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Resumo

Introducdo: O parasito Giardia duodenalis, responsavel pela giardiase,
€ comumente encontrado no intestino de mamiferos, inclusive o homem, sendo
de importancia em saude publica. Pesquisas moleculares evidenciaram que
Giardia duodenalis apresenta sete gendtipos: A, B, C, D, E, F e G. Apenas o
genodtipo A, que possui 0s subgendtipos A1 e A2, e B foram detectados em
humanos, mas também em outros hospedeiros mamiferos. Objetivo: Avaliar a
freqiéncia genotipica deste parasito em humanos no Noroeste Paulista e
correlacionar a presenca deste enteropatdgeno e seus genotipos a diarréia.
Material e Método: Amostras fecais foram coletadas nos municipios de Séo
José do Rio Preto (n=150 ) e Aracatuba (n=154), Noroeste do Estado de Sao
Paulo, Brasil. O diagnéstico parasitologico foi feito por meio de microscopia
Otica e a genotipagem do gene g-giardina pela técnica de PCR-RFLP.
Resultados: O subgendtipo Al foi o mais prevalente, no entanto, o
subgenoétipo A2 mais freqiente em Aracatuba. O genétipo B nao foi
encontrado e nenhum resultado significativo foi observado entre a consisténcia
das fezes e o subgenotipo detectado. Conclusdo: A distribuicdo destes
genotipos pode ser relacionada as interacdes parasito-hospedeiro em diversas
areas, podendo influenciar as caracteristicas clinico-epidemiolégicas de cada

regiao.

Palavras-chaves: 1. Epidemiologia molecular; 2. Gene pB-giardina; 3.

Giardiase; 4. Noroeste Paulista.
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Abstract

Introduction: The parasite Giardia duodenalis, responsible for
giardiasis, is commonly found in intestines of mammals, including man,
currently considered to be important public health. Molecular research showed
that G. duodenalis presents seven genotypes: A, B, C, D, E, F and G. Only
genotypes A, which owns the subgenotypes Al and A2 and B were detected in
humans but also in other mammalian hosts. Objective: Evaluate the genotypic
frequency of this parasite in humans in the Northwest region and to correlate
the presence of diarrhea and their genotypes. Material and Method: Fecal
samples were collected in the city of Sdo José do Rio Preto (n = 150) and
Aracatuba (n = 154), Northwest of Sdo Paulo, Brazil. The parasitologic
diagnosis was done by light microscopy and genotyping of B-Giardin gene by
PCR-RFLP. Results: The subgenotype Al was the most prevalent, however,
the subgenotype A2 more frequent in Aracatuba. Genotype B was not found.
No significant result was observed between significant stool consistency and
subgenotype detected. Conclusion: The distribution of these genotypes may
be related to host-parasite interactions in several areas and may influence the

clinical and epidemiologic each region.

Keywords: 1. Molecular epidemiology; 2. Gene B-giardin; 3. Giardiasis; 4.

Northwest of Sao Paulo.
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1. INTRODUCAO

Giardiase é a infeccéo intestinal causada pelo protozoario flagelado do
género Giardia, localizado no intestino delgado de mamiferos, aves, répteis e
anfibios. Este parasito talvez tenha sido o primeiro protozoario a ser descrito
em fezes humanas.*? Sua primeira descricdo foi atribuida a Anton Van
Leewenhoek (1681), que notou “animalinculos moéveis” em suas fezes, porém
foi Lambl, em 1859, quem o descreveu mais detalhadamente. O género foi
criado por kunstler (1882) ao observar um flagelado presente no intestino de
girinos anuros.®® De acordo com Levine et al. (1980) a classificacéo
sistematica deste protozoario € incluida no Reino Protista, sub-reino Protozoa,
do filo  Sarcomastigophora, no  sub-filo Mastigophora,  classe
Zoomastigophorasida, ordem Diplomonadorida, sub-ordem Diplomonadina e
familia Hemamitidae.®

A espécie Giardia lamblia tornou-se amplamente aceita na década de
70.0) A partir da década de 80 alguns pesquisadores tém estimulado o
emprego do nome Giardia duodenalis ®” e ainda na década de 90, o nome
Giardia intestinalis foi bastante difundido por outros pesquisadores.®®® Apesar
da discordancia quanto a validade da sua taxonomia, todas estas espécies
continuam a ser usadas por diversos autores. Portanto, G. lamblia, G.
duodenalis e G. intestinalis tém sido empregadas como sinonimia,
particularmente para isolados de origem humana.*%)

G. duodenalis apresenta dois estagios parasitarios, sendo eles, o

trofozoito e o cisto. O trofozoito habita o intestino delgado do hospedeiro
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causando a doenca giardiase. Possui formato piriforme, é movel e apresenta
dois nlcleos situados na regiao anterior (Figura 1). Apresenta organizacao
intracelular muito simples, ndo possui mitocéndria, apresenta um sistema
secretor vesicular primitivo que é considerado como arquétipo do aparato
secretor de Golgi dos organismos superiores.*? Atualmente ha o consenso que
este parasito originou-se como um ramo primitivo da linhagem dos eucariontes
que divergiu antes da aquisicdo de mitocondria.™®

O cisto (Figura 2) é a forma de resisténcia do parasito e € infectante
para os hospedeiros. Sdo visiveis dois a quatro nucleos, corpos basais, corpos
medianos e elementos estruturais do disco ventral e flagelos.®%9 A
microscopia eletrbnica trouxe novas informacfes sobre as estruturas e a

possivel funcdo das varias organelas do cisto e trofozoito.®

Figura 1. (A) Trofozoitos de G. duodenalis por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Fonte: http://www.e-parasites.co.uk/images/giardia.gif. (B)

Corte transversal do trofozoito de G. duodenalis visualizado em microscopia
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eletrbnica de transmissao (MET). Nucleo (N), flagelo (F), vacuolos (V), reticulo

endoplasmatico (ER).®

Figura 2. Cistos de G. duodenalis obtidos in vitro. (A) Microscopia otica (MO)

dos cistos apresentando indicacéo de sua espessa parede. (B) MET do cisto
apresentando a parede cistica homogeneamente distribuida ao redor da
membrana celular (CW). Axonemas flagelares (seta), nucleo (N), disco ventral

(AD) e vesiculas periféricas (PV).*

No ciclo biolégico, o hospedeiro se infecta ingerindo cistos do parasito,
que se encontram presentes em agua, alimentos contaminados ou por
contato interpessoal® (Figura 3). Ap6s sua ingestdo, passam pelo ambiente
acido do estbmago e desencistam-se na porcao inicial do intestino delgado. De
cada cisto se originam dois trofozoitos unidos pelo citoplasma que
imediatamente se divide separando-os (Figura 4). Cada trofozoito fixa-se na
mucosa intestinal e divide-se por divisdo binaria. O processo de encistamento
dos trofozoitos ocorre na porcao final do intestino delgado. Os flagelos
encurtam-se, o citoplasma condensa-se e ha producdo de uma membrana

cistica. Cistos recentemente formados possuem dois ndcleos, mas depois ha



5
Introducao

divisdo nuclear no interior do cisto e sdo formados quatro nucleos. Logo apos,
o disco adesivo, corpos basais, corpos medianos e o aparelho locomotor
(flagelos) séo duplicados resultando em dois trofozoitos que permanecem
ligados pelo citoplasma no interior do cisto®®. Estes cistos sdo eliminados do
corpo do hospedeiro junto com as suas fezes podendo contaminar as maos
da pessoa parasitada, os alimentos e a agua.®

Admite-se hoje que, em infeccbes de média intensidade, o numero de
cistos eliminados junto as fezes pode alcancar 300 milhdes por dia.®®
Individuos parasitados nao eliminam cistos continuadamente, essa eliminacao
intermitente de cistos nas fezes denomina-se “periodo negativo” e pode durar
em meédia 10 dias. Além disso, o padrdo de excrecdo de cistos varia de
individuo para individuo, em baixos excretores as amostras de fezes podem
permanecer negativas por 20 dias consecutivos.®

No ambiente os cistos resistem até dois meses se as condi¢cdes de
temperatura e umidade forem favoraveis e ndo se sabe se todos sé&o
prontamente infectantes. Ha evidéncia de que podem levar até sete dias para
se tornarem maduros e infectantes."® Em uma Unica evacuacdo podem ser
encontrados milhdes ou bilhdes de cistos. Convém ressaltar que em fezes
diarréicas ocorre grande presenca de trofozoitos, mas em fezes sélidas
predominam os cistos. Sabe-se também que alguns dos trofozoitos eliminados
no material diarréico podem causar infeccdo caso sobrevivam a acdo da

secrecao gastrica.®®1"
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Contamnag 00 a8 almenios. Ogua ou
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Figura 3. Ciclo biolégico da G. duodenalis. (1) Ingestdo do cisto através de
alimento contaminado. (2) Cisto na &rea estomacal se dirigindo para o intestino
delgado. (3) Desencistamento e multiplicacdo do parasito. (4) Eliminacdo
através das fezes. (5) Forma cistica e trofozoita em meio ambiente.

http://www.fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero Giardia arquivos/i

(18)
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Figura 4: (A) Trofozoitos unidos por unico citoplasma emergindo do cisto
(MEV). (B) Trofozoitos apds saida do cisto concluindo processo de divisdo

citoplasmatica (MEV).9

A via normal de infeccdo do homem é a ingestdo de cistos maduros,
que podem ser transmitidos por ingestdo de &agua sem tratamento ou
deficientemente tratada (apenas cloro) e alimentos contaminados (frutas e
verduras mal lavadas), sendo que estes também podem ser contaminados por
cistos veiculados por insetos. O contagio interpessoal, pode ocorrer por meio
de maos contaminadas, em locais de aglomeracdo humana e por contato com
animais domésticos infectados. Esse ultimo mecanismo ainda é discutivel,
apesar da OMS (Organizacdo Mundial de Saude) considerar a giardiase uma
zoonose.®32) Em relacdo a transmisséo hidrica é sabido que a maioria das
epidemias de giardiase em humanos ocorreram através da contaminacdo de
lencois freaticos.®” A contaminacdo do ambiente, incluindo a agua, pode ser
resultado da acéo do homem e de animais.®?

As primeiras evidéncias da sua patogenicidade foram sugeridas por

Fanthan e Porter (1916) ao correlacionarem o parasito com o sintoma e as
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fezes diarréicas de soldados que retornavam da guerra.?® Manifestacdes
clinicas da giardiase variam desde infec¢cbes assintomaticas até quadros de
diarréia aguda autolimitada ou diarréia crénica com ma-absor¢do, mesmo em
individuos imunocompetentes.®” A maneira pela qual este parasito intestinal
provoca lesdes no hospedeiro ainda ndo esta totalmente elucidada.®® O fato
de que a maioria das infeccdes se mostrava de forma assintomatica fez com
que a idéia de que este parasito ndo fosse patogénico, sendo um organismo
comensal, prevalecesse por muitos anos.

Os mecanismos que levam a esta variabilidade s&o multifatoriais,
envolvendo fenbmenos relacionados com a cepa do parasito e o numero de
cistos ingeridos. Os mecanismos relacionados ao hospedeiro estdo associados
a sua idade, estado nutricional, imunolégico e motilidade intestinal.*” Somente
uma minoria de infecgdes resulta em doenca,®® sendo portanto, a maioria das
infecgbes assintomatica. Em individuos sintomaticos, sédo observados quadros
de diarréia, esteatorréia, fraqueza, perda de peso, nauseas, dores abdominais,
febre baixa, e raramente observa-se a presenca de muco e sangue nas fezes.
Essa forma aguda pode durar poucos dias e seus sintomas iniciais podem ser
confundidos com aqueles de diarréia de origem medicamentosa, ou ainda de
etiologia viral ou bacteriana.®*3%

As manifestagdes clinicas na giardiase tém sido associadas a um
amplo espectro de quadros clinicos, desde uma enterite branda e autolimitada,
até diarréias cronicas e debilitantes, com esteatorréia e perda de peso. Apesar
de a infeccdo ser autolimitante na maioria dos individuos sadios, 30 a 50%

podem desenvolver diarréia cronica. As principais complicacdes em relacéo a



9
Introducao

giardiase crbnica estdo associadas a ma absorcdo de nutrientes, como
vitaminas, ferro e lactose. Essas deficiéncias, raramente produzem danos
sérios em adultos, contudo em criangas, podem ter efeitos graves, podendo
comprometer seu desenvolvimento fisico e cognitivo.®) O intervalo entre a
infeccdo e o aparecimento dos sintomas costuma ser de 2 semanas, mas pode
durar varios meses. A duracdo média da doenca em surtos epidémicos é de 66
semanas. Em criancas a sintomatologia mais indicativa de giardiase € diarréia
com esteatorréia, irritabilidade, insonia, nduseas e vémitos, perda de apetite
(acompanhada ou ndo de emagrecimento) e dor abdominal.®3?

Os mecanismos pelos quais a giardiase causa diarréia e ma absorcao
intestinal ndo sdo bem conhecidos. Quando se examina bidpsias intestinais de
individuos infectados através de microscopia Otica, observa-se que podem
ocorrer mudancas na arquitetura da mucosa. Ela pode se apresentar
completamente normal ou com atrofia parcial ou total das vilosidades
intestinais. Mesmo quando a mucosa apresenta-se morfologicamente normal,
tem-se detectado lesdes nas microvilosidades das células pela microscopia
eletronica.®

Sugere-se que a alteragdo morfolégica e funcional do epitélio intestinal
€ um processo que pode desencadear uma reacao inflamatoéria pelo parasito,
devido a reacdo imune do hospedeiro, provocando assim uma reacgao
anafilatica local. Este processo pode aumentar a renovacdo de enterocitos,
levando a problemas de ma absorcéo e diarréia.”) Entretanto, outro fator é
sugerido € o “atapetamento” da mucosa por um grande numero de trofozoitos

impedindo a absorcdo de alimentos. No entanto, como os trofozoitos se
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localizam preferencialmente na base das vilosidades, junto as criptas de
Lieberkihn (Figura 5 e 6), ainda assim permaneceria uma grande area
intestinal livre por onde se daria a absorcdo.®® Adicionalmente, a giardiase
sintomatica pode estar associada ao crescimento de bactérias na porcéo

proximal do intestino delgado.®?

Figura 5. Intestino delgado (HE). (A) A maior absorcéo intestinal ocorre na
grande porcdo das vilosidades intestinais. (B) Trofozoitos, na colonizacédo
intestinal, se localizam mais nas bases das vilosidades, as chamadas criptas

de Lieberkiihn. Fonte: http://acd.ufrj.br/labhac/figural2.htm ©4



http://acd.ufrj.br/labhac/figura12.htm
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Figura 6. Intestino delgado (HE). Trofozoitos da G. duodenalis em colonizagéo

nas vilosidades do intestino delgado. Fonte: http://wwwé.ufrgs.br ¢

A giardiase apresenta distribuicdo global, sendo a G. duodenalis o
mais comum parasito reconhecido causador de infeccdo intestinal.? Nos
paises em desenvolvimento as taxas de infeccado por este protozoario variam
de 20 a 30%®® podendo atingir indices de 68% em algumas regides,®”
gerando anualmente 500 mil novos casos.®® Cerca de 200 milhdes de pessoas
no mundo estdo infectadas com este protozoario e cada individuo pode
eliminar até 900 milhdes de cistos por ano.®® Acredita-se que esta parasitose
seja responsavel por 2.5 milhGes de casos diarréicos e deficiéncia nutricional
em criancas em paises em desenvolvimento.“? Estima-se ainda, que 50% das
doencas diarréicas infecciosas ocorrem em criancas por volta de trés anos de
idade que frequientam creches. *14243)

A prevaléncia deste parasito € mais alta em humanos jovens, em
animais jovens e em animais que vivem em abrigos publicos. Os valores de
prevaléncia variam também com a localidade e tipo de hospedeiro.“ A alta
prevaléncia observada em criancas pode ser devida a falta de habitos
higiénicos. Quanto ao adulto, parece haver certo grau de resisténcia as
infeccbes subseqlentes. Altas prevaléncias sé@o encontradas em regides
tropicais e subtropicais e entre individuos de baixo nivel econdmico,“® sendo
estimado que 50% de doencas diarréicas infecciosas ocorram em criangas que

frequientam creches.“®


http://www6.ufrgs.br/
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Estudos relataram que 325 surtos, associados a transmissdo de
protozoarios patogénicos pela agua, foram documentados principalmente na
América do Norte e Europa. Desses, 104 (32%) estavam associados a
contaminacdo de sistemas de agua potavel pelo parasito G. duodenalis. A
incidéncia da giardiase, nos Estados Unidos € estimada em 2,5 milhfes de
casos por ano.“”) Dentre os surtos de giardiase documentados nos Estados
Unidos, 90% ocorrem por meio de agua contaminada com cistos infectantes, e
somente 10% pela contaminacdo de alimentos. Algumas epidemias foram
relacionadas a contaminacdo da agua com cistos excretados por animais,
como por exemplo, castores e ratos almiscarados.“®

No Brasil, tem sido observada uma grande variacdo na frequéncia deste
protozoario.“®®%%Y A avaliagdo da prevaléncia de enteroparasitoses em
escolares no Parand mostrou que 50,73% das infeccdes foram por G.
duodenalis.®? Por outro lado, no municipio de Cricima, Estado de Santa

(50)

Catarina, verificou-se uma baixa casuistica, 4,3%. Em criancas

hospitalizadas com diarréia em Goiania, Estado de Goias, detectou-se 9,9%.%%
Carvalho-Costa et al. (2007) estimaram a frequéncia de parasitos intestinais
em 218 criangcas com diarréia aguda e desidratacdo grave, internadas em um
hospital pediatrico localizado no Rio de Janeiro, G. duodenalis foi o segundo
parasito mais frequiente, encontrado em 4,7% das amostras.®¥ Volot&o et al.
(2007), em seu estudo, envolvendo 310 criangas de uma localidade de baixo
poder econdmico localizada também no Rio de Janeiro, observou a prevaléncia

de parasitos intestinais em 60% das amostras analisadas, sendo que destas,

27.7% foram positivas para cistos de G. duodenalis. O nivel mais alto de
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infeccdo por este protozoario foi observado em criancas com idade entre dois e
quatro anos.®® Pesquisadores avaliaram a prevaléncia deste parasito em um
estudo realizado no Estado de Minas Gerais e detectaram 26,3% das criancas
infectadas por este parasito, cuja infeccdo estava associada a fatores
socioecondmicos e ambientais.®®

No Estado de S&o Paulo este panorama ndo se modifica. No municipio
de Presidente Bernardes, ao analisar amostras de fezes de criancas que
frequentavam creches, foi detectada uma prevaléncia de 16%. A andlise das
fezes dos familiares dessas criangas confirmou que algumas maes e irmaos
estavam parasitados, apresentando esse protozoario em suas fezes.®” Na
década de 90, inquérito epidemiolégico em criangas no municipio de Mirassol,
no noroeste paulista, demonstrou prevaléncia de 61,1% deste parasito.®® Em
Botucatu, estudo realizado em cinco creches municipais, foi demonstrado
23,7% (2002) e 21,4% (2003) de individuos que apresentavam G. duodenalis

em suas fezes.®?

No mesmo municipio, em outro estudo realizado com
mesmo objetivo, levantamento de enteroparasitoses, trés creches da rede
municipal foram estudadas, na zona rural, no centro da cidade e a outra na
periferia, as analises fecais mostraram resultados de 69,6%, 52,7% e 69,6%
para o parasito em questdo, respectivamente. Mais uma vez € mostrada sua
prevaléncia parasitaria, sendo a porcentagem mais acentuada devido a analise
de trés amostras fecais de cada crianca em intervalo de sete dias, seguida de
Ascaris lumbricoides (20,4%) e Trichuris trichiura (19%).%® Em Campinas, o

parasito de maior prevaléncia, em criangas, foi Ascaris lumbricoides (12,3%),

seguido de G. duodenalis (8,2%). Neste trabalho todos os parasitos
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encontrados mostraram uma porcentagem de 30,6%, somente os dois
apresentados mostram uma frequéncia de mais de 20%.%Y Em outro estudo,
no municipio de Assis, em um total de 18.366 exames parasitologicos de fezes,
32,3% destes foram diagnosticados parasitas, sendo a G. duodenalis 0 mais
prevalente, com freqiiéncia 8,7%.©?

E inquestionavel a importancia dos enteroparasitos como colonizadores
da mucosa gastrintestinal dos portadores do HIV-1.?® G. duodenalis esta entre

0s protozodrios mais freqientemente citados. 646

Uma investigacéo
realizada em pacientes HIV-1 provenientes da capital do Estado de S&o Paulo
mostrou associacao significativa entre a manifestacdo de diarréia e a presenca
de giardiase.®® No municipio de S&o José do Rio Preto, no noroeste paulista,
trés estudos foram realizados nesse sentido.®*3%®") A frequéncia de G.

duodenalis foi de 4,04% e 9% e associacao entre a presenca deste e a diarréia

foi verificada somente na populacédo adulta.®”

1.1 Gendétipos dos Agentes Causadores da Giardiase

Estudos moleculares tém demonstrado que G duodenalis € uma
espécie complexa, formada por sete genotipos distintos. Os genotipos A e B
tém sido relacionados a infeccdes em humanos e detectados em alguns
mamiferos. Em contrapartida, 0s outros genotipos tém apresentado
preferéncias entre diferentes espécies de animais. Os gendtipos C e D incluem
isolados de caes, estes parecem ser especificos para os mesmos. O genotipo
E é relacionado a animais de producé&o, como por exemplo, porcos, ovelhas e

bovinos e os genoétipos F e G parecem ser exclusivos de gatos e ratos
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e-(68,69,70)

domésticos, respectivament Entretanto, o potencial zoonoético da

doenca ainda é discutido, particularmente entre os animais domésticos.*"?

Além disso, novos genétipos ainda estdo sendo descritos.>"?

A maioria dos estudos tem realizado analises que permitem a
identificacdo e comparacgéo dos isolados de G. duodenalis por diferentes alvos
génicos.®>"® Um destes é o gene B-giardina que tém demonstrado ser
um bom parametro para identificacdo de subgendtipos, sendo estes de extrema
importancia para identificacdo da fonte de infeccdo em situacdes de
Surto.(71'77’78)

O grupo ou gendtipo A consiste de dois subgenotipos, A1 e A2. O
subgenoétipo Al consiste de parasitos isolados de humanos e animais, o qual
tem sido alvo de estudo na analise do potencial de transmisséo zoondética de
giardiase. O A2 compreende parasitos isolados de humanos,® entretanto,
tem sido também detectado em animais. Acreditava-se que o gendtipo B era
exclusivo de humanos, entretanto tem sido descrito em cées, castores,
bovinos, cavalos, macacos, ratos e ovelhas, e associado com severos sintomas
clinicos como méa-absorcédo, decréscimo do ganho de peso, fezes fétidas e mal
formadas.” O genétipo B foi detectado em fezes humanas na Argentina,"®
no Reino Unido,®” na 1talia” e na Franca.®® Por outro lado, estudos
realizados em Portugal® e no México™ mostram apenas a deteccdo do
genotipo A em amostras fecais humanas. Ainda, multiplas infecgdes tem sido
detectadas em alguns estudos pelo mundo.®3848%

Até o momento trés levantamentos realizados no Brasil, dois na regiao

Sudeste e um na regido Sul demonstram resultados discordantes quanto a
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distribuicdo dos gendtipos da G. duodenalis em amostras fecais humanas e
nao-humanas. Inicialmente, no municipio do Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil,
foram detectados em amostras fecais humanas os subgenétipos Al e A2.
Adicionalmente, o Al foi o Unico encontrado nos animais domésticos
investigados.®® Ademais, um caso de infeccdo de G. duodenalis associada
com uma crianca e seu cao e ambos os isolados caracterizaram-se como o Al,
sugerindo-se que apesar da baixa incidéncia, este dado indica uma possivel
existéncia do ciclo zoondético realizado por este parasito. Posteriormente, no
Sudeste do Estado Sdo Paulo os gendtipos A2 e B foram detectados em fezes
humanas, os gendtipos Al e F nas fezes de gatos e nas amostras fecais
caninas foram detectados os genétipos C e D."® Recentemente, Volotao et al.
(2008) detectaram somente o gendtipo A1 em macacos no Estado de Santa
Catarina, regido Sul do Brasil.®®

Na Franca, Bertrand e Schwartzbrod (2007), ao compararem a
presenca dos gendtipos A, B e E em amostras de agua residual de duas areas
de tratamento municipal e de um abatedouro, encontraram os genotipos A e B
no primeiro tipo de amostra e A e E no segundo. Concluiram que a combinacgao
dos genatipos A e B, indica uma contaminacdo de origem humana enquanto a
de A e E de origem bovina.®”

Moluscos aquaticos parasitados por Giardia duodenalis do genétipo A
foi sugestivo de contaminacdo da agua com fezes de humanos. Dados como
estes encontrados, podem servir como indicacao biolégica de contaminacao da
agua por meio de cistos do parasito, podendo assim determinar a qualidade da

agua.®®
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Em um surto de giardiase, ocorrido na Noruega no ano de 2004,
suspeitava-se que a fonte de infeccdo era de origem hidrica, sendo que a
caracterizagdo molecular dessa fonte identificou o genotipo A de G. duodenalis.
Curiosamente a suspeita foi descartada depois que foi feita caracterizacao
molecular dos individuos com a doenca, sendo que 0S mesmos apresentavam
parasitos correspondentes ao genétipo B.®¥ Na Hungria, analise dos genétipos
em amostras de aguas superficiais e de esgoto, revelou o gendtipo A em sete
amostras, B em uma amostra e infeccdo mista em quatro amostras.®”

Outro aspecto a ser considerado é a associacdo destes gendtipos com
0 quadro clinico. Evidéncias em isolados deste parasito na Australia mostram
que o gendtipo A difere do gendtipo B em relacdo a sua viruléncia.
Observou-se que criancas parasitadas pelo primeiro gendtipo tiveram maior
frequiéncia de diarréia.®>? Em concordancia, Sousa et al. (2006) e Sahagun et
al. (2008), relataram que o gendtipo A parece estar associado com
complica¢gBes gastrointestinais, apresentando assim infec¢des sintomaticas em

(82,93)

isolados de Portugal e Espanha, respectivamente. Em contrapartida,

estudo realizado em Londres, foi observado que o gendétipo B esta relacionado

com quadros de diarréia persistente em humanos.®”

1.2 Justificativa

Como visto, a distribuicdo dos gendtipos de G. duodenalis apresenta
consideravel variacdo geografica. O genotipo A €é predominantemente
representado em algumas areas endémicas, enquanto o genotipo B apresenta

maior freqiiéncia em outras regides do mundo.’®%) Além disso, multiplas
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infeccdes tem sido detectadas em alguns estudos,"?®) fato que pode ter
ocorrido por contaminacdo de veiculagdo hidrica,®® mas também por uma
situacdo epidemioldgica especifica de cada area.® Outra hipétese a ser
considerada é que esta variabilidade na distribuicdo dos genoétipos pode ser
influenciada pelas interacdes do parasito com seus hospedeiros nas diversas
areas ao redor do mundo.

No Brasil, observa-se uma grande variacdo na frequéncia deste
protozoario e em algumas regides do Estado de Sdo Paulo pode se alcancar
até 40% de individuos albergando este parasito.®® Apenas dois estudos de
genotipagem da G. duodenalis em humanos foram conduzidos no Brasil e
resultados discordantes foram observados quando comparado a frequéncia e
0s gendtipos de isolados detectados no municipio do Rio de Janeiro e entre
localidades do Sudeste do Estado de Sdo Paulo. Portanto, 0 eminente risco de
transmisséo zoonotica entre os habitantes do Noroeste Paulista nos impulsiona
a uma investigacdo mais ampla, incluindo sua associacdo com manifestacdes
clinicas e a participacdo do hospedeiro humano como fonte de infeccao para a
comunidade. Além disso, a ampla diversidade das caracteristicas geograficas,
social, econémica e climatica no Brasil tem sido reportada como fatores criticos
na modulacao da frequiéncia dos diferentes enteroparasitos em varios estudos

relacionando agentes etioldgicos de diarréia.*°%€®)
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1.3 Objetivo

1. Genotipar isolados de Giardia duodenalis em humanos no
municipio de Aracatuba e S&o José do Rio Preto, Noroeste do
Estado de S&o Paulo, Brasil.

2. Estimar e comparar a frequéncia genotipica deste protozoario.

3. Correlacionar a presenca deste enteropatdégeno e seus genotipos a

diarréia.



2. MATERIAL E METODO|
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Areade Estudo

Foram analisadas amostras fecais de individuos residentes em dois
municipios do interior do Estado de S&o Paulo. O primeiro, a cidade de Aracatuba
(latitude 21°12'32" e a uma longitude 50°25'58", com altitude de 390 m do nivel do
mar) é localizada a 524 Km da capital do Estado. Apresenta uma populacdo de
182.204 habitantes, que reside numa area de 1.167 Km? O segundo municipio
onde foi realizada a investigacao foi Sdo José do Rio Preto (latitude -20°89°72"" e
longitude -49°37°44"", com altitude de 489 m do nivel do mar), também localizado
no noroeste paulista a 450 Km da cidade de S&o Paulo. Sua populacdo de

419.632 habitantes reside numa area de 431 Km?. 9

2.2. Amostras Fecais

No periodo de julho de 2007 a marco de 2008, foram triadas amostras
fecais de individuos que tiveram positivas suas amostras de fezes para este
protozoério, pelo exame parasitolégico. Foram analisadas 4.300 amostras no
Laboratério Central do Hospital de Base (HB) de Séo José de Sao José do Rio
Preto. O HB é um hospital terciario, que atende uma grande populacdo do
Noroeste do Estado de S&o Paulo. Foram selecionados 150 individuos que
apresentaram G. duodenalis em suas fezes, sendo estes resultados obtidos por
meio de exame parasitologico de fezes. Foi coletada uma amostra fecal de cada
um dos 145 individuos que concordaram em participar do estudo. Ademais, foram

incluidas cinco amostras de fezes de portadores do virus HIV-1 positivas para
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este enteropatdgeno, ja existentes no Centro de Investigacdo de Microrganismos
(CIM) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP).

No municipio de Aracatuba, durante os meses de julho a dezembro de
2009, foram coletadas amostras fecais em duas creches localizadas no bairro
Alvorada, de individuos residentes no bairro Sdo José e de funcionarios do Centro
de Zoonoses. Foram incluidas amostras fecais, com ou sem diarréia, de 134
criancas de 4 meses a 6 anos de idade e de 20 adultos, totalizando 154 amostras.
Apoés a explicacdo detalhada sobre os objetivos do trabalho e assinatura pelos
participantes do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foi coletada uma
amostra de fezes de cada individuo. Esta amostra foi acondicionada em dois
recipientes; um contendo formol 10% para analises parasitoldgicas, as quais
foram armazenadas em temperatura ambiente e outro sem adicdo de
conservante. Esta amostra foi armazenada a -20°C e utilizada para a analise
molecular.

As amostras coletadas no HB foram enviadas ao CIM para confirmacédo do
diagndstico coproscopico e as amostras positivas pelo exame microscépico foram
encaminhadas ao Laboratorio Interdisciplinar de Pesquisas Médicas do Instituto
Oswaldo Cruz — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, para a genotipagem
dos isolados de G. duodenalis.

As amostras coletadas em Aracatuba foram enviadas diretamente ao CIM
da FAMERP para as analises parasitologicas e moleculares.. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa Humana (processo 3456/2007) da

FAMERP (Apéndice 1).
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2.3 Diagnéstico Parasitolégico

Amostras fecais humanas foram examinadas com o objetivo de detectar a
presenca do parasito por meio de microscopia otica. As técnicas utilizadas foram
centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco 33% © e sedimentacdo espontanea
pelo método de Hoffmann, Pons & Janer,® e a identificacdo do parasito por meio

de microscopia 6tica em objetivas de 10x e 40x.

2.4 Analise molecular
2.4.1 Extracdo de DNA

A extracdo e a purificacdo do material genético do parasito foram
realizadas a partir de duzentos microlitros da suspensdo fecal positiva para
Giardia duodenalis oriunda do método de Hoffman, Pons & Janer.®® O processo
foi realizado pelo Qlamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as
instrucdes do fabricante, com exce¢ao do volume de tampéo AE utilizado para
eluicdo do DNA, que foi diminuido para 80 pL ou 100 yL e a temperatura de lise
que foi aumentada para 95°C, sendo este Ultimo procedimento também sugerido
pelo fabricante.

Apobs o processo de extracdo de DNA as amostras foram quantificadas por
meio de espectrofotometria com absorbancia de 260nm (NanoDrop 1000
Spectrophotometer, EUA). Aquelas que apresentaram uma concentracdo de DNA
abaixo de 50 ng/pL foram submetidas & centrifugacdo a vacuo (Vacufuge™, EUA)
em tempo estimado de 30 minutos, aproximadamente. Em casos onde a

concentracdo do DNA nao alcancou os valores pretendidos (acima de 50 ng/uL)
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foi necessario repetir o processo para determinada amostra proporcionando

temperatura local de 30°C por 15 minutos.

2.4.2 Genotipagem dos isolados de Giardia duodenalis
Amostras de S&o José do Rio Preto

O fragmento de 753 pb do gene p-giardina foi amplificado por meio da
utilizacdo do oligonucleotideo iniciador G7 como iniciador e o oligonucleotideo
iniciador reverso G759. Uma segunda amplificacao foi realizada para obtencéo de
um fragmento de 511 pb do mesmo gene utilizando os oligonucleotideos
iniciadores BGIALF e BGIALR."™

A PCR foi desenvolvida em um volume final de 50 uL, contendo tampéao
1X, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 10 uM de cada oligonucleotideo
iniciador, 2,5 U de enzima AmpliTaqGold polimerase (Applied Biosystems, EUA) e
1-5 uL de DNA purificado. A reacgao foi desenvolvida em termociclador (Applied
Biosystems, EUA) nas seguintes condi¢des: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundod a 65°C, 1 minuto a 72°C; seguido de uma
extenséo final de 7 minutos a 72°C.

Aliguotas de 10 uL dos produtos amplificados foram aplicadas em gel de
agarose 1,2% (Life Technologies) em tampé&o TBE 0,5x (Tris base 89 mM , acido
borico 89 mM e EDTA 2mM) e submetidas a eletroforese no mesmo tampéao a
100V por aproximadamente 1 hora. Foi utilizado padrdao de tamanho molecular
100 pb (Invitrogen, USA). O gel foi corado com brometo de etidio 0,5ug/mL

(Invitrogen, USA) por 30 minutos e descorado com agua destilada por 2 horas.
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Apos a eletroforese a imagem do gel foi capturada por meio da utilizacdo de
sistema de fotodocumentacéo (GelDoc, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Foram utilizados como padrdes, trofozoitos de G. duodenalis, cepa WB
(ATCC 50803), previamente caracterizada como genotipo Al, cultivada em meio
TYI-S-33 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 0,1% de bile bovina por 36
horas a 37°C em atmosfera de 5% CO,,®® gentilmente fornecidos pelo
Laboratério Herta Meyer, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho — UFRJ. Como
controle do gendtipo B, utilizamos DNA extraido do isolado GM-1 (NCCID-CDC,
Atlanta-GA, EUA). Como controles negativos, utilizou-se DNA extraido de cultivo
axénico de Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis e de amostra clinica
positiva para Cryptosporidium parvum.

Os produtos amplificados foram purificados pelo kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) e o sequenciamento foi
realizado por meio da utilizacdo de ABI Prism™ v 3.1 Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Onde 1 pL do mix dye
Terminator, 3,2 uM do oligonucleotideo iniciador (BGIA1F ou BGIALR) e 2 uL do
produto de PCR purificado foram utilizados em cada reagcédo de volume final igual
a 10 pL. As condi¢Oes da reacdo foram: 40 ciclos de 94°C/10 s, 50°C/5 segundos
e 60°C/4 minutos.

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa Chromas

(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) (25/09/2005) e comparadas com
as sequéncias do gene p-giardina de G. duodenalis ja descritas no GenBank

utilizando o algoritmo do Clustal W®>> na versdo 3.1 do MEGA

(http://www.megasoftware.net) (22/05/2007). A analise filogenética do locus do


http://www.technelysium.com.au/chromas.html
http://www.megasoftware.net/
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gene B-giardina foi baseada no alinhamento consenso de aproximadamente 350
pb obtido no Clustal W. A analise filogenética foi desenvolvida no MEGA e a
estimativa de distancia utilizada foi a equacéo de JIN & NEI ©” (modelo Kimura 2-
parametros). As arvores filogenéticas foram construidas utilizando o algoritmo de
neighbor-joining.®® Para cada construcdo, a veracidade de cada ramo foi
conferida por andlise de bootstrap (1000 repeticbes). As sequéncias utilizadas
como referéncia foram as pertencentes aos principais genétipos de G. duodenalis

e foram alinhadas com as seqiéncias obtidas dos novos isolados.

Amostras de Aracatuba

O procedimento da PCR para amplificacdo de um fragmento do gene da
B-giardina foi realizado por um protocolo de PCR semi-aninhado como descrito
por Caccio et al. (2002).°% A primeira reacéo da PCR ofereceu um fragmento de
753pb. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para essa amplificacdo foram o
G7 (AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC) e 0 G759
(GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC). Na segunda reacéao foi utilizado o
oligonucleotideo G759 da primeira reacdo e o oligonucleotideo G376
(CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA). O fragmento obtido foi de 384
pb.

Um volume final de 50 pL foi realizado para PCR, contendo tampao 1X,

1.5 mM MgCIZ, 200 uyM de cada dNTP, 10 pmol de cada oligonucleotideo

iniciador, 2,5 U de enzima Taq polimerase (Fermentas Life Sciences — Sinapse
Biotecnologia, Brasil) e 5 yL de DNA purificado. A reagao foi desenvolvida em

termociclador (Techno) nas seguintes condi¢des: 94°C por 5 min; 35 ciclos de 30
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s a 94°C, 30s a 63°C, 1 min a 72°C; seguido de uma extenséo final de 7 min a
72°C. Para a segunda reacdao, foi utilizado 1 pL do produto da primeira reacao
para as mesmas condi¢cdes de amplificacao.

Produtos de ambas PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, a 110V por 50 minutos. Padrdo de tamanho molecular foi de 100
pb. O gel foi corado com brometo de etidio, visualizado por transiluminacdo com
luz UV e sua imagem digitalizada (Transilluminator FBDLT-88). Como controles,
foram utilizados os mesmos para as analises moleculares de S&do José do Rio
Preto, descritos anteriormente.

Uma analise do polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao
(RFLP) dos produtos amplificados pela PCR e PCR semi-aninhada foi realizada
como descrito por Caccio et al. (2002).°? Aliquotas de 10-12 uL dos produtos da
primeira reagédo de PCR foram digeridas com a adi¢éo de 10 U de Hae lll. Para os
produtos obtidos pela segunda reacéo foi utilizada a enzima Hha |I. Ambos os
procedimentos foram realizados em volume final de 20 pL por 4 horas em
temperatura de 37°C.

A primeira digestdo origina fragmentos de 202, 201, 150, 126 e 74 pb,
caracteristicos do genétipo A e fragmentos de 202, 176, 150, 117, 84 e 24 pb para
0 genotipo B. A segunda digestao foi utilizada para distinguir os subgenétipos Al
dos subgendtipos A2 Os subgendtipos A1 de G. duodenalis foram clivados em
fragmentos de 193, 104, 70 e 17 pb, enquanto que aqueles pertencentes aos
gendtipos A2 originam fragmentos de 210, 70 e 34 pb®®

Os produtos obtidos apds processo de digestdo enzimatica foram analisados

por eletroforese de gel de agarose a 2%, 110 V por 1 hora. Padrédo de tamanho
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molecular foi de 50 pb. O gel foi corado com brometo de etidio, visualizado por
transiluminacéo com luz UV e sua imagem digitalizada (Transilluminator FBDLT-

88).

2.5 Anélise Estatistica

Foram realizadas andlises utilizando o software de estatistica R versao
2.4. (Copyright 2006 The R Foundation For Statistical Computing ISBN 3-900051-
07-0). Para obtencdo de independéncia entre as propor¢cdes foi aplicado o teste
exato de Fisher e o teste do qui-quadrado com nivel de significancia para o valor

de p< 0,005.
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3. RESULTADOS

3.1. Deteccdo de Giardia duodenalis por meio de Microscopia Otica

No municipio de Séo José do Rio Preto, a frequiéncia deste parasito foi de
3,5% (150/4.300), sendo todas as amostras diarréicas. Somente 83 confirmaram
o diagndstico parasitolégico.

As amostras do municipio de Aracatuba mostraram frequéncia de 25,3%
(39/154) para este protozoario, sendo 26,8% (36/134) em criancas e 15% (3/20)
em adultos. Apenas duas amostras fecais que apresentavam 0 parasito eram

diarréicas (5%).

3.2. Genotipagem de Isolados de Giardia duodenalis
Amostras de S&o José do Rio Preto

Das amostras positivas, apenas 55 (66,2%) destas foram amplificadas
pelo PCR (uma amostra ndo foi diagnosticada, pois apresentou resultados
inconclusivos). A analise das sequéncias (Figura 7 e 8) obtidas destas amostras
amplificadas demonstrou que todos os isolados de G. duodenalis eram genotipo
A, sendo 38 subgendtipos Al e 16 subgenoétipos A2. O genoétipo B nao foi
encontrado nas amostras analisadas nesse estudo.

As cepas de referéncia WB e Portland-1 foram idénticas as

sequéncias do gendtipo da pg-giardina de Al isolados como descritos
anteriormente. % %9 A analise da sequéncia mostrou que nos isolados de

genotipos A: genétipos Al e A2 (GenBank numero X14185 e AY072723,
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respectivamente), duas transicdes diferentes (C-T; A G-alinhamento na posicao

96 e 219, respectivamente), correspondem a apenas dois SNPs (0,69%).

511 pb

Figura 7. Gel de agarose em concentracdo de 1% com produtos da PCR 2°
reacao. (1) Marcador de peso molecular de 100 pb. (2, 3, 4, 5, 6, 7) Fragmento de

511 pb do gene B-giardina . (8) Controle negativo.
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SJRPOS

G. duodenalis genotipo A2 (AY0T72723)
SJRP49
SJRPO9
SJRPA2
SJRPO4
SJRP28
SJRPSS
SJRP27
G. duodenalis genotipo A1 (X14185)
SJRP52
SJRPA1
SJRP100
SJRPO3
SJRP3T
SJRP45
SJRP25
SJRP10
SJRP32
SJRPE0O
SJRP54

G. duodenalis genotipo C (AY545646)

2| i G. duodenalis genotipo B2 (AY072726)
781 G. duodenalis genotipo F (AY647264)

G. muris (AY258618)

Figura 8. Arvore filogenética dos isolados de G. duodenalis baseada nas
sequéncias do gene B-giardina de isolados deduzida pelo algoritmo de Neighbor-
Joining utilizando Kimura 2-parametros. Sequéncias do GenBank estdo indicadas
pelos nimeros de acesso entre os parénteses. SJIRPAL e SIRPA2 correspondem
as amostras analisadas que apresentaram sequéncias idénticas ao genétipo Al e

A2, respectivamente.
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Amostras de Aracatuba

Dentre as 39 amostras positivas pelo exame parasitolégico para G.
duodenalis analisadas provenientes de Aragatuba, 32 destas (82%) mostraram
resultados moleculares conclusivos. A primeira reacdo do PCR semi-aninhado
amplificou um fragmento de 753 pb (Figura 9). A segunda reacao deste protocolo

amplificou um fragmento de 384 pb (Figura 10).

753 pb

Figura 9. Gel de agarose em concentragdo de 1,5% com produtos da PCR 1°
reacdo. (1) Marcador de peso molecular de 100 pb. (2, 3, 4, 5) Fragmento de 753

pb do gene B-giardina.
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384 pb

Figura 10. Gel de agarose em concentracdo de 1,5% com produtos da PCR semi-
aninhado, 2° reacéo. (1) Marcador de peso molecular de 100 pb. (2, 3, 4, 5)

Fragmento de 384 pb do gene B-giardina.

O produto da PCR da primeira reacdo foi digerido com a enzima de
restricdo Hae Il e apresentou fragmentos de 202, 201, 150, 126 e 74 pb. Os
resultados obtidos nessa localidade identificaram 32 amostras pertencentes ao
gendtipo A e sete isolados ndo apresentaram amplificagdo. Nenhuma amostra
com o gendétipo B foi detectada. O fragmento de 384 pb do gene da B-giardina
obtido na segunda reacdo de PCR foi digerido com Hha I. Foram detectados a
presenca dos fragmentos de 193, 104, 70 e 17 pb. O gendétipo Al foi identificado
em 10 isolados, enquanto que os gendtipo A2 foi evidenciado em 22 amostras
que apresentam fragmentos de 210, 70 (duas bandas evidenciadas) e 34 pb

(Figura 11).
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Figura 11. Gel de poliacrilamida.(1) Padrdo molecular de 50 pb. (2, 3, 4) Digestao
enzimatica com endonuclease de restricdo Hae lll mostrando gendtipo A. (5, 6)
Digestdo enzimatica com endonuclease de restricdo Hha | mostrando subgenétipo
Al. (7) Digestdo enzimatica com endonuclease de restricdo Hha | mostrando

subgendtipo A2.

3.3. Correlacdo entre os Gendtipos de G. duodenalis e o Aspecto
Fecal nos Municipios de Sdo José do Rio Preto e Aracatuba

As amostras de S&o José de Rio Preto ndo mostram correlacao entre a

presenca do gendtipo e o aspecto fecal, sendo 70,3% com o subgendtipo Al e
29,6% com o gendétipo A2.

Com relacdo as amostras de Aracatuba, observamos que 93,7% eram nao

diarréicas. Destas, nove foram identificadas como do subgenétipo Al (28,1%) e

21 do subgendtipo A2 (65,6%). Apenas duas amostras apresentaram 0 aspecto

diarréico, uma com o subgendtipo A1l e a outra com o0 A2. Nenhum resultado
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significante foi observado entre a consisténcia das fezes e o subgendtipo

detectado (Tabela 1).

Tabela 1. Associagdo entre a presenca dos genétipos de Giardia duodenalis e o
aspecto fecal em amostras de uma populacdo humana nos municipios de Sao

José do Rio Preto e Aracatuba, noroeste do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Amostra Aspecto Fecal
Area Genotipos Diarréico N&o Diarréico
detectados
Aracatuba Al (n=10) 01 (3,1%) 09 (28,1%)
(n=32) A2 (n=22) 01 (3,1%) 21 (65,6%)
Sao José do Rio Al (n=38) 38 (70,3%) 0
Preto (n = 54) A2 (n=16) 16 (29,6%) 0
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4. DISCUSSAO

A regido sudeste do Brasil concentra 46,5% da populacdo brasileira,
sendo que o Estado de Sao Paulo possui a grande maioria desta, com mais de
40.000.000 de habitantes® No presente trabalho, apresentaremos pela
primeira vez, informacdes sobre a freqiéncia genotipica de G. duodenalis em
humanos nos municipios de Aracatuba e S&o José do Rio Preto, no Noroeste
Paulista. Os dados apresentados contribuem para futuras comparacfes
regionais e nacionais, assim como para outros paises em desenvolvimento e
industrializados, oferecendo subsidios para a compreensdo da sua
epidemiologia e a elaboracdo de medidas de prevencdo e controle da
giardiase.

No Brasil observa-se grande variacdo na frequéncia de G. duodenalis.
A avaliacdo de enteroparasitoses em escolares no Parana mostrou que 50,73%

(52)

das infeccbes foram por este parasito,”” porém, em Santa Catarina, na

populacdo infantil verificou-se uma baixa casufstica, 4,3%.%% Essa variacéo é

observada em diversas regides do pais®®*%

. No Estado de S&o Paulo, foi
descrito em Mirassol®® e Campinas,®” onde a frequéncia deste protozoario foi
61,1% e 8,2%, respectivamente. Nossos resultados ndo se mostram
divergentes do panorama nacional, os quais evidenciaram uma variagdo da
frequéncia de 3,5% em S&o José do Rio Preto a 25,3% em Aragatuba. No
entanto, neste trabalho coletou-se uma amostra fecal de cada individuo, o que

pode ter influenciado nesta casuistica, devido a liberacdo intermitente das

formas parasitarias desse parasito.®® Por outro lado, é sabido que a giardiase
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€ mais frequiente em criancas do que em adultos, fato observado nas amostras
coletadas em Aracatuba, onde a maioria da populacdo estudada era infantil
(87%), 0 que esta de acordo com a literatura.®>%%

Estudos moleculares tém demonstrado que G duodenalis é uma
espécie complexa, formada no minimo por sete gendtipos distintos. Os
genatipos A e B tém sido relacionados a infeccdes em humanos e também tem
sido detectado em alguns mamiferos. Em contrapartida, os outros genétipos
tém apresentado preferéncias entre diferentes espécies animais. 86970
Interessantemente, neste estudo somente o gendtipo A e seus respectivos
subgenotipos Al e A2 foram detectados e nenhuma amostra apresentou o
genatipo B. J4, no sudeste do Estado de Sdo Paulo a 450 Km de S&o José do
Rio Preto,”™ detectou-se o gendtipo B em fezes humanas. Em outras
localidades, como na Argentina™® e na Franca,®? evidenciou-se este mesmo
gendtipo. No entanto, estudos realizados em Portugal,® México® e Rio de
Janeiro (a 850 Km do noroeste paulista), também no Sudeste do Brasil,
mostraram apenas a deteccéo do gendtipo A em amostras fecais humanas.®®

Nas sequéncias apresentadas aqui, um numero variavel de SNPs por
sequéncia foi encontrado (dados néo publicados), mas nédo permite mostra-los
um novo grupo do genotipo A. Embora, alguns autores descreveram novos
gendtipos de G. duodenalis com base em um Unico SNP no loci 8 -giardina.
Como exemplo disso, Lalle e colaboradores (2005a)” apresentaram uma
variacdo intra-genotipica dentro de dois gendtipos e, portanto, foram
identificados oito gendtipos A (A1-A8) e seis gendtipos B (B1, B6). No entanto,

novos estudos devem ser realizados a fim de garantir a viabilidade desses
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novos genotipos, incluindo outros genes. Além disso, a possibilidade de que os
SNPs podem representar artefatos sequiéncia ndo pode ser completamente
excluida.

Além da genotipagem de G. duodenalis em humanos, deve-se ressaltar
a importancia deste processo também em animais, principalmente mamiferos,
pois estes sdo parasitados também pelos mesmos gendtipos encontrados em
humanos (A e B). Entretanto, o potencial zoondtico da giardiase ainda é
discutido."*’” Estudos realizados na india,®® Australia® e Brasil®®
detectaram os gendétipos A e B em cées, enquanto outro estudo revelou estes
gendtipos albergando gatos no Brasil.™® Além de animais domésticos, estes
gendtipos ja foram encontrados em outros, como por exemplo, castores,
bovinos, cavalos, macacos e ovelhas."® Ainda no Brasil, foi relatado um caso
onde o gendtipo Al esteve presente tanto na crianca quanto em seu céo. (?

Além disso, é notério que a veiculacdo hidrica constitui uma das
principais vias de transmissdo de doencas parasitarias®? e que esta pode
incluir a participagdo de animais domésticos, silvestres e do homem, o que foi
demonstrado na Hungria’ onde evidenciou-se a presenca dos genoétipos A e B
em agua contaminada.®”

Neste trabalho, a auséncia do gendtipo B nos dois municipios pode ter
sido em decorréncia que, nem todos os cistos detectados pelo método
coproscopico foram identificados pela metodologia molecular; o que ja foi
sugerido na literatura.”™ Além disso, como mencionado previamente é

conhecido que os cistos deste parasito sdo eliminados de forma intermitente

nas fezes e que o material fecal pode conter inibidores da DNA polimerase,
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podendo comprometer o resultado final da amplificacdo.®® Reforcando esta
idéia, das amostras positivas para o parasito no municipio de Sao José do Rio
Preto, 66,2% foram amplificadas pela PCR (55/83), sendo assim, 28 amostras
foram inconclusivas pelo método molecular. Em Aracatuba obtivemos maior
sucesso em relacdo a positividade coproscépica e molecular. Nesta cidade,
82% das amostras positivas foram amplificadas (32/39) e, portanto, sete delas
nao mostraram resultados moleculares conclusivos.

No momento, isolados deste protozoario apresentando diferentes
gendtipos, estdo sendo sequenciados. %2 Entretanto, precisa-se estabelecer
quais seriam os critérios adequados para descrever novos genétipos e uma
padronizacdo relacionada a utilizagdo dos marcadores moleculares. Essas
definicbes iriam evitar determinadas divergéncias nos resultados obtidos por
meio de pesquisas moleculares. Confirmando este fato, Robertson et al.
(2007),®9 apos realizarem a caracterizacdo molecular de isolados de G.
duodenalis em amostras fecais humanas pelos genes gdh, B giardina e tpi,
obtiveram algumas sequéncias que apresentavam diferencas de até quatro
SNPs em relacdo as sequéncias dos gendtipos ja previamente descritas,
embora ndo tenham designado outro subgenotipo, como descrito previamente
por Lalle et al. (2005). "

Nos dois municipios avaliados, o subgendtipo Al (55,8%) foi o mais
prevalente, quando comparado ao A2 (44,1%). Estes dados s&o coerentes com
a literatura sobre a prevaléncia destes em isolados humanos. ®>"% Entretanto,
guando comparamos a frequéncia desses por localidade, observamos que em

Aracatuba o subgenotipo A2 foi mais detectado (68,7%), ao contrario de Sao
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José do Rio Preto (29,6%). Este fato também é verificado em Bangladesh,®®
México, % regido sudeste do Brasil™ e paises europeus.’® Portanto, por meio
destes dados e nossos resultados, podemos inferir que a distribuicdo
geografica destes subgendtipos possuem padrbes distintos ao redor do
mundo.

Por definicdo, a diarréia pode ser infecciosa ou ndo-infecciosa, podendo
esta primeira estar associada a agentes bacterianos, virais e parasitarios.*%
Resultados contraditorios desta associacdo tem sido observado em diferentes
localidades.®® No Brasil, este perfil é bastante similar, onde tem demonstrado
G. duodenalis como um importante patégeno para esta alteracéo intestinal.®%
Nesse sentido, buscamos verificar alguma correlacdo entre 0s genotipos
detectados deste protozoario e o aspecto fecal das amostras. Estudos na
india,*°® demonstraram o genétipo B mais associado em casos de infeccdes
com diarréia. Ao contrario, 0 genétipo A mostrou-se mais relacionado a fezes

diarréicas em Bangladesh.®”

No municipio de Sdo José do Rio Preto,
nenhuma associacao entre genétipos e diarréia péde ser verificada, visto que
todas as amostras apresentavam este aspecto fecal. No entanto, o fato que
todos os individuos apresentaram diarréia, confirma evidéncia prévia que o
gendtipo A é mais virulento que o genétipo B.®Y No municipio de Aracatuba
ndo foi observada associacdo significante entre diarréia e genotipos
encontrados. Apesar de duas amostras diarréicas positivas para este parasito
apresentarem os subgenotipos Al e A2, respectivamente.

Para o sucesso do parasito na colonizacdo do trato intestinal do

hospedeiro, promovendo assim a infeccéo, estudos experimentais™®” mostram
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uma forte dependéncia da interacdo parasito-hospedeiro. Os fatores que
podem estar relacionados a susceptibilidade de individuos em serem
colonizados por G. duodenalis dizem respeito ao estado nutricional, idade e
resposta imune do mesmo. Os principais fatores parasitarios, nesta interacao, €
o papel do disco adesivo, flagelos, e proteinas variantes de superficie (VSPSs)
que funcionam como receptores.%®

Varios estudos estdo sendo realizados na tentativa de elucidar o
mecanismo patogénico da giardiase. A partir destes, compreende-se que esta
doenca ocorra por meio de um processo multifatorial e, portanto, faz-se
necessario um melhor entendimento na interacdo entre o0 parasito e o
hospedeiro.®® Maiores compreensdes dessa interacdo poderiam auxiliar no
entendimento da distribuicdo genotipica do parasito. Evidéncias da
variabilidade do hospedeiro, comportamento da mucosa intestinal e resposta
imunoldgica, em associacdo com o0s genétipos deste parasito distribuidos em
diversas areas poderiam oferecer conclusfes mais objetivas da epidemiologia
deste protozoéario, bem como as caracteristicas clinicas desta parasitose.

Os resultados obtidos neste trabalho, somados ao conhecimento
adquirido de outros estudos nos leva a algumas considerac¢des. A uniformidade
de genotipos no Noroeste Paulista pode ser provavelmente explicada pela sua
origem, visto que toda populacédo estudada reside em localizagdes geograficas
proximas. Também se pode presumir que a grande variacdo de caracteristicas
sociais, climaticas e geograficas do Brasil, que tem sido relatada em varios
estudos sobre agentes etioldégicos como fatores importantes que ajustam a

frequiéncia de patégenos diferentes,®® o que pode explicar a diferenca
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observada entre os resultados presentes e 0s encontrados por Souza et al.
(2007). Outra hipétese que poderia explicar este fato estaria relacionada ao
fato de que a populacdo brasileira tem uma composicdo étnica muito
heterogénea. Esta populacdo é resultado da miscigenacdo das numerosas
populacbes nativas indigenas e imigrantes da Europa, Africa e Asia, e que o
fluxo de imigracdo nao foi uniforme nas diferentes regides do pais, pode-se
concluir que a distribuicdo destes gendtipos pode estar relacionada como a
relacdo parasito-hospedeiro.

Em concordancia com este raciocinio, estudos mostram que o receptor
de imunoglobulina polimérico (pIgR), conservado em mamiferos, tem
importante funcdo evolutiva em vertebrados. Este receptor transporta IgA e
IgM, sendo altamente expressa no intestino. No entanto, ainda existe pouca
evidéncia direta de sua importancia na defesa contra patdgenos entéricos, mas
estudo recente demonstrou que este receptor parece ter um papel critico na
resposta imune contra G. duodenalis.“*® Outro estudo mostra a habilidade
deste protozoério interferir na resposta imune do hospedeiro inibindo a
producdo de interleucinas pelas células dendriticas.*® Ainda, uma
combinacdo de forcas mecanicas e lectinas de superficie deste patdégeno
podem estar envolvidos no reconhecimento especifico dos enterdcitos
humanos®®® e a liberagdo de determinadas proteinas pelo mesmo,
desativando fatores imunes do hospedeiro, como o0 O6xido nitrico.
Recentemente, para avaliacdo do comportamento do epitélio intestinal,
investigacdo de pacientes com giardiase crbnica mostraram que ocorre

inducdo de apoptose realizada por enterOcitos durante o progresso da
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doenca™*? 3 Estes resultados indicam varios mecanismos envolvidos no
contato da G. duodenalis com células da mucosa intestinal do hospedeiro,
facilitando a efetiva colonizagdo no intestino.%®

Por fim, pode-se sugerir que sua distribuicdo genotipica possa estar
também relacionada com a capacidade do genoma parasitario expressar
proteinas variantes de superficie (VSPs), principais antigenos reconhecidos
pelo hospedeiro, localizando-se na superficie dos trofozoitos. Essa variacdo
antigénica é regulamentada por um mecanismo de RNA de interferéncia
(RNAI), ainda pouco conhecido.*%®

Finalmente, o presente trabalho proporciona maiores conhecimentos
sobre a distribuicdo genotipica do parasito G. duodenalis em humanos no
Brasil, levantando questionamento sobre a influéncia da interacdo parasito-
hospedeiro e a epidemiologia dos gendtipos, além do possivel potencial
zoonGtico da doenca. Os dados obtidos podem aumentar as informacdes
sobre a frequéncia genotipica deste enteropatdgeno para futuras comparacoes
dentro de diversas regides brasileiras e também em outros paises. Além disso,
fornecem pistas para entendimento, prevencdo e controle da doenca em
guestdo. Sao necessarios mais estudos de caracterizacdo molecular da
espécie G. duodenalis em outros Estados do pais para se conhecer melhor a

dindmica de transmisséo e a epidemiologia da giardiase.
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CONCLUSOES

1- Apenas o genotipo A de G. duodenalis circula na populacdo humana
nos municipios de S&do José do Rio Preto e Aracatuba, Noroeste
Paulista.

2- O subgendtipo Al de G. duodenalis € o mais frequente na regido
estudada.

3- O subgendtipo Al foi mais frequente em amostras fecais humanas
provenientes do municipio de Sao José do Rio Preto, enquanto que o
subgenotipo A2, em isolados de Aracatuba.

4- Nas amostras estudadas, a diarréia ndo esteve associada aos

gendtipos e subgenotipos de G. duodenalis detectados.
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APENDICE 1 - Parecer favoravel do CEP.

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 88389 de 27/09/84
{Reconhacida pelo Decrelo Federal n.° 74 179 de 14/06/74)

Parecer n.° 176/2007

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 3456/2007 sob a responsabilidade de Ricardo
Luiz Dantas Machade com o titulo "Genotipagem de isolados de gidrdia
lamblia e seu potencial zoonético no noroeste Paulista” estd de acordo com a
resolugdio cns 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
come a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevincia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste
Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final
do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 11 de junho de 2007.

Prof. Dr. Antonio ! res
Coordenador do € E ERP

£

S PO

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - Sao José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3227-6201 - www.famerp.br
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7. APENDICE 2 — Termo de Consentimento Livre e Escalrecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
DEPARTAMENTO DE DOENCAS DERMATOLOGICAS,
INFECCIOSAS E PARASITARIAS
CENTRO DE INVESTIGACAO DE MICRORGANISMOS
Fone: (17) 3201 5736

A origem da diarréia pode ser infecciosa ou ndo. O primeiro tipo é
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Abstract: In order to update and evaluate the potential zoonotic transmission of
giardiasis, in the present study, Giardia duodenalis isolates from humans and pet
dogs from Northwestern region of the Sdo Paulo State, Brazil were genetically
characterized at the B-giardin locus. One hundred stool samples confirmed the
giardiasis diagnosis by parasitological and immunological methodology (83 human
and 17 dogs) and, sixty-two samples (55 human and 7 dogs) were amplified by
Nested-PCR B-giardin. The analysis of the 59 sequences of the G. duodenalis
isolates were assemblage A; 41 subgenotype Al (38 human and 3 dogs) and 18
subgenotype A2 (16 human and 2 dogs). Remarkably, cysts of assemblage B, C
and D have not been found in any of the Northwestern region of Sdo Paulo state
isolates studied to date. Therefore, the risk of G. duodenalis zoonotic route among
the inhabitants of Northwestern of Sdo Paulo state was observed, encourage us
for a critical re-evaluation of a larger data set, including the correlation between
host—parasite relantionship with clinical/fecal aspects and will also shed light on

the origin of infection into the community.

keywords: Giardia duodenalis, beta giardin gene, genotypes, zoonosis, Brazil
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1. Introduction
Giardia duodenalis is the flagellate protozoan most frequently found in the

intestinal infection causing gastroenteritis worldwide (Baruch et al., 1996).
Molecular studies have demonstrated that G duodenalis is complex specie with at
least seven different assemblages. The A and B assemblages have been
associated with infections in human as well as in other mammals, while the other
assemblages have demonstrated to prefer different animal species (Monis and
Thompson, 2003; Thompson and Monis, 2004; Cassio and Ryan, 2008; Cassio
and Sprong, 2010). In spite of this, the zoonotic potential of the G. duodenalis
remains unclear, mainly among domestic animals (Lalle et al., 2005a; Sprong et
al., 2009). Moreover, new assemblages of the G. duodenalis are been described
yet (Lalle et al., 2007; Thompson et al., 2008).

Around of 200 millions of people worldwide are infected with this protozoan
and each one can release 900 millions of cysts for year (Cromptom, 1999). In
Brazil, have been observed a large variation in this parasite frequency (Machado
et al.,, 2001; PRADO et al., 2003; Schnack et al., 2003; Tashima et al., 2004,
Pereira et al., 2007; Machado et al., 2008; Basso et al., 2008). Likewise, in some
regions of the S&o Paulo state, up to 40% of the population carries this protozoan
(Cimerman et al.,, 1999). In Sdo José do Rio Preto city, located in the
Northwestern of Sdo Paulo state, three studies in HIV-1 soropositve population;
two in adults (Cardoso et al., 2004; Gongalves et al., 2009) and once more in a
child population (Rossit et al., 2007) have shown that the G. duodenalis frequency
ranged from 4.1% to 9%.

Nowadays, only three giardiasis molecular epidemiology studies using

different molecular markers were done in Brazil. They demonstrated discordant
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results regarding G. duodenalis genotypes distribution in humans and non-humans
fecal samples. In the first aspect, in Rio de Janeiro city, Southeast region of Brazil,
only Al (96.9%) and A2 (3.2%) subgenotype were found in human fecal samples,
not including detection of the assemblage B. Additionally, A1 subgenotype was the
unique detected in the eight domestic animals isolate investigated (Volotao et al.
2007). The second study, carried out in the Southeast of the S&o Paulo state, the
A2 (78.4%) subgroup and assemblage B (21.6%) were detected in human feces,
Al (42.1%) and F (57.9%) genotypes were found in cat fecal samples and C
(25.9%) and D (74.1%) were observed in dog isolates (Souza et al., 2007).
Recently, Volotdo et al. (2008) detected only Al subgenotype in monkeys from
Santa Catarina state, South region of Brazil. In order to update and evaluate the
potential zoonotic transmission of giardiasis, in the present study, G. duodenalis
isolates from humans and pet dogs from Northwestern region of the Sdo Paulo

State, Brazil were genetically characterized at the B-giardin locus.

2. Material and methods

2.1. Sampling

From July 2007 until March 2008 were selected 150 individuals with positive
fecal samples for this protozoan in parasitological test among the 4,300 samples
analyzed by the staff of the Central Laboratory of the Hospital de Base of S&o
José do Rio Preto (HB). The HB is a tertiary care hospital catering to a large
population from the Northwestern region of Sdo Paulo state, Brazil. All individuals
received explanations about the objectives of this work and after they had signed

the written informed consent, fecal samples were collected from each one of the
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145 individuals that agreed to participate in the study. Five G. duodenalis positive
fecal samples from HIV-1 infected individuals, which were storage at Centro de
Investigacdo de Microrganismos (CIM) from Faculdade de Medicina de Séao José
do Rio Preto (FAMERP) were included. We also evaluated 52 pet dog stool
samples collected at Hospital Veterinario do Centro Universitario de Rio Preto
(UNIRP). All stool samples were transported for microscopic and immunological
analysis at CIM. The genotyping analysis was conducted at Laboratorio
Interdisciplinar de Pesquisas Médicas do Instituto Oswaldo Cruz — Fundacado
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. The parasitological survey developed with this
population was approved by Human (process 3456/2007) and animal (process

109509/2007) research board from FAMERP.

2.2. Parasitological examination

Fecal samples were examined for Giardia cysts using a standard
methodology by a centrifugal flotation in 33% zinc sulphate solution, in which
parasite form were detected by light microscopy (Faust et al., 1939). To confirm
the parasitological results, a commercially available immunoenzymatic assay
(Alexon BIOBRAS, Brazil) processed according to the manufacturer's
recommendations was used. Samples were stored for 1-6 months at 4°C or at -

20°C before DNA extraction.

2.3. DNA isolation and PCR amplification
Cyst disruption and genomic DNA extraction/purification from froozen feces

were performed using QlAamp DNA mini kit (Qiagen GmbH. Alemanha),
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according manufacture procedures, with modifications. The lise temperature was
changed to 95°C, and the final AE buffer volume was reduced to 100 pL.

In the primary polymerase chain reaction (PCR) a 753 bp fragment of the f-
giardin gene was amplified using the forward primer G7 and the reverse primer
G759 as previously described (Caccio, Giacomo and Pozio, 2002). In the
sequential nested PCR, a 511 bp fragment was amplified using BGIA1F/BGIA1R
primer pair according to Lalle et al. (2005b).

PCR were performed in 50 uL total reaction volume containing 100 ng of
genomic DNA, 10mM Tris-HCI pH8.5, 50mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 200 uM of each
dNTP, 10 uM of each primer and 2.5 U AmpliTagGold polimerase (Applied
Biosystems, EUA); 94°C for 5 minutes followed by 35 cycles of amplification (94°C
for 30s, 65°C for 30s and 72°C for 60s) were carried out, with a final elongation
step of 7 minutes at 72 °C. The product was analyzed by electrophoresis in 1.2%
agarose gel, stained with 0.5ug/mL ethidium bromide (Invitrogen, USA) and
examined under UV light (GelDoc, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). As positive
controls we used WB strain (ATCC 50803) and GM-1 isolate for A1 and B
genotypes, respectively. As negative control, DNA of the Entamoeba histolytica,
Trichomonas vaginalis axenic culture and Cryptosporidium parvum clinical sample

were used.

2.4. Molecular characterization
Amplified products were purified using the Wizard® SV Gel and Pcr Clean-
Up System (Promega, Madison, WI, USA). DNA fragments were sequenced in

both directions, in triplicate using ABI Prism™ v 3.1 Dye Terminator Cycle
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Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) on a ABI 3730 automatic
DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Sequences were analyzed using Chromas

(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) (2005/09/25) and compared with

know B-giardin of G. duodenalis sequences obtained from GenBank using
Clustalw  algorithm  (Thompson, 1994) in the MEGA version 3.1

(http://www.megasoftware.net) (2007/05/22). Phylogenetic analyzes of 350

nucleotides length B-giardin sequences were performed through MEGA 3.1, on
alignments obtained from ClustalW. The distance estimations were carried out
using Jin and Nei (1990) equation (Kimura 2-parameter model). The phylogenetic
trees were constructed using a neighbor-joining algorithm (Saitou and Nei, 1987).
For each calculation branch reliability was assessed using bootstrap analysis
(1000 replicates). The nucleotide sequence of B-giardin from Giardia muris

(Genebank accession number AY258618) was used as an out group.

3. Results

Only one hundred stool samples confirmed the giardiasis diagnosis by
parasitological and immunological methodology (83 human and 17 dog) and, sixty-
two samples (55 human and 7 dogs) were amplified by Nested-PCR B-giardin. As
summarized in table 1, the analysis of the 59 sequences of the 511 bp fragment of
the B-giardin gene shown that all G. duodenalis isolates were assemblage A; 41
subgenotype Al (38 human and 3 de dogs) and 18 subgenotype A2 (16 human
and 2 dogs). Remarkably, cysts of assemblage B, C and D have not been found in

any of the Northwestern region of S&o Paulo state isolates studied to date.


http://www.technelysium.com.au/chromas.html
http://www.megasoftware.net/
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4. Discussion

The Southeastern Brazilian region concentrates 46.5% of inhabitants of the
Brazil and S&o Paulo state shows the majority of that. Although the G. duodenalis
subgenotypes prevalence reported here can be representative of the human and
household dog community-disseminated giardiasis from Northwestern Sado Paulo
State region, the obtained data can update the information about these genotypes
distribution for further comparisons within the diverse Brazilian regions and also
within other developing countries. Additionally, this data serves as a springboard
for a future large-scale analysis to the understanding, prevention, and control of
such relevant disease around the world.

The present study provides, for the first time, information on the distribution
of the G. duodenalis genotypes, from humans with sporadic giardiasis and pet
dogs in S&o José do Rio Preto, the biggest city of the Northwestern region of Séo
Paulo State, Brazil. In this work, we studied 55 human and 7 domestic dog fecal
samples by sequencing analysis of the Nested-PCR products of the gB-giardin
gene. Interestingly, the human and pet dogs displayed only assemblage A
(subgenotypes Al and A2) and neither assemblage B (human, cat, horse and dog
genotypes) nor C and D assemblages (canine-specific genotypes) were detected.
Contrasting our results, the assemblage B was detected as single isolate in
human’s feces from other regions of the Sdo Paulo state, a part 450 Km from Séo
José do Rio Preto (Souza et al., 2007). Furthermore, this situation was also
observed in Argentina (Minvielle et al., 2008), United Kingdom (Amar et al., 2002),
Italy (Lalle et al., 2005a) and France (Bertrand et al., 2005). On the other hand,

studies carried out in Portugal (Souza et al., 2006), Mexico (Lalle et al., 2005b;
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Eligio-Garcia et al., 2005) and in Rio de Janeiro state (850 Km from Sao José do
Rio Preto), Southeast of the Brazil (Volotdo et al., 2007), reinforcing our results,
which detected just the assemblage A in human fecal samples. Additionally, no
association with diarrhea could be observed, since all individuals, HIV-1 infected
or non-infected, had this clinical aspect. Nevertheless, the fact that all of these
individuals showed gastrointestinal disorders, support previous evidence that
assemblage A are more virulence than assemblage B (Read et al., 2002; Haque et
al., 2005; Souza et al., 2006). However, the absence of the genotype B in these
isolates could be related with molecular analysis failure, since not all the cysts
found in stools by microscopic and immunological techniques could be also
detected by Nested-PCR (Souza et al., 2007). On the other hand, we put forward
2 hypotheses to explain these differences: (1) this homogeny in Northwestern of
Sao Paulo state is probably explained by their origin (Sousa et al., 2006); all fecal
samples came from the same clinical laboratory and their patients live in close
geographic areas. (2) since the Brazilian population has a highly heterogeneous
ethnic composition, a result of the hybridization of the numerous native indigenous
populations and immigrants from Europe, Africa and Asia and the immigration flow
was not uniform in the different regions of the country (Azevedo et al., 1981; Zago
et., 1983), the distribution of these genotypes could be related by host-parasite
relationship in the several endemic areas of the country.

Despite of the fact that dogs are very important in human life, they can be a
source of parasite for environment and consequently for human infection (Palmer
et al., 2008). Although A and B assemblages have been described in dogs

previously, it has been documented that these animals are more infected by C and
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D assemblages than other canine population (Lalle et al., 2005a; Thompson et al.,
2008). Curiously, in our work two individuals analyzed had their pet dogs included
in the study and, both human and animals, were infected with cysts of
subgenotype Al. The non-detection of the dog-specific assemblages in our work;
support the notion that in non-urban settings, these genotypes are more prevalent
in the canine population, possibly because of a better host adaptation (Lalle et al.,
2005b). Besides, in human populations living with domestic animals, where the
giardiasis prevalence is moderate, the detection of zoonotic assemblages is more
usual (Traub et al. 2004), than canine-specific assemblages, which are observed
mainly in areas where the relationship is more restricted (Hopkins et al. 1997).
Sequencing of the one human and two canine isolates were not able to be
confirmed by the analysis (table 1), showing sequences with both low quality and
overlapping nucleotide peaks, which can be attributed to mixed infections or to
allelic sequence heterozygosity of single cysts (Lalle et al., 2009). Indeed, mixed
infections have been detected previously around the world (Hopkins et al., 1999;
Amar et al., 2002; Gelanew et al., 2007; Lalle et al., 2005a), according specific
epidemiological condition of each area (Caccio et al., 2003; Traub et al., 2004).
Although the detection of the assemblage A in humans could not be
incriminated as guaranty of the zoonotic fecal-oral route (Lalle et al., 2005b;
Volotdo et al., 2007), the presence of cysts of the A1 and A2 subgenotypes in
isolates from both humans and pet dogs appears to prevail the potential zoonotic
in this particularly region, supporting the notion that, in S&o José do Rio Preto, the
zoonotic transmission may be a resultant of the specific socio-sanitary conditions

inside the region. Furthermore, the huge variation of social, economic, climatic,
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and geographic features in Brazil has been reported in several studies regarding
diarrhea etiologic agents as important factors that adjust the frequency of different
enteropathogens (Cimerman et al., 1999; Schnack et al., 2003, Rossit et al.,
2007), can explain the difference observed between our results and the found by
Souza et al., (2007) in different areas of the Sdo Paulo state. Therefore, this is
consistent with the view that giardiasis in the largest endemic region of the Brazil
should not be seen as a single entity, and different strategies for prevention and
control may be optimal for its diverse endemic locations.

In conclusion, since the intestinal pathogen infection is a basic health
problems in tropical regions (Kumar et al., 2002) and the risk of G. duodenalis
zoonotic transmission among the inhabitants of Northwestern of Sdo Paulo state
was observed, encourage us for a critical re-evaluation of a larger data set,
including the correlation between host—parasite relationship with clinical/fecal

aspects and will also shed light on the origin of infection into the community.

Table 1. Frequency of Giardia duodenalis genotypes in feces from human and pet

dog population of the Northwestern of the S&o Paulo state, Brazil.

Genotyping and sequencing samples

Nested-PCR
Sample N
positive
No
Al A2

identified
HIV-1 human Positive (n=5) 5 (100%) 2 (40%) 2 (40%) 1 (20%)
HIV-1 human Negative (n=78) 50 (64.1%) 36 (31.0%) 14 (15.4%) -
Pet Dogs (n=17) 7 (41.2%) 3(17.6%) 2(11.8%) 2(11.8%)

Total (n=100) 62 (46.7%) 41 (36%) 18 (16%) 3 (7%)
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Resumo

Este estudo teve como objetivo reavaliar a prevaléncia de parasitos
intestinais em escolares da rede publica de ensino e investigar possiveis
associacfes epidemioldgicas de carater socio-econémico. No periodo de
setembro de 2009 até marco de 2010, analisou-se uma amostra fecal de alunos
matriculados na da Escola Municipal Darci Améancio, do municipio de Mirassol, no
Estado de Sao Paulo. Coletamos amostras fecais de 310 criancas, cujos pais e/ou
responsaveis concordaram em participar do estudo. Cerca de 30,32% (94/310)
das criangas apresentaram pelo menos um parasito intestinal. A Giardia Lamblia
foi o protozoario mais frequente (15,16%), seguido da Entamoeba histolytica
(0,64%). Os helmintos detectados foram o Ascaris Lumbricoides (3,55%),
Strongiloides stercoralis e Taenia sp, que foram dignosticados em 0,32% das
amostras avaliadas. Evidenciarmos reducdo na taxa de parasitismo nesta
populacdo apdés dez anos de investigacdo, no entanto, verifica-se uma
diversidade maior de parasitos infectando estas criancas. O uso de agua de
torneira foi incriminado favorecendo ao parasitismo. Por outro lado, o uso de agua
mineral mostrou-se protegendo contra 0 mesmo. O continuo monitoramento das
parasitoses intestinais em diferentes regides do pais, visando o esclarecimento da
importancia de cada um destes agentes na etiologia da diarréia na populacao
infantil. Embora, ndo tenhamos associado a presenca de parasitoses intestinais a
distarbios gastrointestinais, a presencas destes agentes podem impulsionar a
Nnovos casos, Visto que estas criangcas podem funcionar como portadores e,

portanto, fonte de contaminacao.

Palavras-chaves: parasitoses, G. lamblia, A. lumbricoides, epidemiologia.
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Introducéao

Um dos principais problemas de saude publica na populacdo mundial séo
doencas acometidas por parasitos intestinais que contribuem para elevadas taxas
de morbidade e mortalidade, principalmente em paises em desenvolvimento®*2,
Estima-se que nestes paises, aproximadamente um terco da populagédo viva em
condicbes ambientais que facilitam a disseminacdo de infeccdes parasitarias®.
Além disso, as infec¢Bes por protozoarios e helmintos intestinais afetam 3,5

bilhbes de pessoas promovendo a doenga em aproximadamente 450 milhdes de

pessoas®.

As enteroparasitoses séo transmitidas, na grande maioria das vezes por via
oral, na qual h4 ingestdo de agua ou alimentos infectados com formas
parasitarias. Além disso, a ampla diversidade das caracteristicas
socioeconbmicas, climéticas e geogréficas no Brasil, tem sido incriminada como
fatores criticos ao perfil dos agentes etiolégicos na diarréia, modulando assim a

freqiiéncia destes diferentes enteropatdgenos® *°.

As criancas sdo um grupo de alto risco para infec¢cdes por parasitos
intestinais>®, pois podem entrar em contato com estes desde poucos meses de
vida'*. Resultados contraditérios correlacionam as parasitoses intestinais ao

2119 o 3 faixa etaria durante este periodo de vida® *°. Ademais,

género da crianga
tem-se constatado que a agua de boa qualidade em creches contribui para
prevencdo de enteroparasitos, sendo essa potencializada quando esta associada

a uma rede de esgoto equivalente’.
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No Brasil, tem sido observada uma grande variacdo na frequéncia de
parasitismo intestinal na populacdo infanti, bem como nas parasitoses
detectadas, podendo alcancar indices de quase 80% em algumas regides. A
deteccdo de enteroparasitos em escolares de uma periferia no Estado do
Maranh&o mostrou que o Ascaris lumbricoides foi o parasito de maior prevaléncia
(40%)*. Fato também observado em criancas de municipios rurais em Coari,
Amazonas, Norte do Brasil (67,5%)*. No entanto, em Rio verde, Goiads, um
estudo semelhante encontrou o protozoario Giardia lamblia (59%) como o parasito
mais prevalente®®. J4 em Cricitma, Santa Catarina verificou-se, que o
Cryptosporidium (85, 1%) foi o protozoario mais prevalente, seguido da
Entamoeba histolytica (56,4%) e a Giardia lamblia (4,3%)*. Adicionalmente, dois
outros estudos investigaram a presenca de Entamoeba histolytica® e Giardia
lamblia®® em criancas de uma creche na periferia de Belém, e detectaram a

presenca destes parasitos em 21,8% e 26,9% das amostras, respectivamente.

No Estado de Sao Paulo este panorama ndo se modifica, detectando
indices de 55% para ascaridiase e taxas de ancilostomiases variando de 53% no
municipio de S&o Paulo a 87% em Ribeirdo Preto na populacdo adulta®®. Em
populacdes infantis observam-se que a giardiase, ascarardiase e tricuriase, entre
outras enteroparasitoses, sdo bastante frequentes’®. No Noroeste paulista,

estudos prévios®® 33

mostraram elevada prevaléncia de enteroparasitos em
populacdes infantis, reafirmando que as enteroparasitoses sdo um grande
problema de saude publica. Na década de 90, inquérito epidemiologico em

criancas no municipio de Mirassol, demonstrou resultados equivalentes com
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deteccdo de G. lamblia (61,1%), A. lumbricoides (2,8%) e Ancilostomideos

(3’2%)28, 22.

Objetivou-se neste trabalho reavaliar a prevaléncia de parasitos intestinais,
no municipio de Mirassol, em escolares da rede publica de ensino e investigar

possiveis associacOes epidemiologicas de carater sdcio-econdémico.
Materiais e Métodos

No periodo de setembro de 2009 a marco de 2010, analisou-se uma
amostra fecal de alunos matriculados na da Escola Municipal Darci Amancio, do
municipio de Mirassol, no Estado de Sao Paulo. Este estabelecimento localiza-se
em um bairro periférico, que teve origem a partir de um desfavelamento e atende
criancas desde a 1° etapa até a 42 série do ensino basico, totalizando 700

estudantes provenientes de 19 micro-localidades diferentes.

ApoOs explicacdo detalhada do projeto e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido foi realizada a coleta de amostra de fezes e
preenchido a um questionario com dados sécio-epidemiologicos. Foram coletada
uma unica amostra fecal com solucao conservante (Formol 10%). As amostras de
fezes coletadas foram enviadas ao laboratorio Centro de Investigacdo de
Microrganismos da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto onde foram
analisadas. Os meétodos utilizados foram Faust e Hoffmann, Pons & Janer,
usualmente empregados na deteccdo de helmintos e protozoarios. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de S&o

José do Rio Preto.
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Para a significancia estatistica recorreu-se ao teste do Qui-Quadrado

(Programa BioStat 5,0). O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

Coletamos amostras fecais de 310 criancas, cujos pais e/ou responsaveis
concordaram em participar do estudo. Como sumarizado na tabela 1, 30,32%
(94/310) apresentaram pelo menos um parasito intestinal. A Giardia Lamblia foi o
protozoario mais frequente (15,16%), seguido da Entamoeba histolytica (0,64%).
Os helmintos detectados foram o Ascaris Lumbricoides (3,55%), Strongiloides
stercoralis e Taenia sp, que foram dignosticados em 0,32% das amostras

avaliadas.

Os individuos participantes foram classificados em faixas etarias de: 2 a 4
anos (n=39), 5 a 7 anos (n=127), 8 a 10 anos (n= 114) e 11 a 15 anos ( n= 30).
Cento e vinte e sete criancas na faixa etaria entre cinco e sete anos estavam
parasitadas, enquanto que a menor frequéncia foi verificada entre onze e quinze
anos de idade. No entanto, ndo se observou significancia estatistica em as faixas

etarias e a presenca de parasitos (Tabela 2).

Na Tabela 3, apenas o uso de agua de torneira foi incriminada favorecendo
ao parasitismo. Por outro lado, o uso de agua mineral mostrou-se protegendo
contra o0 mesmo. O sexo masculino foi o de maior prevaléncia, porém sem

nenhuma relacao significativa com a presenca de parasitos intestinais.
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Um sub-grupo de amostras (n=120) foi investigado para estabelecer a
relacdo entre o aspecto fecal e o parasitismo, entretanto, nenhuma significancia

estatistica foi encontrada (Tabela 4).
Discusséo e Concluséo

As infec¢des por patdgenos intestinais sdo um dos problemas basicos de
- . o . . 26 - . .
salude publica em regides tropicais~, e, além disso, tem sido reportado como

responsaveis pela diarréia infantil**

. A ampla diversidade socioecondmica aliada
as particularidades geograficas da América Latina, ja foram referidas como
moduladoras da etiologia infecciosa da diarréia, alterando a importancia dos

diferentes enteropatégenos?*.

Nossos resultados mostram uma taxa de parasitismo de 30,3% ha
populacdo de escolares infantil no municipio de Mirassol, Estado de Séao Paulo,
sendo a maior positividade para a Giardia lamblia (15,16%) e o Ascaris
lumbricoides (3,55%). Interessantemente, numa investigacao realizada ha uma
década, em escolares da rede publica deste municipio, foi evidenciado que 63,9%
da populacdo estavam parasitadas e que a G.lamblia foi também o protozoario
mais prevalente (61,1%), seguido do A. lumbricoides (2,8%)%®. Apesar de
evidenciarmos uma reducdo na taxa de parasitismo nesta populacdo apos dez
anos de investigacao, entretanto, verifica-se uma diversidade maior de parasitos
infectando estas criancas. Essa reducdo de parasitose observada pode ser um
reflexo de medidas efetivas de prevencao e controle nesta populacdo. No entanto,
a diversidade parasitaria recentemente encontrada conota a introducéo de novos

parasitos na regiao.
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Sabe-se que a frequéncia de giardiase € mais alta em paises em
desenvolvimento do que em paises desenvolvidos. Alguns autores afirmam que
esta protozoose, ao contrario das helmintiases, tem maior freqiiéncia em criancas
de familia com renda mensal mais elevada, devido a um maior consumo de
hortalicas” *. Ademais, o decréscimo da taxa de giardiase normalmente se eleva
com a faixa etaria, visto que contatos sucessivos com 0 parasito aumentam a
imunidade do hospedeiro e, além disso, a higiene se torna mais efetiva a medida
que a crianca cresce " 2% % % E sabido também, que este parasito é comum em
instituicbes como centros educacionais e creches, pois 0 contato pessoa-pessoa
é freqiiente e dificil de ser mantido correta e regularmente®® Nossos resultados
mostram taxas inferiores ao descrito na populacdo brasileira em geral®’, a
reducdo dos casos na populacao infantil de escolares da rede publica e nenhuma
associacdo com a idade, bem como hébitos de higiene das criancas. No entanto,
nao podemos descartar a possibilidade de que esta reducdo de casos de
giardiase possa estar relacionada as caracteristicas biol6gicas do parasito, cuja

eliminacdo é intermitente. O fato de termos coletado apenas uma amostra por

crianca pode ter contribuido com sua baixa casuistica na populacao infantil.

Dentre as diversas espécies de ameba, a Entamoeba histolytica € a Unica
considerada invasiva, com prevaléncia elevada em regides tropicais,
principalmente em comunidades que vivem em condicdes sanitarias
inadequadas®®. Em diversos paises, muitas pessoas sdo infectadas por amebas
comensais, mas a maioria dos individuos faz um quadro assintomatico. Nossos
resultados mostram baixa casuistica deste parasito, evidenciando que este pode

nao ser endémico na regido. De fato, este protozoario ndo foi detectado ha dez
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nesta mesma populacdo. Entretanto, a deteccdo de amebas comensais, como
Entamoeba coli, Endolimax nana e lodamoeba butschlii indicam que as criangas
ingeriram agua ou alimentos contaminadas com residuos fecais e queportanto, as
mesmas estdo sobre o risco de contaminacdo pela E. histolytica. Portanto,
reforcamos a importancia do diagnostico e descricdo destes comensais, a fim de
se implementar medidas preventivas para evitar infeccdo devido a contaminacao

oro-fecal.

As infecc¢des por Ascaris lumbricéides foram relacionadas previamente com
reducado do crescimento e de proteinas de reserva em criancas e adolescentes. A
reducdo da absorcéo intestinal e obstrucdo do limen, no qual levara anorexia e
bloqueio da superficie de absorcédo, tem sido incriminado com causa destas
caracteristicas*®. Estratégias para controlar os fatores de ocorréncia deste geo-
helminto mostraram que além da idade, o nimero de pessoas que vivem ho
domicilio sdo importantes fatores de determinacdo da distribuicdo do parasito
entre as familias®®. O A. lumbricoides foi o helminto mais diagnosticado em nosso
estudo, diferente do que se tem evidenciado em outras regides do Brasil*® °. A
sua baixa freqiiéncia observada por nés e em estudo anterior?® na regido, também
nos leva a acreditar que esta parasitose ndo se mostra endémica nesta
comunidade. Porém, a observacao de que o uso de agua néo-tratada pode estar
associado ao parasitismo nesta populacdo e permanéncia prolongada dos seus
ovos no solo, nos leva a pensar que a populacdo esteja em alerta para que a

ascaridiase nao seja um problema futuro na populacéo infantil de Mirassol.
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Somente um caso de infeccdo por Strongiloiudes. stercoralis foi
diagnosticado em nosso estudo e 0 mesmo esteve presente em uma crianca que
normalmente ndo usa calcado. Realmente, varios autores descrevem baixos
niveis de infeccdes causadas por este helminto em populacées infantis®” *° 3. No
entanto, apesar de ndo termos encontrado uma associacao significativa entre o
parasitismo e o habito de andar descalco, a maioria da populacdo parasitada e
nao parasitada avaliada neste estudo apresenta esta caracteristica de ndo uso de
calcado. Porém, o fato deste parasito ndo ter sido evidenciado ha dez anos atras

nesta populacdo?® e apresentar atualmente taxas reduzidas, nos faz pensar que

este helminto ndo seja um problema efetivo nesta comunidade.

A teniase é uma doenca humana causada pela fase adulta dos helmintos
do género Taenia, sendo também um problema de salde publica tanto em areas
urbanas como rurais e principalmente onde as condicbes sanitarias sao
precarias** A cisticercose é outra parasitose causada pela Taenia solium cuja
transmissdo é facilitada pela disponibilidade de seus ovos na agua e nos
alimentos*®. Em nosso estudo apenas um caso de teniase foi encontrado. Este
resultado vai ao encontro da literatura onde baixas frequéncias deste parasito na
populacdo infantil®’. Interessantemente, este caso foi diagnosticado em uma
crianga que possui horta no quintal. A associacdo direta entre a infeccdo humana
e a sufna, principalmente em locais onde os mesmos co-existem*®, favorecem a
transmissdo destas parasitoses. Portanto, os cuidados com a delimitacdo dos

lotes e mesmo das hortas com transito de animais, especialmente de porcos,

pode prevenir a endemicidade do complexo teniase/cisticercose nesta regiao.



103
Apéndices

Sabe-se que as enteroparasitoses podem causar relevantes agravos a
salde como desnutricdo, anemia, obstrucdo intestinal e diarréia crénica >
Buscou-se neste trabalho, estabelecer uma correlacdo entre o aspecto fecal
diarréico e infeccao por enteroparasitos, porém nenhum resultado significativo foi
encontrado. Realmente, os estudos sobre os agentes etiolégicos associados a
diarréia mostram que a importancia relativa dos diferentes enteropatdgenos varia
grandemente dependendo da estacdo do ano, area de residéncia (urbana ou
rural), classe soécio-econdmica, localizacdo geografica e especialmente com a
idade do hospedeiro'* 1 % Além disso, a diarréia pode ser ou néo infecciosa* .
Portanto, a diarréia nesta populacdo pode estar associada a outros
enteropatdgenos, tais como virus e bactérias, ou até mesmo por outros
protozoarios ndo investigados, como Isospora belli e Cryptosporidium®. Deve-se
lembrar que a infec¢do assintoméatica pode ser também resultante de mecanismos
de tolerancia imunologica ou por variacdes intraespecificas que podem afetar a

viruléncia do parasito®. Destaca-se, portanto, a importancia de novos estudos

avaliando o papel de enteropatégenos na diarréia neste grupo.

Varios autores brasileiros mencionam a possibilidade de transmisséo de
parasitoses ao homem por meio da ingestdo de alimentos crus como frutas e
verduras consumidas cruas provenientes de areas cultivadas e contaminadas por
dejetos fecais®. O habito alimentar de consumir hortalicas in natura possibilita a
exposicdo de uma grande parcela da populacdo as formas transmissiveis de
parasitos®, porém, os resultados deste trabalho n&o encontraram nenhuma
significancia estatistica quanto a estas variaveis. O consumo de agua mineral foi

apontado com um fator protetor das infec¢bes por enteroparasitos e de agua da
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torneira como fator de predisposicao a enteroparasitoses. Tento em vista que as
parasitoses aqui detectadas sdo na maioria de veiculacdo hidrica e que estudos
prévios mostram que criancas de uma creche que consumiam agua nao-filtrada
apresentavam 15,9 vezes mais chances de adquirir parasitoses®, a preocupacao
com a qualidade da agua de consumo se faz um ponto importante na manutencao

de parasitose no municipio.

As transformacdes demograficas, ambientais e sociais que ocorrem no
mundo oferecem condi¢cdes para o continuo aparecimento de novas formas de
expressdo de doencas ja conhecidas e para emergéncia de novas outras™*. Este
fato impulsiona o permanente fortalecimento de uma rede de Vvigilancia
epidemioldgica, que incorpore o0s hospitais de referéncia para doencas
transmissiveis, as unidades hospitalares voltadas para o atendimento ambulatorial
e de urgéncias, os laboratérios de saude publica e centros de saude, com
capacidade de monitorar os perfis epidemioldgicos e suas alteracfes, detectando
prontamente, investigando e adotando medidas eficazes de prevencdo e
controle®” **, Esses dados levantam a necessidade de continuo monitoramento
das parasitoses intestinais em diferentes regides do pais, visando o
esclarecimento da importancia de cada um destes agentes na etiologia da diarréia
na populagdo infantl. Embora, ndo tenhamos associado a presenca de
parasitoses intestinais a disturbios gastrointestinais, a presencas destes agentes
podem impulsionar a novos casos, Visto que estas criancas podem funcionar

como portadores e, portanto, fonte de contaminacéao.
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Tabela 1.

Parasitos intestinais detectadas em alunos da escola
publica Darci Améancio, Mirassol — SP.

Enteroparasitos Numeros de pacientes
(%)
(n°=310)
Positivo 94 30,32
Negativo 216 69,68
Protozoario
Giardia Lambia 47 15,16%
Entamoeba histolytica 2 0,64%
Entamoeba coli 45 14,51%
Endolimax nana 12 3,87%
Hyminoleps Nana 3 0,97%
lodomoeba butschili 2 0,64%
Helmintos
Ascaris lumbricoides 11 3,55%
Strongiloides 1 0,32%
stercoralis

Taenia sp. 1 0,32%
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Tabela 2. Frequéncia de enteropatdgenos em 310 criancas de acordo com a idade
Figura 2. FreqUéncia de enteropatégenos em 310 criancas de acordo com a faixa etaria
Faixaetaria | N | Giardia | Entamoeba | Endolimax | Hyminoleps | Entamoeba: Ascaris | Strongiloides | Taenia | lodomoeb
(anos) 5 5 lambia 5 histolytica 5 nana 5 nana 5 coli Elumbricoides 5 stercoralis sp Eabutschili
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
2a4 139 8 - ; 1 ; - ; 4 ; 2
: (2,58) ! (0,33) ! oo (@L29) (0,64)
5a7 112 119 (6,14) ! - ; 2 ; 2 ; 19 ; 3 1
7 ; ; (0,64) ; (0,64) L (613) (0,97) ; (0,32)
8al0 © 11 1 15 (4,84) 2 ! 8 ! 1 ! 20 ! 5 ! 1 1 1
L4 | (0,64) | (2,58) | (0,33) I (6,45) (1,62) | (0,32) (0,32) (0,32)
11a15 130 5 - ; 1 ; - ; 2 ; 1 : - -
! 16) : (0,32) ! L (0,64) (0,32) :
Total 131 47 2 ; 12 ; 3 ; 45 ; 11 ; 1 1 2
. 0 ! (15,16) ! (0,64) : (3,87) : (0,97) | (14,51) | (3,55) : (0,32) (0,32) (0,64)




Tabela 3.

Distribuicdo frequéncial de alguns aspectos epidemiolégicos em individuos parasitados
(n = 94) e nado parasitados (n = 216) em uma populagéo de escolares da rede publica de
ensino do municipio de Mirassol, Estado de S&o Paulo no periodo de agosto de 2009 a
janeiro de 2010.

Aspectos Parasitados (n= 94) N&o Parasitados (n=
epidemioldgicos 216)
Sim Nao Sim N&ao P
n° % n° % n° % n° %
Sexo Masculino 55 58,51 39 41,49 114 52,77 102 47,23
Sexo Feminino 39 41,49 55 58,51 102 47,23 114 52,77

Consumo de alimentos 38 40,43 56 59,57 85 39,35 131 60,65
crus
Consumo de vegetais 83 88,30 11 11,70 176 81,48 40 18,52

Coleta de lixo 91 96.80 3 3,20 210 97,20 6 2,80
Uso de agua da 68 72,34 26 27,66 129 59,72 87 40,28 0,0462
torneira

Uso de agua filtrada 21 22,34 73 77,66 56 26,66 160 73,34

Uso de dgua mineral 2 212 92 97,88 24 11,11 192 88,89 0,0164
Costume de andar 82 87,23 12 12,77 175 81,02 41 18,98
descalco

Escolaridade dos pais 39 41,49 55 58,31 97 4491 119 55,09
> que 0 ensino
fundamental

Renda da familia>que 81 86,17 13 13,83 193 89,35 23 10,65
dois salarios minimos
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Tabela 4.

Associacao entre a presenca de parasitos e aspecto fecal

Patogenos encontrados Diarréicas

N&o-Diarréicas

N= 40(%) N= 80 (%)
Protozoario
Giardia Lambia 5(12,5) 7 (8,75)
Entamoeba histolytica 0 (0.00) 0 (0.00)
Endolimax nana 0 (0.00) 3 (3,75)
Hyminoleps nana 0 (0.00) 0 (0.00)
Entamoeba coli 6 (15,0) 12 (15,0)
lodomoeba butschili 1 (2,50) 0 (0.00)
Helmintos
Ascaris lumbricoides 1 (2,50) 0 (0.00)
Strongiloides 0 (0.00) 0 (0.00)
stercoralis
Taenia sp. 0 (0.00) 0 (0.00)
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