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1. INTRODUCAO

As parasitoses intestinais ou enteroparasitoses figuram entre as
doencgas infecciosas mais comumente detectadas em diferentes regides do

mundo, afetando acima de 30% da popula¢do mundial’.

Embora as parasitoses intestinais representem um agravo a salde
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humana, ainda sag enfermidades frequentemente negligenciadas, pois .-
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consistem em doencas associadas a pobreza e as precarias condi¢des .-
sanitarias, prevalentes em paises socioeconomicamente menos favorecidos,
onde sdo escassos 0s recursos financeiros para as intervengées em saude.

. { Excluido: certos ]
Além disso, as parasitoses intestinais podem acometer grupos populacionais . - { Excluido: estratos )

presentes em bolsbes de pobreza que ainda persistem nos paises

desenvolvidos.

A despeito da disponibilidade de métodos e dos esforgos que sao
empreendidos para se controlar as enteroparasitoses, essas infeccdes
persistem como um dos principais problemas de saude publica, sobretudo nos
paises em desenvolvimento, onde € um dos principais fatores debilitantes da
populacdo®. Nesses paises, a melhoria das condicbes de vida ndo tem
acompanhado o ritmo do crescimento populacional, e com isso, um elevado
percentual de pessoas se vé privada de beneficios sociais basicos tais como
saneamento, assisténcia a saude, educacao, alimentacao, moradia e trabalho.
Justo nessas populacées, as parasitoses intestinais assumem a condi¢do de

endemia e sao responsaveis por altas taxas de morbidade, agravando a
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situacdo de individuos de baixa renda, especialmente por reduzir a {"“ha'ocm

produtividade no trabalho e aumentar os gastos com assisténcia médica.

problema de saude nos paises em desenvolvimento, porém os indices de
prevaléncia variam nas diferentes regides, inclusive dentro de cada pais. De
modo geral, a ocorréncia de infeccdo parasitaria intestinal é diretamente
influenciada pelo nivel sécio-econémico e pelas condicbes de saneamento
basico em que vivem as populacdes. Entretanto, alguns fatores especificos
como idade, grau de escolaridade, renda familiar, comportamentos higiénicos e
habitos alimentares adotados nas populagées podem determinar diferencas

nas taxas de prevaléncia e no risco de se adquirir essas infecgoes.

epidemiologia dos parasitas intestinais tenha possibilitado o estabelecimento
de novas estratégias para o controle das enteroparasitoses, uma parcela
consideravel da populacao dos paises em desenvolvimento ainda ndo pode se
beneficiar dos avangos alcangados. Diante disso, a Organizagdo Mundial da
Saude®. pressupde que no ano de 2025 mais de 50% da populacdo dos paises
em desenvolvimento resida em &reas urbanas, motivando o aumento do
contingente populacional em comunidades cada vez mais desprovidas de
recursos socioeconémicos e que agregam condi¢des propicias a transmissao

das enteroparasitoses.
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Embora as parasitoses intestinais possam acometer individuos de todas
as idades, é maior a vulnerabilidade de criangas em idade pré-escolar e
escolar. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude!, estima-se que
aproximadamente 3,5 bilhdes de pessoas no mundo estdo infectadas por
alguma espécie de parasita intestinal, sendo que destas, cerca de 450 milhdes
estdo doentes, a maioria criancas residentes nas areas tropicais de paises em
desenvolvimento. Essa maior vulnerabilidade se deve em parte a imaturidade
do sistema imunolégico, aos comportamentos tipicos dessa idade em relagéao
aos preceitos basicos de higiene e ao contato intimo e constante com o solo

contaminado.

de paises em desenvolvimento, as infecges por parasitas intestinais ainda sao

responsaveis por elevadas taxas de prevaléncia®®”#%10:11

. Segundo o Fundo
das Nagdes Unidas para a Infancia'?, as taxas de infecgdo parasitaria em
criangas podem representar um importante indicativo das condigdes higiénico-

sanitarias da comunidade em que vivem.

Os altos indices de morbidade associados ao grande contingente de
criangas infectadas fazem com que as parasitoses intestinais constituam um
dos principais motivos de demanda por atendimento médico na infancia.
Mesmo que, as enteroparasitoses, isoladamente, ndo apresentem alta

letalidade, sob certas circunstancias, essas infecgoes podem comprometer a
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a sobrevivéncia das criangas.
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encontram-se associadas a quadros de diarréia crdnica e desnutricao. Vale

grandes problemas de saude da populagdo, as infecgbes por parasitas
na infancia, especialmente em idades precoces, podendo determinar déficit no
crescimento linear e ponderal e impedir o desenvolvimento cognitivo®'®. As
enteroparasitoses que afetam bilhdes de individuos no mundo tém como
agentes etiolégicos alguma espécie de helminto e/ou protozoario
gastrintestinal. Segundo CROMPTONZ®, dentre 342 espécies de helmintos que
podem infectar o homem, Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale,
Necator americanus, Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis e Strongyloides
stercoralis, certamente, sdo aquelas responsaveis por infecgdes que
determinam maior impacto clinico na populagdo. Por mais de 50 anos,
estimativas globais demonstram que o numero de casos de infecgbes por

helmintos intestinais tem aumentado, sendo que 50% da populacdo mundial

estao infectados por, pelo menos, uma dessas seis espécies '°.

Quanto as protozoozes intestinais, destacam-se as infeccbes por
Entamoeba histolytica, Giardia e Cryptosporidium. A despeito da distribuicao
cosmopolita, estima-se que 300 a 500 milhdes de individuos em todo o mundo
sejam hospedeiros de Entamoeba histolytica e Giardia'®. Atualmente, as
infeccbes por Giardia e Cryptosporidium — mais prevalentes em paises do
hemisfério sul — tém sido consideradas as mais importantes protozooses

intestinais, inclusive em paises desenvolvidos. Com relagao a esses dois

3, dentre 342 espécies de helmintos que .~
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protozoarios, € amplamente sabido que sao parasitas que causam diarréia e

outras desordens entéricas.

A infeccado por Cryptosporidium é endémica na maioria das regides

N
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tropicais, sendo que a suscetibilidade a criptosporidiose depende de varios W““ha: 0cm

fatores como a idade e estado imunitario do hospedeiro. A prevaléncia dessa
protozoose ainda é subestimada, ja que a pesquisa de Cryptosporidium nao é
feita de rotina na maioria dos laboratérios e em muitos levantamentos
coproparasitolégicos. Em paises em desenvolvimento, a infeccdo é mais
freqlente em criancas com menos de cinco anos de idade e nos paises
desenvolvidos, os surtos da infec¢ao decorrentes de veiculagdo hidrica envolve

individuos adultos '’.

Entre os principais parasitas intestinais que infectam o homem, o
nos inquéritos coproparasitolégicos. Segundo a Organizacao Mundial da Saude
(2000), estima-se que haja 200 milhées de pessoas com giardiase sintomatica
no mundo e 500 mil novos registrados anualmente em populacdes residentes
na Asia, Africa e América Latina. Apesar da infeccdo por Giardia apresentar
ampla distribuicdo mundial, os indices de prevaléncia variam nas diferentes
regides do mundo, podendo ser de 2 a 5% nos paises desenvolvidos e de 20 a

30% nos paises em desenvolvimento'®.
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Entre os individuos residentes em paises desenvolvidos, Giardia é o
principal parasita encontrado na populagdo, sendo a causa mais freqiiente de

surtos epidémicos de diarréia associados a 4gua para consumo'®.

Nos paises em desenvolvimento, além da elevada prevaléncia, essa
infeccdo é uma das causas mais comuns de diarréia infecciosa, sobretudo em
criangas, podendo impedir o desenvolvimento fisico satisfatério®. N4o obstante

a importancia clinica dessa parasitose, em 2004, a infeccao por Giardia foi
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negligenciadas nos paises em desenvolvimento e que guardam estreita relagéo
com a pobreza, com a falta de saneamento basico e com a qualidade da agua

de consumo?'.

A maioria das infeccdes por Giardia é adquirida a partir da ingestdo ,de .~

cistos presentes na agua, nos alimentos ou no ambiente contaminados com

fezes. A 4dqua consiste em um importante veiculo para a transmissio de

Giardia, seja pela ingestao direta ou indiretamente pelo consumo de alimentos

ou bebidas preparadas com agua contaminada, além contaminacdo acidental

durante as atividades recreativas. De acordo com informacdes apresentadas

. { Excluido: acidental ]
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de surtos associados a veiculacdo hidrica e causados por parasitas intestinais,

em aproximadamente 40% dos casos, Giardia foi reconhecido como o agente
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pessoa tem importancia, principalmente, na disseminagao do parasita entre as

criancas que freqlientam creches e escolas. Nesses ambientes, as criangas
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outras criancas e aos seus familiares, além de contaminarem o ambiente. A

tudo isso, soma-se o fato de que, a habilidade de Giardia infectar o homem e

uma variedade de animais domésticos e silvestres tem tornado frequente a
discussdo sobre o papel da transmissdo zoonética na disseminagdo das

infeccoes.

No que se refere a sintomatologia, a infecgao por Giardia apresenta um

% { Excluido: a ]
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ma-absorgao e perda de peso.
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infecgdo por Giardia tem sido observado em individuos malnutridos,

imunocomprometidos e em criangas. Nessas Ultimas, as complicagdes

decorrentes da giardiase, como a diarréia persistente e a ma absorcdo { Excluido: )
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quando em 1681, Anton van Leeuwenhoek observou trofozoitos em suas
proprias fezes. Dois séculos depois, Vilem Lambl, em 1859, foi quem o
descreveu mais detalhadamente e denominou-o Cercomonas intestinalis.
Caracteristicas morfol6gicas distintas e diferengas no ciclo de vida levaram a

constatacao de que o protozoario nao pertencia ao género Cercomonas, sendo
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observar um flagelado presente no intestino de girinos de anfibios anuros.

Por mais de 300 anos, desde que Giardia foi observado pela primeira

vez, a taxonomia desse parasita ainda é discutivel. A partir da criacdo do

género, a determinacao das espécies foi feita, principalmente, com base no




hospedeiro de origem, e com isso, mais de 50 espécies foram descritas, a

maioria em mamiferos. Com o tempo, este critério passou a ser criticado por

muitos pesquisadores ao reconhecerem que espécies de Giardia de diferentes

hospedeiros podem ser idénticas, enquanto que aquelas de um mesmo
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hospedeiro _podem _ser marcantemente diferentes®. Diante _disso, ag/{

classificacdo proposta por FILICE?® (1952), tem sido a mais aceita e baseia-se

em caracteristicas morfoldgicas dos trofozoitos como o aspecto dos corpos

medianos e o formato e dimensdes do parasita. De acordo com este sistema, o

género Giardia é dividido em trés espécies, sendo G. duodenalis que infecta

varios mamiferos, inclusive o homem, aves e répteis, G. muris que infecta

roedores, aves e répteis e G. agilis que infecta anfibios. Posteriormente, com

0s recursos de microscopia eletronica e os avancos em biologia molecular, trés

novas espécies foram propostas, a saber: G. psittaci 2"*® descritas,

respectivamente, em periquitos e garcas azuis e G. microti, encontrada em

roedores conhecidos como camundongo-do-campo e rato-almiscarado?.

Dentre as seis espécies aceitas, Giardia duodenalis (= Giardia
intestinalis = Giardia lamblia) é a Unica espécie que parasita o homem,

podendo infectar outros mamiferos, incluindo animais de companhia como caes

e gatos e uma variedade de animais domésticos e silvestres. Com o
progresso das investigagdes cientificas, especialmente apdés o advento das
técnicas moleculares, muitos estudos tém revelado que G. duodenalis € um
complexo que inclui isolados morfologicamente indistinguiveis, porém
geneticamente distintos. Estas evidéncias reforcam os comentérios feitos por

Filice*® (1952) que ao dividir o género Giardia em trés espécies, chamou a
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atencao para o fato de que, dentro dos grupos G. duodenalis, G. agilis e G.
muris estariam incluidos organismos morfologicamente similares, contudo,
exibindo caracteristicas fisiolégicas distintas®®. Além disso, o pesquisador

ressalta que

. . . . ~ "~ . . +
para se definir precisamente a posicdo taxonémica desses organismos

discriminatorias.

Durante os ultimos 30 anos, estudos para a analise de DNA de isolados

obtidos de diferentes hospedeiros tém permitido avancos significativos para o

maior entendimento de questdes referentes a heterogeneidade do complexo G.

duodenalis. Ao longo desse periodo, muitas foram as investigacdes que deram

0S _primeiros incentivos, para que um numero _maior de pesquisadores, em

diferentes regides do mundo, buscassem resposta para essas questdes.

Entretanto, alguns estudos marcantes ndo poderiam deixar de ser

mencionados. Dentre _as primeiras investigacdes, destaca-se o estudo

desenvolvido por ANDREWS® e colaboradores, que empregando eletroforese

de isoenzimas, demonstraram um extenso polimorfismo entre 30 isolados e

clones de Giardia de origem humana, que foram agrupados em quatro

zimodemas distintos (I a IV). Posteriormente, aliando-se essa mesma técnica a

procedimentos para a analise de DNA, outros autores demonstraram a

existéncia de diferencas genéticas entre os isolados de G. duodenalis e

propdem a distribuicio em grupos denominados 1, 2 e 3 na América®', Polish e

Belgian na Europa®, e ainda os gendtipos A e B na Australia®®. A sequir, em

1996, MONIS®** e colaboradores, empregando andlise filogenética das

sequiéncias de nucleotideos do gene que codifica a enzima glutamato
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desidrogenase (gdh), além de confirmarem o alto grau de diversidade entre os

gendtipos A e B, demonstraram equivaléncia, respectivamente, entre os grupos
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A e B, os gendtipos Polish e Belgian e os grupos 1, 2 e 3. descritos {"“ha: 0cm

anteriormente.

A partir desses estudos, outras investigacoes foram realizadas com o

intuito de se confirmar a existéncia dos grupos genéticos de G. duodenalis e

verificar a relacdo de um determinado gendtipo com o hospedeiro de origem

|

espécies de mamiferos podem ser infectados pelos gendtipos identificados

como A e B, que incluem isolados considerados potencialmente zoonédticos. A

partir do _reconhecimento de diferencas nas seqiéncias génicas de isolados

previamente caracterizados como gendtipos A e B, foi possivel identificar

subgrupos _distintos, dentre os quais se destacam Al, All, Blll e BIV . No

gendtipo A, o sub-gendtipo Al reline isolado humano e de animais, enquanto

que o sub-gendtipo All inclui, predominantemente, isolados humanos. Quanto

ao _gendtipo B, os sub-gendtipos tém sido identificados em amostras fecais

obtidas de humanos, cées, gatos, cavalos e bezerros®. Além dos gendtipos A

e B, foi possivel o reconhecimento de outros grupos a saber: gendtipos C e D

39, 40

identificados em cées . 0 gendtipo E em ruminantes*' e os gendtipos F e G

em gatos e ratos domésticos, respectivamente®®.

Nos dltimos 10 anos, especialmente apdés a introducdo dos

procedimentos baseados na Reacido em Cadeia da Polimerase (Polymerase

. { Excluido: |




Chaim Reaction — PCR), a identificacdo de grupos genéticos distintos a partir

de uma diversidade de hospedeiros tem-se baseado na andlise da sequéncia

de DNA correspondente a genes polimorficos, tais como sub-unidade menor do

RNA ribossémico (SSUrBNA), glutamato de desidrogenase (gdh), triose fosfato

isomerase (ioi), beta-giardina (B-giardina), fator de elongacao alfa (efla) e,

mais recentemente, da regido espacadora intergénica (IGS) do rRNA *.

Atualmente, tem sido frequente a utilizacdo dos genes gdh, toi e B-giardina .-~

para a caracterizacdo genotipica de diferentes isolados. A despeito disso, ndo

ha um critério rigido que determine a escolha desses marcadores, uma vez que
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todos os Jocus permitem a distincdo entre os gendtipos maiores, isto €, A, B, C,
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D, E, F e G. Entretanto, alguns genes menos conservados como .gdh e .pi .

possibilitam a diferenciacio dos subgendtipos Al, All, Blll e BIV .

Cada vez mais, as evidéncias reunidas nessas pesquisas tém

sustentado a_existéncia de variabilidade intra-especifica em G. duodenalis.

Diante disso, muitos pesquisadores reconhecem que, de fato, G. duodenalis

. . . . ~ +
representa um complexo de espécies, e, com isso, julgam premente a revisao

taxondmica da espécie. Recentemente,*® ao considerar as observacées feitas

em diferentes estudos que se basearam em critérios como analise morfoldgica

dos trofozoitos por microscopia eletronica, especificidade de hospedeiro e

caracterizacdo _molecular, propuseram que o complexo G. duodenalis fosse

separado em seis espécies distintas: G. duodenalis (gendtipo A), G. enterica

(gendtipo B), G. canis (genétipo C/D), G. bovis (gendtipo E), G. cati (genbtipo

F) e G. simondi (gendtipo G). A despeito dos avancos alcancados, alguns
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autores consideram que em relacdo a outros protozoarios patogénicos, as
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requerem aperfeicoamento*®, e por isso hd que se ter cautela com a

interpretacao dos resultados e inferéncia de conclusdes, especialmente quando

se referem a proposicdo de novos sistema de classificacao .

empregadas em estudos epidemiologicos de varias doengas parasitarias,

permitindo que a detecgdo de um agente etioldgico na populacao seja realizada

< !
de forma mais eficiente e precisa em comparagdo com os métodos ||

[

convencionais de diagnéstico, como por exemplo, a identificagéo |

|

microscépica’®. Isto se deve ao fato de que, uma das maiores vantagens dos

1
|
}
|

. ~ 7 . . !
procedimentos moleculares em relacdo aos métodos convencionais de

[Tl

I
|

diagnéstico consiste na habilidade de detectar variabilidade genética dos !

agentes infecciosos, principalmente em nivel especifico. Além disso, os testes

moleculares permitem a deteccdo direta do DNA do parasita em amostras
biol6gicas e ambientais, com alto grau de sensibilidade e especificidade, sem

gue sejam necessérios o isolamento e a manutencao .in vitro dos isolados*® .

\
\
\

\
estudos moleculares com o propdsito de caracterizar os gendtipos presentes

Com respeito a Giardia duodenalis, tem sido crescente a realizacdo de
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Excluido: Atualmente, varios
estudos moleculares
empregando procedimentos
baseados na Reagdo em
Cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction —
PCR) tém demonstrado
consideravel variagao genética
dentro da espécie G.
duodenalis. A andlise da
seqliéncia de DNA
correspondente a genes
polimérficos, tais como
subunidade menor do RNA
ribossémico (SSUrRNA),
glutamato desidrogenase (gdh),
triose fosfato isomerase (tpi),
beta-giardina (B giaradina) e
fator de elongacéo alfa (eflo)
té

Excluido: m possibilitado a
identificagdo de grupos
genéticos distintos de G.
duodenalis mais comumente
denominados genétipos ou
“assemblages” (ANDERSEN &
NEUNAMM, 2007). Até o
momento, a andlise molecular
de uma variedade de isolados
obtidos diretamente de fezes
humanas e de outras espécies
de mamiferos foram reunidos
em sete assemblages
classificados de A a G (MONIS
et al., 2003).9

=

Excluido: As investigacdes
epidemiolégicas realizadas em
diferentes regides geograficas
revelam que o homem e outras
espécies de mamiferos podem
ser infectados pelos genétipos

incluem isolados considerados
potencialmente zoonétic{" | T1]

|| cées, gatos, cavalos e bezerros

Excluido: obtidas de humanos,

(THOMPSON & MONIS, 2004).

Além dos genétipos A e B, os
|_grupos restantes, Ce D{"_ 127

[ Excluido: n

nas populacdes em que a prevaléncia e a freqliéncia de transmissdo deste

protozoario sdo altas. Nesse contexto, um dos grandes impactos das anélises
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moleculares de isolados de Giardia humanos e de outras espécies de .-~ @i

mamiferos foi ampliar as possibilidades para a melhor compreensido da

epidemiologia e significado em salde publica da infeccdo causada por este
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protozoario, permitindo a obtencio de informacdes relevantes no que se refere linha: 0 cm

ao papel dos animais na epidemiologia da infeccdo humana e a relacdo dos

gendtipos com aspectos bioldgicos e caracteristicas clinicas da infeccéo.

Apesar do interesse dos pesquisadores para esclarecer varias questoes

p { Fgr_matado: Fonte: 12 pt,
fundamentais sobre a epidemiologia de Giardia, ainda s&o necessérias .-~ @l

investigacdes que ndo se restrinjam exclusivamente a caracterizacao genética

dos isolados, mas que possibilitem informacdes sobre a dinamica

detransmissdo dos gendtipos e que correlacionem esses grupos a prevaléncia,

aos fatores de risco associados a

; 5 Iy Excluido: Com respeito a
infeccdo e aos aspectos clinicos. | Giargia duodenals, muitos
K estudos empregandq técniqas
especialmente, em populacdes de dreas endémicas. /| moleculares se restringem a

/ caracterizagao genotipica de
, isolados humanos obtidos em
/ diferentes populagdes. Por
outro lado, tem sido crescente
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, a realizagao de estudos de

epidemiologia molecular, com o
relacdo epidemioldgica entre os diferentes hospedeiros, a situagao ainda é

propésito de se obter
informagdes sobre a dinamica

de transmissdo dos ger_16tipos
complexa, em_especial no que se refere a transmissdo zoonética de \G. presentes nas populagoes em

q que a prevaléncia e a
\ freqliéncia de transmisséo
. . e . . \ deste protozoario séo altas.
duodenalis. Mesmo diante da habilidade desse parasita infectar o homem e \ (THOMPSON. 2000).
\ A despeito dos avangos
. . o] P T . ! alcangados, ainda sé@o
uma diversidade de espécies de mamiferos domésticos e silvestres, e do fato ! necessérias investigagdes que
\\\‘ nao se restrinjam
. i . m | exclusivamente a
de que, hd mais de 20 anos, a OMS reconhecer o potencial zoondtico de \\\ caracterizacao genética dos
. | isolados, mas que,
\ | correlacionem os gendtipos a
prevaléncia, aos fatores de
: risco associados a infecgdo e a
N ~ . . . ' | sintomatologia, especialmente,
Recentemente, a luz de observacdes reunidas em diferentes estudos, | em populagdes de areas
v ' endémicas. §

THOMPSON?*, comenta que a freqiiéncia de transmisséo de G. duodenalis ' [ Excluido: consideraveimente |
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ocorrer. Também, sugere que na grande maioria das situagdes, a transmissao
de G. duodenalis ocorre dentro de cada populagao distinta de hospedeiro, e
’ com isso, o ciclo de transmissao pessoa-a-pessoa, provavelmente, garantem a
maioria dos casos de infeccdo humana. Nas infecgdes humanas, era de se
esperar que a interagdo competitiva entre os diferentes genotipos fizesse com
que um determinado gendtipo predominasse em determinadas situagdes em
que as condicbes ambientais aparentemente favorecessem a transmisséo
pessoa-a-pessoa, mas essa condicdo ndo tem sido corroborada pelas

investigacdes epidemioldgicas®’.

Até o presente, as andlises moleculares realizadas em diferentes regides

geogréficas revelam que o homem ¢é infectado predominantemente pelos ( Excluido: assemblages )

/
/
/

/{ Excluido: , ]
que a prevaléncia dos gendtipos varia_consideravelmente, de um pais para .~ - { Excluido:, ]
outro, entretanto os dados disponiveis ainda nao permitem avaliar com clareza
a distribuicdo desses grupos genéticos™. Estudos recentes conduzidos em
paises desenvolvidos “49°° e em regides em desenvolvimento na Asia °" %% 8,

e América Latina 3 ** *° reportam a predominancia do genétipo A nos
diferentes grupos estudados. No entanto, uma maior prevaléncia de infecgdes
humanas pelo gendétipo B foi observada por pesquisadores na Australia > |
Canada *’, india®, Malasia®, Etiépia®®, Egito®!, Brasil®® e Argentina®®. Segundo Excluido: diante das
+ | informagdes disponiveis na
.7 | literatura,

os pesquisadores CACIO & RYAN *®, o genétipo B parece sero mais .
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suficientes que comprovem este fato.

Até o presente, ainda sdo poucas as investigacdes epidemiolégicas que

estabelecem correlagdes entre os gendtipos de G. duodenalis responsaveis

B { Excluido:

Excluido: em areas
endémicas.

maioria foi estabelecida em investigacdes de surtos epidémicos ou em
levantamentos realizados em paises desenvolvidos. Com respeito as
observacdes feitas em focos endémicos, ainda sdo poucos o0s estudos
disponiveis na literatura. Neste contexto, recentemente, MAHDY e
colaboradores®, identificaram os gendtipos de Giardia isolados em uma
comunidade aborigine da Malésia e verificaram a existéncia de correlacéo

entre 0 genétipo B e fatores de risco como idade, sexo e consumo de frutas in

natura._Em outro estudo recente, realizado no Brasil, KOHLI % e colaboradores,

investigaram a relagdo entre os gendtipos A e B, em isolados obtidos de

criancas, e fatores como tipo de moradia, fonte de &gqua para consumo,

Formatado: Fonte: 12 pt, Nao
Itélico

disponibilidade de instalacdo sanitaria, habito de lavar as méos e presenca de {

animais domésticos. ,

A variabilidade clinica na giardiase tem sido atribuida a fatores
relacionados ao parasita, ao hospedeiro e a interacao estabelecida entre
ambos. Em alguns casos, hd evidéncias marcantes de que um determinado

isolado de G. duodenalis possa apresentar maior potencial de causar doenga,



fato que tem sido atribuido a variabilidade genética intraespecifica. Diante

disso, a caracterizagao genotipica de isolados humanos pode contribuir para a

elucidacao de aspectos da relagédo parasita-hospedeiro, especialmente, no que
se refere a patogenicidade e viruléncia dos isolados, permitindo a identificagao
de fatores que influenciam a ocorréncia e a severidade da infeccdo em uma

determinada populacao.

Ha evidéncias de que, nas infecgbes humanas, os genoétipos A e B
diferem quanto a viruléncia®’, no entanto, ainda sdo conflitantes as
observacdes apresentadas em estudos propostos com o objetivo de verificar a
associacao dos genétipos com a sintomatologia. Em um estudo realizado na
Austrdlia, criangas de creches infectadas pelo gendtipo A apresentavam

chance 26 vezes maior de apresentarem diarréia que as infectadas pelo

gendtipo B®. Em concordancia com esses autores, observacdes feitas em

estudos recentes realizados na india® e na Espanha® constatam uma
correlagdo significativa entre a presenga do gendtipo A e a ocorréncia de
infecgdes sintomaticas. Por outro lado, estudos realizados na Holanda®®,
Etiopia®® e, mais recentemente, na Malasia™, relatam a associacdo entre

infeccoes sintomaticas e o gendtipo B. Vale destacar que, em comunidades

aborigines isoladas da Australia, prevalecem infecgdes cronicas pelo genotipo -

B, as quais se atribui parte da responsabilidade por desordens nutricionais e

déficit de crescimento®’.

tenham sido constatadas, ha autores que ndo reconhecem a existéncia de
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diferengas quanto a viruléncia entre os genoétipos A e B, e sugerem que, 0s
fatores relacionados ao hospedeiro é que desempenham papel mais relevante

no curso clinico da infecg&o® .
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Diante de tudo que foi exposto, pode-se constatar que, ainda hoje_as .~ - { Excluido:,

enteroparasitoses persistem como um dos principais problemas de salde
publica, sobretudo em criancas residentes nos paises em desenvolvimento.

Nessas regides, a infecgao por G. duodenalis consiste em importante problema

de saude publica, onde as prevaléncias mais altas sdo observadas em criancas
em idade pré-escolar e escolar. No que diz respeito a este protozoario, ainda
sa0 escassos 0s estudos de caracterizagdo genética de isolados obtidos em
areas onde a giardiase é endémica, sendo que a maioria das informagées

disponiveis foi obtida em regides ndo endémicas. Ainda que em menor escala,

recentemente, a ocorréncia _dos gendtipos A e B tem sido associada a

infeccoes detectadas em individuos residentes em paises em desenvolvimento

como Algéria®, Brasil®® ** 2 Etiopia®, Eqito®', Malasia® e Nicaragua®.

No Brasil, entre os poucos artigos disponiveis na literatura cientifica,

destaca-se o primeiro estudo realizado por VOLOTAQO® e colaboradores, que,

empregando PCR e o sequenciamento de fragmentos do gene B-giardina,

demonstraram a predominincia do gendtipo Al em isolados obtidos de fezes

humanas e de caes, no municipio do Rio de Janeiro. Nesse mesmo ano, no
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gene gdh, identificam os genétipos All e B em isolados humanos, os genétipos  *

C e D em amostras caninas e os gendétipos Al e F em isolados obtidos de |

gatos. Mais recentemente, em estudo realizado por KOHLI® e colaboradores, '

gendtipos A e B foram identificados em isolados obtidos de criancas residentes

em uma comunidade carente de Fortaleza. i

publica, sobretudo em criancas residentes nos paises em desenvolwmentow
Uiy
\\\\

Nesse grupo, além das altas prevaléncias constatadas, a infeccdo por Giardia e N

\\\

uma das causas mais comuns de diarréia, cujas complicacdes podem o

Excluido: Além disso, a
despeito dos estudos
moleculares realizados até o
presente, as informagdes
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Excluido: a relagio entre a
variabilidade genética do
parasita e aspectos biolégicos
e epidemiolégicos da infecgao.
Portanto, a caracterizagao
genotipica dos isolados de
Giardia em regides de alta
endemicidade como o Brasil e,
especialmente, em um grupo
altamente vulneravel a infecgao

comprometer 0 desenvolvimento fisico dos individuos. No gue diz respeito a este W [
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isolados obtidos em areas onde a giardiase € endémica, sendo que a maioria daS\ 1

informacodes disponiveis foi obtida em regides ndo endémicas. A despeito desses

\

estudos, as informacodes reunidas, ainda ndo sdo suficientemente esclarecedoras I

no que se refere a relacdo entre a variabilidade intra-especifica em .G. duodena//s

Q)/

e _aspectos bioléqgicos, clinicos e epidemiolégicos da infeccdo. Portanto,

caracterizacdo genotipica dos isolados de .Giardia em reqides de alta
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endemicidade como o Brasil e, especialmente, em um grupo altamente vulneravel\

a_infeccdo pelo protozoario,

aspectos, além do que, se impde como um pré-requisito para a instituicio de

medidas de controle adequadas.

€ indispensavel para a compreensao desseS\%
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Frente a todas essas consideragfes, o presente trabalho foi proposto

para investigar a epidemiologia de parasitas intestinais em uma populacdo de [ Excluido: e

/
/

de Pratania, com o objetivo de identificar os enteroparasitas presentes neste
grupo e de caracterizar genotipicamente os isolados de Giardia duodenalis

presentes nessa populacdo. Além disso, as investigacdes epidemioldgicas

. { Excluido: também

fundamentar acbes educativas em salude com esse grupo, visando a
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melhoria das condic¢des de vida das familias e da comunidade como um todo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar a freqUéncia de parasitas intestinais em uma populagdo de
escolares do municipio de Pratania, Estado de Sao Paulo, e caracterizar

geneticamente os isolados de Giardia duodenalis obtidos dos individuos desse

grupo.

2.2. Objetivos especificos

J Avaliar por meio de exames coproparasitolégicos, a prevaléncia de
parasitas intestinais nas criancas matriculadas nas escolas municipais de

educacao infantil e de ensino fundamental;

. Avaliar a efetividade do tratamento medicamentoso na reducido da

prevaléncia de parasitoses intestinais em criancgas;

U Caracterizar genotipicamente os isolados humanos de Giardia e avaliar

a frequiéncia com que os genétipos ocorrem na populagao;

J Verificar a existéncia de associagdes entre os gendtipos de Giardia e o0s
fatores de risco para a infeccdo e o desenvolvimento fisico deficitario das

criangas;

U Avaliar comparativamente as técnicas coproparasitoldgicas de
centrifugo-flutuagao e o kit TF-test ® na detecgdo de parasitas intestinais em
criangas e, os métodos coproparasitologicos e as técnicas moleculares

baseadas na PCR na deteccdo de infeccdo por  Giardia.

Formatado: Cabecalho, A
direita: 0 cm, Borda: Inferior:
(Sem borda), TabulagGes: N&do
em 15,87 cm
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3. POPULACAO, MATERIAL E METODO'

3.1. Areade estudo

O presente estudo foi desenvolvido com criangas residentes em
Pratania, municipio que esta situado na regiao Centro-Oeste do Estado de Sao
Paulo e cujas coordenadas geogréaficas estdo a 22° 48'30” de latitude Sul,
48°39'58” de longitude Oeste e altitude de 685 metros. O municipio instalado
em 1997 conta com uma éarea de 180,38 km® e de acordo com o censo
demografico de 2000 7°, a populagéo era de 3.950 habitantes, dos quais 2.720
eram residentes na zona urbana e 1.230, na zona rural. Segundo estimativa
populacional realizada pelo IBGE, em 2007, a populagao estimada era de 4309

habitantes ”".

De acordo com a andlise de dados obtidos a partir da avaliacdo e
medida da qualidade de vida da populagcdo’ , Pratania foi incluida entre os
municipios paulistas que apresentam baixos niveis de riqgueza e com
deficiéncia em diversos indicadores sociais, dentre os quais destacam renda
per capita e taxa de longevidade que nao atingiram o valor esperado para o
Estado e o indicador de escolaridade que ficou pouco acima da média
estadual. Diante disso, dentre os 645 municipios paulistas, Pratania ocupa as
posicoes 3492, 6362 e 2332, respectivamente, nos rankings de riqueza,

longevidade e escolaridade’".

'Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu/Unesp. Protocolo n? 492/2009-CEP
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Segundo informacbes cedidas pela Secretaria de Administracdo, a
economia do municipio é baseada na agricultura, com destaque para os
cultivos de laranja e de cana-de-agucar, que juntos empregam cerca de 1000

pessoas por colheita.

No que se refere a infraestrutura sanitaria do municipio informaram que
100% da populagédo urbana dispde de esgoto tratado e agua proveniente de
lencol freatico, sendo que o sistema de abastecimento de agua do municipio é
realizado pela Companhia de Saneamento Basico do Estado de S&o Paulo
(Sabesp). De acordo com a prépria Sabesp, 0s mananciais que abastecem o
municipio de Pratania estdo situados na bacia hidrografica Médio
Paranapanema e as avaliagbes periddicas para o controle de qualidade das
aguas destinadas a captacao e tratamento para o consumo humano atestam a
boa qualidade dos mananciais, inclusive no que se refere a auséncia de fontes
significativas de poluicdo. Diante disso, atualmente, o tratamento da &agua
servida a populagao inclui apenas duas etapas: desinfeccdo por meio da
adicdo de cloro e fluoretagdo. Quanto a coleta dos residuos urbanos, a
populagdo urbana conta com o servico de coleta realizada por caminh&o

compactador, sendo que a destinacao final dos residuos é feita empregando-se

o sistema de aterros sanitarios em valas.

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

queimado ou enterrado.
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No que se refere a area de assisténcia a saude, o municipio conta com
um uanico Posto de Saude e, como a populacdo ndo dispde de hospital,
laborat6rios de diagnéstico e de varios outros servicos basicos, a prefeitura
disponibiliza o servico de ambulancia e de ftransporte municipal para

atendimento em outros municipios da regido, principalmente em Botucatu.

3.2. Populacao de Estudo

A populacdo alvo do presente estudo constituiu-se de criancas com
idade igual ou superior a trés anos, matriculadas nas escolas da Prefeitura, a
saber: Escola Municipal de Educagao Infantil (E.M.E.l.) Profa. Irene Vieira
Gomes, Escola Municipal de Ensino Fundamental (E.M.E.F.) Profa. Antbnia
Ferreira Assumpcdo Antunes e Escola Municipal de Ensino Fundamental
(E.M.E.F.) Prof. José Quessada Gimenes Junior. Todos os escolares foram
cadastrados no projeto, todavia, apenas as criancas formalmente autorizadas
pelos pais e/ou responsaveis para participar do estudo e que atenderam a

solicitacdo de colheita das amostras de fezes foram incluidas na pesquisa.
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3.3. Apresentacao do projeto e obtencao de dados epidemiolégicos

O presente estudo foi realizado durante o periodo compreendido de
agosto de 2007 a julho de 2009. Além das atividades de campo realizadas no

municipio de Praténia, todas as atividades laboratoriais foram realizadas em

laboratérios do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biociéncias,

UNESP — Botucatu.

Ap6s o projeto ter sido formalmente apresentado a Prefeitura de
Pratania e Coordenadoria Municipal de Educagéo e aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina/Unesp/Botucatu (395/2006 —

CEP), foram iniciadas as atividades programadas com a populagdo alvo do

estudo.

O inicio das atividades nas escolas compreendeu visitas a cada
instituicao, com o objetivo de apresentar a proposta de trabalho aos diretores,
professores e funcionarios de cada estabelecimento. Nessa ocasido, foram
obtidas informagbes sobre a estrutura organizacional dos estabelecimentos de
ensino (calendario escolar, horario de funcionamento, nimero de classes,
distribuicao das criancas por classe, nome dos professores e dos funcionarios,
etc) para que se pudessem organizar os trabalhos conciliando as atividades do
projeto com as atividades de cada instituicdo. Além disso, a partir da lista de

matricula de cada estabelecimento, foi elaborada uma ficha de identificacao
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das criangas contendo informagdes tais como nome, data de nascimento, série

escolar e endereco residencial.

Para incentivar a adeséo e participacdo das criancas nas atividades do
projeto, foram realizadas visitas a cada uma das salas de aula para
apresentacdo da proposta. Para isso, foram elaborados diversos tipos de
material didatico (cartazes, cartilhas para colorir, frascos com exemplares

fixados de parasitas, entre outros) apropriado a cada faixa etaria, para abordar

sobre o0s parasitas intestinais, 0s mecanismos de transmissdo, as

consequéncias da infecgao e as medidas profilaticas.

Antes de iniciar a colheita das amostras de fezes, foram realizadas
reunides durante as quais 0s pais e/ou responsaveis pelas criancas foram
informados sobre os objetivos do presente estudo e esclarecidos quanto aos

seguintes aspectos:

1. Importéncia da participagdo efetiva para a identificagcdo dos
problemas e para a proposicado das medidas de controle das
enteroparasitoses;

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

3. Principais parasitas intestinais e respectivas formas de infeccao;
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4. Inicio das atividades de educacgao sanitaria dos pais com vistas a
uma melhor compreensdo das enteroparasitoses humanas, a fim

de minimizar a transmissdo dessas enfermidades na comunidade.

Apds todos os esclarecimentos, foi apresentado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1) a cada um dos presentes, a fim
de obter a autorizacdo para a inclusdao da crianga na pesquisa. Além disso,
para que fosse feita a caracterizacdo demogréafica e socioecondmica da

populagdo de estudo, cada responsavel foi entrevistado para preenchimento de

um questionario contendo informagdes como estrutura familiar, tipo de moradia,
nivel de escolaridade materna e/ou paterna, renda familiar, sanitaria, criacao de
animais domésticos, habitos de higiene, uso de calgados, entre outros (Anexo
2). Vale destacar que, dificuldades relativas a jornada de trabalho dos
responsaveis e inexisténcia de meios de transporte na zona rural, impediram
uma maior participagdo dos pais nesses eventos. Por isso, foram realizadas
visitas em domicilio a essas familias, quer seja de zona urbana ou rural. Nessa
ocasido, os pais ef/ou responsaveis foram informados sobre o projeto e

expressaram formalmente seu consentimento.

3.4. [Exames clinicos e antropométricos

As criancas autorizadas a participar da pesquisa foram submetidas a

uma avaliagao clinica e antropométrica feita pelo médico que integrou a equipe
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do presente estudo. Essa avaliagdo foi feita em visita agendada pela escola e
comunicada aos pais e/ou responsaveis, com o propésito de que as criangas

nao faltassem nessa ocasido.

No exame clinico foram observados principalmente os sinais
relacionados a provavel infecgcao parasitaria intestinal, tais como coloracdo da
mucosa conjuntiva (corada ou nao), coloragdo da esclera (azulada ou branca),
presenga ou auséncia de manchas na pele (rosto, bragos, térax e costas).

Além dos sinais clinicos identificados pelo médico, os pais e ou responsaveis

pelas criangas foram indagados sobre algumas manifestacbes ou queixas

compativeis com a presenca de parasitas intestinais nas criancas.

Para a avaliagdo antropométrica, o peso e a estatura das criangcas
foram aferidos, segundo as recomendagdes da Organizagao Mundial de Saude
(WHO, 1983) para estudos desenvolvidos em comunidades. Para a
determinagao do peso foi utilizada uma balanga eletrénica antropométrica com

precisdo de 100 gramas. As criangas foram pesadas vestindo roupas leves e

descalgas, permanecendo eretas no centro da balangca, com os bragos
esticados ao lado do corpo e sem se movimentar "> A afericdo da estatura foi
feita empregando-se o estadibmetro com extensao de dois metros, dividido em
centimetros e subdividido em milimetros, acoplado a balanga eletrénica. As
criangas foram medidas em pé com os bragos esticados ao lado do corpo, pés

unidos e sem se movimentar ’°.

A avaliagao do desenvolvimento fisico de cada crianca da populagao

estudada foi realizada com base nos valores de referéncia do United States
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National Center Health Statisticas®. Para isso, os dados antropométricos foram
transformados em indices peso/idade, peso/altura, altura/idade e o escore-z
(unidade de desvio padrao) para cada um desses indicadores foi calculado
empregando-se o programa Epi-info 6,0. O desenvolvimento fisico foi
considerado deficitario quando algum dos indicadores apresentou escore-z
com valor inferior a -2 (cut-off). Criancas cujos indices apresentaram escore-Z
entre -2 e +2 foram consideradas normais, e acima do peso aquelas com

indices de desenvolvimento superiores a +2 *°.

3.5. Pesquisa de Parasitas Intestinais

3.5.1. Colheita das amostras de fezes

Para a obtencdo de amostras fecais, cada criangca recebeu uma

embalagem contendo os trés tubos coletores do kit TF-Test® (kit paciente)

preenchidos com uma solugdo conservante de dicromato de potassio a 2,5% e
identificados com o nome do escolar. Juntamente com o kit, foi incluido um

impresso com as instrugdes para a coleta das amostras.

Em cada uma das instituicdes, os kits foram entregues aos professores
de cada classe para que os repassasse a cada crianca. A cada responsavel foi

solicitado que colhesse trés amostras de fezes, em dias alternados, e assim

que a terceira amostra fosse obtida, entregassem os kits para as respectivas

professoras. Para a preservacdo das amostras, uma geladeira,
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especificamente destinada para esse propdésito, foi colocada na escola, durante
0 periodo de obtencdo das amostras. Pelo menos duas vezes por semana as
amostras eram recolhidas nas instituicbes a fim de se evitar que
permanecessem armazenadas por mais de sete dias antes do processamento

laboratorial.

3.5.2. Analise laboratorial

Previamente ao processamento das amostras, os frascos coletores
foram agitados para homogeneizacdo das fezes e, de cada um dos frascos,
tomou-se uma parte do material fecal que foi transferida para um tubo de
ensaio. O material restante nos tubos coletores foi submetido ao
processamento pelo método TF-Test®, segundo as instrugbes do fabricante.
Ja, o material reservado em um tubo de ensaio foi lavado trés vezes com agua
(350 g durante 1 minuto) para a remog¢éao do dicromato de potassio e obtencéo
de um sedimento de fezes. Desse sedimento, uma aliquota de 500 pl foi

acondicionada em criotubo e armazenada a 20 °C negativos para posterior

extracdo de DNA. Com o sedimento restante, uma parte foi utilizada para a
confeccdo de esfregacos fecais para posterior pesquisa de Cryptosporidium
spp utilizando a coloragdo pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada’™, e a outra
parte foi submetida ao processamento pela técnica de centrifugo-flutuagédo com

sulfato de zinco.
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3.5.2.1. Processamento pelo método de TF-Test®

Todas as amostras foram processadas de acordo com as instrugdes do

fabricante, que incluiram os seguintes procedimentos:

= Apés agitar os tubos coletores para a homogeneizagdo da amostra
fecal, a cada frasco foram adicionadas duas gotas de detergente
neutro e 3 ml de acetato de etila;

= Em seguida, os frascos foram conectados ao conjunto formado pelo
frasco cOnico e sistema de filtros e submetidos a centrifugacdo a
1.500 rpm durante 1 minuto;

» Ao final da centrifugagdo, o frasco cbnico foi desacoplado, o
sobrenadante foi descartado com o auxilio de uma pipeta Pasteur e o
sedimento obtido foi utilizado para a confeccao de laminas para o
exame em microscopio optico, com aumento de 100 e 400 vezes para

a pesquisa de enteroparasitas.
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3.5.2.2. Processamento pelo método de centrifugo-flutuacao

pelo sulfato de zinco

As amostras de fezes foram processadas pela técnica de centrifugo-

flutuagdo em sulfato de zinco’® de acordo com o procedimento descrito abaixo:

= Ao sedimento previamente reservado em um tubo de ensaio, foi
acrescentada uma de solucdo de sulfato de zinco 33% (densidade
1,180 g/ml) e o material foi centrifugado a 1.500 rpm durante um
minuto;

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

= Sobre o menisco e em contato com a superficie do liquido, foi
colocada uma laminula de 22 X 22 mm, que ap6s um minuto, foi
removida por inversdo e disposta sobre uma Iamina contendo uma
gota de lugol .

= As laminas preparadas foram analisadas em microscopio Optico, com

aumento de 100 e 400 vezes para a pesquisa de enteroparasitas.
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3.6. Tratamento e Controle de Cura

De posse dos resultados dos exames coproparasitolégicos, o médico
que integrou a equipe do presente estudo emitiu uma receita com a prescricao
da medicagdo adequada para cada crianca parasitada. A entrega dos
resultados, da receita e dos medicamentos, foi realizada em reuniées a que
todos os pais e/ou responsaveis foram convidados a participar. Nessas
ocasides, 0s responsaveis, além de receberem os resultados dos exames
foram informados sobre os mecanismos de transmissdo de cada parasita,
sobre as consequéncias da infeccdo e as medidas profilaticas gerais e

especificas importantes para a prevencao das parasitoses diagnosticadas.

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

se evitar a reinfec¢do das criangas.

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

consecutivos.



49

Com relacdo as criangas que tiveram diagnostico positivo para algum

enteroparasita e cujos pais e/ou responsaveis nao compareceram as reunioes,

foram realizadas visitas em domicilio para a entrega dos resultados, receita,

medicamento e orientagcdo sobre profilaxia.

Os exames parasitolégicos de cura foram realizados 21-30 dias ap6s o
término da medicacgdo. Para isso, cada crianga recebeu um novo conjunto de
frascos coletores e a obtencéo e o processamento das amostras seguiram os

mesmos procedimentos adotados na primeira coleta.

3.7. Extracao do DNA genémico

3.7.1. Amostras

Todas as amostras de fezes positivas para cistos e/ou trofozoitos de
Giardia foram selecionadas para serem submetidas ao protocolo de extracao
de DNA. Ao se considerar a possibilidade de resultados falso-negativos nos
exames coproparasitologicos pelos métodos de TF-test e flutuacdo em sulfato
de zinco, e a possibilidade de reduzir essa margem de erro, amostras de fezes
negativas ao exame parasitolégico foram incluidas no estudo e submetidas a
extracdo de DNA na proporcado indicada pelos testes de amostragem. Para
isso, o numero de amostras negativas foi calculado com base nos dados de
prevaléncia de Giardia na populacdo infantii em estudo no municipio de

Pratéania.
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3.7.2. Protocolo de Extracao do DNA

A extracdo de DNA de Giardia das amostras de fezes foi realizada
empregando-se o kit QlAamp DNA Stool Mini kif® (Qiagen), de acordo com as
recomendacoes do fabricante, com algumas modificagbes. Os procedimentos

adotados foram os seguintes:

= Em um microtubo, foram colocados 220 mg de fezes congelada,
adicionados 1,4 ml de tampéo de lise (AL Buffer) e o material
homogeneizado durante 1 minuto;

= A amostra foi submetida a trés ciclos de
congelamento/descongelamento nas seguintes condigbes: dois ciclos
alternando incubacdo em nitrogénio liquido durante 5 minutos e
descongelamento em banho-maria a 70 °C por 5 minutos e finalizar
com um ciclo de congelamento em nitrogénio durante 5 minutos e
descongelamento a 95 °C por 5 minutos;

» Em seguida, a amostra foi homogeneizada e centrifugada a 14.000 g
por 1 minuto;

» Do sobrenadante obtido, 1,2 ml foram transferidos para um microtubo
de 2,0 ml e a esse material foi adicionado um tablete de inibidor
(inhibitex);

» Apéds incubacio a temperatura ambiente por 3 minutos, o material foi

centrifugado por 14.000 g durante 1 minuto e 550 pl do sobrenadante
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foram coletados e submetidos a centrifugacdo nas mesmas
condicdes;

A um microtubo (1,5 ml), foram adicionados 15 yl de proteinase K, 200
pl do sobrenadante e 200 pl de tampao de lise (AL Buffer);

O material foi homogeneizado e incubado por 10 minutos a 70°C e em
seguida, centrifugado (14.000 g por 1 minuto);

Ao material, foram adicionados 200 pl de etanol (96 ou 100%) e apos,
homogeneizagéo e centrifugacéo (14.000 g por 1 minuto), todo o
sobrenadante obtido foi transferido para a coluna de extragdo e

centrifugado a 14.000 g por 1 min;

Em seguida, 500 pl de tampao de lavagem (AW1 Buffer) foram
adicionados a coluna, o material foi novamente centrifugado a 14.000
g por 1 minuto e, ao final, o filtrado foi descartado;

A coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 ml (livre de DNA-
ses) e 50 yl de tampéo de eluicdo (AE Buffer) foram acrescentados ao
material, que foi mantido por 1 minuto a temperatura ambiente;

Ap6s incubacao e centrifugacdo a 14.000 g por 1 minuto, a0 mesmo
material foram acrescentados mais 50 ul de tampéao de eluicdo (AE
Buffer);

Em seguida, o material foi novamente centrifugado a 14.000 g por 1
minuto, obtendo-se assim a solugao de DNA.

As amostras de DNA obtidas foram identificadas e acondicionadas a

20 °C negativos, para posterior amplificagao.
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3.8. Caracterizacao molecular dos isolados de Giardia

Para a caracterizacdo molecular dos isolados de Giardia obtidos de
criangas, inicialmente, fragmentos de DNA correspondentes aos genes que
codificam as enzimas glutamato-desidrogenase (gdh) e triose-fosfato-
isomerase (tpi) foram amplificados por meio de técnicas baseadas na Reagao
em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR). Os produtos
amplificados em cada amostra de DNA foram, posteriormente, sequenciados

para a andlise das sequéncias génicas.

3.8.1. Amplificacdo do DNA - Gene gdh

Para amplificagdo da sequéncia correspondente ao gene gdh, as
amostras de DNA foram submetidas a uma reacdo de Semi-Nested-PCR
(snPCR), segundo protocolo proposto por READ et al. (2004), com
modificagbes introduzidas ap6s padronizacdo da técnica, para as condigbes do
laborat6rio. Na padronizacao das reacdes de PCR e snPCR foram empregadas
amostras de DNA extraido de trofozoitos de cultura axénica de Giardia e de
DNA obtido de uma amostra de fezes positiva para cistos de Giardia pelo

exame coproparasitologico.
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Para a amplificacdo do fragmento de 432 pares de bases (pb) foram
utilizadas nas reagoes de PCR e snPCR as seguintes seqiiéncias iniciadoras

(primers):

External Forward (GDHeF): 5-TCA ACG TYA AYC GYG GYT TCC GT
Reverse (GDHiR): 3-GTT RTC CTT GCA CAT CTC C

Internal Forward (GDHiF): 3'-CAG TAC AAC TCY GCT CTC GC

3.8.1.1. Reacoes de PCR

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

de tampao de reacao (master mix) com a seguinte composicao:

= 12,5 pl de 2X Taqg Master Mix RED [150 mM Tris-HCI pH 8,5; 40 mM
(NH4)2 SO4, 3,0 mM MgCl,, 0,2% Tween 20; 0,4 mM dNTPs; 0,05
unidades/ul Ampligon Tag-DNA-polimerase];

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

» 5,5 pl de agua ultrapura MilliQ® estéril.

As reagbes foram feitas utilizando termociclador Mastercycler Gradient

(Eppendorf®) com a seguinte seqiiéncia de ciclos:
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. Desnaturagao: 95 °C durante 30 segundos;
. Anelamento: 58 °C durante 30 segundos;
. Extensao: 72 °C durante 30 segundos.

Apos este ciclo inicial, seguiram-se 35 ciclos idénticos, ao final dos quais

incluiu-se um ciclo de extensdo a 72 °C durante 4 minutos.

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

aplicacao da amostra de DNA.
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3.8.1.2. Reacoes de Semi Nested-PCR (snPCR)

Para a reagao de snPCR, foram utilizados 2 pl do produto amplificado na
reacdo de PCR e 23 pl de solugdo master mix com a mesma composi¢ao

anteriormente descrita e os primers GDHiF e GDHiR.

A seqiiéncia dos ciclos para amplificacao dos fragmentos de DNA foi
idéntica a descrita para o PCR, exceto a temperatura de anelamento dos
primers que foi alterada para 59 °C. Exceto por essas modificacées, foram

adotadas as mesmas condicdes descritas para a reacao de PCR.

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

amostras que apresentaram produtos de amplificagdo com 432 pares de bases.

3.8.2. Amplificacao do DNA — Gene tpi

Para amplificacdo da seqUéncia correspondente ao gene fipi, as
amostras de DNA foram submetidas a uma reacao de Nested-PCR (nPCR), de
acordo com o protocolo proposto por SULAIMAN® et al., com as modificacbes

necessarias para a padronizagdo da técnica para as condi¢des do laboratério.
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Na padronizacdo das reacbées de PCR e nPCR foram empregadas
amostras de DNA extraido de trofozoitos de cultura axénica de Giardia e de

DNA obtido de

uma amostra de fezes positiva para cistos de Giardia pelo exame

coproparasitolégico.

Para a amplificagdo dos fragmentos de 605 pb e de 530 pb foram
utilizadas nas reacoes de PCR e nPCR as seguintes seqléncias iniciadoras

(primers):

External Forward Primer (AL3543): 5'-AAA TIATGC CTG CTC GTCG-3'

Reverse Primer (AL3546): 5'-CAA ACC TTI TCC GCA AAC C-3..

Internal Forward Primer (AL3544): 5'-CCC TTC ATC GGI GGT AAC TT-&

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

3.8.2.1. Reacoes de PCR

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

de tampao de reacao (master mix) com a seguinte composicao:
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» 12,5 yl de 2X Taq Master Mix RED [150 mM Tris-HCI pH 8,5; 40 mM
(NH4)2 SO4, 3,0 mM MgCl,, 0,2% Tween 20; 0,4 mM dNTPs; 0,05
unidades/ul Ampligon Tag-DNA-polimerase];

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

= 5.5 ul de agua ultrapura MilliQ® estéril.

As reacoes foram feitas utilizando termociclador Mastercycler Gradient

(Eppendorf®) com a seguinte seqiiéncia de ciclos:

» Desnaturagao: 95 °C durante 30 segundos;
* Anelamento: 59 °C durante 30 segundos;

» Extensdo: 72 °C durante 30 segundos.

Apos este ciclo inicial, seguiram-se 35 ciclos idénticos, ao final dos quais

incluiu-se um ciclo de extensdo a 72 2C durante 10 minutos.

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

amostra de DNA.
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3.8.2.2. Reacoes de Nested-PCR (nPCR)

Para a reagao de snPCR, foram utilizados 2 pl do produto amplificado na
reacao de PCR e 23 pl de solugdo master mix com a mesma composi¢ao

anteriormente descrita e os primers AL 3544 e AL 3545.

A seqiiéncia dos ciclos para amplificacdo dos fragmentos de DNA foi

idéntica a descrita para a reagao de PCR

A eletroforese dos produtos de amplificagdo obtidos apds a reagao de
nPCR foi feita em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (0,5

pg/ml) e a visualizagao foi feita em transiluminador UV. O comprimento dos

produtos amplificados foi estimado pela inclusdo de um padrao de pares de
bases (100 (pb) (Base-Pair Ladder — Norgen). Foram consideradas positivas as

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

3.8.3. Sequenciamento dos produtos amplificados

Para a determinagdo das sequéncias nucleotidicas dos produtos de
amplificacdo dos fragmentos de gdh e Ipi, inicialmente, cada segmento
amplificado foi purificado empregando-se o kit Ultrafree DA® (Millipore), que
permite a extracao do fragmento de DNA, diretamente do gel de agarose. Para
isso, 50 pl das reacbées de snPCR (gdh) e nPCR (ipi) foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Apés a corrida, o fragmento de
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interesse, visualizado sob luz ultravioleta, foi recortado e transferido para o tubo
do kit de purificacdo contendo a membrana filtrante. Em seguida, a coluna foi
centrifugada a 5000 g por 10 minutos, obtendo-se um filtrado que corresponde

ao produto de amplificacao purificado.

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

amostras.

A analise das seqUéncias geradas foi realizada empregando-se o
programa de alinhamento de seqiéncias de nucleotideos MERGER

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

Higgins D, Thompson J, Gibson T, do programa CLUSTAL X versdo 1.8”" . As
sequléncias nucleotidicas obtidas foram comparadas entre si e também com as
sequéncias homélogas disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando-se
o programa BLASTn do WNational Center for Biotechnology Information

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

bem como os parametros genéticos foram obtidos aplicando-se o programa

Mega 4.0 8.
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Assim, a inclusdo de cada seqiiéncia em um agrupamento ou genétipo

foi realizada de acordo com a similaridade apresentada ao se comparar com as

seqliéncias padrao depositadas no GenBank. Para o gene gdh, o nimero de
acesso de cada sequéncia padrao foi: L40509 (Al), L40510 (All), AF069059
(BIlI), L40508 (BIV), U60984 (C), U60986 (D), U47632 (E). Para o gene tpi, foi:
L02120 (Al), AF069561(Blll), L02116 (BIV); AY228628 (BSI), AY228633

(BSVI).

3.9. Analise dos dados

Os dados obtidos a partir da aplicacdo de questionarios, dos exames
clinicos e antropométricos e os resultados dos exames coproparasitolégicos e
da caracterizagdo molecular foram organizados, categorizados e tabulados em
planilha eletrénica do programa Microsoft Excel sob a forma de banco de dados

para analise.

Mediante os dados compilados ao longo do estudo, para viabilizar as
analises comparativas, as variaveis idade, peso e altura foram distribuidas em
faixas. Para a construcdo dos intervalos, foram consideradas a média, mediana

e valores maximos e minimos de cada medida.

No que se refere ao levantamento coproparasitolégico, a prevaléncia de
cada um dos parasitas e comensais intestinais diagnosticados na populacédo
em estudo foi calculada dividindo-se o nimero de hospedeiros infectados pelo

ndamero de hospedeiros examinados (Bush et al.,, 1997). A freqUéncia de
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infeccdes por parasitas foi analisada considerando os parasitas, isolada ou
conjuntamente, em relacdo aos dados obtidos com o preenchimento do
questiondrio epidemiolégico. Assim, foram classificadas como parasitadas as
criangas que tiveram um exame de fezes positivo para cistos ou oocistos de
protozodrios parasitas ou comensais, ou ovos de helmintos, em infecgdes
simples ou mistas; em nao parasitadas as que tiveram todos os exames de
fezes negativos. Pelo mesmo critério, foram constituidos os grupos de criangas

infectadas e nao infectadas por Giardia duodenalis e as infectadas e nao

infectadas por Cryptosporidium. Com relacdo aos protozodrios comensais, 0

grupo de infectados foi constituido por criangas que tiveram diagnéstico

positivo para qualquer dos protozoarios Blastocystis hominis, Entamoeba coli
ou Endolimax nana. Da mesma forma, criancas infectadas por qualquer
helminto (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis e

Hymenolepis nana), foram analisadas como grupo.

Em relagdo a prevaléncia, foram analisadas as possiveis associagbes

com as seguintes variaveis:

» as condi¢cdes demograficas e socioeconémicas: sexo, idade, zona de
residéncia, tipo de habitacdo, nimero de habitantes no domicilio,
numero de criangas no domicilio, nivel de escolaridade materna e/ou
paterna, renda familiar, uso de calcados, presenca de animais

domésticos, etc;
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» 2 infraestrutura sanitaria: disponibilidade de esgoto e agua tratada,
agua consumida, disponibilidade de instalagdo sanitaria, destino do
lixo;

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

» ao estado nutricional, considerando os indicadores antropométricos
peso/idade, peso/altura e altura/idade;

. a sinais e sintomas relacionados a provavel infec¢cdo parasitéria
intestinal, tais como coloragdo da mucosa conjuntiva, coloracdo da esclera,
presenca de manchas na pele, dor de barriga e célica, flatuléncia, vomitos e
nauseas, prurido anal, diarréia, etc.;

No que se refere a caracterizagao genotipica de isolados de Giardia, foi
verificada a freqiéncia com que os gendtipos identificados ocorrem na
populacdo estudada e a existéncia de possiveis associagdes com as mesmas

variaveis relacionadas anteriormente.

Inicialmente para se verificar a significAncia das associacdes cogitadas,
foi realizada a analise univariada empregando-se o teste de %2 (qui-quadrado).
Posteriormente, as variaveis que apresentaram diferenca estatisticamente
significativa foram selecionadas para a analise multivariada por regressao
logistica, empregando-se o teste de propor¢des de Goodman (Zar, 1996). Para
quantificar a associagdo entre possiveis fatores de risco e a ocorréncia de

infeccdo por enteroparasitas e pelos gendtipos de Giardia identificados na
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populacao calculou-se a Odds Ratio (OD) a um intervalo de confianga de 95%.
Em todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05) e os

programas computacionais utilizados foram SAS versao 9.2 e Minitab 15.

Além dessas analises, considerando que métodos diferentes foram
empregados para a pesquisa de parasitas intestinais em amostras de fezes, a
sensibilidade diagndstica das técnicas foi calculada individualmente para cada
grupo de parasitas. Utilizando o Software Pacotico (Microsoft Visual FoxPro,

Direitos: Eymar Sampaio Lopes), o indice Kappa (K) foi calculado para

determinar a taxa de concordancia de diagnésticos obtidos com os métodos

adotados.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo demografica e socioeconoémica da populacao

Dos cerca de 650 escolares cadastrados no projeto, foram incluidas no
estudo 431 criangas formalmente autorizadas pelos pais e/ou responsaveis para
participar da pesquisa e que atenderam a solicitacdo de colheita das amostras de
fezes. Das criangas incluidas no estudo, 397 (92,1%) participaram dos exames
fisicos e antropométricos e 409 (95,0%) tiveram os questionarios preenchidos em
entrevista com o0s pais e/ou responsaveis. Vale destacar que, em relagdo a
algumas criangas, os questionarios nao foram integralmente respondidos, ou por
falta de conhecimento do entrevistado ou por opgdo em ndo fornecer certas

informagdes.

De acordo com as informagdes obtidas, foi possivel caracterizar a
populagdo, segundo parametros demograficos, socioecondmicos e sanitarios

(Tabela 1).

Das 431 criancas, 206 (47,8%) eram do sexo masculino e 225 (52,2%) do
sexo feminino, a maioria com idade entre 5 e 10 anos, sendo a média de idade de
oito anos. Quanto a procedéncia, 67,2% das criangas residem na zona urbana e

32,8% em area rural.

No que se refere as caracteristicas de infraestrutura geral e sanitaria,
constatou-se que 397 criangas (97,3%) vivem em casas de alvenaria e apenas 11

(2,7%) residem em moradias de madeira ou outro tipo de material. Além disso, as



casas de todas as criangas tém banheiro que, em sua maioria (98%), situa-se

dentro das habitagdes.

Tabela 1- Caracteristicas demograficas, socioeconémicas e sanitarias das criancas

incluidas em estudo realizado no municipio de Pratania, SP, 2007-2009.

Variavel Categoria N (%)
Sexo Masculino 206 (47,8)
Feminino 225 (52,2)
Idade <5 anos 40 (9,3)
5-10anos 279 (64,7)
> 10 anos 112 (26)
Procedéncia Urbana 275 (67,2)
Rural 134 (32,8)
Tipo moradia Alvenaria 397 (97,3)
Outro 11 (2,7)
Abastecimento agua Publico 271 (66,4)
Pogo/Mina 137 (33,6)
Agua de beber Filtrada 86 (21,1)
Direto da torneira 322 (78,9)
Esgoto Publico 272 (66,7)
Fossa 136 (33,3)
Instalagao sanitaria Dentro residéncia 400 (98,0)
Fora de residéncia 8 (2,0)
Destino do lixo Coleta publica 306 (75,0)
Queimado/Enterrado 102 (25,0)
Alfabetizacao Sim 390 (96,5)
Nao 4 (3,5)
Escolaridade pais (anos) N&o alfabetizado 4 (3,5)
<5 anos 119 (30,0)
6 —11 anos 189 (47,3)
11 anos 78 (19,5)
Renda familiar <R$ 500,00 50 (12,6)
R$ 500,00 — R$ 1000,00 189 (47,5

> R$ 1000,00

)
159 (39,9)




Quanto ao abastecimento de agua, pode-se atestar que 66,4% das
criancas consomem agua fornecida pela rede publica de distribuicdo, enquanto
que para 33,6%, 0 abastecimento & feito com agua de pogos artesianos e de
minas. Os servigcos publicos de rede de esgoto e coleta do lixo sdo disponiveis,
respectivamente, para 66,7% e 75% das residéncias das crian¢as. Com relacdo a
agua para beber, apenas para 21,1% das criangas, 0s pais e/ou responsaveis tém
o habito de filtra-la, enquanto que 78,9% das criangas consomem a agua

diretamente da torneira.

A andlise dos dados socioecondmicos e culturais revelou que 96,5% dos
pais e/ou responsaveis pelas criangas sdo alfabetizados, a maioria (47,3%) com
seis a 11 anos de escolaridade, e que 47,5 % das criangas vivem em familias com

renda mensal na faixa de R$ 500,00 a R$ 1000,00.

4.2. Inquérito Coproparasitolégico

Nos 431 exames de fezes realizados foram encontrados enteroparasitas em
146 (33,9%) amostras. Os enteroparasitas encontrados e suas respectivas
freqUiéncias foram: Entamoeba coli (14,2%), Cryptosporidium (11,2%), Giardia
duodenalis (9,3%), Endolimax nana (3,3%), Blastocystis hominis (1,62%),
Enterobius vermicularis (2,3%), Trichuris trichiura (1,62%), Ascaris lumbricdides
(0,7%), e Hymenolepis nana (0,2%). Os resultados dos exames de fezes estao

descritos na Tabela 2, discriminados de acordo com o0 método coproparasitolégico



empregado no diagnéstico (Kit TF-test® , método de centrifugo-flutuagdo com

sulfato de zinco e método de Ziehl-Neelsen modificado).

Entre as parasitoses diagnosticadas nessa populagdo, as infecgdes
causadas por protozodrios foram mais prevalentes (38,3%) do que as infec¢des
helminticas (3,7%). Além disso, das 146 criangas parasitadas, 113 (77,4%)
apresentaram infecgdes Unicas e 33 (22,6%) infec¢des por mais de um parasita.
Com relagéao as co-infecgdes, as associagbes mais freqiientemente observadas
foram E. coli com Cryptosporidium (15,2%) e Giardia com Cryptosporidium
(15,2%), seguidas de Giardia com E. coli (9,0%). Também foram observadas
infecgdes por trés parasitas, com destaque para as seguintes associagbes E. coli/

G. duodenalis/Cryptosporidium (6,1%), e E. coli /E. nana /G. duodenalis (6,1%).



TABELA 2 - Frequéncia de parasitas intestinais detectados pelas técnicas TF- test® e
centrifugo-flutuagdo com sulfato de zinco em 431 criangas do municipio de Pratania, SP,
2007-2009.

TF-Test Faust Total
Enteroparasitas

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

Blastocystis hominis 6 (1,4) 3(0,7) 7(1,62)
Cryptosporidium spp*. - - 48 (11,2)
Endolimax nana 13 (3,0) 9 (2,1) 14 (3,3)
Entamoeba coli 47 (19,9) 50 (11,6) 61 (14,2)
Giardia duodenalis 30 (7,0) 40 (9,3) 40 (9,3)
Ascaris lumbricoides 3(0,7) 2(0,5) 3(0,7)
Enterobius vermicularis 6 (1,4) 8(1,9) 10 (2,3)
Hymenolepis nana 0 1(0,2) 1(0,2)
Trichuris trichiura 6 (1,4) 2(0,5) 7(1,6)

* parasita diagnosticado pelo método de Ziehl-Neelsen modificado



Empregando-se analises univariadas, os resultados de frequéncia de
infeccbes por parasitas (Giardia, Cryptosporidium e helmintos) e comensais
intestinais foram confrontados com parametros demograficos, biométricos,

socioecondmicos e sanitarios.

As frequéncias de parasitismo intestinal em relagdo ao sexo, idade e

medidas de peso e altura das 431 criangas estao apresentadas na Tabela 3.

Pode-se observar que a freqliiéncia de infecgdes por parasitas intestinais foi
maior no grupo de criangas com menos de cinco anos. Segundo a andlise dos
dados, essa diferenga apresentou-se significativa (P = 0,013) quando comparada
ao grupo de criangas com idade entre cinco e 10 anos. Com relagdo as criangas

com mais de 10 anos o valor de P foi de 0,08.

Com respeito a infecg@o por Giardia, das criangas infectadas e cujo peso e
estatura foram aferidos, maior frequénciade infecgbes foi encontrada em criangas
com peso até 30 kg (65,8%) e altura entre 100 e130 cm (68,4%), contudo nao foi

constatada nenhuma associacgao estatisticamente significativa.

Infeccdes por Crytosporidium ndo foram encontradas em criangas da faixa
de altura inferior a 100 cm, mas foram mais frequentes nas criangas com menos

de cinco anos de idade (P <0,001) e altura entre 100 e 130 cm (P = 0,007).

Com relagao as criangas portadoras de infecgdes helminticas, a frequéncia
foi maior nas criangas com idade acima de 10 anos (p=0,026). No que se refere
aos protozoarios comensais, as infecgées foram mais frequentes em meninas que

em meninos (P = 0,001).



TABELA 3 - Frequéncia de parasitas intestinais em relacdo as variaveis sexo, idade, peso e altura das 431 criancas do

municipio de Pratania, SP, 2007-2009.

Exame de fezes Giardia Cryptosporidium Helmintos Protozoéri.os
Comensais
Variaveis
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Sexo
Masculino 62 (30,1) 144 (69,9) 21(10,2)  185(89,8) 21(10,2) 185(89,8) 83,9 199 (96,1) 24 (11,8)* 179 (88,2)
Feminino 84 (37,3) 141 (62,7) 19 (8,4) 206 (91,6) 27 (12,0) 198 (88,0) 8 (3,6) 216 (96,4) 53 (24,1)° 167 (75,9)
Idade (anos)
<5 20 (51,2 19 (48,8) 3(7,5) 37 (92,5) 14 (35,0)* 26 (65,0) 0(0,0) 40 (100,0) 5(12,5) 35 (87.,5)
5al10 86 (30,9)° 192 (69,1) 28 (10,0) 251 (90,0) 24 (8,6)> 255(91,4) 7(2,5) 272 (97,5) 49 (17,6) 230 (82,4)
=10 39 (35,1) 72(64,9) 9 (8,0) 103 (92,0) 10 (8,9 102 (91,1) 9 (8,0) 103 (92,0) 23(20,5) 89(79.,5)
Peso (kg)
Até 30 86 (33,6) 170 (66,4) 25(9,8)  230(90,2) 32 (12,5) 223 (87,5) 83,1 247 (96,9) 42 (16,5) 214 (83,5)
230 50(35,5) 92(64,5) 13(9,2) 129 (90,8) 11(7,7)  131(92,3) 8 (5,6) 134 (94,4) 29 (25,9) 112(74,1)
Altura (cm)
<100 0(0,0) 2 (100,0) 0(0,0) 2 (100,0) 0(0,0) 2 (100,0) 0(0,0) 2 (100,0) 0(0,0) 2 (100,0)
1002 130 83 (37,9) 136 (62,1) 26 (11,7) 196 (88,3) 33"(14,9) 189 (85,1) 7(3,2) 215 (96,8) 35(15,9) 185(84,1)

=130 52 (29,7) 123 (70,3) 12 (7,0) 160 (93,0) 10° (5,8) 162 (94,2) 9(5,2) 163 (94,8) 35(20,8) 133 (79,2)




Os resultados de freqiéncia de parasitismo intestinal em fungdo dos
pardmetros demograficos e de infraestrutura sanitaria das 431 criancas estao
apresentados na Tabela 4. Nao foram observadas associagdes significativas entre

a frequéncia de parasitas intestinais e os parametros avaliados.

Na Tabela 5 estdao apresentados os dados relativos as frequéncias de
infecgbes por enteroparasitas, segundo os pardmetros socioecondmicos.
Associagoes significativas foram encontradas quando as frequéncias de criangas
com exame de fezes positivo, criangas portadoras de infecgbes por
Cryptosporidium, por helmintos e por protozodrios comensais foram confrontadas
com as variaveis alfabetizagdo e tempo de escolaridade dos pais e/ou
responsaveis. Nessas criangas, as frequéncias de infecgbes foram
significativamente mais elevadas quando nas familias os responsaveis ndo eram
alfabetizados ou se o tempo de escolaridade foi de no maximo cinco anos (P<

0,05).

As freqléncias de parasitismo intestinal em funcdo das variaveis
relacionadas aos habitos alimentares estao apresentadas na Tabela 6. As analises
univariadas ndo evidenciaram associagdes significativas entre a freqliéncia dos

parasitas intestinais com essas variaveis.



TABELA 4- Frequéncia de parasitas intestinais em relagdo a parametros demograficos e de infraestrutura sanitarias de 431

criangas do municipio de Pratania, SP, 2007-2009.

Exame de fezes Giardia Cryptosporidium Helmintos Protozoéri'os
Comensais
Variavel
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Procedéncia

Urbana 99 (36,0) 176 (64,0) 27 (9,8) 248 (90,2) 33 (12,0) 242 (88,0) 9(3,3) 266 (96,7) 46 (17,2) 222 (82,6)

Rural 42 (31,8) 90 (68,2) 12 (9,0) 122 (91,0 13(9,7)  121(90,3) 64,5 128(955)  24(17,9) 110(82,1)
Tipo habitacio

Alvenaria 136 (34,4) 259 (65,6) 39 (9,8) 358 (90,2) 45 (11,3) 352 (88,7) 13(3,3) 384 (96,7) 65 (16,7) 325 (83,3)

Outro 4(36,4) 7 (63,6) 0 11 (100,0) 19,1 10 (90,9) 2 (18,2) 9 (81,8) 4(36,4) 7(63,6)
Abastecimento de agua

Publico 94 (35,2) 173 (64,8) 28 (10,3) 243 (89,7) 33(12,2) 238 (87,8) 9(3,3) 262(96,7) 44 (16,7) 220 (83,3)

Pogo/Mina 42 (31,1) 93 (68,9) 11 (8,0) 126 (92,0) 13(9,5) 124 (90,5) 6(44) 131(95,6) 25(18,2) 112 (81,8)
Agua de beber

Filtrada/Fervida 32 (37,2) 54 (62,8) 8(9,3) 78 (90,7) 8(9,3) 78 (90,7) 1(1,2) 84 (98,8) 19 (22,4) 66 (77,6)

Direto da torneira 104 (32,4) 217 (67,6) 31 (9,6) 291 (90,4) 38 (11,8) 284 (88,2) 14 (4,3) 309 (95,7) 50 (15,8) 266 (84,2)
Esgoto

Publico 100 (36,8) 172 (63,2) 27 (9,9) 245 (90,1) 34 (12,5) 238 (87,5) 9(3,3) 263(96,7) 46 (17.4) 219 (82,6)

Fossa 40 (29,9) 94 (70,1) 12 (8,8) 124 (91,2) 12 (8,8) 124 (91,2) 6(44) 131 (95,6) 23 (16,9) 113 (83,1)
Instalaciio sanitaria

Dentro casa 138 (34,7) 260 (65,3) 37 (9,3) 363 (90,7) 45 (11,3) 355 (88,8) 15(3,8) 385(96,3) 69 (17,6) 324 (82,4)

Fora de casa 2 (25,0) 6 (75,0) 2 (25,0) 6 (75,0) 1(12,1) 7 (87,5) 0 8 (100,0) 0 8 (100,0)
Destino do lixo

Coleta publica 109 (35,6) 197 (64,4) 33 (10,8) 273 (89,2) 35(11,4) 271 (88,6) 10 (3,3) 296 (96,7) 52 (17,4) 247 (82,6)

Queimado/Enterrado 31 (31,0) 69 (69,0) 6 (5,9) 96 (94,1) 11(10,8) 91 (89,2) 5(2,5) 97 (97,5) 17 (16,7)  85(83,3)




TABELA 5- Frequéncia de parasitas intestinais em relagdo as variaveis socioeconémicas de 431

Pratania, SP, 2007-2009.

criangas do municipio de

Exame de fezes Giardia Cryptosporidium Helmintos P(l;(())trfnzzi;ii(s)s
Varidvel Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Renda (R$)

0--500 20 (40,0) 30 (60,0) 9(14,5) 53 (85,5) 9(14,5)  53(85,8) 5(8.,2) 56 (91,8) 7 (14,00 43 (86,0)

501--1000 68 (37,0) 116 (63,0) 19 (10,8) 157 (89,2) 22 (48,9) 153 (874) 4(2,2) 174 (97.8) 37(19,8) 150 (80,2)

> 1000 43 (27,00 116 (73,0) 10 (6,4) 146 (93,6) 14 (8,90 143 (91,1) 6(3,9) 149 (96,1) 22 (14,00 135 (86,0)
Alfabetizacido

Sim 127 (32,5)" 264 (67,5) 38(9,7) 353 (90,3) 41 (10,5)" 350 (89,5) 11 (2,8)" 380(97,2) 63 (16,1)" 328 (83,9)

Nio 9 (64,3)° 5(35,7) 0 14 (100,0) 5(357° 9(64,3) 4(28,6)° 10(71,4) 6 (42,9 8 (57,1)
Escolaridade (anos)

0 9 (64.3) 5(35,7) 0 14 (100,0) 5357 9(64,3) 4(28,6)" 10(71,4) 6(42,9"  8(57,1)

1--5 38 (31,9 81 (68,1) 11(9,1)  110(90,9) 9(7,6) 109 (92,4) 7(4,3)°  111(94,9) 23 (19,5)° 95 (80.5)

6--11 69 (36,5) 120 (63,5) 23 (12,3) 164 (87,7) 23 (12,1)° 167 (87,9) 5(2,6)° 185 (97.4) 31(16,3)° 159 (83,7)

>11 20 (25,6)> 58 (74.4) 45,1 74 (94,9) 9(11,5) 69 (88.,5) 0(0%)° 79 (100,0) 9 (11,5° 69 (88,5)
Nimero de habitantes

1--3 24 (28,6) 60(71,4) 4(4,8) 79 (95,2) 13(15,5) 71 (84,5) 2(24) 82 (97,6) 10(12,5) 70 (87.,5)

4--6 90 (34,5) 171 (65,5) 28 (10,6) 236 (89,4) 26 (9,9) 236 (90,1) 934 253 (96,6) 46 (17,7) 214 (82,3)

>6 22 (40,00 33 (60,0) 7(12,7) 48 (87,3) 7(12,5) 49 (87,5) 4(7,1) 52 (92,9) 12 (21,8) 43 (78,2)
Niumero de criancas

1 43 (28,5) 108 (71,5) 11(7,3) 140 (92,7) 19 (12,6) 132 (87,4) 10 (6,3)  150(93.8) 22 (14,9) 126 (85,1)

2--3 73 (35,6) 132 (64,4) 21(10,2) 185 (89,8) 22 (10,8) 181 (89,2) 5(2,5) 196 (97.,5) 35(17,2) 168 (82,8)

>3 20 (44,4)  25(55,6) 7(152) 39(84.,8) 4 (8,5) 43 (91,5) 0 41 (100,0) 11 (24,4) 34 (75,6)
Uso de calcado

Sim 56 (32,7)  115(67,3) 11 (6,4) 160 (93,6) 20 (11,7) 151 (88,3) 5(29) 167 (97,1) 33(19,8) 134 (80,2)

Nao 81 (34,5) 154(65.5) 28 (11,8) 209 (88,2) 26 (11,0) 211 (89,0) 10 (4,2)  226(95.8) 36 (15,4) 198 (84,6)

Valores seguidos de letras diferentes em uma mesma coluna sdo significantemente diferentes (P< 0,05).



TABELA 6- Frequéncia de parasitas intestinais em relacdo a parametros alimentares de 431 criancas do municipio de Praténia,

SP, 2007-2009.

Exame de fezes Giardia Cryptosporidium Helmintos Protozoéri.os
Comensais
Variavel
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Procedéncia hortalicas
Horta doméstica 34(27,9)  88(72,1) 9(7,3) 115 (92,7) 12.(9,7)  112(90.3) 1(0,8) 123 (99,2) 18 (14,6) 105 (85.4)
Quitanda/Feira 103 (36,3) 181 (63,7) 30 (10,6) 254 (89.4) 34 (12,0) 250 (88,0) 14(4,9) 270 95,1) 51(18,3) 227 (81,7)
Carne bovina
Crua/Mal passada 11 (44,00 14 (56,0) 1 (4,0) 24 (96,0) 5(20,0) 20 (80,0) 1 (4,0 24 (96,0) 6 (24,0) 19 (76,0)
Cozida 126 (33,1) 255 (66,9) 38(9,9) 345(90,1) 41(9,3)  342(90,7) 14 (3,7) 369 (96,3) 63 (16,8) 313 (83,2)
Carne suina
Sim 103 (32,4) 215 (67,6) 30 (9,4) 290 (90,6) 33(10,3) 287 (89,7) 12.(3,8) 308 (96,3) 54 (17,3) 259 (82,7)
Nio 34 (38,6) 54 (61,4) 9 (10,2) 79 (89,8) 13 (14,8)  75(85,2) 3334 85 (96,6) 15 (17,0) 73 (83,0)
Carne de caca
Sim 7 (31,8) 15 (68,2) 29,1 20 (90,9) 29,1 20 (90,9) 1(4,5) 21 (95,5) 3 (13,6) 19 (86,4)
Nio 130 (33,9) 254 (66,1) 37(9,6) 349 (90,4) 44 (11,4) 342 (88,6) 14 (3,6) 372 (96,4) 66 (17,4) 313 (82,6)




Os resultados da analise multivariada estdo apresentados na Tabela 7. De
acordo com os resultados foi possivel constatar associagdes significativas entre
fatores de risco e a frequéncia de infeccdo por enteroparasitas, por

Cryptosporidium, por helmintos e por protozoarios comensais.

Com respeito a frequéncia geral de infecgdo por enteroparasitas, a chance
de apresentar-se parasitada, revelou-se seis vezes maior nas criangas que tém
pais e/ou responsaveis nao alfabetizados. Quanto as criangas cujos pais € ou
responsaveis eram alfabetizados, esse risco foi de 1,9 vezes se os pais tinham até
cinco anos de escolaridade, quando comparados com criangas cujos pais tinham

mais de 11 anos de escolaridade.

Quanto aos protozoarios comensais, constatou-se que a chance de
ocorréncia destas infecgdes é maior nas meninas (OR=2,42) e naquelas cujos pais
e/ou responsaveis nao sao alfabetizados (OR=6,79). Fato semelhante foi
observado nas infecgbes por helmintos, cujo risco foi 12,2 vezes quando os

responsaveis pelas criangas nao eram alfabetizados.

Também, o analfabetismo foi determinante na freqiiéncia de infec¢des por
Cryptosporidium, pois criangas cujos pais e/ou responsaveis ndo sao alfabetizados
tém maior chance (OR=5,88) de terem a infecgdo, bem como naquelas com idade

menor de cinco anos (OR= 7,24).



TABELA 7- Fatores de risco associados a infeccao por parasitas e comensais intestinais em criancas do municipio de Pratania,

SP, 2007-2009.

Exame de Fezes

Infeccao Variavel Pos Neg Odds Ratio IC (95%) Valor P
N (%) N (%)
Enteroparasitas Escolaridade (anos)
0 9 (64,3) 5(35,7) 6,0 1,78 - 20,19 0,004
1ab 38 (31,9) 81 (68,1) 1,90 1,02 - 3,53 0,042
6ailf 69 (36,5) 120 (63,5) 1,58 0,84 - 2,97 0,152
Cryptosporidium Idade (anos)
<5 14 (35,0) 26 (65,0) 7,24 2,63-19,94 0,001
5a10 24 (8,6) 255 (91,4) 1,42 0,59 - 3,40 0,435
Alfabetizacao
Sim 41 (10,5) 350 (89,5) 1
Nao 5(35,7) 9 (64,3) 5,88 1,69 - 2,20 0,005
Protozoario Comensal Sexo
Masculino 24 (11,8) 179 (88,2) 1
Feminino 53 (24,1) 167 (75,9) 2,42 1,38 -4,24 0,002
Escolaridade
0 6 (42,9) 8 (57,1) 6,79 1,86 - 24,85 0,004
1ab 23 (19,5) 95 (80,5) 1,98 0,89 -4,43 0,095
6ailf 31(16,3) 159 (83,7) 1,42 0,62 - 3,29 0,410
Helmintos Alfabetizacao
Sim 12 (3,1) 379 (96,9) 1

N&o 4 (28,6) 10 (71,4) 12,2 3,44 - 50,0 0,001




4.3. Tratamento e controle de cura

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

para controle de cura.

Foram realizados 27 exames de controle de cura, com resultado negativo
em 18 desses exames. Nos nove exames que permaneceram positivos, foram
identificados os parasitas: G. duodenalis em quatro exames; E. coli em quatro
amostras, trés das quais anteriormente positivas para esse protozoario. Uma
crianga que apresentava poliparasitismo por E. coli e T. trichiura teve no exame de
controle de cura, além desses, diagndstico positivo para E. vermicularis. A
excecao desta, todas as demais criangas que apresentavam exame inicial positivo

para helmintos negativaram no segundo exame, como descrito na TABELA 8.



TABELA 8- Resultados do primeiro exame de fezes e do exame de controle-de-cura de

27 criangas submetidas a tratamento antiparasitario. Pratania, SP, 2007-2009.

Numero de
criancas

Exame de fezes

Controle de cura

E.coli, T. trichiura

A. lumbricoides, E. nana

A. lumbricoides, E. coli, T. trichiura
G. duodenalis

E. coli, G. duodenalis

A. lumbricoides, T. trichiura,
E. vermicularis

G. duodenalis

E. coli, G. duodenalis

E. vermicularis, G. duodenalis
E. vermicularis, E. coli

E. vermicularis

G. duodenalis, E. coli, E. nana

E. vermicularis, E. coli, T. trichiura

T. trichiura, E. coli, E.vermicularis

E.coli
E. coli
G. duodenalis
G. duodenalis
E. coli
E. coli
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo




4.4. Avaliacao clinica e antropométrica

Das 431 criancas incluidas no estudo, 397 (92,1%) realizaram exame

clinico e antropométrico.

Mediante os valores obtidos durante a aferico das medidas
antropométricas, verificou-se que as médias de peso e altura foram 29,07 (+9,52)
kg e 127,3 (£13,6) cm, respectivamente. Considerando a distribuigao dos 397
escolares em relagdo ao peso, 256 (64,5%) criangas apresentaram peso entre 10
e 30 kg e 142 (35,8%) com peso superior a 30 kg. Quanto a estatura, observou-se
que duas (0,5%) criangas apresentaram altura menor que 100 cm, 219 (55,3%)

com altura entre 100 e 130 cm, € 175 (44,2%) com altura maior que 130 cm.

Para a avaliagdo do desenvolvimento fisico, as medidas de altura e peso
foram transformadas nos indices antropométricos de altura por idade (A/l), peso
por idade (P/l) e peso por altura (P/A), e os respectivos escores-z foram
calculados. Os valores médios dos escores-z de A/l, P/l e P/A foram -0,236

(x1,194), -0,253 (£ 1,334), e -0,589. (£1,83), respectivamente.

As frequéncias dos escores-z para cada indice segundo o sexo e a faixa
etaria estdo apresentados nas Tabelas 9 e 10. Ao analisar os valores de escore-z
em relacdo a sexo (Tabela 9) observou-se que 90,5% dos meninos e 94,7% das
meninas apresentavam valores na faixa de normalidade (= -2 < 2) para o indice
altura por idade (A/l). Ainda para esse indice, em 6,3% (12/189) dos meninos e em
3,9% (8/206) das meninas foram detectados valores abaixo de -2. Para o indicador

peso por idade (P/l), 2,1% (4/188) dos meninos e 1,5% (3/205) das meninas



apresentaram valores menores que -2, enquanto que 87,2% e 91,2%,
respectivamente, dos meninos e das meninas apresentaram valores de escore-z
dentro da normalidade (= -2 a < 2). Por fim, para o indice peso por altura (P/A),
apenas duas meninas (1,5%) apresentaram valores menores que -2. Andlises das
freqUéncias de escores-z para cada indice antropométrico em relagdo ao sexo nao

constataram diferencas estatisticas significativas.

TABELA 9- Frequéncias de valores de escores-z para os indices A/l, P/l e P/A em
relacdo ao sexo das crianga do municipio de Pratania, SP, 2007-2009.

Escore - z
Sexo N Escore-z < -2 Escore-z 2-2< 2 Escore-z > 2
N (%) N (%) N (%)
A-l
Masculino 189 12(6,3) 171 (90,5) 6 (3,2)
Feminino 206 8(3,9) 195 (94,7) 3(1.4)
P-1
Masculino 188 4 (2,1) 164 987,2) 20 (10,7)
Feminino 205 3(1,5) 187 (91,2) 15 (7,3)
P-A
Masculino 168 0 151 (89,9) 17 (10,1)
Feminino 136 2(1,5) 119 (87,5) 15 (11,0)

(A-l:altura por idade, P-l:peso por idade, P-A:peso por altura)

Ao se comparar os trés indices de desenvolvimento fisico com a faixa
etéria, ndo foi identificada nenhuma crianga com idade inferior a cinco anos que
apresentasse valores de escore-z abaixo de -2. Na faixa etéria de cinco a 10 anos,

5,6% (15/267), 1,1% (3/267) e 0,8% (2/248) das criangas, respectivamente para



A/l, P/l e P/A, apresentavam valores inferiores a -2. Ja as criangas com idades
acima de 10 anos, 6,4% e 4,3%, apresentaram escores-z < -2, respectivamente,
para indices A/l e P/l. Para nenhum dos indicadores foi encontrada associagao

significativa entre a freqiiéncia dos escores-z e as variaveis faixa etaria.

As frequéncias dos escores-z para cada indice foram confrontados com

renda familiar e alfabetizagédo e tempo de escolaridade dos pais e/ou responsaveis

das criangas, entretanto as analises ndo evidenciaram associagdes significativas

com essas variaveis.

TABELA 10 - Frequéncias de valores de escores-z para os indices A/l, P/l e P/A em

relacdo a faixa etaria das crianga do municipio de Pratania, SP, 2007-2009.

Escore - z
Idade N Escore-z < -2 Escore-z>-2<2 Escore-z > 2
N (%) N (%) N (%)
A-1
<5 anos 36 0 34 (94,4) 2 (5,6)
5--10 anos 267 15 (5,6) 247 (92,5) 5(1,9)
> 10 anos 94 6 (6,4) 86 (91,5) 2(2,1)
P-1
<5 anos 33 0 30 (90,9) 3(9,1)
5--10 anos 267 3(1,1) 235 (88,0) 29 (10,9)
>10 anos 94 4 (4,3) 86 (91,5) 4 (4,2)
P-A
<5 anos 32 0 29 (90,6) 3(9,4)
5--10 anos 248 2(0,8) 217 (87,5) 29 (11,7)
>10 anos 30 0 29 (96,7) 1(3,3)

(A-I: altura por idade, P-l:peso por idade, P-A:peso por altura)



Na Tabela 11 estdo apresentadas as frequéncias de criangcas com
infeccbes por enteroparasitas, por Giardia, por Cryptosporidium, por helmintos e
por protozoarios comensais em relagao aos indices antropométricos. Ao analisar o
indice de desenvolvimento fisico A/l em funcdo da infecgdo por parasitas
intestinais, constatou-se que 22%, 17,6% e 12,5% das criangas parasitadas,
respectivamente, por Giardia, protozoarios comensais e Cryptosporidium
apresentavam valores de escore-z abaixo de -2, quando comparadas com as
criangas com exame de fezes negativo. Nenhuma criangca parasitada com

helmintos apresentou valores de escore-z abaixo de -2. De acordo com o indice

P/l, 33,3% das criangas infectadas por Giardia e por protozoarios comensais
apresentavam valores de escores-z menores do que -2. Quanto a relagao peso
por altura (P/A), ndo foi identificada nenhuma crianga parasitada com Giardia,
Cryptosporidium ou helmintos que apresentassem medidas de escore-z inferiores

a-2.

As analises das frequéncias de parasitismo intestinal em relagdo a cada
indicador nao revelaram associagdes significativas. Assim, tanto no grupo das
criangas apresentando infecgbes parasitarias como no grupo das criangas
negativas pelo exame de fezes, nao foi constatada qualquer diferenga significativa
em relagdo aos indices antropométricos, inclusive no que se refere ao grupo de
criancas parasitadas que apresentaram indicadores antropométricos com escore-z

< -2.



TABELA 11- Frequéncia dos escores-z para cada indice antropométrico em relacao as criancas parasitadas, Pratania, SP, 2007-

2009.

o Exame de fezes Giardia* Cryptosporidium* Helmintos* PCr(())rtr(n)ezr(:::ils(::

Indices Pos Neg Pos Pos Pos Pos

Ne (%) Ne (%) Ne (%) Ne (%) Ne (%) Ne (%)

A-l

Escore-z < -2 6 (30,0) 14 (70,0) 4(22,2) 2(12,5) 0 3(17,6)

Escore-z >-2<2 127 (34.6) 240 (65,4) 34 (12,4) 41 (14,6) 16 (6,3) 65 (21,3)

Escore-z > 2 3(33,3) 6 (66,7) 0 0 0 2 (25,0)
P-I

Escore-z < -2 3 (42,9) 4 (57,1) 2(33,3) 1 (20,0) 0 2(33,3)

Escore-z >-2<2 121 (34,2) 233 (65,8) 32 (12,1) 38 (14,0) 16 (6,4) 63 (21,3)

Escore-z > 2 12 (34,3) 23 (65,7) 4 (14,8) 4 (14,8) 0 5(17,9)
P-A

Escore-z < -2 1(50,0) 1 (50,0) 0 0 0 1(50,0)

Escore-z >-2<2 91 (33,2) 183 (66,8) 30 (14,1) 32 (14,9) 9 (4,7) 42 (18,7)

Escore-z > 2 13 (40,6) 19 (59,4) 4(17,4) 5 (20,8) 0 5 (20,8)




No que se refere a avaliagdo clinica das criancas, além dos sinais
identificados pelo médico, foram consideradas as informagdes fornecidas pelos
pais e/ou responsaveis quando, em entrevista, foram indagados sobre algumas
manifestagbes ou queixas compativeis com a presenga de parasitas intestinais

nas criancas.

A distribuicdo das frequéncias de parasitismo intestinal em relagdo aos
sinais clinicos coloragdo da mucosa, coloragdo da esclera e manchas na pele esta
apresentada na Tabela 12. O exame clinico revelou que das 397 criancas
examinadas, 40,8% (162/397) apresentaram esclera ocular azulada, 28,2%
manchas na pele (112/397), e apenas, duas criangas apresentaram mucosa
palida. As manifestagcdes ou queixas apresentadas e afirmativamente apontadas
pelos pais incluiram: célica (41,7%), cefaléia (34,3%), prurido anal (31,1%), falta
de apetite (23,3%), flatuléncia (21,1%), obstipacdo (18,9%), manchas na pele
(12,0%), nausea (11,8%), eliminacdo de vermes (9,6%), vomito (6,9%),

indisposig¢ao (6,9%), diarréia (5,4%), febre (3,9%) e emagrecimento (3,2%).

Ao se comparar a presenca dos sinais clinicos associados com a presenca
de infeccdo por enteroparasitas, ndo foi constatada nenhuma associacdo

estatisticamente significativa.



TABELA 12 - Frequéncia de parasitas intestinais em relacdo aos sinais clinicos avaliados de 431 criangcas do municipio de

Pratania, SP, 2007-2009.

Exame de fezes Giardia Cryptosporidium Helmintos P(I;OtOZOéri.OS
omensais
Variavel
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Manchas
Presenca 43 (38,4) 69 (61,6) 12.(9,5) 115 (90,5) 9(7,8) 106 (92,2) 5 (4,6) 104 (95.4) 29 (26,4) 81 (73,6)
Auséncia 95 (33,3) 190 (66,7) 27 (10,0) 243 (86,9) 37 (13,1) 245 (86,9) 10 (3,5) 278 (96,5) 41 (13,6) 246 (86,4)
Mucosa
Corada 135 (34,2) 260 (65,8) 37(9,4) 357 (90,6) 42 (10,6) 353 (89.4) 15(3,8) 380 (96,2) 71(18,3) 318 (81,7)
Nao corada 1(50,0) 1 (50,0) 1(33,3) 2 (66,7) 1 (50,0) 1(50,0) 1(50,0) 1 (50,0) 0(0,0) 3 (100,0)
Esclera ocular
Branca 76 (42,7) 102 (57,3) 24.(9,3) 235(90,7) 25 (10,6) 210 (89.4) 7 (3,0) 228 (97,0) 30 (12,8) 205 (87,2)

Azulada 60 (37,0) 102 (63,0) 14 (7,7) 166 (92,3) 18 (10,8) 149 (89,3) 7(4,2) 158 (95,8) 41 (24,7) 125(75,3)




4.5. Analise molecular de Giardia

45.1. Caracterizacao molecular dos isolados

De um total de 431 amostras de fezes obtidas da populagdo, 131 foram
submetidas a extragcdo de DNA e a amplificacdo dos fragmentos correspondentes
aos genes gdh e tpi, sendo que dessas amostras, 39 e 92, correspondiam a
amostras com exames coproparasitoldégicos positivo e negativo para Giardia,
respectivamente (TABELA 13). Vale comentar que 40 amostras de fezes foram
positivas para Giardia, no entanto o DNA gendmico foi extraido de 39, pois uma
das amostras foi fornecida apenas em quantidade suficiente para o

processamento pelos exames de fezes.

Das 39 amostras positivas, a amplificagdo dos fragmentos de DNA
correspondentes aos genes gdh e tpi produziu banda visivel em 37 (94,9%) e 35
(89,7%) dessas amostras, respectivamente (FIGURAS 1 e 2). Nem todas as
amostras positivas nos exames de fezes foram positivas pelas técnicas baseadas
na amplificagdo do DNA, pois duas amostras nao foram amplificadas por nenhum

dos genes empregados.

Com relagdo as 92 amostras de DNA extraidas de fezes negativas para
Giardia, a eletroforese dos produtos de amplificacdo evidenciou a presenca de
banda em 12 (8,3%) e 33 (35,9%) amostras, respectivamente, para os genes gdh

e tpi (TABELA 13; FIGURAS 1 e 2).



Das 131 amostras, a amplificacdo dos fragmentos génicos de gdh e tpi foi
observada, respectivamente, em 49 (37,4%) e 68 (51,1%) das amostras (TABELA
13). Além disso, apenas em 37 amostras (28,2%) foi possivel obter produtos de
amplificacdo dos fragmentos de ambos os genes, enquanto que 12 (13,0%) e 33
(35,9%) foram amplificadas somente com os primers para gdh e tpi,

respectivamente.

Tabela 13 - Detecgdo de Giardia pela amplificagdo de fragmentos de DNA,
correspondentes aos genes gdh e tpi, em 131 amostras de fezes, identificadas
como positivas e negativas pelos métodos parasitolégicos, de criancas do

municipio de Pratania, SP, 2007-2009.

gdh tpi
Exame de fezes Pos Neg Pos Neg
N (%) N (%) N (%) N (%)
Positivo (n=39) 37 (94,9) 02 (5,1) 35 (87,5) 04 (12,5)
Negativo (n=92) 12 (13,0) 80 (87,0) 33 (35,9) 59 (64,1)

Total (n=131) 49 (37,4) 82 (62,6) 68 (51,9) 63 (48,1)
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Figura 1: Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de
Giardia duodenalis correspondente ao gene gdh (462pb). 1- controle
negativo; 2- padrao de pares de bases; 3 — controle positivo (cepa
axénica); 4 — controle positivo (amostra de fezes humanas); 5,6 e 7 —
amostras de fezes de criangas positivas; 8 e 9 - amostras de fezes de

criangas negativas.
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Figura 2: Eletroforese dos produtos de amplificacdo de DNA de
Giardia duodenalis correspondente ao gene tpi (530pb). 1- controle
negativo; 2- padrdo de pares de bases; 3 — controle positivo (cepa
axénica); 4 — controle positivo (amostra de fezes humanas); 5,6 e 7 —
amostras de fezes de criangas positivas; 8 e 9 - amostras de fezes de

criangas negativas.



4.5.2. Genotipagem dos isolados

Dos 49 produtos de amplificagdo de gdh e dos 68 fragmentos de tpi,

respectivamente, 32 e 21 foram encaminhados para o sequenciamento. Com

y Me o1 TUidlll ulivdalliiiiiiduveo pdaiada U vuvyyuelividlliviitv. Uit -

relagcdo as 64 amostras restantes, a quantificacdo do DNA purificado revelou
concentragdes insuficientes para que pudessem ser submetidas a reagdo de
sequenciamento. Mesmo assim, dos produtos amplificados, as seqiéncias de
nucleotideos dos fragmentos dos genes gdh e tpi foram determinadas em 26
(26/32) e em 16 amostras (16/21), respectivamente. As sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias do mesmo /ocus (sequéncias homélogas) obtidas
para os principais grupos genéticos de G. duodenalis e previamente depositadas

no GenBank.

No que se refere ao gene gdh, a andlise das sequéncias dos produtos
demonstrou que dos 26 isolados, 16 (61,5%) pertenciam ao gendtipo A e 10
(38,5%) ao gendtipo B (TABELA 14 e FIGURA 3). Dos 16 isolados caracterizados
como gendtipo A, 13 foram classificados como subtipo All e, apenas trés
agrupados como subtipo Al. No que se refere aos isolados identificados como

gendtipo B (10/26), quatro foram agrupados como subtipo Blll e seis como BIV.

Para o gene ipi (TABELA 14 e FIGURA 4), as andlises demonstraram que
dos 16 isolados, nove (56,2%) foram identificados como genétipo A, das quais
duas pertencentes ao genoétipo Al e sete ao genétipo All. Com relagcdo as
seqgliéncias agrupadas como gendétipo B (7/16), duas foram identificadas como Bl

e cinco como BIV (TABELA14). Em um dos isolados identificados como genétipo

-
-
-
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B, as sequéncias dos genes gdh e tpi, foram discordantes em relagdo ao subtipo,

sendo identificadas como Blll e BIV, respectivamente.

Das amostras analisadas, as sequéncias de 11 fragmentos foram
igualmente determinadas para gdh e ipi, e 0s genétipos identificados foram
confirmados por ambos os marcadores. Assim, em relagao a essas seqliéncias o
agrupamento dos isolados em gendtipos A ou B foi coerente nas analises para os
dois genes. Ao final das analises, pode-se confirmar que de 31 produtos
seqlenciados, 20 foram classificados como genétipo A e 11 como genétipo B._ Em

nenhum dos isolados foi detectada infeccao mista (A+B) pelos dois gendtipos.

TABELA 14- Gendtipos dos isolados de Giardia obtidos das crian¢cas do municipio
de Pratania, e identificados a partir da analise de sequéncias dos fragmentos dos

genes gdh e Ipi.

Locus N2 total subtipos
gendtipo A
gdh 16 Al (3) All (13)
toi 9 Al (2) All (7)
gendétipo B
gdh 10 BIIl (4) BIV (6)
toi 7 BIII (2) BIV (5)*

* Uma amostra (241) foi identificada como do subgrupo Blll pelo gene gah e como BIV pelo gene tpi.
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Figura 3: Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento de 432 pb das
sequéncias do gene gdh de isolados de Giardia de criangas do municipio de
Pratania e de sequéncias depositadas no GenBank. A reconstrugcao foi realizada
pelo Programa Mega 4.1, com o emprego do Método Neighbor-Joining, do modelo

de maxima verossimilhanga, obtidos apds 1000 simulagoes.
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Figura 4- Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento de 530pb das
sequéncias do gene ipi de isolados de Giardia de criangas do municipio de
Pratania e de sequéncias depositadas no GenBank. A reconstrucao foi realizada
pelo Programa Mega 4.1, com o emprego do Método Neighbor-Joining, do modelo

de maxima verossimilhanga, obtidos apds 1000 simulagoes.



4.5.3. Associacao entre os genotipos de Giardia e variaveis
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4.6 Comparacao de técnicas empregadas para o diagnostico

parasitologico.

Na Tabela 16, estdo apresentados os resultados do calculo de sensibilidade
das técnicas utilizadas para o diagnéstico de infecgdes por parasitas intestinais em

431 criancas e os valores de concordancia (indice Kappa) entre essas técnicas.

Os calculos de sensibilidade revelaram que para o diagnéstico de infecgédo
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. { Excluido: e especificidade J

flutuagdo (CF), TF-test® (TF), e andlise de concordancia (Kappa) entre elas,
utilizadas no diagnéstico de infecgdes por parasitas intestinais em 431 criangas no

municipio de Pratania, SP, 2007 — 2009.

"~ Excluido: {
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Parasita
CF (% TF (% kappa
Giardia duodenalis 100 75 0,85
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No que diz respeito a deteccdo de Giardia em amostras de fezes, os
valores de concordancia (indice Kappa) entre o exame microscépico e as reagdes
baseadas na PCR estdo apresentados na Tabela 17. Os indices de concordancia
foram baixos quando se comparou o exame microscopico e a amplificagcdo pelo
gene Ipi (0,44), no entanto a concordancia € maior quando se compara com a
amplificagdo pelo gene gdh (0,76). Ja a concordancia entre os dois genes foi
apenas de 39%. Em relagdo a concordancia entre o exame microscopico (EM) e
as técnicas moleculares (TM) empregadas, o valor de k obtido (0,42) reflete uma

concordancia fraca entre os métodos.



TABELA 17: Resultado dos calculos dos indices de concordancia (Kappa) entre
as técnicas de diagndstico microscépico (EM) e de amplificacdo de DNA (TM) dos

genes gdh e Ipi , utilizadas no diagnéstico de infecgbes por parasitas intestinais.
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Parasita EM x gdh EM x tpi gdh x tpi EMxTM
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5. DISCUSSAO

A despeito da importdncia em saulde publica e da disponibilidade de
estratégias para o controle, as enteroparasitoses sdo enfermidades ainda
negligenciadas, especialmente, nas regides em desenvolvimento do mundo.
Nessas areas, a marcante desigualdade socioeconémica aliada ao processo de
crescimento desordenado faz com que uma grande parcela da populagdo néo
tenha acesso a beneficios sociais basicos tais como saneamento, assisténcia a
salde, educagao, alimentacdo, moradia e trabalho. Embora as parasitoses
intestinais possam acometer individuos de todas as idades, criangas em idade
pré-escolar e escolar sdo mais suscetiveis a essas infeccbes, devido a

imaturidade do sistema imune e deficiéncia quanto as praticas de higiene.

Entre as parasitoses diagnosticadas na populacdo estudada, as infeccbes
causadas por protozodrios foram mais prevalentes (38,3%) do que as infecgdes
helminticas (3,7%). No presente estudo, chama a atencdo as baixas freqiéncias
de infecgbes pelos geohelmintos Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura e a
auséncia de infecgbes por Strongyloides stercoralis e ancilostomideos. No
entanto, observagdes similares tém sido registradas em outros estudos recentes

disponiveis na literatura ®'- %%,

Ainda hoje, nos municipios mais pobres do pais, as geohelmintoses sao
freqientemente diagnosticadas e representam importante causa de morbidade na
populagdo infantil. A alta prevaléncia e ampla distribuicdo dos geohelmintos
depende fundamentalmente da presenca de individuos infectados, da

contaminagdo fecal do solo, das condigbes ambientais favoraveis ao



desenvolvimento das formas infectantes e do contato dos individuos com o solo
contaminado®. Diante disso, nas comunidades em que as intervencdes

direcionadas a eliminagdo adequada dos dejetos humanos e melhorias no

abastecimento de agua, a redugao das geohelmintoses pode ser substancial.

Assim, durante a execugao do projeto, em visitas realizadas aos domicilios
das criancas, foi possivel constatar que apesar de precarias, as habitacdes tém
banheiro com vaso sanitario e que os dejetos humanos séo langados ou na rede
publica de esgoto ou em fossas. Além dessa observacao, durante as entrevistas
realizadas para o preenchimento dos questionarios, os responsaveis pelas
criangas, com frequéncia, relatam o uso dessas instalacdes. Estes fatos, muito
provavelmente, explicam a baixissima freqiiéncia ou auséncia de infecgbes por

parasitas cujas formas infectantes se desenvolvem no ambiente.

Além de A. lumbricoides e T. trichiura, Enterobius vermicularis foi outro
helminto diagnosticado nessa populacdo (2,3%). Vale destacar que o encontro de
ovos em amostras de fezes foi inesperado, pois no presente estudo nao foi
empregada metodologia especifica para a pesquisa deste parasita. As técnicas
coproparasitolégicas utilizadas ndo se aplicam para o diagnéstico deste helminto,
pois os ovos eliminados pelas fémeas aderem-se a regido perianal do hospedeiro
e, por isso, raramente sdo detectados nas fezes, salvo quando a carga parasitaria
€ elevada. Por se tratar de um parasita cujo desenvolvimento ndo depende do
solo, pois 0s ovos eliminados ja sédo infectantes, em especial em criangas, as
taxas de infecgdo sado significativamente mais altas quando se emprega método

especifico para o diagnéstico. Com isso, a semelhanca do que se observa na



maioria dos levantamentos epidemiol6gicos, a prevaléncia de E. vermicularis foi

subestimada nessa populagéo % %%

No que se refere as protozooses intestinais, Giardia (9,3%) e
Cryptosporidium (11,2%) foram os protozoarios patogénicos mais comumente
detectados nas criancgas, a semelhanga do que tem sido registrado em inquéritos
coproparasitolégicos realizados no Brasil e em outros paises ® ® ° Estudos
recentes realizados no Brasil reportam que as taxas de prevaléncia de infecgao
por Giardia em criangas tém variado entre 5,0 e 29% %' 82 8% 8 _Com respeito a
Cryptosporidium, maior ocorréncia de parasitismo tem sido observada em
criangas, em particular, com idade entre um a cinco anos, podendo as

prevaléncias variar de 1,1% a 15% 9 8 8. 91

. Vale ressaltar que, a prevaléncia
dessa protozoose ainda é subestimada, ja que a pesquisa de Cryptosporidium nao
¢é feita na maioria levantamentos coproparasitolégicos. Isto se explica pelo fato de
que, o diagnéstico deste parasita depende da identificacdo de oocistos em
esfregacos fecais submetidos a coloragé@o alcool-acido-resistente, que por ser um

procedimento mais laborioso, geralmente ndo é incluido na maioria dos inquéritos

coproparasitolégicos.

Com relacédo a esses protozoarios, € amplamente sabido que sdo parasitas
que causam diarréia e outras desordens entéricas, principalmente em criangas. A
ubigliidade e a transmissdo acidental pela ingestdo das formas infectantes junto
com a &agua e com alimentos contaminados, sendo também favorecida a
transmissao direta, pessoa-a-pessoa, sao fatores que contribuem para que esses

protozoarios sejam freqlientes nas populagdes. Considerando que, cistos de



Giardia e oocistos Cryptosporidium ja sao infectantes ao serem eliminados nas
fezes do hospedeiro, esta caracteristica biologica torna propicia a transmissao
pesso-a-pessoa, mesmo em populagbes que dispdem de melhorias no

abastecimento de agua e saneamento basico.

Além dos protozoarios patogénicos, infecgoes por protozoarios comensais
(Entamoeba coli, Endolimax nana e Blastocystis hominis) foram detectadas em
17,9% das criangas. A despeito desses organismos ndo serem patogénicos, a
detecgéo na populacdo é um dado relevante, pois € um indicador das condigbes
higiénico-sanitarias, especialmente no domicilio, sinalizando a ocorréncia de
contaminagdo fecal e a possibilidade de transmissdo de patdégenos cuja via de

infeccao também é fecal-oral.

No presente trabalho, a prevaléncia de parasitas intestinais registrada em
criangas com idade de trés a 15 anos e matriculadas nas escolas municipais de
Pratania foi de 33,9%. Embora Pratinia esteja incluido entre os municipios
paulistas que apresentam baixos niveis de riqueza, em termos de infraestrutura
sanitaria, 100% da populagao urbana dispéem de sistemas de abastecimento de
agua e rede de esgoto, enquanto que na zona rural o abastecimento é feito com

agua de pogos artesianos e os dejetos humanos sao langados em fossas.

Embora, nas Ultimas décadas, a andlise de estudos epidemiolégicos
realizados em diferentes regides do pais evidencie uma redugao na prevaléncia de
enteroparasitas, taxas de infecgao de cerca de 30% ainda tém sido registradas em
algumas areas com indices privilegiados de desenvolvimento®. Estas informagées

aliadas a prevaléncia de enteroparasitas registrada na populagéo estudada



reforcam o fato de que melhorias nos servigos de abastecimento de agua e
esgotamento sanitario influenciam diretamente as taxas de prevaléncia,
especialmente, das infeccdes causadas por parasitas cujos ciclos biol6gicos
envolvem uma fase no meio ambiente 3. Esta situacéo foi claramente evidenciada
no presente estudo, haja vista que a taxa de prevaléncia de infecgbes por

geohelmintos foi marcantemente baixa na populacao estudada.

QOutra constatagédo importante, relacionada a mudanga de habitos e também
a intervengao do poder publico nas questdes sanitarias, diz respeito a auséncia de
infeccbes por Taenia sp. Isso se explica pelo fato da maioria das pessoas nao
cultivarem o habito de comer carne crua ou mal passada e da disponibilidade de
produtos de origem animal proveniente de estabelecimentos com inspecéo

sanitaria federal.

Por outro lado, vale destacar que, mesmo que uma prevaléncia de 33,9%
seja inferior as taxas constatadas em &reas socioeconomicamente menos
favorecidas, este dado é importante, pois reflete a exposicdo dessas criangas a
outras condigdes que favorecem a transmissdo das parasitoses em comunidades
onde ha uma infra-estrutura sanitaria eficiente. Esta situagcdo €& evidente no
municipio de Pratania, onde parasitas como Giardia, Cryptosporidium, Enterobius
e protozoarios comensais foram 0s mais prevalentes nas criancas que
participaram do estudo. Como mencionado anteriormente, todos esses
organismos quando eliminados nas fezes j& se encontram aptos a infectar o
hospedeiro. A elevada taxa de infecgao por protozodrios revela a necessidade da

adocao de medidas educativas permanentes dirigidas as criangas e as familias.



Entre elas, fortalecer o habito de lavar as maos, que parece ser muito pouco
cultivado na comunidade, mesmo entre os individuos de condigdo social mais
elevada. Segundo ESREY® e colaboradores,, as intervengdes direcionadas a
eliminagao adequada dos dejetos humanos e melhorias no abastecimento de agua
sdo de extrema importancia para reduzir a disseminagao dos parasitas intestinais,
entretanto, podem exercer impactos positivos mais expressivos sobre a salude da
populagdo se associadas a outras medidas higiénico-sanitarias, como por

exemplo, praticas de higiene domiciliar.

Diante dessas consideragdes € inegavel que, a melhoria das condigbes de
saneamento basico e de abastecimento de agua aliada as boas praticas de
higiene no ambiente doméstico é determinante para a reducdo das infecgbes por
enteroparasitas. Entretanto, o maior acesso a medicamentos antiparasitarios de
largo espectro é outro fator que deve ser inserido neste contexto. Diante da
disponibilidade de medicamentos eficazes contra a maioria das infec¢bes por

parasitas intestinais, tem sido frequente a prescricdo dessas sem a solicitagao

prévia de um exame coproparasitologico.

No Brasil, criangas de comunidades de baixa renda, geralmente, quando
atendidas nos postos de salde, recebem prescricdo médica para o tratamento
com anti-helmintico. Atualmente, o medicamento mais utilizado tem sido o
albendazol, um derivado dos benzimidazéis, que também tem atividade
comprovada sobre o protozoario Giardia. Este fato pode reforgar a redugao das
enteroparasitoses, principalmente causadas por helmintos, observada no presente

estudo e corroboradas por diferentes autores em investigacdes realizadas em



outras localidades do pais ' & 8

. Todavia, vale ressaltar que, o tratamento
antiparasitario apresenta limita¢cdes quando as condi¢cdes de saneamento basico e

de abastecimento de agua persistem ineficientes.

Se por um lado o acesso mais facil aos medicamentos antiparasitarios tem
contribuido para a reducdo das taxas de prevaléncia das enteroparasitoses,
muitas vezes, a droga e os esquemas de tratamento propostos pelos servicos de
salde nao promovem a eliminagéo eficiente de todos os parasitas. No presente
estudo, o levantamento coproparasitolégico, além de revelar a real situagdo das
parasitoses intestinais na populagéo estudada, identificou as criangas parasitadas,
permitindo assim, o ftratamento e, com isso, a eliminacdo de fontes de
contaminagao para outros individuos e para o meio ambiente. De 53 criangas que
foram diagnosticadas parasitadas por Giardia, E. vermicularis, A. lumbricoides,
Trichuris trichiura e H. nana foi providenciado o tratamento antiparasitario e aos
responsaveis foi solicitada a colheita de uma segunda amostra de fezes, 21 ou 30
dias ap0s o tratamento, para a realizagao do controle de cura. No entanto, apenas
27 exames de controle de cura foram realizados, dos quais nove ainda
permaneceram positivos, inclusive, quatro deles com Giardia e um com E. colie T.
trichiura e E. vermicularis. Esta situagdo pode estar associada a alguns fatores,
entre os quais destacam-se falha do esquema terapéutico, o ndo uso da droga
recomendada e a possibilidade de ter ocorrido reinfecgdes no periodo entre o

tratamento e o controle de cura.

As analises preliminares das freqiéncias de infecgbes por parasitas

intestinais considerando os dados epidemiolégicos levantados por meio do



preenchimento de um questionario revelaram algumas associagdes que merecem
destaque. No que diz respeito aos dados biométricos, foi possivel observar que a
freqUiéncia de infecgbes por enteroparasitas foi maior no grupo de criangas com
idade inferior a cinco anos, assim como no grupo de criangas com menos de 10 kg
de peso. Ao considerar os parasitas isoladamente, as andlises revelaram
associagao significativa entre infeccao por Cryptosporidium e idade e altura, sendo
que neste caso as associagoes foram estatisticamente significativas em relagdo as

criangas com menos de cinco anos, e estatura entre 100 € 130 cm.

Confrontando essas situagdes, observa-se que a frequéncia de parasitismo
foi significativamente maior em criancas de baixa idade. Ndo ha duvidas de que as
criancas, de modo geral, estdo mais expostas as infecgcdes por parasitas
intestinais, entretanto, & importante chamar a atengao para o fato de que, as taxas
de infeccdo podem variar de acordo com a faixa etaria. Normalmente as criancas
com idade entre um e cinco anos estdo mais expostas, pois nessa faixa etaria,
além da imaturidade do sistema imunolégico e a deficiéncia dos habitos basicos
de higiene, as criangas ja tém maior poder de deslocamento, podendo circular por
ambientes contaminados. Todavia, com o aumento da idade, ha uma tendéncia de
redugdo na freqiéncia de parasitismo, pois além do desenvolvimento do sistema
imune, o amadurecimento cognitivo das criangas permite maior assimilacdo dos
preceitos basicos de higiene. Essa reducao pode ser evidenciada, mesmo em

populagdes residentes em areas onde as condigbes ambientais aumentam o risco



de infecgdes, pois as praticas educativas, quando bem aplicadas, levam as

criangas a adquirirem os conhecimentos para a prevencgao enteroparasitoses.

Giardia e Cryptosporidium sao parasitas que acometem, principalmente,
criangas de um a cinco anos de idade, sendo que esta relagdo tem sido reportada

em outros estudos & 929

. Esta ocorréncia pode ser explicada pelos mesmos
fatores comentados anteriormente e, mais, pelo fato de que a transmisséo pessoa-
a-pessoa por meio das maos sujas € um dos principais mecanismos que garantem

a disseminacao destes parasitas entre criangas.

Com respeito as condigbes sécio-econdmicas, a analise dos dados revela
que a frequéncia geral de parasitas intestinais € mais elevada em criangas cujos
pais e/ou responsaveis ndao sado alfabetizados. Da mesma forma, essa diferenga
foi estatisticamente significativa para a prevaléncia de infecgdes helminticas. Além
disso, associagbes significativas foram evidenciadas entre a escolaridade e as
freqUéncias de infecgdo por parasitas intestinais, por helmintos e, isoladamente,
pelos protozodrios comensais e Cryptosporidium. Em todas essas situagbes as
infeccbes foram mais prevalentes nas criangas cujos pais e/ou responsaveis
possuiam menor nivel de escolaridade. Estas observagdes concordam com os

resultados apresentados em outros estudos 3 °

, € mais uma vez reforcam a
relevancia da educacdo dos pais na saude das criancas, o que se traduz pelo
maior cuidado dos responsaveis, principalmente em decorréncia do conhecimento

e aplicagdo das medidas de prevencdo. Segundo alguns autores, a melhoria do

nivel de escolaridade dos responsaveis, independentemente do aumento da renda



familiar, pode justificar redugcdo significativa na prevaléncia das

enteroparasitoses® .

Deficiéncias no desenvolvimento fisico e no crescimento ponderal das
criangas podem ser detectadas por meio dos indicadores antropométricos, sendo
que segundo a Organizagdao Mundial da Saude, a baixa relacdo entre peso por
altura (P/A < -2) é considerada um indicador de ma nutricdo, enquanto o baixo
indice de altura por idade (A/l < -2) se relaciona com ma nutricdo decorrente de
baixo poder econémico do individuo ou por condigbes adversas, como doenga

cronica, inclusive por parasitas intestinais *.

A despeito de muitos autores concordarem que as enteroparasitoses

. A . . .. . ga . 2,94 p

exercem uma influéncia negativa sobre o estado nutricional na infancia , ha
investigadores que n&o consideram que essas infecgbes sejam um fator

determinante de desnutricdo, % %

. Com respeito a Giardia, também nao ha um
consenso quanto a associacao da infecgdo por este parasita e o estado nutricional
na infancia. Recentemente, em estudos realizados no Brasil, ha autores que

demonstram a relagdo entre a infecgao por Giardia e baixos indices peso/idade e

97, 92 87

altura/idade , enquanto outros pesquisadores ndo observam qualquer
diferenga nos indices antropométricos quando se comparam as criangas com

infeccdo com aquelas nao parasitadas.

Nao obstante as observagdes conflitantes, &€ consenso que juntamente com
as condicbes sanitarias e soécio-econdmicas em que vivem as criangas, as
infeccbes por parasitas intestinais podem contribuir para o desenvolvimento fisico

deficitario. Vale destacar que a desnutricao e as altas taxas de infecgdes por



parasitas intestinais, geralmente coexistem em regides economicamente
desfavorecidas onde as populagbes vivem em ambientes desprovidos de
infraestrutura sanitaria e tém dificuldade de acesso aos servicos de salde e de

educacao.

Durante a realizagdo do projeto, ao constatar as condigdes precarias em
que vive a maioria das criangas, especialmente em relagédo a higiene doméstica, a
baixa renda familiar e a pouca escolaridade dos responsaveis, a principio criou-se
a expectatva de que nessa populagdo as infecgbes parasitarias
pudessem,interferir no desenvolvimento fisico das criangas. No entanto, no
presente estudo mais de 90% dos escolares apresentaram os indices A/l, P/l e
P/A na faixa de normalidade, mesmo aquelas criangas infectadas por helmintos,
Cryptosporidium e Giardia. Dessa forma, tanto no grupo das criangas
apresentando infecgbes parasitarias como no grupo das criangas negativas pelo
exame de fezes, ndo foi constatada qualquer diferenga significativa em relacdo
aos indices antropométricos, inclusive no que se refere ao grupo de criangas
parasitadas que apresentaram indicadores com escore-z < -2. Muito embora,
cerca de 60% das criancas vivam em familias com renda mensal inferior a R$
1000 e estejam sob a responsabilidade de individuos com menos de cinco anos
de escolaridade, alguns fatores poderiam ser levados em consideragdo para
explicar a auséncia de associacao entre parasitismo intestinal e desenvolvimento

fisico.

Primeiramente, todas as criangas matriculadas nas escolas do municipio

dispdéem de merenda escolar, que consiste de duas refeigcbes por periodo, ou



mesmo até trés refeigbes, caso a crianga freqliente a escola em periodo integral.
Assim, a merenda escolar que € preparada sob a supervisdo de nutricionista,
garante as criangas parte importante das necessidades nutricionais diérias, o que
para a maioria ndo seria possivel em suas residéncias. Somando-se a
disponibilidade de merenda escolar, as criangcas tém acesso aos servicos de
salde, seja pelo atendimento no posto de salde local ou em outros municipios da
regido, principalmente em Botucatu. Para o atendimento fora do municipio, a
populagdo conta com o servigo de transporte municipal. Além desses aspectos,
vale chamar a atengéo para as baixas freqiéncias de parasitismo por helmintos
nessa populacdo, especialmente, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e
ancilostomideos, infecgdes que podem estar associadas a quadros de anemia a

anemia ferropriva em criangas °.

No diagnostico das infecgbes parasitarias, a utilizacdo de métodos
laboratoriais especificos e sensiveis é requisito para que a identificacdo do
parasita seja feita com precisdo, tanto no diagndéstico individual como nos estudos
epidemiolégicos. Atualmente, nos estudos de prevaléncia de infecgbes por
parasitas intestinais, além dos métodos convencionais que se baseiam na
identificacdo microscépica dos parasitas, técnicas de biologia molecular tém sido
empregadas em levantamentos epidemiol6gicos. De acordo com alguns autores,
os métodos moleculares, em particular os procedimentos baseados na PCR, tém
permitido que os dados de prevaléncia sejam obtidos com maior precisdo quando
comparados com os métodos convencionais “°. A despeito disso, em muitas
situagbes, os métodos coproparasitolégicos ainda constituem as técnicas de

escolha, principalmente, pela simplicidade, sensibilidade e baixo custo.



Dessa forma, quando se avalia um método diagnédstico é importante definir
as caracteristicas quanto ao desempenho e a adequagao que a técnica deva
atender, para que possa ser empregada em certas circunstancias
epidemiolégicas. Assim, para definir as vantagens e limitagdes de se empregar
uma técnica isoladamente ou em associagdo com outras é importante determinar

a sensibilidade e a especificidade dos métodos*®.

No presente estudo, em relagao as técnicas de centrifugo-flutuagao (CF) e
o kit TF-Test® , empregadas para o diagndstico coproparasitolégico de
enteroparasitas, pode-se constatar que a técnica de CF foi mais sensivel na
deteccao de infeccdes por protozoarios como Giardia e amebas comensais. Por
outro lado, o kit TF-Test® demonstrou maior sensibilidade na deteccdo das
infeccbes por helmintos. Provavelmente, essas diferencas estdo relacionadas ao
principio de cada método. Assim, a técnica de CF que se baseia na concentracao
por flutuacdo é adequada para a pesquisa de formas parasitarias mais leves,
como cistos de protozoarios. No caso do TF-Test®, o método se baseia na
concentragdo por sedimentagéo, permitindo a detecgdo mais eficiente de formas
mais densas como 0s ovos de helmintos. A despeito dessas diferengas, ambas as
técnicas permitiram o diagnéstico de todos os parasitas intestinais na populagdo
estudada. As andlises revelaram ndo haver diferenga significativa entre as

sensibilidades dos métodos no diagnéstico de todos os parasitas intestinais nessa

populagédo e uma concordancia de 85% entre os dois métodos.

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

de exames coproparasitolégicos, a prevaléncia de infeccao nas criangas, técnicas



baseadas na PCR foram empregadas para a deteccao deste parasita na
populacdo e para a caracterizagdo genotipica dos isolados obtidos nestas
infeccbes. Para isso, amostras positivas e amostras negativas para cistos de
Giardia foram submetidas a amplificagdo das seqtiéncias de DNA, empregando-se
dois dos marcadores mais comumente usados nos estudos de genotipagem deste
protozoario, os genes gdh e Ipi, que respectivamente, codificam as enzimas
glutamato-desidrogenase (gdh) e triose-fosfato-isomerase (fpi). Assim, de 39
amostras positivas para Giardia pelo exame de fezes, nem todas foram positivas
pela PCR, uma vez que 37 e 35 dessas amostras foram amplificadas,
respectivamente, pelos genes gdh e fpi. Além disso, de 92 amostras negativas,

produtos de amplificagdo foram obtidos em 33 delas.

Apesar das técnicas moleculares oferecerem vantagens em relacdo aos
métodos convencionais por apresentar maior sensibilidade e especificidade, essas
discrepancias sao observadas e tém sido reportadas por outros pesquisadores em

estudos com diferentes organismos, inclusive com Giardia 5% % 6968 %9 E

um
consenso entre os autores que, muito possivelmente, a ocorréncia desses casos
de falso-negativos esta associada a fatores que podem determinar a auséncia ou
deficiéncia de DNA na amostra a ser submetida a extracdo e a amplificagcdo do
material genético. Entre os possiveis fatores envolvidos, a presencga de inibidores

nas fezes parece ser o que mais interfere na eficiéncia das técnicas baseadas na

PCR, e com isso, levar a ocorréncia de falso-negativos.

A presenga de inibidores nas amostras fecais pode interferir na interagéo do

DNA com a DNA polimerase inibindo a reagé&o de amplificagéo, e com isso, reduzir



significativamente a sensibilidade da PCR. Diferentes substancias presentes nas
fezes podem atuar como inibidores e, entre essas substancias, destacam-se os
polissacarideos complexos, sais biliares, bilirrubina e produtos da degradacao de
hemoglobina ®. Em se tratando de fezes, além da diversidade de inibidores, a
concentragdo dessas substancias na amostra varia em fung¢ao da consisténcia das

fezes, da dieta, da flora intestinal e das condicdes de satde do hospedeiro®.

Para minimizar o efeito dos inibidores de DNA, uma das alternativas é o
emprego de kits comerciais de extragdo que incluem colunas (spin columns) para
a purificagdo do DNA. A extracdo por meio de desses kits pode reduzir a
quantidade de inibidores de PCR, além do que possibilita maior rendimento na
obtencdo do DNA da amostra. No presente estudo, mesmo empregando este tipo
de kit de extragdo, a ocorréncia de falso-negativos ndo foi eliminada e a
amplificacdo dos fragmentos correspondentes aos genes gdh e ipi foi observada
em 94,9% e 89,7% das amostras, respectivamente. Situagdes similares tém sido
reportadas em outros estudos, cujos protocolos incluem a extragdo do DNA em
colunas. Recentemente, em dois estudos diferentes, os autores relatam a
possibilidade de amplificagdo do fragmento alvo em apenas 70% das amostras de

fezes positivas para Giardia ** .

Além da presenca de inibidores, outros fatores como nimero de cistos nas
fezes, dificuldade na ruptura dos cistos para liberacdo do material genético e

aspectos relacionados a coleta, conservagdo e processamento das amostras

podem colaborar para a redugéo da eficiéncia da PCR.



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

fezes.

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

volume reduzido de fezes, essas perdas podem ser mais significativas.



Além das limitagdes inerentes a baixa concentracao de cistos nas fezes, ha
que se considerar que a lise dessas formas é, também, um fator determinante
para a obtencdo do DNA gendmico. Assim, a mesma resisténcia que a parede
cistica confere aos cistos contra as adversidades do meio ambiente, dificulta a
ruptura dessas formas para liberar o material genético a ser purificado. Dessa
forma, para garantir um melhor rendimento na obtencdo do DNA, as amostras
foram submetidas a um procedimento de choque térmico, previamente ao
processamento pelo kit de extracdo. Entre as possiveis alternativas que sao
empregadas para esse fim, esse processo fisico € uma das mais indicadas e
consiste em alternar ciclos de congelamento em nitrogénio liquido (-196°C) e
descongelamento em banho-maria a temperaturas até 95°C. Esta conduta
apresenta resultados satisfatorios, mas nao significa que 100% dos cistos sao
rompidos, o que depende, por exemplo, do nimero de ciclos, da temperatura para
descongelamento, do tempo de duragao de cada ciclo e também, do nimero de

cistos presentes na amostra.

O fato das técnicas baseadas na PCR apresentarem alta sensibilidade
demanda atencao em relagdo a maior possibilidade de resultados falso-positivos.
No presente estudo, de 92 amostras com exame coproparasitolégico negativo
para Giardia, produtos de amplificacdo foram obtidos em 33 (35,9%) delas.
Considerando, que a ocorréncia de falso-positivos, na maioria das situagoes, esta
associada com a contaminagdo por amplicons, medidas preventivas foram
adotadas, especialmente, em relacdo ao material utilizado e aos locais destinados
para a realizagdo das reagbes. Além da adogdo sistematica de medidas

preventivas, em cada bateria de reac¢des foi incluido como controle da



contaminagdo, uma amostra sem DNA. Em todas as baterias, os resultados do
controle foram reprodutiveis, tornando remota a possibilidade de que a detecgéo
de DNA nas amostras negativas fosse decorrente de contaminagao por amplicons.
Mediante a essas consideracoes, 0s possiveis casos falso-positivos poderiam ser
atribuidos a baixa concentracdo de cistos nas amostras de fezes, dificultando e

subestimando a detecgao da infecgao pelo exame microscépico.

No que diz respeito a Giardia, no presente estudo, além de avaliar por meio
de exames coproparasitolégicos, a prevaléncia de infec¢do nas criangas, técnicas
baseadas na PCR foram empregadas para a deteccao deste parasita na
populacdo e para a caracterizagdo genotipica dos isolados obtidos nestas
infecgdes. Para isso, amostras positivas e amostras negativas para cistos de
Giardia foram submetidas a amplificagdo das seqtiéncias de DNA, empregando-se
dois dos marcadores mais comumente usados nos estudos de genotipagem deste
protozoario, os genes gdh e Ipi, que respectivamente, codificam as enzimas
glutamato-desidrogenase (gdh) e triose-fosfato-isomerase (fpi). Assim, de 39
amostras positivas para Giardia pelo exame de fezes, nem todas foram positivas
pela PCR, uma vez que 37 e 35 dessas amostras foram amplificadas,
respectivamente, pelos genes gdh e fpi. Além disso, de 92 amostras negativas,

produtos de amplificagdo foram obtidos em 33 delas.

Apesar das técnicas moleculares oferecerem vantagens em relagcdo aos
métodos convencionais por apresentar maior sensibilidade e especificidade, essas
discrepancias sao observadas e tém sido reportadas por outros pesquisadores em

estudos com diferentes organismos, inclusive com Giardia ** %°%*%° E um



consenso entre os autores que, muito possivelmente, a ocorréncia desses casos
de falso-negativos esta associada a fatores que podem determinar a auséncia ou
deficiéncia de DNA na amostra a ser submetida a extracdo e a amplificagcdo do
material genético. Entre os possiveis fatores envolvidos, a presencga de inibidores
nas fezes parece ser o que mais interfere na eficiéncia das técnicas baseadas na

PCR, e com isso, levar a ocorréncia de falso-negativos.

A presenga de inibidores nas amostras fecais pode interferir na interagéo do
DNA com a DNA polimerase inibindo a reagao de amplificagéo, e com isso, reduzir
significativamente a sensibilidade da PCR. Diferentes substancias presentes nas
fezes podem atuar como inibidores e, entre essas substancias, destacam-se os
polissacarideos complexos, sais biliares, bilirrubina e produtos da degradacao de
hemoglobina *. Em se tratando de fezes, além da diversidade de inibidores, a
concentragdo dessas substancias na amostra varia em fung¢ao da consisténcia das

fezes, da dieta, da flora intestinal e das condicées de satide do hospedeiro®

Para minimizar o efeito dos inibidores de DNA, uma das alternativas é o
emprego de Kits comerciais de extragdo que incluem colunas (spin columns) para
a purificacdo do DNA. A extracdo por meio de desses kits pode reduzir a
quantidade de inibidores de PCR, além do que possibilita maior rendimento na
obtencdo do DNA da amostra. No presente estudo, mesmo empregando este tipo
de kit de extragdo, a ocorréncia de falso-negativos ndo foi eliminada e a
amplificagdo dos fragmentos correspondentes aos genes gdh e ipi foi observada
em 94,9% e 89,7% das amostras, respectivamente. Situa¢des similares tém sido

reportadas em outros estudos, cujos protocolos incluem a extracdo do DNA em



colunas. Recentemente, em dois estudos diferentes, os autores relatam a
possibilidade de amplificagdo do fragmento alvo em apenas 70% das amostras de

fezes positivas para Giardia ** .

Além da presenca de inibidores, outros fatores como nimero de cistos nas
fezes, dificuldade na ruptura dos cistos para liberacdo do material genético e

aspectos relacionados a coleta, conservagdo e processamento das amostras

podem colaborar para a redugéo da eficiéncia da PCR.

A baixa quantidade de cistos nas fezes pode interferir diretamente na
concentragdo do DNA extraido da amostra. No que se refere a Giardia, como a
excregdo de cistos é intermitente, muitas vezes, os hospedeiros parasitados nao
eliminam cistos nas fezes, durante um periodo de 15 a 20 dias. Entretanto, mesmo
que os cistos sejam eliminados, isso ocorre em niveis extremamente baixos. Para
minimizar a interferéncia deste fator biol6gico, recomenda-se o exame de, pelo
menos, trés amostras de fezes coletadas em dias alternados. A despeito disso, a
maioria das investigacoées ainda se baseia no exame de uma Unica amostra de

fezes.

No presente estudo, a prevaléncia de Giardia e de outros parasitas
entéricos em criangas foi estimada por meio do exame de trés amostras de fezes.
Além disso, diante da possibilidade de se trabalhar com amostras contendo baixas
quantidades de cistos, as aliquotas reservadas para a extragdo do DNA foram
obtidas apés a concentragdo por centrifugacdo, de parte do material contido em
cada tubo coletor. Embora essas alternativas tenham sido adotadas, néo foram

suficientes para eliminar os resultados falso-negativos. Porém, vale chamar a



atengao para o fato de que, por mais que os responsaveis pelas criangas tenham
sido orientados quanto aos cuidados para a coleta das amostras, alguns tubos
coletores foram devolvidos com quantidade de fezes inferior aquela preconizada
pelo fabricante do kit adotado para a coleta e processamento das amostras.
Assim, ao longo do processamento do material para concentragdo da amostra, se
normalmente ocorrem perdas nas etapas de lavagem, ao se trabalhar com um

volume reduzido de fezes, essas perdas podem ser mais significativas.

Além das limitagdes inerentes a baixa concentracao de cistos nas fezes, ha
que se considerar que a lise dessas formas é, também, um fator determinante
para a obtengdo do DNA gendmico. Assim, a mesma resisténcia que a parede
cistica confere aos cistos contra as adversidades do meio ambiente, dificulta a
ruptura dessas formas para liberar o material genético a ser purificado. Dessa
forma, para garantir um melhor rendimento na obtencdo do DNA, as amostras
foram submetidas a um procedimento de choque térmico, previamente ao
processamento pelo kit de extracdo. Entre as possiveis alternativas que sao
empregadas para esse fim, esse processo fisico € uma das mais indicadas e
consiste em alternar ciclos de congelamento em nitrogénio liquido (-196°C) e
descongelamento em banho-maria a temperaturas até 95°C. Esta conduta
apresenta resultados satisfatorios, mas nao significa que 100% dos cistos sao
rompidos, o que depende, por exemplo, do nimero de ciclos, da temperatura para
descongelamento, do tempo de duragao de cada ciclo e também, do nimero de

cistos presentes na amostra.



O fato das técnicas baseadas na PCR apresentarem alta sensibilidade
demanda atencao em relagdo a maior possibilidade de resultados falso-positivos.
No presente estudo, de 92 amostras com exame coproparasitolégico negativo
para Giardia, produtos de amplificacdo foram obtidos em 33 (35,9%) delas.
Considerando, que a ocorréncia de falso-positivos, na maioria das situagoes, esta
associada com a contaminagdo por amplicons, medidas preventivas foram
adotadas, especialmente, em relagcdo ao material utilizado e aos locais destinados
para a realizagdo das reagbes. Além da adogdo sistematica de medidas
preventivas, em cada bateria de reagbes foi incluido como controle da
contaminagdo, uma amostra sem DNA. Em todas as baterias, os resultados do
controle foram reprodutiveis, tornando remota a possibilidade de que a detecgéao
de DNA nas amostras negativas fosse decorrente de contaminagao por amplicons.
Mediante a essas consideragoes, 0s possiveis casos falso-positivos poderiam ser
atribuidos a baixa concentracdo de cistos nas amostras de fezes, dificultando e

subestimando a detecgao da infecgao pelo exame microscépico.

Em relagdo a amplificagdo dos fragmentos de DNA, a concordancia entre
0s genes empregados, gdh e tpi, foi de cerca de 40%, uma vez que, nem todas as
amostras foram igualmente amplificadas por ambos os marcadores moleculares.
Das 131 amostras de DNA, a amplificacdo dos fragmentos génicos de gdh e ipi foi
observada, respectivamente, em 49 (37,4%) e 68 (51,1%) das amostras, sendo
que apenas em 37 amostras (28,2%) foi possivel se obter produtos de
amplificagdo dos fragmentos de ambos os genes. Além disso, 12 (13,0%) e 33
(35,9%) amostras foram amplificadas somente com os primers para gdh e tpi,

respectivamente.



Esta observacado € corroborada pelos resultados apresentados em duas
investigacdes distintas em que GELANEW et al., empregando os genes gdh e
18S rRNA, e LALLE®® et al., os genes gdh e tpi, verificaram discordancia na
amplificagdo pelos dois genes. A causa dessa diferenga ainda ndo é conhecida,
no entanto, é essencial que nos estudos de epidemiologia molecular, os genes
sejam cuidadosamente escolhidos, levando-se em consideragdo a questdo
epidemiolégica a ser investigada. Dessa forma, o emprego de genes mais
conservados pode revelar informacdes sobre as relagdes taxonémicas e permitir a
diferenciacdo de cepas ou espécies muito proximas. Quanto aos genes mais
varigveis, o emprego desses marcadores pode revelar a estrutura genética de
uma populagdo e, quanto mais polimérficos forem os genes, permitem a
identificacdo de marcadores genéticos que possibilitem a correlagdo do gendbtipo

com o fenétipo** .

Entre os genes mais utilizados como marcadores genéticos, destacam-se
SSUrRNA, gdh, ipi e B-giardina. No que se refere ao polimorfismo, esses genes
sao muito diferentes, sendo ipi e gdh os mais polimoérficos, seguidos de B-giardina
e SSUrRNA. Os genes polimorficos, isto €, menos conservados, além da distingao

entre os gendtipos principais, possibilitam a identificacdo dos subtipos.

Na presente investigacdo, a semelhanca do que tem sido evidenciado nos
estudos de genotipagem de isolados humanos em diferentes regides geograficas,
somente o gendtipo A e B foram detectados na populagdo estudada. No que se
refere a distribuicdo desses grupos, a maioria dos isolados obtidos das criangas foi

identificada como genétipo A.



Ainda hoje, as andlises genotipicas realizadas em diferentes areas
geograficas revelam que o homem é infectado predominantemente pelos
gendtipos A e B, muito embora nesses estudos, a prevaléncia desses genétipos

varie consideravelmente de uma regiao para outra.

Diante da grande diversidade de resultados disponiveis, inclusive no que se
refere ao tipo de populacdo estudada e aos genes empregados para a
caracterizagédo dos isolados, ainda é dificil avaliar com clareza a real distribuicao
desses grupos genéticos. Porém, recentemente, os pesquisadores CACIO &
RYAN* ao compilarem as informagdes apresentadas em diferentes investigagées,
sugerem que o gendtipo B parece ser 0 mais predominante, todavia, ainda nao ha

evidéncias suficientes que comprovem este fato.

48, 49, 100,50

Estudos realizados em paises desenvolvidos e em regides em

52,53

desenvolvimento na Asia®, Africa , e América Latina 88%*%

reportam a
predominancia do genétipo A nos diferentes grupos estudados. No entanto, uma
maior prevaléncia de infecgdes humanas pelo genétipo B tem sido observada por
pesquisadores na Australia *®, Canada °’, india °, Malasia *° , Etiopia® , Egito®' ,
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Brasil ®2., e Argentina®®.

Considerando as observacoes feitas em diferentes regides geograficas, os
gendtipos podem apresentar padrdoes de distribuicdo coincidentes ou muito
distintos, inclusive em populagbes residentes em um mesmo pais. Recentemente,
YANG'®" e colaboradores . constataram a predominancia do gendtipo B em
isolados obtidos de individuos atendidos em um laboratério clinico, no oeste da

Australia. Esses autores, ao confrontarem os resultados com as observacoes



feitas em outros estudos no pais, evidenciaram que, empregando 0 mesmo gene,
HOPKINS® et al., e READ® identificaram a predominancia do genétipo B em
isolados obtidos, respectivamente, de individuos de uma comunidade aborigine e

de criancas atendidas em uma creche.

No Brasil, a despeito da escassez de estudos, as investiga¢des publicadas
recentemente, constatam que no pais a distribuicdo dos genétipos variou em
populacdes residentes em trés Estados distintos. VOLOTAO®* e colaboradores,
em estudo realizado no Estado do Rio de Janeiro, empregando o sequenciamento
de fragmentos do gene [-giardina, demonstraram apenas a ocorréncia do

gendtipo A em isolados obtidos de criangas atendidas em uma creche.

12 et al.

Ao contrario do que foi observado por esses autores, KOHL
identificaram os genétipos A e B em isolados obtidos de criangas residentes em
uma comunidade carente do municipio de Fortaleza, localizado na regiao nordeste
do pais. J4 SOUZA®> et al., empregando o gene gdh e isolados obtidos de
pacientes de hospitais localizados em quatro municipios do Estado de Sao Paulo,
observaram a predominancia do gendtipo A. Nesse estudo, de 37 amostras
sequlenciadas, 29 (78,4%) foram classificadas como A e oito (21,6%) como B.

detectaram infecgdes por ambos os gendtipos A e B, porém com predominancia

do primeiro.

No presente estudo, empregando os genes gdh e fpi e isolados obtidos de
criancas residentes em um municipio paulista, constatamos a ocorréncia dos
gendtipos A e B, porém com maior freqiéncia de infeccdo por isolados do

gendtipo All (65%). Vale comentar que, recentemente, outro estudo realizado no



Estado de Sao Paulo '%, porém caracterizando isolados provenientes de amostras
de esgoto bruto obtidas em estagbes de tratamento nos municipios de Piracicaba,
Sao Paulo e Suzano, relata a identificacdo dos genétipo A e B, a maioria dos
isolados caracterizada como All. Embora nesse estudo amostras fecais humanas
ndo tenham sido analisadas diretamente, a caracterizacdo de amostras de
esgotos pode ser considerada representativa da contaminag¢édo da populacao, pois

nos centros urbanos os esgotos recebem principalmente os dejetos humanos.

Estudos empregando genes polimérficos e baseando-se em andlises
filogenéticas de diferentes isolados humanos classificados como A e B tém
possibilitado a identificacdo de subgendétipos nesses grupos principais, entre os
quais destacam-se Al, All, Blll e BIV. Entre os isolados obtidos de criangas do
municipio de Pratania, os quatro subtipos foram identificados, predominando o
gendtipo All. Este genétipo tem sido identificado, principalmente em infecgdes
humanas e com menor frequéncia em animais*® Além de All, o subtipo Al foi
identificado em um menor nimero de isolados. A ocorréncia de isolados Al nessa
populagdo € um fato interessante, pois este grupo consiste de uma mistura de
isolados humanos e de animais, inclusive obtidos de domésticos e de companhia,
filogeneticamente muito préximos. Diante disso, muitos pesquisadores consideram

que este gendtipo seja potencialmente zoonatico.

Nesse estudo, além dos subtipos de A, alguns isolados foram identificados
como subgenotipos Blll e BIV. Com relagdo ao genétipo B, inicialmente este grupo

foi considerado restrito as infecgdes humanas, entretanto, mais recentemente, tem



sido identificado em isolados obtidos de animais domésticos e de companhia,

inclusive, o cao* .

Até o presente, ainda sdo poucas as investigagées epidemioldgicas que
estabelecem correlagdes entre os genétipos de G. duodenalis responsaveis pelas
infeccdes humanas, especialmente em areas endémicas, e os fatores de risco
para a infeccado, tais como sexo, idade, condicdes socioecondmicas e sanitarias.
Com respeito as observagoes feitas em focos endémicos, ainda sdo poucos 0s
estudos disponiveis na literatura. Neste contexto, recentemente, MAHDY® e
colaboradores, identificaram os genétipos de Giardia isolados em uma
comunidade aborigine da Malasia e verificaram a existéncia de correlagao entre o
gendtipo B e fatores de risco como idade, sexo e consumo de frutas in natura. Em

outro estudo recente, realizado no Brasil, KOHLI®?

e colaboradores, investigaram
a relacao entre os gendtipos A e B, identificados em isolados obtidos de criancgas,
e fatores como tipo de moradia, fonte de dgua para consumo, disponibilidade de
instalagao sanitéria, habito de lavar as maos e presenga de animais domésticos.

No entanto, esses autores nao detectaram qualquer associagdo entre o0s

genotipos A e B e as variaveis analisadas.

A semelhanca de KOHLI®? et al., no presente estudo, a despeito da
predominancia do genétipo A, a analise das associacdes nado revelou diferencas
significativas entre as criangas infectadas com os genoétipos A ou B, em fungéo de
pardmetros demograficos, socioecondmicos e sanitarios tais como idade, sexo,
procedéncia, renda familiar, 4gua utilizada para consumo e presenga de caes no

domicilio.



Além disso, no que se refere as criangas com indicadores antropométicos
associados ao desenvolvimento fisico deficitario (escore-z < -2), as analises das
frequéncias dos gendtipos A e B em relagdo a cada indicador ndo revelaram
associagdes significativas. Ainda que associagbes entre os gendtipos humanos e
a variabilidade clinica tenham sido constatadas, ha autores que nao reconhecem a
existéncia de diferencas quanto a viruléncia entre os genoétipos A e B, e sugerem
que, os fatores relacionados ao hospedeiro é que desempenham papel mais

relevante no curso clinico da infecgao®’ .

Os nossos resultados revelaram apenas a identificagdo de infecgdes
associadas a um unico genétipo, A ou B. Segundo alguns autores, a identificagao
de isolados mistos nao € um fendbmeno tao raro quanto se imagina e a frequéncia
pode variar de 2 a 12%, sendo as taxas mais altas observadas nas regides em
desenvolvimento. A ocorréncia dos isolados mistos ja foi relatada em
levantamentos realizados na Australia, Reino Unido, Italia, india e Etiépia® .
Atualmente, as discussdes sobre 0s possiveis mecanismos que explicariam a
ocorréncia desses isolados tém sido muito polémicas, especialmente, quando as
evidéncias levam os pesquisadores a pensar na possibilidade de ocorréncia de
recombinagcdo meidtica em Giardia. No entanto, outros preferem admitir a
possibilidade de que a ocorréncia dos isolados mistos seja devido as infecgcoes
mistas, que sdo muito comuns em paises em desenvolvimento, onde as fontes de
infeccdo sao as mais diversas, tornando as populagdes expostas as infec¢des por
diferentes isolados. Entre os estudos realizados no Brasil, isolados mistos foram

identificados apenas por KOHLI®? e colaboradores.



Considerando que no Brasil ainda s&o poucos os estudos de epidemiologia
molecular de Giardia, os resultados deste estudo fornecem informacdes relevantes
que ampliam o conhecimento sobre os genétipos que circulam em uma populacao
de criangas residente em um pais, onde a giardiase € endémica. Além disso,
consideramos que além de preencher os requisitos necessarios para se alcancar
0os objetivos cientificos da proposta inicialmente apresentada, o estudo da
prevaléncia dos parasitas intestinais realizado com esse grupo forneceu
informagdes que irdo fundamentar agdes educativas em saude com os pais e/ou
responsaveis e com as proprias criangas, visando a prevencao das parasitoses
intestinais e, conseqlentemente, promovendo a saude infantil e a melhoria das

condicoes de vida das familias e da comunidade como um todo.



Conclusoes




6.

CONCLUSOES

De acordo com as observagbes feitas em investigacdo epidemioldgica realizada no

municipio de Pratania pode-se concluir:

Os enteroparasitas mais frequentemente observados na populagido estudada
foram Cryptosporidium e Giardia, no entanto as maiores frequéncias foram
observadas para as infecgdes por protozoarios comensais;

O analfabetismo dos pais e/ou responsaveis e o tempo de escolaridade inferior a
cinco anos foram considerados fatores de risco para a infecgdo das criangas por
enteroparasitas e, individualmente, por Cryptosporidium, por helmintos e por
protozodarios comensais;

A freqiiéncia de parasitismo nas criangas nao apresentou variagées em fungéao dos
déficits de desenvolvimento fisico e ponderal;

A caracterizagado molecular dos isolados de Giardia possibilitou a identificagdo dos
gendtipos A (Al e All) e B (BIIl e BIV);

O gendtipo All foi 0 mais predominante entre os isolados caracterizados;

As frequéncias de infecgdes pelos gendétipos A ou B ndo variaram em fungao de
parametros demograficos, socioeconémicos e com o desenvolvimento fisico
deficitario;

A técnica de centrifugo-flutuagdo com o sulfato de zinco foi a mais sensivel no
diagnéstico das infecgbes por Giardia e pelos protozoarios comensais;

A concordancia entre 0 exame microscopico para pesquisa de Giardia e as
técnicas moleculares baseadas na amplificagéo dos fragmentos pelos genes gdh e

tpi foi moderada.
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8. RESUMO

O presente estudo foi realizado para investigar a epidemiologia de parasitas
intestinais em uma populagdo de escolares do municipio de Pratania, Estado de
Sao Paulo, e caracterizar geneticamente os isolados de Giardia duodenalis
obtidos dos individuos desse grupo. Amostras de fezes de 431 escolares da
rede municipal com idade de trés a 10 anos e formalmente autorizados a
participar do estudo foram colhidas e processadas pelo método de centrifugo-
flutuacdo e pelo kit TF-test®. Além do exame coproparasitolégico, as criangas
foram submetidas a avaliagdes clinica e antropométrica e aos pais e/ou
responsaveis foi aplicado um questionario para a obten¢cdo de dados
epidemioldgicos. As criangas parasitadas foram encaminhadas para tratamento
de acordo com a prescricao médica e, apds 15 a 21 dias do tratamento, novas
amostras de fezes foram analisadas para o controle de cura. Para a
caracterizagcao genotipica, o DNA extraido de 131 (39 extraidas de amostras
positivas e 92 de amostras negativas para Giardia) foi amplificado utilizando
técnicas baseadas em PCR para a amplificacdo das sequéncias
correspondentes aos genes gdh (glutamato desidrogenase) e fpi (triose-fosfato-
isomerase) e os fragmentos amplificados foram seqiienciados. Os seguintes
enteroparasitas detectados e suas respectivas freqiiéncias foram: Entamoeba
coli (14,2%), Cryptosporidium (11,2%), Giardia duodenalis (9,3%), Endolimax
nana (3,3%), Blastocystis hominis (1,62%), Enterobius vermicularis (2,3%),
Trichuris trichiura (1,62%), Ascaris lumbricoides (0,7%), e Hymenolepis nana
(0,2%). Nas criancas com enteroparasitas, criangas portadoras de infecgdes
por Cryptosporidium, por helmintos e por protozoarios comensais, as
frequéncias de infecgdes foram significativamente mais elevadas quando nas
familias os responsaveis ndo eram alfabetizados ou se o tempo de
escolaridade foi de no maximo cinco anos (P<0,05). Com relagdo a avaliagao
antropométrica, a maioria das criangas apresentou para os indices altura/idade,
peso/idade e peso/altura valores de escores-z dentro da faixa de normalidade.
Nao houve diferenca na freqiiéncia de cada indice em relacéo as variaveis



epidemioldgicas analisadas e a infeccao pelos enteroparasitas detectados. Das
131 amostras de DNA, a amplificagao dos fragmentos génicos de gdh e tpi foi
observada, respectivamente, em 49 (37,4%) e 68 (51,1%) das amostras.
Apenas em 37 amostras (28,2%) foi possivel obter produtos de amplificacao
dos fragmentos de ambos os genes. No que se refere a caracterizagéo
genotipica dos isolados de Giardia, a andlise das sequéncias de 31 produtos
amplificados revelou a ocorréncia de infecgao pelos gendtipos A (Al e All) e B
(BIll e BIV), no entanto a maioria (65%) foi identificada como gendétipo All. Nao
houve associagdo significativa dos genétipos com fatores de risco para a
infeccao por Giardia e com desenvolvimento fisico deficitario. A despeito dos
gendtipos Al e All serem identificados em isolados humanos e de amimais, o
subtipo All é mais predominante nas infecgées humanas.
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9. ABSTRACT

This study was conducted to investigate the epidemiology of intestinal
parasites in a population of school children of Pratania, Estado de Sao
Paulo, and genetically characterize isolates of Giardia duodenalis
obtained from individuals in this group. Stool samples from 431
schoolchildren aged three to 10 years and formally authorized to
participate in the study were collected and processed by means of
flotation and the TF-test kit ®. In addition to fecal examination, the
children underwent clinical and anthropometric evaluation and parents or
guardians received a questionnaire to get additional data. Children
positive for intestinal parasites were referred for treatment in accordance
with the prescriptions and, after 15 to 21 days of treatment, new samples
were analyzed for the control of cure. To genetic characterization, DNA
extracted from 131 (39 extracted from positive samples and 92 samples
negative for Giardia) was amplified using techniques based on PCR
amplification of sequences corresponding to genes gdh (glutamate
dehydrogenase) and tpi (triosephosphate isomerase) and amplified
fragments were sequenced. The intestinal parasites were detected
following frequencies: Entamoeba coli (14.2%), Cryptosporidium (11.2%),
Giardia duodenalis (9.3%), Endolimax nana (3.3%), Blastocystis hominis
(1, 62%), Enterobius vermicularis (2.3%), Trichuris trichiura (1.62%),
Ascaris lumbricoides (0.7%), and Hymenolepis nana (0.2%). In children
with intestinal parasites, children with Cryptosporidium infection, helminth
and protozoan, the frequencies of infections were significantly higher in
families where those responsible were illiterate or if the level of education
was no more than five years (P < 0.05). With regard to anthropometric
measurements, most children presented to the height / age index, weight



/ age and weight / height values of z-scores within the normal range.
There was no difference in the frequency of each index in relation to
epidemiological variables analyzed and infection by intestinal parasites
detected. Of the 131 DNA samples, the amplification of gene fragments of
gdh and tpi was observed respectively in 49 (37.4%) and 68 (51.1%)
samples. Only in 37 samples (28.2%) was obtained amplification products
of fragments of both genes. As for the genotypic characterization of
isolates of Giardia, the analysis of 31 sequences amplified products
revealed the occurrence of infection by genotype A (Al and All) and B
(Blll and BIV), however the majority (65%) was identified as genotype IIA.
No significant association of genotypes with risk factors for infection with
Giardia and physical deficit was found. In spite of genotypes IA and IIA be
identified in human and animals isolates, the All subtype is more

prevalent in human infections
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Anexo 1
PO
UNESP Y&  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Instituto de Biociéncias de Botucatu
Departamento de Parasitologia

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do trabalho: “Prevaléncia das parasitoses intestinais humanas e de
caes e significado zoonético das infecgdes por Giardia no Estado de Sao

Paulo”

Objetivo do trabalho: Realizar um inquérito parasitolégico para verificar a
ocorréncia de parasitas intestinais em criancas matriculadas nas escolas
municipais de educacgao infantil e de ensino fundamental do municipio de
Praténia e nos caes que com elas convivem para determinar a freqiiéncia de

infeccdes zoondticas por Giardia.

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

tratamento de acordo com a prescricdo médica.

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

Sr.(a).




CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO EM ESTUDO CLINICO

Declaro haver sido satisfatoriamente informado e esclarecido sobre os

objetivos da pesquisa e concordo que a crianga

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

Biociéncias/Unesp/Botucatu, caso ndo seja atendido.

Botucatu, / /

Assinatura do responsavel
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FICHA DE INQUERITO COPROPARASITOLOGICO

ESCOLA

DATA DO PREENCHIMENTO: /

1. Caracterizacao sécio-demografica

Nome

crianca

da

Idade: anos Sexo:

Naturalidade:

Série escolar:

Endereco:

Nome do

pai

Nome da




Nome do responsavel

Instrucao dos pais/responsaveis

() n&o alfabetizado

( ) alfabetizado

Escolaridade

Quantas pessoas moram na mesma casa?

Ha outras criancas na mesma casa?

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

Escola e série das matriculadas na

Pai

Mae

Responsavel

Renda familiar mensal R$

( )10a15anos

Educacao

Infantil



2. H abitos e condi¢coes de moradia

TIPO DE MORADIA

() Alvenaria () Madeira ( ) Barraco ( )

Especificar

FONTE DE AGUA

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

AGUA PARA BEBER

( ) Filtrada ( ) Fervida () Sem nenhum tratamento

DESTINO DAS FEZES

() Esgoto

( ) Fossa

Proxima de pogo de agua () Sim ( ) Nao

HABITO DE DEFECAR

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

LIXO EM CASA

() Removido com freqiiéncia ( ) Exposto ()

Especificar




CRIACAO DE ANIMAIS DOMESTICOS
()SIM ( ) Cao () Gato ( )Ruminantes
( ) Dentro de casa

( ) Forade casa

Contato com a crianga () Sim () Nao
ALIMENTACAO
Ingestao de verduras cruas ( )Bemlavadas ( ) Nao lavadas
Ingestao de carnes () Cruas ou mal passadas () Cozidas
Ingestao de carnes de porco () Sim ( ) Nao
Outras carnes (caca) () Sim ( ) Nao
Qual(is)

PROCEDENCIA DAS HORTALICAS
() Hortas domésticas () Quitanda ( ) Feiras
USO DE CALCADOS

() Sim () Nao



3. Manifestacoes clinicas relacionadas a provavel infeccao parasitaria

intestinal

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

() Flatuléncia (gases) () Indisposigéao Duracéo

() Vomitos () Emagrecimento Evacuagbes/dia
() Nauseas ( ) Fraqueza Intermitente

( ) Eliminagao de vermes  ( ) Febre

() Prurido anal ( ) Cefaléia

() Obstipacao intestinal () Manchas na pele

4. Exame fisico

Altura: Coloragao de mucosas

Persistente

Consisténcia

Peso atual: Kg

5. Tratamento anti-parasitario
Anterior a coleta de fezes ( ) Nao

Quais?

Observacoes

Responsavel pelo preenchimento

( )Sim
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As investigacoes epidemiologicas realizadas em diferentes regides

geograficas revelam que o homem e outras espécies de mamiferos podem ser
infectados pelos genoétipos identificados como A e B, que incluem isolados
considerados potencialmente zoonéticos. A partir do reconhecimento de
diferencas nas seqiéncias génicas de isolados previamente caracterizados
como genoétipos A e B, foi possivel identificar subgrupos distintos, dentre os
quais destacam-se Al, All, Blll e BIV (THOMPSON & MONIS, 2004). No
genotipo A, o subgendtipo Al reline isolados humanos e de animais, enquanto
que o subgendtipo All inclui, predominantemente, isolados humanos. Quanto

ao gendtipo B, os subgendtipos tém sido identificados em amostras fecais
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obtidas de humanos, caes, gatos, cavalos e bezerros (THOMPSON & MONIS,

2004). Além dos genotipos A e B, os grupos restantes, C e D tém sido
identificados em caes, gatos e canideos silvestres; o genétipo E em ruminantes
e suinos e os grupos F e G em gatos e ratos domésticos (THOMPSON &

MONIS, 2004).

Nos ultimos 10 anos, a identificacdo de grupos genéticos distintos a
partir de isolados obtidos de uma diversidade de hospedeiros tem sustentado a
existéncia de variabilidade intra-especifica em G. duodenalis. Com isso, muitos
pesquisadores reconhecem que, de fato, G. duodenalis representa um
complexo de espécies, e, com isso, julgam premente a revisdo taxonémica da
espécie. Recentemente, THOMPSON e MONIS (2005), ao considerar as
observacgdes feitas em diferentes estudos que se basearam em critérios como

analise morfolégica dos trofozoitos por microscopia eletrénica, especificidade



de hospedeiro e caracterizagdo molecular, propuseram que o complexo G.
duodenalis fosse separado em seis espécies distintas: G. duodenalis (genotipo
A), G. enterica (genétipo B), G. canis (genétipo C/D), G. bovis (genétipo E), G.

cati (genotipo F) e G. simondi (gendtipo G).

Pagina 24: [3] Excluido User 12/1/2010 09:45:00
de Giardia duodenalis, um dos grandes impactos do emprego de

técnicas moleculares foi ampliar as possibilidades para a melhor compreensao
da epidemiologia e significado em saude publica da infeccao causada por este

protozoario. A
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a relacao entre a variabilidade genética do parasita e aspectos bioldgicos e

epidemioldgicos da infecgao. Portanto, a caracterizacao genotipica dos isolados
de Giardia em regides de alta endemicidade como o Brasil e, especialmente, em
um grupo altamente vulneravel a infecgao pelo protozoario, € fundamental para a

compreensdo desses aspectos.
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Genétipo
Variavel (N) A (20) B(11) Oddsgg;fr € vaorp
N (%) N (%)
Sexo
Maculino 12 (60,0) 9 (40,0) 0,33 (0,05 - 1,96) 0,91
Feminino 8 (80,0) 2 (20,0)

Idade



<10 anos
>10 anos
Procedéncia*
Urbana
Rural
Renda familiar*
< R$ 1000,00
>R$ 1000,00
Ne criancas na residéncia*
<3
>3
Presenca cao na residéncia*
Sim
Nao
Agua de beber*
Filtrada/Fervida

Direto da torneira

16 (61,5)

4 (80,0)

13 (65,0)
5 (55,5)

13 (68,4)

4 (50,0)

10 (52,6)

5(71,4)

10 (71,4)

3 (50,0)

7 (77.8)

15 (62,5)

10 (38,5)

1(20,0)

7 (35,0)

4 (44,5)

6 (31,6)

4 (50,0)

9 (47,4)

2 (28,6)

4 (28,6)

3 (50,0)

2(22,2)

9 (37,5)

0,4 (0,03 - 4,11)

1,49(0,29 - 7,39)

2,16 (0,39 - 11,7)

0,44 (0,06 - 2,88)

2,5 (0,35- 18,04)

2,1 (0,36 - 12,39)

0,96

0,82

0,86

0,95

0,96

0,91

* dados de algumas criangas nao foram ob tidos com os questionarios
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Sensibilidade Especificidade
Parasita CF X TF*
CF (%) TF (%) CF (%) TF (%)
Giardia duodenalis 1,00 0,75 0,98 1,00 0,85
Helmintos 0,50 0,54 0,99 0,98 0,57
Protozoarios Comensais 0,68 0,76 0,96 0,95 0,71

* Analise de concordancia (Kappa) entre CF e TF



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

