancado o numero de trinta propriedades. Seguindo no mesmo critério e
retornando ao inicio da tabela, foram sorteadas mais 30 propriedades que foram

consideradas as reservas.

4.3. Coleta das amostras de fezes

4.3.1. Coleta das amostras de fezes dos terneiros

As amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos
bovinos. No total, foram coletadas amostras fecais de 148 bovinos, de até um ano

de idade, oriundos de 30 propriedades rurais do municipio do Capéo do Leéo, RS.

4.3.2. Coleta das amostras de fezes das criancas
Foram coletadas fezes de 22 criancas, de zero a 12 anos, que residiam nas
propriedades estudadas. As coletas foram realizadas pelos pais ou responsaveis

pelas criancas.

4.3.3. Armazenamento e conservacdo das amostras de fezes das
criangas e dos bovinos

As amostras de fezes foram armazenadas em potes de coleta de material
clinico (capacidade de 80mL), e transportadas até o Laboratério do Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), em
caixas isotérmicas contendo gelo seco. No laboratério, as amostras de fezes foram
divididas e transferidas para trés potes: o primeiro sem conservante, continha
apenas fezes frescas que seriam refrigeradas a 4°C até o momento do uso; o
segundo com MIF (mertiolato-iodo-formalina) armazenado a 4°C; o terceiro foi

congelado a -20°C, para conservagao e posteriori utilizacao.

4.4. Pesquisa de Giardia lamblia em amostras de fezes

Tanto as amostras de fezes das criangas como dos bovinos, foram
submetidas aos trés meétodos parasitoldgicos para pesquisa de G. lamblia (itens 4.4.1;
4.4.2; 4.4.3), sendo examinada uma amostra de cada crianca e de cada terneiro.

A partir de cada amostra de fezes coletada, foram realizados dois exames
(duplicata) pelos dois métodos coprologicos, utilizados para pesquisa de cistos do
parasito (itens 4.4.1 e 4.4.2.).
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4.4.1. Técnica de Faust (Método de centrifugo-flutu  acéo)

A técnica de Faust, baseada no método de centrifugo-flutuagcdo em sulfato
de zinco a 33% (densidade de 1,18g/mL), foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Rocha (2004), sendo examinadas fezes frescas (ANEXO 1).

Do material resultante da execucdo desta técnica, foram lidas duas laminas
(duplicata), ao microscopio Optico (aumentos de 100 x e 400 x). No total, foram lidas
guatro laminas, de cada amostra de fezes coletada, pois foram realizados dois
exames (duplicata) pela técnica de Faust, e em cada exame, foi realizada a leitura

de duas laminas. Esta técnica foi realizada no laboratério de parasitologia da FURG.

4.4.2. Técnica de Ritchie (Método de centrifugo-sed imentacao)

A técnica de Ritchie, baseada no método de centrifugo-sedimentacdo em
formalina-éter, foi realizada segundo a metodologia descrita por Hoffmann (1987)
(ANEXO 2), sendo examinadas fezes frescas. Do material resultante da realizacao
desta técnica, foram lidas duas laminas (duplicata), ao microscépio 6ptico (aumentos
de 100 x e 400 x). No total, foram lidas quatro laminas, de cada amostra de fezes
coletada, a exemplo do que foi citado anteriormente (no item 4.4.1). Esta técnica foi

realizada no Centro de Controle de Zoonoses da UFPel.

4.4.3. Ensaio imunoenzimético (ELISA) para deteccao de antigeno de
Giardia lamblia

Inicialmente, as amostras de fezes estocadas a -20C foram descongeladas
para serem analisadas por ELISA de sanduiche (RIDASCREEN® Giardia - R-
Biopharm AG). Para cada amostra de fezes (100mg para fezes normais e 100 pL
para fezes diarréicas) foi preparada uma suspensdo em 1 mL de tampdao de diluicdo
de amostra, sendo homogeneizado e centrifugado a 2.500g. A seguir, foram
adicionadas as cavidades da placa sensibilizada com anticorpos monoclonais de
camundongo anti-G. lamblia, 100uL da suspensédo fecal e dos controles (positivo e
negativo), bem como de anticorpos anti-G.lamblia, conjugados com peroxidase. Apos,
o material foi incubado, durante uma hora, a temperatura ambiente (20-25°C). A

seguir, foram realizadas cinco lavagens com tampéo de lavagem (solucéao de cloreto
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de sodio tamponada com fosfato com 0,1% de thimerosal). Posteriormente, foram
adicionados 100uL de substrato (perdxido de uréia-TMB), sendo realizada a
incubacdo com auséncia de luz, por 15 minutos, a 20-25°C. Para interromper a
reacao, foram adicionados 50uL de acido sulfurico 1N. A leitura foi realizada em 450
nm. O ponto de corte foi estabelecido, a partir do resultado (em densidade 6ptica) do
controle negativo mais absorbancia de 0,15. Foram consideradas positivas, as
amostras que apresentavam absorbancia acima de 10% do ponto de corte e
negativas, mais de 10% abaixo do ponto de corte. De cada bovino e de cada
crianca, foi examinada uma amostra de fezes pelo ELISA. Esta técnica foi realizada
no Centro de Controle de Zoonoses da UFPel.

4.5. Coleta de dados epidemioldgicos e principios €  ticos em pesquisa
envolvendo seres humanos

Varidveis ambientais e caracteristicas constitucionais dos hospedeiros,
foram avaliadas em relacdo a prevaléncia de G. lamblia, através da aplicacdo de um
questionario estruturado (ANEXO 5). Este foi aplicado para os pais/responsaveis
das criangas e para 0s proprietarios/responsaveis das propriedades rurais. Os
pais/responsaveis também permitiram a realizacdo dos exames parasitologicos de
fezes das criangas. Estes leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO 4), de acordo com a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional
da Saude - Ministério da Saude

(http://conselho.saude.gov.br/comissao/eticapesq.htm).

Beneficio do estudo para o sujeito da pesquisa (criangas): as criangcas com
exames parasitoldgicos positivos, foram encaminhadas ao Posto de Saude da

Secretaria Municipal de Saude, do Capéao do Leéo, para prescricédo e tratamento.

4.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos na deteccéo de cistos de G. lamblia pelas técnicas de
Faust (centrifugo-flutuacdo) e de Ritchie (centrifugo-sedimentacédo), bem como na
deteccdo de coproantigenos do parasito pelo ELISA, assim como da andlise das
variaveis epidemiolégicas obtidas através da aplicacdo do questionario nas
propriedades, foram submetidos a analise estatistica. Foi utilizado o programa Epi-
Info verséo 6.04, efetuando-se o teste de Qui-quadrado. Neste estudo, os resultados

foram considerados estatisticamente significativos quando se observou p<0,05; bem
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como a avaliagédo do intervalo de confianga, onde este nao deveria incluir a unidade
(1). Foi ainda determinado o valor de OR (razdo de chance) com intervalo de
confianca (Cl) de 95% e medidas de efeito dos testes como, Sensibilidade,
Especificidade, Valor Preditivo Positivo, Valor Preditivo Negativo, Acuracia e
coeficiente de correlacdo Kappa (Anexo 3) para comparagdo dos resultados dos

métodos de diagndstico de giardiose.



5. RESULTADOS

No total, foram coletadas amostras fecais de 148 terneiros e 22 criangas de
30 propriedades leiteiras do municipio do Capédo do Ledo, R.S. A mediana do
tamanho das propriedades estudadas foi de 35,5 ha., variando de 1 a 765 ha. A
mediana do numero de amostras de fezes coletadas de terneiros em cada
propriedade foi de seis, variando de uma a 20 amostras. A mediana da idade dos

terneiros foi de trés meses, variando de um a 10 meses.

Linha Férrea

Il Prop. Positivas
I Prop. Hegativas

Capao do Leao

Fig. 05. Mapa do Municipio do Capédo do Ledo com a localizacao das propriedades

amostradas.
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O protozoario G. lamblia foi identificado, por pelo menos um dos trés métodos
de diagndstico, em 23,6% (35/148) dos terneiros, 13,6% (3/22) das criangas, e em
70% (21/30) das propriedades, considerando a presenca tanto em terneiros como
em criancas. A prevaléncia de G. lamblia nas propriedades, considerando somente
terneiros foi de 66,7% (20/30) e de 25% (3/12) considerando somente criancas.

Em relacdo a pesquisa de G. lamblia nas fezes de criancas, a mediana do
namero de amostras de fezes coletadas em cada propriedade foi de 2,5, variando de
uma a cinco amostras, sendo que das 30 propriedades estudadas, em 12 (40%)
residiam criancas. A mediana da idade das criangas foi de 7,5 anos, variando de um
a 12 anos.

A prevaléncia de G. lamblia em terneiros apresentou um comportamento
decrescente nao linear, estatisticamente significativo, a medida que a idade
aumentava (Tab. 01). Quanto ao sexo, ndo houve diferenca significativa, tanto para
terneiros como para criancas. A prevaléncia para os terneiros foi de 23,8% e nas
terneiras foi de 23,6%. Nos meninos a prevaléncia foi de 22,2% e nas meninas de
7,7%. Devido ao baixo numero de criancas positivas (3) para G. lamblia, a analise dos
fatores de risco de infecgao ficou sem significancia.

Quando foi avaliada a prevaléncia por raga, encontrou-se diferenca
significativa, sendo que a raga zebuina apresentou uma OR de 15,26. Entretanto,
trata-se de um viés de amostragem, pois somente nove terneiros eram desta raca,
sendo oito oriundos de apenas uma propriedade, e somente nesta, foram
observados resultados positivos (em seis animais). Também nao houve diferenca
significativa quanto a prevaléncia de G. lamblia, em relacdo ao status corporal e a
consisténcia das fezes: endurecidas, formadas, pastosas, semipastosas, diarréicas
ou muco-sanguinolentas.

Quanto a analise de variaveis ambientais que poderiam interferir na
prevaléncia de G. lamblia, observou-se que quando a distancia da fossa localizava-se
a menos de 40 metros do poco, a prevaléncia foi de 42,9% ao passo que quando a
distancia foi de mais de 40 metros, a prevaléncia foi de 18,2%. Esta associacao foi
estatisticamente significativa revelando um OR de 3,38 em um intervalo de confianca
de 95%, variando de 1,15 a 9,86 vezes maior a prevaléncia de G. lamblia para este
fator de risco (Tab. 01).

Outra variavel ambiental que também influenciou na prevaléncia da G. lamblia

foi do plano de localizacdo da fossa em relagéo ao plano de localizacdo do poco de
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abastecimento de agua da propriedade. Quando a fossa ficava localizada em um
plano mais alto a prevaléncia foi de 28,4% ja quando ao contrario, a prevaléncia foi
de 14,5% (Tab. 01)

Tab. 01. Prevaléncia de Giardia lamblia em terneiros de 30 propriedades da bacia
leiteira do municipio do Capé&o do Ledo, R.S., de acordo com os fatores de

risco ambientais e de caracteristicas dos hospedeiros, no ano de 2007

(n=148).
Fatores de risco G. lamblia
Presente  Ausente % OR Cl 95%
Idade em meses
1 11 29 27,5 1 (referéncia) -
2 10 17 37,0 1,32 0,56 — 3,03
3 5 16 23,8 2,17 1,0-4,81
4 8 18 30,8 2,36 1,03 -5,76
5 0 8 0,0 13,87 2,48 — 296,38
6 0 10 0,0 - -
7 1 4 20,0 - -
8 0 4 0,0 - -
9 0 5 0,0 - -
10 0 2 0,0 - -
Distancia da fossa ao pogo
Menos de 40 m 09 12 42,9 1 (referéncia
Mais de 40 m 26 117 18,2 3,38 1,15-9,86
Plano de localizacdo da fossa
em relag&o ao pogo
Mais alto 23 58 28,4 1 (referéncia)
Mais baixo 12 71 14,5 2,33 1,08 - 5,24

Cl — Intervalo de Confianca; OR — Raz&o de Chances

Também foram identificados nas fezes dos terneiros, oocistos de Eimeria sp.
(83,1%) e ovos da superfamilia Strongyloidea (64,9%), de Moniezia sp. (10,8%) de
Toxocara sp. (4,7%) e de Trichuris sp. (2%). Nas criancas, também foram detectados
cistos de Entamoeba coli (18,2%) e Endolimax nana (4,5%). Nao houve associacéo
significativa quando se cruzou diagnéstico de G. lamblia com presenca de outros

parasitos.
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Quanto ao diagnéstico laboratorial, foram executados trés métodos, onde se
avaliou Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo, Valor Preditivo

Negativo, Acuracia e coeficiente de correlacdo Kappa, conforme Tabelas 02 a 04.

Tab. 02. Comparacdo das técnicas de Faust (centrifugo-flutuacdo) e de Ritchie
(centrifugo-sedimentacgéo), e da combinacdo das duas técnicas, com o
ensaio imunoenzimatico — ELISA (padrao ouro), para a pesquisa de Giardia

lamblia nas fezes de terneiros (n=148) e de criancas (n=22) (n total=170).

Técnicas G. lamblia ELISA Avaliacdo das Técnicas

Pos Neg. % S E VP" VP A K
Faust Pos 19 6 76,0 655 950 76,0 91,9 89,2 0,638
(148 n) Neg 10 113 8,1
Ritchie Pos 14 0 100,0 48,3 100,0 100,0 88,8 89,9 0,600
(148 n) Neg 15 119 11,2
Faust e/ou Ritchie Pos 21 6 778 72,4 950 77,8 93,4 90,5 0,691
(148 n) Neg. 8 113 6,6
Faust Pos. 21 6 778 65,6 957 77,8 92,3 90,0 0,651
(170 n) Neg. 11 132 7,7
Ritchie Pos. 16 0 100,0 50,0 100,0 100,0 89,6 90,6 0,618
(170 n) Neg. 16 138 10,4
Faust e/ou Ritchie Pos 23 6 79,3 719 0957 79,3 93,6 91,2 0,700
(170 n) Neg. 9 132 6,4

S = Sensibilidade; E= Especificidade; VP" = Valor Preditivo Positivo; (n) = nimero de amostras
VP’ = Valor Preditivo Negativo; A = Acuracia; K = coeficiente de correlagdo kappa
Escala de Valores Kappa:

0,81 - 1,00 - Excelente
0,61 - 0,80 - Substancial
0,41 - 0,60 - Moderada
0,21 - 0,40 - Regular
<0,20 - Fraca
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Tab. 03. Comparacao da técnica de Ritchie (centrifugo-sedimentacédo), considerando
a técnica de Faust (centrifugo-flutuacdo) como padrdo ouro, em para

pesquisa de cistos de Giardia lamblia nas fezes de terneiros (n=148).

RITCHIE FAUST Total
Positivo Negativo
Positivo 12 2 14
Negativos 13 121 134
Total 25 123 148
Sensibilidade — a/a+c x 100 = 48,8% Cl=95% - 28,3% - 68,2%
Especificidade — d/b+d x 100 = 98,4% Cl=95% - 93,7% - 99,7%
Valor Preditivo Positivo — a/a+b x 100 = 85,7% Cl=95% - 56,2% - 97,5%
Valor Preditivo Negativo — d/c+d x 100 = 90,3% Cl=95% - 83,7% - 94,5%
Acuracia — a+d/a+b+c+d x 100 = 93,9% Cl=95% - 85,0% - 94,72%

Coeficiente de correlacédo Kappa — (formula Anexo 1) = 0,562 (Moderado)

Tab. 04. Prevaléncia de G. lamblia em 148 terneiros e 22 criancas de 30 propriedades
da bacia leiteira do Municipio do Capéo do Ledo, R.S., comparando os
resultados entre os trés meétodos utilizados, considerando como padrao
ouro a positividade e negatividade encontrada com o somatorio dos

mesmos trés métodos, em 170 amostras de fezes.

Técnica Terneiros Criangcas  Propriedades Amostras Avaliacao Técnicas
Laboratorial Pos. % Pos. %  Pos. % Pos % S VP’ A K
R 14 9,46 9,1 9 30,00 16 94 421 857 87,1 0,530

2
F 25 16,89 2 91 17 56,7 27 14,7 711 923 93,5 0,792
E 29 1959 3 136 17 56,7 32 18,8 84,2 957 965 0,892
R+F 27 15,88 2 91 18 60,0 29 171 763 936 94,7 0,833
R+E 29 1959 3 136 19 63,3 32 188 84,2 957 96,5 0,899
F+E 35 2364 3 136 21 70,0 38 224 100,0 100,0 100,0 1,0

R+F+E 35 2364 3 136 21 700 38 224 100,0 100,0 100,0 1,0

R = Técnica de Ritchie; F = Técnica de Faust; E = Técnica de ELISA; S = Sensibilidade.
VP’ = Valor Preditivo Negativo; A = Acuracia; K = coeficiente de correlagdo kappa.



Escala de Valores Kappa:

0,81
0,61
0,41
0,21
<0,20

1,00 - Excelente
0,80 - Substancial
0,60 - Moderada
0,40 - Regular
- Fraca
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Fig. 06 Cistos de Giardia lamblia observado em amostras de fezes de bovinos

analisadas pela técnica de Ritchie.



6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelam a presenca de G. lamblia na bacia leiteira
do municipio do Capéo do Ledo, tanto em criancas, com até 12 anos de idade
(prevaléncia de 13,6%), como em bovinos, com menos de um ano de idade
(prevaléncia de 23,6%). Estes achados confirmam a preocupacdo baseada em
informacdes recentes sobre a identificacdo de subgendtipos de G. lamblia com
potencial zoondtico, sendo que o0s bovinos apresentam o maior numero de
subgenotipos de G. lamblia (Sinonimias: G. intestinalis, G. duodenalis) com potencial
zoondtico (A1, All, Alll, AV, B I, Blll e BIV)(MONIS et al.,, 2003; READ; MONIS;
THOMPSON, 2004; LALLE et al., 2005). Entretanto, para determinar os genotipos e
subgenotipos séo necessarias técnicas de biologia molecular.

A prevaléncia observada nas criancas de zero a 12 anos, foi de 13,6% para
G. lamblia, sendo inferior as registradas em estudos realizados em é&reas urbanas,
com prevaléncias que variaram de 30,4% a 62,7% (MUNIZ-JUNQUEIRA; QUEIROZ,
2002; PETRUCCI et al., 2006; Dias, 2005). Entretanto, foi superior a prevaléncia
(5%) observada por Ferreira e Andrade (2005) em criancas da zona urbana do
municipio de Estiva Gerbi, SP. Provavelmente, esta prevaléncia (13,6%) ocorreu
devido ao tamanho da amostra, pois em todos os estudos citados anteriormente, foi
examinado um maior numero de criancas. Todavia, na amostragem de 30
propriedades, um total de 22 criancas ali residia. E importante ressaltar que a
giardiose constitui-se em um relevante problema nutricional de saude publica,
atingido especialmente as criancas, e esta associada a desnutricdo energética e
hipovitaminose A (MUNIZ-JUNQUEIRA; QUEIROZ, 2002).

N&o se encontrou diferenca significativa na prevaléncia de G. lamblia quanto
ao sexo das criancgas. Este resultado esta de acordo com o obtido por Dias (2005),
gue néo observou diferengas nas prevaléncias (p>0,05), entre os sexos das criangas
de zero a quatorze anos no bairro Cohab Tablada da cidade de Pelotas, RS.

Nas criancas analisadas da bacia leiteira do municipio do Capao do Ledo,
além de G. lamblia, encontrou-se a prevaléncia de 18,2% para Entamoeba coli, € 4,5%

para Endolimax nana. Enquanto, que no estudo de Ferreira e Andrade (2005) na
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cidade de Estiva Gerbi, SP, foi observada prevaléncia de 5,2% para Entamoeba coli €
de 0,8% para Endolimax nana. Neste estudo, foram observadas prevaléncias muito
superiores em relacdo as obtidas por Ferreira e Andrade (2005), sendo que para
Entamoeba coli a prevaléncia foi 3,5 vezes maior, e a para Endolimax nana foi 5,6 vezes
maior, provavelmente por se tratarem de crian¢cas do meio rural, com maior contato
direto com a natureza, sem saneamento basico. Embora estas duas ultimas
espécies de protozoarios citadas ndo sejam patogénicos, suas presencas indicam
contaminacao de origem fecal.

Neste trabalho, foi verificada prevaléncia de 23,6% em terneiros, com menos
de um ano de idade. Entretanto, a prevaléncia de Giardia em bovinos varia entre 0s
estudos e inclusive intra-estudo, pois é dependente de condi¢cdes ambientais como
também da idade do hospedeiro (GOW; WALDNER, 2006). Em Alberta, Canada,
Heitman et al. (2002) verificaram a prevaléncia em bovinos de 20,3%, no ano de
1998 e de 46,5% no ano de 1999. A mais alta prevaléncia estimada foi relatada por
Ralston; McAllister; Olson (2003), em um estudo longitudinal, que observaram
positividade em 15% das vacas e em 100% da sua prole. Entretanto, Geurden et al.
(2004), na Bélgica, observaram uma prevaléncia semelhante a obtida no presente
estudo, ao examinarem fezes de 499 terneiros, através de métodos de diagndstico
(ELISA, imunofluorescéncia, método de flutuacdo), encontrando uma prevaléncia
geral de 19%.

Em Alberta, uma pequena regidao do Canada, Buret et al. (1990) observaram
prevaléncia de G. duodenalis de 27,7% em terneiros, semelhante a prevaléncia
verificada na pequena bacia leiteira do municipio do Capéao do Ledo, que conta com
100 propriedades rurais produtoras de leite. Isto, provavelmente, mostra que regiao
de criadores simples, que contam com recursos rudimentares, apresenta
equivaléncias nos indices da parasitose. Entretanto, o trabalho realizado na
Dinamarca por Maddox-Hyttel et al. (2006), mostrou prevaléncia de giardiose em até
100% dos bovinos, com idade de um a 12 meses, demonstrando o quéo € difundida
esta parasitose no gado leiteiro daquela regiao.

Na Nova Zelandia, Hunt; lonas e Brown (2000) observaram prevaléncia de
40% ao examinar 700 amostras fecais de terneiros com até oito semanas de idade,
sendo esta uma prevaléncia semelhante a identificada no presente estudo, que foi

de 31,3% (21/67), se forem consideradas as mesmas idades (um e dois meses).
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Nos 148 terneiros analisados foi encontrado maior nimero de positivos, nos
animais mais jovens, com até quatro meses de idade. No presente trabalho foi
observado um decréscimo nao linear significativo da ocorréncia de G. lamblia nos
terneiros, concorrendo positivamente com o histérico epidemioldgico da doenca. Isto
foi o que também encontraram QUILEZ et al. (1996) na Espanha, observando que
as taxas de infeccéo foram mais altas (p<0,001) em terneiros lactentes (14,1%) e em
recém desmamados (38%) do que em bovinos maiores de quatro meses (2,2%).

Geurden et al. (2004), na Bélgica, observaram as prevaléncias mais altas em
terneiros de quatro a cinco semanas de idade, que permaneceram altas até 10
semanas, mas foram mais baixas entre terneiros com menos de duas semanas de
idade. Estes dados se assemelham aos observados em nosso trabalho e a
caracteristica de menor prevaléncia nas primeiras duas semanas de vida se equivale
a diferenca observada no presente estudo, de 10 pontos percentuais entre terneiros
de um més (27,5%) e os de dois meses (37%). Neste aspecto, O’'Handley et al.,
(2003), atribuem mais baixas prevaléncias nas primeiras semanas de vida em
consequéncia da imunidade materna, uma vez que o colostro contém altos niveis de
anticorpos anti-Giardia. ApO0S 0 desaparecimento destes anticorpos maternos o0s
terneiros tornam-se mais suscetiveis a infeccdo por G. duodenalis devido a falha no
desenvolvimento de uma resposta humoral especifica, forte e rapida.

No presente estudo as fezes foram classificadas quanto a consisténcia e néao
foi observada associacdo significativa de prevaléncia de Giardia com diarréia. Este
resultado, também esta de acordo com o observado por Quilez et al. (1996), os
guais concluiram que as maiores taxas de giardiose ocorreram em terneiros que nao
apresentavam fezes diarréicas.

Também nao foi encontrada significancia da prevaléncia de G. lamblia e de
outros parasitos, em relagdo a condi¢cdo corporal, ou zootécnica dos animais
avaliados.

A frequéncia de outros parasitos encontrados nos terneiros foi de 83,1%
para oocistos de Eimeria spp., 64,9% para ovos da superfamilia Strongyloidea, 10,8%
para ovos de Moniezia sp., 4,7% para Toxocara sp., € 2% para Trichuris sp. Estes
resultados nos mostram a realidade do parasitismo com porcentagens altas, nos
bovinos até um ano, que podem ser comparadas as porcentagens encontradas no
Norte da Alemanha, onde animais das racas Angus e Simmental foram avaliados,

encontrando-se parasitos como, G. lamblia, Eimeria € Strongyloidea. Segundo os
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autores, os endoparasitos citados estdo relacionados ao sistema de manejo e
influéncia genética dos bovinos. Em terneiros de quatro semanas, a prevaléncia para
G. lamblia foi de 38%, para Eimeria spp. foi de 75% e para Strongyloidea foi de 50%
(JAGER et al, 2005). Em um dos paises mais desenvolvidos da Europa, na
Alemanha, foram encontradas prevaléncias semelhantes as levantadas no estudo do
Capéo do Ledo.

Observou-se neste trabalho, que a menor distancia entre fossa e poco,
indicava maior prevaléncia em terneiros, com valor de 42,9% quando a fossa
localizava-se a menos de 40 metros do pocgo, contra uma prevaléncia de 18,2%
qguando a fossa se localizava a mais de 40 metros do poco. Ainda, que plano mais
alto para fossa em relacéo ao poco, também indicava alta prevaléncia para terneiros,
com valor de 28,4%, para giardiose. Isto indica que a contaminacdo do lencol
freatico, é um fator de risco real e importantissimo para a transmissao do parasito. A
agua é sabidamente fonte de contaminacao e o principal meio de transmisséo de G.
lamblia, que chega as populacdes de forma silenciosa e muitas vezes sem controle.

Em trabalho realizado na Turquia, estas proposi¢coes sdo reafirmadas,
indicando risco da propagacédo do parasito pela agua, hortalicas e frutas, pois foram
detectados cistos de Giardia em amostras de alface, morangos e agua. As analises
revelaram que a contaminacdo poderia ser oriunda da manipulagdo ou da agua
utilizada para irrigacéo, ser proveniente de esgoto (ERDOGRUL, SENER, 2005).

Dias (2005), ao verificar a presenca de enteroparasitoses em criancas do
bairro Cohab Tablada da cidade de Pelotas, observou que a distribuicdo espacial
das residéncias com criangas positivas, apresentou subsetores mais prevalentes,
estatisticamente significativos, correlacionados com a presenca de esgoto a céu
aberto, quando estas residéncias se localizavam a distancias menores de 300
metros das provaveis fontes de contaminacéo.

Em relacdo a comparacdo dos meétodos de pesquisa de cistos ou de
antigenos de G. lamblia, a técnica de Faust que utiliza sulfato de zinco (densidade
1,18g/mL), € baseada no método de enriquecimento ou de concentracdo por
centrifugo-flutuacéo. Esta é considerada a técnica de eleicdo para busca de cistos
de Giardia nas fezes humanas (HOFFMANN, 1987; CIMERMAN; CIMERMAN, 2002;
NEVES, 2004). Na maioria dos trabalhos que visa investigar a prevaléncia de Giardia
em bovinos é executada também a técnica de Faust, como o realizado em Lavras,

MG, por Guimaraes; Guedes; Carvalho (2001).
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No presente trabalho, assim como no realizado na Australia (BECHER et al
2004), foram eleitos dois métodos opostos. O método de centrifugo-flutuacéo
(Faust), que € o mais utilizado para a busca de cisto de Giardia em fezes, e 0 método
de centrifugo-sedimentacéo (técnica de Ritchie), que é um dos mais eficazes, por ter
a capacidade de detectar formas evolutivas de diferentes parasitos na sua
execucao, inclusive cistos de Giardia.

Em Taiwan, China, Hsu; Wun; Hsu, (2007), analisaram 107 amostras de
fezes de 40 fazendas, buscando cistos de Giardia em varias espécies animais
(bovinos, suinos, ovinos, equinos, patos, galinhas e aves) utilizando uma técnica de
imunofluorescéncia e o teste de ELISA com o mesmo kit comercial RIDASCREEN®
Giardia (R-Biopharm AG) utilizado neste trabalho. Das espécies analisadas somente
encontraram positividade em sete amostras de bovinos e uma de ovinos. Das oito
amostras reagentes no ELISA, seis foram confirmadas por imunofluorescéncia e
guatro foram reconfirmadas por PCR, identificando, de cinco amostras de Giardia
isoladas dos bovinos, por seqienciamento através do método da B-giardin, duas G.
duodenalis genotipo A e duas gendtipo E. Importante salientar que os autores
avaliaram que as duas amostras de G. duodenalis genotipo A isoladas dos bovinos
apresentaram entre elas 100% de similaridade e 99% de similaridade com isolados
de humanos do Brasil, Israel e Afeganistdo, indicando seu amplo espectro de
hospedeiros. Os autores também citam que todos os falsos positivos no ELISA
foram detectados nas amostras de bovinos e que tal fato pode ter ocorrido devido a
presenca de antigenos nas fezes em detrimento da Giardia completa.

No presente estudo, quando comparados os resultados da presenca de
cistos de G. lamblia em Faust e ou Ritchie, foram detectados seis (15,8%) falso-
negativos e nove (23,7%) falso-positivos no ELISA. Os falso-positivos tambéem
poderiam ser interpretados como presenca de antigeno em detrimento da Giardia,
mas os falso-negativos poderiam indicar baixa sensibilidade do ELISA ou a
dispersao irregular dos cistos de Giardia has amostras de fezes que propiciou a
observacdo nos métodos parasitologicos, ndo ocorrendo 0 mesmo no ELISA.
Entretanto, ndo pode ser desconsiderada a hipétese de que os anticorpos anti- G.
lamblia empregados no teste nao foram produzidos na regido de estudo, nem mesmo
no Pais.

Como no diagnostico da giardiose, a sensibilidade e especificidade variam

de acordo com o método (flutuacdo ou sedimentacado); solucdes (sacarose, sulfato
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de zinco, cloreto de sdAdio, formalina-éter etilico); reprodutibilidade; anticorpo
utilizado para pesquisa de antigenos (ELISA), foram aplicados testes em paralelo.

A aplicacdo de testes em paralelo levou a diagnosticar a infec¢cdo onde ela
aparentemente nao ocorria, ou pelo menos onde néo era clinicamente diagnosticada
por médicos e por veterinarios. As prevaléncias levantadas variaram de acordo com
0s métodos aplicados, o que ja era esperado segundo revisdo de literatura, onde
Adam (1991) nos coloca que a Sensibilidade do Faust varia de 50 a 70% quando se
analisa uma uUnica amostra. Estes resultados, em uma unica coleta de fezes de cada
individuo, mas avaliando duas amostras (duplicatas) de cada uma das 170 (22
criancas e 148 bovinos), chega a uma Sensibilidade de 65,6% e 71,9%,
respectivamente, para a técnica de Faust e para a associacdo dos resultados de
Faust e Ritchie quando comparados com o método de deteccdo de coproantigeno
(ELISA).

Considerando os resultados de Faust, Ritchie e ELISA como padrdo ouro
(todos os resultados positivos e negativos sdo aceitos em qualquer um dos trés
meétodos), a Sensibilidade de Faust e Ritchie sobe para 76,3%. Diante disso,
pergunta-se porque buscar tais associacfes diagnésticas se sozinho e contra o
mesmo padrdo ouro com os trés métodos, o ELISA apresenta uma Sensibilidade de
84,2%, um valor preditivo negativo de 95,7%, uma acuracia de 96,5% e um
coeficiente de correlacdo kappa excelente de 0,89? A resposta é porque tal kit foi
importado da Alemanha, ao custo de R$ 1.200,00 para a execucdo de 96 testes.
Descontando os controles positivos e negativos a cada vez que fossem realizados
testes de rotina, admitindo que tivessem seis amostras para completar o “strip”, o
custo de cada diagnéstico seria de R$ 16,70. Acrescentando mao de obra e tempo
de servico, sem pensar em lucro, tal diagndstico sairia no minimo por R$ 20,00.

Mesmo o ELISA sendo um método mais oneroso, é importante ressaltar que
o diagnéstico precoce e o tratamento das criancas sao indispensaveis, pois a
giardiose pode influenciar no retardo do desenvolvimento das criancas. Diante do
exposto, se aceita conviver com desnutricdo e suas consequéncias, ou se paga
“Royalty” a empresas estrangeiras, ou se investe em pesquisa, produzindo
antigenos especificos (obtidos a partir de cepas de G. lamblia isoladas na regido) para
a elaboracédo de “kits”, para que sejam empregados no diagnostico da giardiose

humana, e até mesmo a bovina.



7. CONCLUSOES

Giardia lamblia esta presente em 70% das propriedades da bacia leiteira do
Municipio do Capdo do Ledo, com prevaléncias em terneiros de 23,6% e em

criancas com 13,6%.

Os fatores de risco identificados foram a idade de até 4 meses para 0s
terneiros (OR= 13,87) como as faixas etarias mais suscetiveis; a distancia da fossa
ao poco com menos de 40 metros (OR= 3,38) e a localizag&o da fossa em um plano
superior ao poc¢o (OR= 2,35).

Em relacdo a comparacdo dos métodos de diagndstico, o ELISA apresenta
maior Sensibilidade (84,2%) do que os métodos de Faust (71,1%) e Ritchie (42,1%).

A associacao dos resultados de Ritchie e Faust aumentou a sensibilidade

para 76,3%, mas mesmo assim nao alcanca a sensibilidade do ELISA.

A associagao dos resultados de Faust com ELISA, dispensa os resultados
de Ritchie.



8. RECOMENDACOES

Isolamento e caracterizagdo genotipica da Giardia lamblia que ocorre em

bovinos e humanos na bacia leiteira do municipio do Capéao do Leé&o.

Desenvolvimento de técnicas com imunocaptura magnética para facilitar o

isolamento e cultivo de Giardia lamblia.

O isolamento de Giardia lamblia, a caracterizacdo molecular e o
desenvolvimento de técnicas mais avancadas, sdo metas de padronizacdo de
diagnéstico fundamentais, para atender a saude publica humana e animal da regiao

sul.
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ANEXO 1

Protocolo do método de centrifugo-flutuacéo (Técnic a de Faust)

Diluir 10g de fezes em 20ml de agua filtrada;

Homogeneizar bem;

Filtrar através de gaze dobrada em quatro, em um copo plastico, e
transferir o filtrado para um tubo de Wassermann;

Centrifugar por 1 minuto a 2500 rpm (13009);

Desprezar o liquido sobrenadante e ressuspender o sedimento em 10
mL de agua filtrada;

Repetir as operacdes 4 e 5 duas ou trés vezes, até que o liquido
sobrenadante fique claro;

Desprezar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em uma
solugéo de sulfato de zinco a 33%, densidade 1,18g/ mL;

Centrifugar novamente por um minuto a 2500 rpm (13009);

Recolher e transferir a pelicula superficial da suspenséo, com alca de

platina, para uma lamina de vidro e misturar com uma gota de Lugol.

10) Ler o material, entre lamina e laminula, ao microscopio Optico

(aumento 100 x e 400 x).
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ANEXO 2

Protocolo do método de centrifugo-sedimentacgdo (Téc nica de Ritchie)

1) Emulsionar 2g a 5g de fezes em 10 mL de agua destilada;

2) Tamisar a suspenséao através de gaze dobrada em quatro, para tubo de
ensaio de vidro, de 15 mL, com fundo cénico, através de um funil. Tampar os
tubos com rolha de borracha sempre que centrifugar;

3) Centrifugar a suspensao de fezes a 2000 rpm (900 g), durante dois
minutos;

4) Desprezar o sobrenadante;

5) Ressuspender o sedimento em agua destilada, centrifugar e desprezar
novamente;

6) Acrescentar 10 mL de solucao de formalina 10% ao sedimento. Misturar e
deixar repousar durante cinco minutos;

7) Adicionar 3 mL de éter etilico e agitar;

8) Centrifugar a 2000 rpm (900 g), durante dois minutos. Formam-se quatro
camadas no tubo: camada superior: éter; segunda camada: gordura e
detritos; terceira camada: formalina; camada inferior: o sedimento, no qual
deve conter ovos, larvas ou cistos;

9) Afrouxar com palito de madeira a segunda camada;

10) Desprezar o sobrenadante;

11) Misturar ao sedimento uma a duas gotas de Lugol,

12) Examinar o sedimento, entre lamina e laminula, ao microscoépio 6ptico
(aumento 100 e 400 x).
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ANEXO 3

Coeficiente de correlacdo Kappa

Teste Padréo ouro Total
Positivo Negativo
Positivo a b a+b
Negativo C d c+d
Total atc b+d a+b+c+d
« o a+d
Porporcéo de Concordéancia Observada =
n
« A atc _a+b
Proporcéo de Concordancia ao acaso (+) = —— X
n n
< A c+d _b+d
Proporcéo de Concordancia ao acaso (-) = X
n n
B o a+c _a+b c+d b+d
Proporcéao total de Concordancia ao acaso =( X )+ ( X )
n n n n
o a+d_ a+c _a+b_  c+d b+d
Concordancia observada menos acaso=( )-( X + X
n n n n n
A . . . atc_a+b_c+d_b+d
Concordancia maxima possivel além do nivel do acaso=1-( X + X
n n n n
a+d atc _a+b c+d _b+d
{ - [( X + X )}
n n n n n
Kappa =
atc _a+b c+d _ b+d
1-{( X )+ ( X )}
n n n n
Escala de valores Kappa:
0,81 - 1,00 - Excelente
0,61 - 0,80 - Substancial
041 - 0,60 - Moderada
0,21 - 0,40 - Regular

<0,20 - - Fraca
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Anexo 4

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE VETERINARIA
CENTRO DE CONTROLE DE ZOONOSES
Campus Universitario - UFPEL - Prédio N° 42, Fone ( 053)
3275.7424
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO PARTICIPANTE

declaro que aceito participar da pesquisa realipattamestranda em Parasitologia, a Médica
VeterinariaAna Lucia Coelho Recuerg que tem por objetivo:
Identificar a presenca de ovos e larvas de hebmiet cistos e oocistos de protozoarios
presentes nas fezes de criancas de 0 a 12 ambsntesi no meio rural do municipio do Capéao
do Leé&o;
Identificar ovos e larvas de helmintos e cista®eistos de protozoarios presentes nas fezes
de terneiros de até 1 ano de idade
Ainda recebi informacdes detalhadas quanto a icesifa do estudo o qual faz parte da
dissertagéo de mestrado.

Fui igualmente informado:
- Da garantia de requerer resposta a qualquer pirgu duvida acerca dos procedimentos,
riscos, beneficios e outros assuntos relacionagtrsibalho;
- Da seguranca de que ndo irei ser identificadoee s mantera o carater confidencial das
informacdes relacionadas a minha privacidade;
- De que serdo mantidos todos os preceitos éticlegas durante e apdés o término do
trabalho.
Pelotas, de de 2007.

Assinatura do resgirel
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Anexo 5

QUESTIONARIO DE INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA

Data / / FOREPI N°

01.Nome do Proprietario

02.Nome da Propriedade

03.Endereco

04.Zona Sanitaria 05.Telefone

06.Celular 07.GPS

08.Hectares Agricultura | 09.Hect. Pec. | | 10.Tot. Hect. |

11. Constituicdo da Populacdo Animal:

Bovinos 0-4m 4-12m 12-24m 24-36m +36m Touros Tot

Machos

Fémeas

12. Outros Animais:

13. Consltituicdo da Populacdo Humana da propriedad  e:

Proprietarios Até 12 anos 12 24 24-36 36- 50 +50 | Tot

Homens

Mulheres

Funcionéarios

Homens

Mulheres

14- N° de Ordenhas por dia: 01 ordenha [J2 ou 3 ordenhas [ N&o ordenha
15- Tipo de Ordenha: L[] manual [ mecéanica ao pé [ mecénica em sala de ordenha [J] Nao
ordenha
16- Producéo de leite: a) N° de vacas em lactagao:
b) Producéo diaria de leite na propriedade: litros

17- Tem piquete separado para fémeas na fase de par to e/ou pés-parto? [ndo [sim
19- Tem piquete separado para terneiros? Lndo [sim
20- Compra fémeas ou machos com finalidade de repro  dugdo? [ndo [sim

Onde/de quem: [em exposicdo [1em leildo/feira L1 de comerciante de gado LI diretamente
de outras fazendas
21- Vende fémeas ou machos para reproducdo? Undo Osim

A quem/onde: [Jem exposicdo []em leildo/feira [] a comerciante de gado [ diretamente a
outras propriedades.
22- Qual o tipo de poco da propriedade? [lraso [ profundo [l cravado.
23- Qual o material da tampa do pogco? [madeira O brasilite [ zinco L lona [ cimento [ outro
24- Qual a eficiéncia da tampa? [ Ruim [ Regular [IBoa
25- Como a agua é retirada do poco? [ balde [dbomba
26- Ja limpou o poco? [lsim [n&o
27- Qual a frequéncia da limpeza do poco? [Imensal [semestral [danual [1quando esta sujo
28- Faz tratamento na 4gua do poco? [Indo [sim
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29- Qual a frequéncia de tratamento da agua do poco ? I mensal [ semestral [ anual O
guando estéa suja

30- A 4gua de consumo humano é a mesma de consumo a  nimal na sala de ordenha? [ n&o [J
sim

31- Qual a origem da agua de consumo animal? [1 acude [ sanga [ riacho [ outro poco [l
outro

32- Possui banheiro dentro de casa? [ ndo [sim

33- Possui fossa na residéncia? [ndo [lsim

34- Qual a distancia entre a fossa e o pogo? [ Mais de 40 metros [ Menos de 40 metros.

35- Onde esta localizada a fossa em relacdo ao poco ? [1em plano mais alto [1 em plano mais
baixo

36- Possui horta na propriedade? [ndo [sim

37- Onde esta localizada a horta em relagdo ao poco ? [ em plano mais alto [1 em plano mais
baixo

38- Realiza controle de verminose nos bovinos adult  0s? [n&o [dsim

39- Realiza controle de verminose nos terneiros? Lndo Osim

40- Qual a frequiéncia de dosificacdo dos animais? U mensal [ semestral [ anual [ quando
parasitados

41- Qual o vermifugo utilizado?
42- Até que idade os terneiros recebem leite ao pé  davaca [24vaca horas [11 més [l2meses
(13 meses [d4meses [15meses [16meses [lOutra

43- Qual o destino dos dejetos? [ Esterqueira [ Biodigestor [1 Direto na lavoura/horta [l
Amontoado ao lado da sala de ordenha

44- Possui atendimento Veterinario?  [Inado [dsim

45- Que tipo de Veterinario? [ veterinario da cooperativa [ veterinario particular

Amostras Coletadas

Forepi | Nome N° brinco | idade | sexo | raca vermifugo Constituicdo Fezes
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