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Epigrafe Vi

EPIGRAFE

“O que é 0 homem sem os animais? Se todos os animais se fossem, o homem morreria
de uma grande soliddo de espirito. Pois o que ocorre com os animais, breve acontece com o
homem. Hd uma ligacdo em tudo. Isto sabemos: a terra ndo pertence ao homem: o homem
pertence a terra. Isto sabemos: todas as coisas estdo ligadas como o sangue que une uma
familia. Hd uma ligacdo em tudo. O que ocorrer com a terra recaird sobre os filhos da terra.
O homem ndo tramou o tecido da vida: ele é simpelsmente um de seus fios. Tudo que fizer
ao tecido, fard a si mesmo... Esse destino é um mistério para nés, pois ndo compreendemos
que todos os biifalos sejam exterminados, os cavalos bravios sejam todos domados...Onde
estd o arvoredo? Desapareceu. Onde estd a dguia? Desapareceu.

[E o final da vida e o inicio da sobrevivéncia]”.

Chefe Seatle (1854)
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RESUMO

Introducdo: Giardia intestinalis tem sido associada a episodios diarréicos em inquéritos
epidemioldgicos. Pesquisas moleculares evidenciaram que G. intestinalis apresenta sete
gendtipos: A, B, C, D, E, F e G. Somente 0s genotipos A e B foram detectados em humanos,
mas também em outros hospedeiros mamiferos, sendo considerados, portanto zoonoticos.
Genotipos C e D incluem isolados de caes; E é relacionado a animais de producdo; porcos,
ovelhas, bovinos e caprinos e 0s gendtipos F e G sdo exclusivos de felinos domésticos e
ratos, respectivamente. Estudos moleculares também revelaram que o gendétipo A apresenta
dois subgrupos; A-l e A-ll e B; Blll e BIV. Objetivo: O presente trabalho objetivou estudar
a distribuicdo dos genotipos de G. intestinalis em humanos, caninos, felinos domésticos,
ovinos, bovinos e caprinos, especificamente em relacdo aos padrdes de transmissdo no
noroeste do Estado de Sdo Paulo, Brasil, e avaliar a hipdtese de infeccdo zoondtica.
Meétodos: No periodo de julho de 2009 a outubro de 2010 foram estudadas amostras fecais
de 61 animais e 154 humanos provenientes do municipio de Aragatuba, Estado de Séo Paulo.
As amostras de fezes dos animais foram obtidas no Centro de Controle de Zoonoses do
municipio e no Hospital Veterinario da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”. Os espécimes fecais humanos foram coletados em creches na periferia da cidade e em
laboratdrios de Anélises Clinicas da rede privada do municipio. O diagndstico parasitologico
foi feito por microscopia oOptica, pelas técnicas de Faust e Hoffmann, Pons & Janer. Os
gendtipos de G. intestinalis foram caracterizados por PCR-RFLP e confirmado por
sequenciamento do gene RB-giardina. Resultados: As amostras humanas mostraram uma
positividade de 25.3% (39/154), destas, a percentagem em criangas foi de 26.8% (36/134), ja

em adultos obteve-se 15% de amostras positivas (3/20). A frequéncia de G. intestinalis entre
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0s animais estudados foi de 23% (14/61). Um total de 32 isolados de G. intestinalis obtidos a
partir de fezes humanas e seis de cdes e gatos foram caracteristicos apenas do genétipo A (Al
e AIlI/AIll). Conclusdo: Com relacdo a frequencia da Giardiase, nossos resultados sao
semelhantes a maioria das porcentagens descritas em criancas e adultos do Estado de S&o
Paulo e de outros Estados do Brasil. A prevaléncia observada na populacdo animal esta de
acordo com as taxas de infeccdo mundiais descritas. Foram detectados genotipos
considerados zoondticos de G. intestinalis, circulando entre os animais domésticos e
humanos da cidade de Aracatuba, inferindo a possibilidade de transmissdo zoonética do
parasito na regido noroeste do Estado de Sdo Paulo. A auséncia destes gen6tipos em animais
de producéo oferece a perspectiva de que os mesmos ndo estdo envolvidos na cadeia de

transmissdo ao homem na mesma localidade.

Palavras-chave: Giardia intestinalis, Epidemiologia, Zoonose, Gendtipos, Animais.
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ABSTRACT

Introduction: Giardia duodenalis is the protozoan frequently found in the intestinal
infection causing gastroenteritis worldwide. The 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. Genotypes C and D was include isolated of
dogs; E is related to production animals, such as, goats, pigs, sheeps and bovines and
genotypes F and G are exclusive of domestic felines and rats, respectively. Molecular studies
had also disclosed that the genotype presents two sub-groups; A-1 and A-Il and B; BIII and
BIV. Objective: The present study objectified to study domestic, the epidemiology of the G.
intestinalis genotypes in human beings, canines, domestic felines, ovines, bovines and
caprines, specifically in relation to the standards of transmission in the Northwestern region
of the S&o Paulo State, Brazil, and to evaluate the hypothesis of zoonotic infection.
Methods: During the period of July 2009 to October 2010 they had been studied fecal
samples of 61 animals and 154 human beings proceeding from the city of Aracatuba, State of
S&o Paulo. The feaces samples of the animals had been gotten in the Control center of
Zoonoses of the city and in the Veterinarian Hospital of Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”. The human fecals specimens had been collected in day-care
centers in the periphery of the city and laboratories of Clinical Analysis of the private net of
the city. The parasitologic diagnosis was made by optic microscopy, by the techniques of
Faust and Hoffmann, Pons & Janer. The genotypes of G. intestinalis had been characterized
by PCR-RFLP and confirmed by sequencing analysis of the 3-giardin gene. Results: The
human beings samples had shown a positivity of 25.3% (39/154), of these, the percentage in

children was of 26.8% (36/134), and in adults got 15% of positive samples (3/20). The
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frequency of G. intestinalis between the studied animals was of 23% (14/61). A total of 32
isolated of G. intestinalis obtained from human beings feces and 6 of the dogs and cats had
been characteristic only of the genotype A (Al and All/Alll). Conclusions: Regarding the
Giardiase frequency, our results are similar to the majority of described percentages in
children and adults from S&o Paulo State and other States of Brazil. The prevalence observed
in the animal population is in accordance with the described worldwide. The present study
was made possible the detention of the considered genotypes zoonotics of G. intestinalis,
circulating between the domestic and human animals of the city of Aragatuba, inferring the
possibility of zoonotic transmission of the parasite in the northwest region of the State of Sdo
Paulo. The absence of these genotypes in production animals offers the perspective that those

are not involved in the chain of transmission to the man in the same locality.

Key Words: Giardia intestinalis, Zoonosis, Genotype, Epidemiology, Aracatuba
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1. Introducéo Geral

1.1 Giardia intestinalis

Giardia intestinalis (G. intestinalis) € um dos principais agentes de diarréia

2 embora somente uma

em humanos e animais, apresentando distribuicdo mundial, *
minoria de infecces resulte em doenca.® O género Giardia pertence aos protozoarios
flagelados, foi possivelmente o primeiro protozoario intestinal humano a ser conhecido e a
primeira descricdo foi atribuida a Anton Van Leewenhoek (1681) que observou
“animalunculos moéveis” em suas proprias fezes, entretanto, somente em 1859, Lambl, o

descreveu em pormenores. **® As denominacdes G. lamblia, G. duodenalis e G.

intestinalis tem sido empregadas como sinonimia. 2’

1.2 G. intestinalis: Morfologia, Ciclo Biol6gico e Principais Espécies:

Este protozoéario apresenta duas formas evolutivas que séo o trofozoito e o cisto. A
primeira ¢ a forma vegetativa que habita o intestino delgado do hospedeiro e causa a
Giardiase; ja o cisto € a forma de resisténcia no ambiente externo e transmissivel aos
hospedeiros susceptiveis. 8 Os trofozoitos de G. intestinalis tem forma de péra, medindo

aproximadamente 12 a 15 um x 5 a 9 um® (Figura 1).
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Cisto (forma infectante)

Ambiente externo _ Homem

Multiplicaciio por divisio

-+ ] bindria longitudinal

Ciclo de vida de Giardia intestinalis

Fonte: Adaptado de http://www.soton.ac.uk/~ceb/Diagnosis/Vol3.h2.qif

Figura 1 — Ciclo de vida de Giardia intestinalis

No género Giardia existe uma forte ligacdo entre o citoesqueleto e a sua viruléncia, sendo
que a adesdo do parasito parece ser predominantemente mediada pelo citoesqueleto, *° o qual
consiste de quatro sistemas de organelas compostas de microtubulos; disco ventral (disco
adesivo), os corpos basais e flagelos, os corpos medianos e as fibrilas associadas com o0s
axonemas. Estruturas denominadas microribons rodeiam parcialmente cada microtabulo e se
projetam dorsalmente dentro do citoplasma, sendo conectados por finos filamentos.™ O disco
estriado consta de microtdbulos dispostos de forma concéntrica, rodeados por uma franja
marginal ventro-lateral apoiados em uma placa marginal. Vacuolos se encontram
principalmente na regido dorsal. Invaginac6es da membrana plasmatica em combinagdo com

0s vacuolos permitem suspeitar que vacuolos se formem por pinocitose. O citoplasma


http://www.soton.ac.uk/~ceb/Diagnosis/Vol3.h2.gif
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contém um reticulo endoplasmatico rugoso discreto e muitos ribosomas, entretanto, nenhuma
particula de glicogénio. *?

Cisternas citoplasmaticas, contendo em parte material eletronlucente, se acham unidas a
membrana plasmatica. Os nucleos contém, em parte, inclusGes cristaloides e nas
proximidades dos flagelos situam- se estruturas microtubulares e material osmiofilico. *?

(Figura 2).

Figura 2 A-D. Desenhos esquematicos da estrutura do trofozoito de G. intestinalis. A: Vista
geral no plano frontal (vista dorsal). N: nacleo. AF, PLF, VF e CF respectivamente, flagelos
anteriores, postero-laterais, ventrais e caudais. MB: corpo mediano. BB1: corpo basal dos
flagelos anteriores. O plano transversal (TP) e a perspectiva dos lados dorsal (d) (v) ao
ventral sdo marcados pela seta. B: Visdo ventral do plano frontal. AP, CP, pdlos anteriores e
caudais. CZ: zona central que ndo tem nenhum disco ventral. NCDE: constricdo nuclear,
expansdo do disco. Estrela: origem de cumes do disco do corpo basal oposto e caudal. C:
secdo transversal (no plano transverso). S: plano sagital que passa entre os dois flagelos
caudais. N: nacleo. VD: disco ventral. PV: vesiculas periféricas (lisossomas). AF: flagelados
anteriores ja fora do citoplasma. D: detalhe da regido central em seccdo transversal. PLF, CF
e VF, flagelos postero-laterais, caudais e ventrais F: funis (fileiras microtubulares). N:
nucleo. PV: vesiculas periféricas. VD: disco ventral mostrando a fileira microtubular e os
ribons seccionados nos microtubulos.

Fonte: Adaptado de http://www.scielo.org.ar/pdf/biocell/v27n3/v27n3a04.pdf
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A caracterizacdo molecular de isolados de diferentes espécies de hospedeiros mamiferos por
todo o mundo tem confirmado a existencia de espécies que contaminam espécies especificas
e duas espécies com uma ampla variedade de hospedeiros e que sdo zoondticas.
Recentemente, foi proposta uma nova descrigdo para as espécies de G. intestinalis e seus
gendtipos (ou assemblages) (Tabela 1), ** embora a maioria dos trabalhos descritos até hoje

utilize denominagdes mais antigas.

Tabela 1: Espécies propostas e existentes no género Giardia.

Espécies Hospedeiros

G. duodenalis (=Assemblage A) Ampla variedade de mamiferos domésticos e
selvagens incluindo o homem
G. entérica (=Assemblage B) Humanos e outros primatas, cées e algumas espécies

de mamiferos selvagens

G. agilis Anfibios

G. muris Roedores

G. ardeae Aves

G. psittaci Aves

G. microti Roedores

G. canis (=Assemblage C/D) Caes e outros canideos

G. cati (=Assemblage F) Gatos

G. bovis (=Assemblage E) Bovinos e outros animais de produgdo biungulados
G. simondi (=Assemblage G) Ratos

Fonte: Thompson e Smith (2011). **
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1.3 Vias de transmissdo de G. intestinalis:

A transmissdo da Giardiase se da pela ingestdo de cistos quer seja por contato
direto, via fecal-oral, como por ingestdo de agua e alimentos contaminados. G. intestinalis
tem uma série complexa de ciclos de transmissdo, incluindo as formas zoonotica,
antroponética, hidrica e por via alimentar. 2 A Organizacdo Mundial da Satde considerou a
Giardiase uma zoonose ja em 1979, porém, até hoje esta questdo ndo esta definida. Ha
poucos relatos de transmissdo zoondtica e pouca confirmacdo. O conhecimento de que ha
Giardia sp de gendtipos especificos para determinados hospedeiros e Giardia sp de
gendtipos comuns a humanos e varias espécies, os chamados genotipos zoondticos, é
controversa. Evidéncias para sustentar a transmissdo zoonotica de Giardia sp sdao muito
fortes, mas qual ¢é a frequiéncia e sob quais circunstancias ocorre tal transmissdo ainda devera

ser determinada. **

G. intestinalis é comprovadamente um patégeno em potencial para bovinos, ovinos, e
caprinos, (leiteiros e de carne e particularmente em animais jovens) causando diarréia,
prejuizos na conversao alimentar, redugdo no ganho de peso, reducdo na producao de leite e
reducdo no peso das carcagas. O grande nimero de bovinos e ovinos que vivem ao redor de
fontes de agua e a eliminacdo de elevados numeros de cistos de Giardia por estes animais
podem fazer destes animais importatnes fontes de contaminago hidrica. *> Acredita-se que
animais de fazenda desempenham o principal papel em contaminacdo de fontes de agua por
G. intestinalis, pela sua alta abundancia nestas propriedades e o uso de material fecal como
fertizante é outro fator importante. Outros animais como cées, gatos, roedores, répteis e aves,
também podem contribuir para a transmisséo destes parasitos pela sua estreita relacdo com o

homem. 6



Introducdo 6

A recente utilizacdo de métodos epidemiol6gicos moleculares tem ajudado a resolver
questdes taxonémicas.’” A caracterizacdo genotipica direta de isolados de Giardia permite o
entendimento da especificidade dos diferentes genétipos por hospedeiros e a determinacéao

dos possiveis ciclos de transmisséo de G. intestinalis (Figura 3). *°

Genotipos zoondticos A e B Animais de producio
Ciao L

ko
R

’
k -
S
A

Gato
Rato
; ?
k /' ? 1 \ ):’
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Figura 3. Diagrama ilustrando os possiveis ciclos de transmissdo dos principais genétipos de

Giardia (Adaptado de Thompson, 2000).
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1.4 Justificativa

A Organizacdo Mundial da Saude tem considerado a Giardiase uma zoonose desde 1979.
Porém, até hoje esta questdo ndo esta definida. Ha poucos relatos de transmissdo zoonotica
e pouca confirmacdo. Em uma perspectiva nacional, poucos autores descreveram a
epidemiologia da Giardiase, especificamente em relacdo aos padrbes de transmissdo e em
mais de um hospedeiro. Pesquisas mais extensas, considerando fatores de riscos classicos
e levantamentos epidemioldgicos regionais sdo fundamentais para o esclarecimento da
dindmica da transmissdo do protozoario G. intestinalis em areas endémicas e para avaliar o
nivel da participacdo de cada hospedeiro como fonte de infeccdo para individuos e
populages susceptiveis. *° A determinagdo da variacdo genética de Giardia sp é essencial
para compreender a sua epidemiologia, especificamente em relacdo aos padrbes de
transmissdo em diferentes areas geograficas. Além disso, o crescente nimero de animais de
estimacdo tem facilitado o contato entre ambos e aumentado a exposicao do ser humano aos
agentes causadores de zoonoses e ainda, destaca-se a capacidade de ruminantes agirem como
fonte de infeccdo de enteroparasitos para 0 homem. Tais estudos contribuirdo para a criacdo

de estratégias efetivas de prevencdo, controle e tratamento da doenca.
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1.5 Objetivos

Objetivo Geral

> Investigar dados da epidemiologia de gendtipos isolados de G. intestinalis
no municipio de Aracatuba, Noroeste do Estado de S&o Paulo e seu

potencial zoondtico.

Objetivos especificos

1. Verificar a frequéncia de G. intestinalis na populacdo humana e animal,

2. Avaliar a frequéncia dos gendtipos de G. intestinalis em humanos, cées, felinos
domésticos, caprinos, ovinos e bovinos na area estudada.

3. Inferir a possibilidade de transmissdo zoondtica do parasito entre animais de
estimacdo e individuos do municipio avaliado.

4. Inferir a possibilidade de transmissdo zoonédtica do parasito entre animais de

producdo e individuos do municipio avaliado.
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2. Artigos Cientificos

Os resultados encontram-se descritos em trés artigos, dois submetidos a

publicacdo e outro a ser encaminhado para revista indexada.

ARTIGO 1
Titulo: Giardia intestinalis: Uma abordagem epidemiolégica e zoonoética

Autores: Elenir Alves Macedo de Godoy, Aline Cardoso Caseca Volotdo, Maria Cecilia
Rui Luvizotto, Juares Elias Santos Junior, Ricardo Luiz Dantas Machado

Periodico: submetido a Revista Pan-Amazonica de Saude.

ARTIGO 2:

Titulo: Comparison of Two Methods for Extraction of Genomic DNA from Giardia
Intestinalis in Animal Fecal Samples.

Autores: Elenir Alves Macedo de Godoy, Luciana Moran Conceicdo, Valéria Daltibari
Fraga, Maria Cecilia Rui Luvizotto, Andrea Regina Baptista Rossit, Gustavo Capatti
Cassiano e Ricardo Luiz Dantas Machado.

Periodico: submetido ao Journal of Microbiological Methods.

ARTIGO 3:

Titulo: Molecular identification zoonotic genotypes of Giardia intestinalis isolates from
humans, dogs, cats, sheeps, goats and cattles from Aracatuba municipality, the state of
Séo Paulo, Brazil, by sequence analysis of fragments of g-giardin coding gene, a ser
submetido a Veterinary Parasitology.

Autores: Elenir Alves Macedo de Godoy, Juares Elias Santos Junior, Marcus Vinicius
Teresa Belloto, Gustavo Capatti Cassiano, Aline Cardoso Caseca Volotdo, Maria Cecilia
Rui Luvizotto, Claudia Mércia Aparecida Carareto, Ricardo Luiz Dantas Machado.

Periddico: a ser submetido a Veterinary Parasitology
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O objetivo geral do trabalho foi estudar a epidemiologia de genoétipos de G. intestinalis e
seu potencial zoondtico; foi elaborado um trabalho de revisdo descrito a seguir, como

ponto de partida para melhor comprender o assunto em questao:

RESUMO: Giardia intestinalis sdo protozoarios intestinais, de distribuicdo
cosmopolita, amplamente prevalente em humanos e em muitas espécies de mamiferos,
incluindo animais domeésticos e de producdo. O objetivo desta revisdo é sumarizar a
pesquisa epidemiologica desta parasitose no mundo, com maior relevancia para a América
do Sul; particularmente no Brasil, enfatizando os principais gendtipos encontrados em
humanos, animais e meio ambiente, bem como a evolugdo e problematica das técnicas
moleculares utilizadas na identificacdo dos genotipos descritos até 0 momento. Além disso,
abordaremos questdes sobre a correlacdo dos gendtipos relacionados aos sinais clinicos e o

atual significado zoondtico da Giardiase.
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Giardia intestinalis: Uma abordagem epidemioldgica e zoonética

Elenir Alves Macedo de Godoy*", Aline Cardoso Caseca Volotdo?, Maria Cecilia Rui

Luvizotto®, Juares Elias Santos Junior!, Ricardo Luiz Dantas Machado*

! Centro de Investigagdo de Microrganismos, Faculdade de Medicina de S&o José do Rio

Preto, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil

? Laboratério de Pesquisa Médica do Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio

de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil

% Departamento de Clinica Cirurgia e Reproducdo Animal, Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”, Aracatuba, Sdao Paulo, Brasil

Resumo: Giardia intestinalis sdo protozoarios intestinais, de distribuicdo
cosmopolita, amplamente prevalente em humanos e em muitas espécies de mamiferos,
incluindo animais domeésticos e de producdo. O objetivo desta revisdo é sumarizar a
pesquisa epidemioldgica desta parasitose no mundo, com maior relevancia para a América
do Sul; particularmente no Brasil, enfatizando os principais gendtipos encontrados em
humanos, animais e meio ambiente, bem como a evolucdo e problematica das técnicas
moleculares utilizadas na identificacdo dos gendtipos descritos até 0 momento. Além disso,
abordaremos questdes sobre a correlacdo dos gendtipos relacionados aos sinais clinicos e o

atual significado zoonotico da Giardiase.

Palavras-chave: Giardia lamblia; Genotipo; Zoonoses; Estudos Epidemiolégicos.
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Introducéo

Giardia intestinalis € um parasito cosmopolita e um dos principais agentes
envolvidos em disturbios gastrointestinais em humanos, animais domésticos e selvagens.
De acordo com a nova sistematica, G. intestinalis pentence ao filo Metamonada, subfilo
Trichozoa, superclasse Eopharyngia, classe Trepomonadea, subclasse Diplozoa, ordem
Giardiida e familia Giardiidae’. A identificacdo deste enteroparasito em varias espécies
animais sugere transmissdo zoonética’. A taxonomia de Giardia é complicada devido a
diferencas morfologicas limitadas. Fundamentado nessas distincBes, seis espécies do
género sdo consideradas validas: G. intestinalis, parasito de ampla variedade de mamiferos,
incluindo humanos, animais de criacdo e de companhia; G. agilis em anfibios; G. muris em
roedores; G. ardeae e G. psittaci em passaros; e G. microti em ratazanas™ *. G. intestinalis
apresenta duas formas evolutivas que sdo o trofozoito e o cisto. A primeira é a forma
vegetativa que habita o intestino delgado do hospedeiro e causa a Giardiase; ja o cisto é a
forma de resisténcia no ambiente externo e transmissivel aos hospedeiros susceptiveis. G.

intestinalis apresenta um ciclo biolégico monoxénico direto®.


mailto:elenirmacedo@yahoo.com.br
Tel:+55
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O cisto é intermitentemente liberado pelas fezes, tornado-se imediatamente
infeccioso, permanecendo assim por meses em condi¢cOes adequadas de temperatura e
umidade relativa do ar. No solo, a sua infectividade é reduzida quando a temperatura
ambiente est4 ao redor de 4°C, tornando-se ndo infeccioso ap6s 7 dias a 25°C. Quando
ingerido pelo hospedeiro, ocorre o desencistamento no duodeno liberando os trofozoitos,
que colonizam o duodeno, multiplicam-se e posteriormente iniciam migracdo para as
porgOes terminais do intestino onde sofrem o encistamento. Os cistos entdo formados sdo

eliminados juntamente com as fezes® .

A transmissdo da Giardiase se da pela ingestdo de cistos quer seja por contato
direto, via fecal-oral, como por ingestdo de dgua e alimentos contaminados. G. intestinalis
tem uma série complexa de ciclos de transmissdo, incluindo as formas zoonotica,
antroponética, hidrica e por via alimentar 8. Em humanos a principal via de infeccdo é a
ingestdo de cistos maduros, que podem ser transmitidos pela agua sem tratamento ou
deficientemente tratada (apenas cloro); alimentos contaminados (frutas e verduras mal
lavadas) ou ainda por cistos veiculados por insetos. Existe a deteccdo de G. intestinalis e
Cryptosporiduim parvum em moscas sinantrépicas’. O contagio por via hidrica em parques
aquaticos recreativos, como também por alimentos preparados por maos contaminadas

pelos préprios manipuladores foi comprovado®.

Manifestacdes clinicas da Giardiase variam desde infec¢bes assintomaticas a
quadros de diarréia aguda autolimitada ou crénica com ma-absor¢do, mesmo em individuos
imunocompetentes'®. Os mecanismos que levam a esta variabilidade sdo multifatoriais,

envolvendo fenbmenos relacionados com a cepa do parasito e 0 nimero de cistos ingeridos.
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Os fatores relacionados ao hospedeiro incluem a idade, estado nutricional, imunolégico e

motilidade intestinal**. A patogénese da Giardiase ainda néo é totalmente compreendida'?.

As principais complicacBes em relacdo a Giardiase cronica estdo associadas a ma
absorcdo de nutrientes, como vitaminas, ferro e lactose. Estas deficiéncias raramente
produzem danos sérios em adultos, contudo em criancgas, podem ter efeitos graves, podendo
comprometer seu desenvolvimento fisico e cognitivo'®. O perfodo de incubacdo é variavel,
de duas semanas a varios meses. Em criancas a sintomatologia mais indicativa de Giardiase
é diarréia com esteatorréia, irritabilidade, insbnia, nauseas, vomitos e perda de apetite que

pode estar acompanhada ou n4o de emagrecimento, além de dor abdominal®* *.

Aspectos da Epidemiologia da Giardiase

Giardiase é considerada uma doenca re-emergente, devido ao aumento da
frequéncia da infeccdo no homem, principalmente surtos em criangas que frequentam
creches e individuos imunocomprometidos, especialmente em paises subdesenvolvidos
81817 A Organizagdo Mundial de Salide (OMS) estima que ocorram mais de 200 milhdes

de casos anuais de Giardiase na Africa, Asia e América Latina,'® com elevada morbidade

mundial, acometendo cerca de 280 milhdes de pessoas a cada ano®.

InfeccBes por protozodrios intestinais sdo comuns em humanos por todo o
mundo, com infec¢Bes mais importantes em criangas pequenas, em mulheres gravidas e

individuos com AIDS®.

Quase vinte anos atras a prevaléncia de G. intestinalis variava de 2 - 5% nos paises

industrializados e até 20-60% em paises menos desenvolvidos®. Na Europa, Asia e
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Oceania a prevaléncia deste parasito tem variado de 0,4 a 42,9%. Ademais, no continente

africano os estudos mostram prevaléncia de 5 a 40,7% °.

A América Latina possui a terceira maior taxa de mortalidade infantil, ficando logo
atras da Africa e da Asia®’. Giardfase é uma doenca predominantemente associada com
paises em desenvolvimento, pois a higiene comprometida pela falta de infraestrutura
ocasiona 0 estabelecimento e aumento da transmissdo e da endemicidade de tal
enteroparasitose?’. O Brasil apresenta a quarta maior taxa de mortalidade infantil quando

comparada a outros paises da América do Sul?.

A prevaléncia de Giardiase no Brasil oscila em média de 4 a 30%°%. Um
levantamento multicéntrico das parasitoses intestinais realizado no pais no final da década
de 80, revelou a prevaléncia de Giardia sp de 28,5% em escolares com faixa etaria entre
sete e 14 anos, sendo este também o principal parasito em individuos de renda familiar
média e alta®®. No Estado de Goias, um estudo detectou a G. intestinalis (59%) como o
parasito mais prevalente?®. No entanto, no Estado de Santa Catarina, esta parasitose foi
verificada em 4,3% das amostras fecais coletadas em criangas atendidas num servico
plblico®™. Um estudo conduzido na periferia da cidade de Belém, Estado do Para,
investigou a presenca de G. intestinalis® em criancas e detectou a presenca deste

protozoario em 26,9% das amostras.

De fato, em creches este padrdo também tem sido observado, disseminando-se de
forma rapida e o parasito se estabelecendo no meio ambiente servindo, portanto, como
fonte para novas infecgﬁesm. Dados prévios na literatura descrevem que a Giardiase € mais
comum na populagéo infantil do que em adultos, especialmente em creches?’. Reforgando
estad idéia, a maior frequencia deste protozoario foi associada a faixa etaria de 1 a 2 anos,

sequida da populacdo acima de 3 anos de idade, o que deve estar relacionado aos poucos
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habitos de higiene inerentes desta faixa etaria, que aumentam a transmissdo fecal-oral de

patégenos .

Realmente, a reducdo da taxa de Giardiase infantil, frequentemente, atinge com

maior frequencia a faixa etaria de um a quatro anos de idade®. A maior prevaléncia de G.

intestinalis nesta faixa etaria pode ocorrer devido a aquisicdo de maturidade motora das
- - - ~ A - - - - ~ 29

criangas que permite maior locomocao e auséncia de imunidade para reinfeccdo™. Embora

estudos atribuam este fato para o desmame precoce e para o elevado consumo de alimentos

30, 31

crus , ndo foi observado nenhuma associacdo significante entre estas variaveis e a

frequencia de Giardiase nesta populacédo infantil.

A epidemiologia da Giardiase tem demonstrado que esta parasitose ocorre mais
frequentemente em ambientes coletivos, com a habitual transmissdo pelo contato direto
pessoa-pessoa, ampliando as oportunidades de contaminag&o®2. Como é comum a detecco
de cistos de G. intestinalis nos dedos e sob as unhas, é possivel que os cuidadores de
criancas, em creches, sejam a principal fonte de transmissdo deste parasito entre as

criancas.

No Brasil, onde estdo concentrados 1/3 dos portadores de HIV da América Latina,
existem estudos que tem promovido a avaliacdo da frequéncia de enteroparasitos nessa
populacéo e entre os protozoarios mais freqlientemente citados estéo G. intestinalis®* 3. No
Sudeste brasileiro, foi detectada a presenca deste protozoario em 15,2% das amostras
fecais®>. No municipio de S&o José do Rio Preto, no Noroeste Paulista, trés estudos foram
realizados nesse sentido; dois em populacgdo adulta® e outro em uma populacao infantil®’.
Uma associagdo entre a presenca de G. intestinalis e a diarréia foi verificada em individuos
adultos, tendo sido vericado frequencia variavel entre 4,04% e 62%. Avaliando-se 405

criancas brasileiras para investigar a relacdo entre o status nutricional e os fatores de
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infeccdo ambiental e socio econdmico de G. intestinalis, evidenciou-se que 7,9% destas

apresentaram ma nutricdo crénica e 11,1% aguda.

Em relacdo aos fatores de risco as mais afetadas foram aquelas que tinham dois anos
de idade ou mais velhas, viviam em casas com dois quartos ou menos, conviviam entre

familias de 5 ou mais pessoas e, em casas sem acesso a sistema de esgoto*®,

Genotipos de G. intestinalis

Avancos no conhecimento da biologia molecular dos parasitos do género
Giardia tem mostrado ampla diversidade genética dentro das populagdes de G. intestinalis”.
O estudo da diversidade de G. intestinalis, iniciou-se pela analise de zimodemas cujos
isolados foram inicialmente sub-agrupados por aloenzimas. As primeiras classificacdes por
analise molecular denominaram que G. intestinalis possuia os grupos Nasg 1 a 3, genotipos

“Poland” e “Belgium” e gendtipos A e B com subgrupos A-1, A-11, B-111, e B-IV¥.

Os loci utilizados para esta classificagdo foram triose fosfato isomerase (tpi),
glutamato desidrogenase (gdh), B-giardina, menor subunidade ribossomal do gene do &cido
ribonucleico ribossémico (SSU rRNA), fator de elongacdo 1a (efla), genes da proteina de
superficie variante (vps), open reading frame C4 (GLORF-C4) e a regido espacadora

intergenomica rRNA (1GS)** 442,

Posteriormente, identificou-se que G. intestinalis apresenta um alto nivel de
diversidade genética, mostrando sete genétipos: A, B, C, F, E, F e G. Somente 0s genotipos
A e B tem sido detectados em humanos e em uma ampla gama de outros hospedeiros
mamiferos, enquanto os genotipos remanescentes (C-G) sdo hospedeiros especificos.
Genotipos C e D incluem isolados de cdes; o gendétipo E esta relacionado a animais de

producdo, inclusive pode ser encontrado em ungulados; suinos, ovinos e bovinos.
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Os isolados de clusters dos gendtipos F e G sdo exclusivos de gatos e ratos
domésticos, respectivamente “***“°_ Estudos recentes também revelaram a existéncia de
diversidade genética dentro de cada grupo maior. O grupo A consiste de dois agrupamentos
distintos; Al e All. O primeiro congrega uma mistura de parasitos isolados de humanos e de
animais. Este grupo tem sido alvo de estudo na andlise do potencial de transmisséo
zoondtica da Giardia sp. Em contrapartida, o grupo B apresenta diversidade genética de
parasitos isolados, predominantemente de humanos™*®. Porém, existem excecdes para esta

especificidade, pois os genétipos C e D, foram relatados em felinos *’,*® e humanos®, D foi

50,51 48,50,53

descrito em suinos®®*! e humanos™, o genétipo E foi encontrado em gatos e humanos

e F foi relatado em suino® e humanos®.

Anadlises filogenéticas de amostras de Giardia coletados de fezes do marsupial
Quenda Australiano (Isoodon obesulus) identificaram um gendtipo nunca relatado
anteriormente, denominado “Quenda”. Segundo os autores este isolado constitui uma
espécie distinta, a qual pode ser endémica dentro da fauna nativa Australiana®. Isolados de
cistos de Giardia sp obtidos de focas nos Estados Unidos da América®® mostraram um novo
gendtipo baseado em seqliéncias do gene gdh. Estudos realizados em focas acinzentadas,
focas do porto e em gaivotas®’ também detectaram um segundo novo genétipo que foi

nomeado de genétipo H®.

No entanto, a analise do genoma de isolados padrdo dos genotipos A e B,
caracterizados a partir das cepas WB e GS, demonstrou diferengas gendmicas que suportam
a hipotese dos genotipos A e B de G. intestinalis poderem ser na verdade duas espécies

distintas®®.

Potencial zoonético da Giardiase
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Em 1979, a OMS considerou a Giardiase uma zoonose, porém esta questdo
ainda ndo esté definida. Ha relatos esparsos de transmissao zoonotica, porém confirmagédo
insuficiente. Baseado na caracterizagdo atual sobre os grupos genéticos de G. intestinalis
assim como na sua prevaléncia em diferentes espécies animais, incluindo humanos,
descreveu-se a existéncia de quatro ciclos de transmissdo que relacionam caninos e felinos
domeésticos, os bovinos, os animais ndo domesticados e outro entre 0s seres humanos. A
transmissao também pode ocorrer entre hospedeiros de ciclos diferentes, tanto de forma

direta ou por veiculacao hidrica.

Entretanto, a freqiiéncia de transmissdo entre esses ciclos ainda é desconhecida,
sendo relevante o entendimento do modo como este processo se estabelece, bem como o

percentual de transmissao de genétipos zoon6ticos”.

Pesquisas realizadas em diferentes regides endémicas e ndo endémicas do
mundo vem tentando inferir uma associacgdo entre a ocorréncia de um determinado geno6tipo
de Giardia entre hospedeiros humanos e animais. Além disso, estes estudos procuram
investigar esta situacdo frente a um numero variado de ciclos de transmissdo. No entanto,
resultados contraditdrios tem sido observados em todo o mundo. A tabela 1 sumariza estes
aspectos nos ultimos anos (2003-2011), considerando o gen6tipo detectado, o hospedeiro e
a localizacéo, bem como o gene utilizado na classificacdo. Ressalta-se ainda, a importancia
da observacao de infec¢Bes mistas entre os diversos gendtipos de G. intestinalis e em varios

hospedeiros>® "2,

Ha relato na literatura pertinente onde a investigagcdo de gendtipos de Giardia

apenas em animais detectaram gendtipos inicialmente identificados como especificos de

humanos72,73,74,75,76
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J&, em outras pesquisas realizadas em espécies animais como caprinos’’,

79,

bezerros’®, filhotes de cées os achados mostram que 0s genotipos detectados néo

oferecem perigo a salde publica ou podem ter apenas um risco minimo de significado

zoonético. Em diferentes ecossistemas como lagoa recreacional®

, amostras de agua nao
tratada e tratada’, bacias hidrograficas®, estacdo de tratamento de agua e matadouros®? tem
revelado a presenca dos genotipicos zoondticos, conduzindo a possibilidade de

contaminacdo ambiental.

Apesar do fato da Giardiase ser uma enteroparasitose muito comum no
Brasil®**#84 3 caracterizacdo genética de Giardia sp tem sido raramente documentada **
e resultados discordantes foram relatados®®. A primeira caracterizagdo molecular de G.

intestinalis foi realizada em 2003, em isolados coletados em Belo Horizonte, Sudeste do

Brasil, tendo sido observado similaridade entre os isolados®®.

Na cidade do Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil, somente os subgendtipos Al
(96,9%) e All (3,2%) foram identificados em amostras fecais humanas. No entanto, o
subgenotipo Al também foi detectado em sete cdes e um gato doméstico. Neste estudo, um
caso de infeccdo de G. intestinalis associada com uma crianca e seu cdo foi descrito e
ambos os isolados caracterizados como genotipo Al, 0 que sugere que apesar da baixa
incidéncia, a existéncia de um possivel ciclo zoonético®™. Interessantemente, a
genotipagem de G. intestinalis em primatas ndo humanos (Alouatta clamitans) provenientes
de Santa Catarina, regido sul do Brasil, identificou que 16 das 28 amostras analisadas pelo
gene R-giardina foram Al, sugerindo que nesta espécie representam um risco potencial de

contaminagdo ambiental do gendtipo zoonodtico de G. intestinalis na regido 87,

Pesquisa conduzida no sudeste do Estado de Sdo Paulo mostrou a presenca do

subgendtipo All (78.4%) e o grupo B (21.6%) em amostras fecais humanas. Os genotipos
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Al (42.1%) e F (57.9%) foram encontrados em amostras fecais de felino domestico e os C
(25.9%) e D (74.1%) em isolados de céo, e para os isolados de bovinos foram detectados os

genotipos especificos E (80%) e Al em (20%) das amostras analisadas™*®.

Recentemente, em Sdo José do Rio Preto, regido noroeste do Estado de S&o
Paulo, todos os isolados de G. intestinalis pequisados foram do genétipo A. Destes 41
pertenceram ao subgenotipo Al (38 em humanos e 3 em cées) e 18 subgendtipo A 11 (16
humanos e 2 cdes)®, mostrando a presenca do genétipo zoonético A | na populagéo canina
da regido. A investigacdo do perfil zoondtico de G. intestinalis em isolados de Belo
Horizonte, Estado de Minas Gerais evidenciou que duas amostras fecais, uma humana e
outra canina, apresentavam o subgrupo A, sugerindo também a transmissdo da Giardiase
com um padrdo zoondtico nesta regido®. A genotipagem de cistos obtidos em fezes de
animais exoticos e selvagens de cativeiros no Brasil; macacos (Alouatta fusca), chinchilas
(Chinchilla lanigera), ostriches (Struthio camelus) e jaguar (Panthera onca) evidenciou a
presenca de gendtipos Al (Jaguar) e B (nos outros animais), demonstrando que tais
hospedeiros podem ser um potencial reservatorio para a transmissdo zoondtica de G.
intestinalis®®. De outra forma, pesquisa realizada no municipio de Botucatu, Estado de S&o
Paulo, detectou em 36 cdes somente 0s gendtipos C e D especificos em infeccBes simples e
mistas®. A investigacdo realizada em criancas de uma creche na regido de Presidente
Prudente, igualmente Estado de S&o Paulo, Brasil, buscou mostrar a epidemiologia de G.
intestinalis em 101 criancas deste centro. Para isto, coletaram-se também amostras fecais de
seus familiares e animais de estimacdo. Os 31 isolados obtidos foram caracterizados por

RAPD e reunidos em grupos geneticamente semelhantes.

A concluséo da investigacdo indicou que a transmissao parasitaria ocorreu entre

as criangas, provavelmente durante a coabitacdo didria na instituicdo, mas ndo entre seus



Artigol 25

pais ou animais®. Este protozoario foi também detectado na 4gua e amostras de esgoto, em
regides metropolitanas e nos municipios de Sdo Lourenco da Serra e Piracicaba, também

Estado de Sdo Paulo, Brasil.

A caracterizacdo molecular dos genotipos de Giardia sp nestas amostras
detectou os genotipos A 1l e B, indicando que o contato direto com esta matriz € um risco a
salide publica®™. Estudo realizado em criancas de Fortaleza, regido nordeste do Brasil,
mostrou a presenca do genétipo B como o mais prevalente (43/58; 74,1% das amostras),
seguido do gendtipo A (9/58; 15,5% das amostras) e em 6/58 (10,3%) das amostras eram

infeccdes mistas entre A e B™.
Correlacdo dos gendtipos de G. intestinalis com sinais clinicos

N&o é totalmente compreendido porque alguns individuos desenvolvem Giardiase
clinica, enquanto outros permanecem assintomaticos. Entretanto, fatores do hospedeiro tais
como status imune, estado nutricional, idade, infec¢bes entéricas concorrentes, e fatores
préprios do parasito como diferencas na viruléncia e patogenicidade sdo provavelmente
responsaveis pela severidade da infeccdo’. No entanto, ndo sdo conhecidos, na sua
totalidade, os fatores de viruléncia ou toxinas de G. intestinalis, mas a expressdo de
proteinas variantes de superficie pode permitir a evasao da resposta imune do hospedeiro e
a adaptacéo aos diferentes ambientes do mesmo®. Neste aspecto existem poucos trabalhos

que correlacionem os fatores de risco dos gendtipos de G. intestinalis aos sinais clinicos®.

Na Malésia buscou-se compreender os fatores de risco e a sua correlagdo com a
clinica e os genotipos de G. intestinalis. Identificaram-se trés fatores de risco importantes
relacionados ao genotipo B. O primeiro deles foi que este genotipo prevaleceu em criangas

com idade inferior a 12 anos, o segundo que o gendtipo B estava correlacionado com
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sintomatologia de Giardiase e o terceiro, que se pessoas do sexo feminino eram infectadas

com o gendtipo B, essas tinham maior risco de manifestar gastroenterite®™.

Na Australia observou-se que o gendtipo A difere do gendtipo B em relacéo a sua
viruléncia e foi identificado que criancas parasitadas pelo primeiro genotipo tiveram maior
frequéncia de diarréia”” Ademais, infeccdes pelo gendtipo A apresentam complicacdes
gastrointestinais em isolados de Portugal e Espanha®. Na Holanda, ha referéncia de uma
forte correlacdo entre o genotipo A com diarréia persistente e discreta, por outro lado com o
gendtipo B esta situacdo foi verificada sob forma de uma diarréia severa e persistente™.
Estes mesmos achados foram também referidos no estudo realizado na Etiopia, onde foi

identificado o genétipo B diretamente relacionado & infecgéo sintomatica por Giardia *.

Na India duas pesquisas mostram aspectos diversos quanto & associacdo de
genotipos e sinais clinicos. A primeira evidencia que os distdrbios gastrointestinais estavam
relacionados ao gendtipo A, enquanto o genotipo B era prevalente nos individuos com
alteracdes dermatolégicas®™. A segunda mostra que o genétipo B foi identificado na sua
maioria em criangas investigadas com diarréia, enquanto o gen6tipo A foi encontrado em
um namero reduzido destas; com relacdo ao grupo de criangas assintomaticas o oposto foi
observado®. Investigacdo conduzida na Turquia mostrou que diarréia severa apresentava-se
relacionada ao genotipo A, enquanto outras condicdes como Ulcera gastrica, duodenal,
colite ulcerativa, e hipertensdo estiveram relacionadas ao gendétipo B, na maioria dos

pacientes analisados'®.

Em 14 criangas com sintomatologia abdominal e cinco assintométicas numa
populacéo rural de Cuba, foi identificado o gendtipo B como 0 mais prevalente na vigéncia

de distdrbio gastrointestinal e, 0 genétipo A nos casos de Giardiase assintomética™.
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Em Londres, uma pesquisa sobre a correlagédo clinica e prevaléncia dos subtipos
genéticos de G. intestinalis revelou que o gendtipo A foi significantemente mais

frequentemente assoaciado com febre do que o gendtipo B'%.

No Brasil, apesar dos restritos trabalhos este panorama de auséncia de correlacéo
definida entre a sintomatologia e genotipo infectante se mantém. Em estudo realizado com
criancas de Fortaleza, regido nordeste ndo foi relacdo entre os gendtipos isolados, mesmo
entre as infeccdes mistas e os sintomas clinicos da Giardiase®. Na regido noroeste do
Estado de Sdo Paulo foi observado que todos os individuos com diarréia e 0s cdes
investigados apresentavam os subgendtipos Al e All, suportando evidéncias prévias de que

0 gendtipo A seja mais virulento que o B,

O desenvolvimento de ferramentas com o objetivo de caracterizar geneticamente
diferentes isolados de Giardia e o conhecimento do espectro de sintomas associados tem
conduzido a busca por associagdes particulares em diversas regides onde este parasito causa
doenga. Assim, resultados controversos e inconclusivos permeiam a classificacdo dos
gendtipos do parasito, bem como dos sinais clinicos associados a infecgdo. Espectros de
diferentes sintomas sdo aparentemente associados com genotipos distintos em populagdes
dispares. Entretanto, em regibes com um gen6tipo endémico, o aparecimento de um novo
gendtipo pode causar sintomas graves particulares e a infeccdo mista pode produzir um
sinergismo, com a potencializacdo dos sinais clinicos. Particularmente para o genotipo
B,onde o grau de variacdo intra-genotipo pode ser importante. Todavia, mesmo quando

estas tendéncias podem ser detectadas, excecdes sdo evidenciadas'®.

Diversidade de gendtipos por diferentes genes x analises multilocus
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Resultados de pesquisas atuais ttm mostrado que a genotipagem de G. intestinalis
nem sempre é confidvel. Da mesma forma, que 0 uso de um Unico marcador apresenta
resultados divergentes, tanto em amostras humanas como de animais. Isolados animais
podem ser tipificados como “potencialmente zoonoticos” com um marcador, mas como
“hospedeiro especifico” com outro'®. Para epidemiologia molecular, esta observacio tem
implicagOes relevantes. Estudos recentes, baseados em analise de multilocus (MLGS),

confirmaram que ocorreram discordancias na genotipagem humana e animal.

A avaliacdo da transmissdo de G. intestinalis entre humanos e cdes em uma
comunidade produtora de ché da india, mostrou que o sequenciamento do gene SSU rRNA
sugeriu que os gendtipos C e D eram dominantes em humanos, porém estavam ausentes
em cdes. O achado destes genotipos (C e D) em humanos ndo foi adequadamente embasado
por uma analise da seqiiéncia dos loci efla e tpi, 0s quais identificaram os gendtipos A e

BZ

A identificacdo de genoétipos de Giardia em agua de esgoto na Holanda constatou
que o uso de diferentes alvos génicos na mesma amostra nem sempre produziu 0S mesmos

resultados.

Em trés amostras que os cistos foram considerados genotipo Alll pelo gene S -
giardina, o gene GDH indicou All. Em outra amostra, (que foi) considerada gendtipo A
pelos genes SSU-rRNA e p-giardina, o gene GDH indicou BIll. Numa terceira investigacédo
a analise do gene p-giardina identificou o gendtipo BIll e o gene SSU-rRNA, o diagnostico
foi do gendtipo A%, O gendtipo especifico de felinos (F) foi identificado por Gelanew et
al., (2007)* na Eti6pia em 7 isolados de humanos, sendo que pelo locus bg estes isolados
foram 100% idénticos ao genoétipo E da espécie, mas infelizmente, este resultado ndo pode

ser confirmado pela analise tanto dos genes ssu rRNA como pelo gene tpi .
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A designacdo do genotipo B tem sido referida como problemaética, resultando
que um de quatro marcadores usados em andlises MLGs atribuiu gendtipo A e ndo B a
mesma amostra analisada. Essas inconsisténcias nos resultados dos genotipos foram mais
freqlientemente relatadas para isolados de cdes, onde dependendo do loci genético, 0s
isolados foram tipados como tanto dos genotipos espécies especificos C e D ou do gendtipo
zoonético B*. Esta mesma suposicao é utilizada por outros autores que relataram 15% dos
genotipos isolados (incluindo 2, 440 sequéncias de Giardia do banco de dados GenBank)
na NETwork ZOOnotic (ZOOPET) tinham tipagem inconsistente entre dois marcadores,
utilizando-se os genes SSU rRNA, bg, gdh, e tpi. Esta inconsisténcia era observada

predominantemente para isolados humanos e caninos®°.

Um possivel fator que contribui para este fato é o alto nivel de ocorréncia de
infeccBes mistas da Giardiase entre humanos e animais. O agrupamento dos parasitos em
MLGs complica-se pelo fato de muitos isolados exibirem eletroferogramas ndo definidos,
resultantes principalmente, da concorréncia durante amplificacdo de isolados contendo

infeccdo mista.

De fato, em estudo recente, analise de eletroferogramas demonstrou picos
duplos em posicOes especificas de sequéncias de isolados dos genétipos B, C, D e E, e ndo
foram demonstrados nos isolados dos genotipos A, F e G, sugerindo que analises MLGs sao

mais eficientes para a tipagem deste parasito®.

Outro aspecto a se considerar, é que baixa resolucéo das atuais metodologias de
genotipagem tem limitado seu poder para a caracterizacdo da transmissdo da Giardiase
humana. Assim, a vasta maioria dos estudos confiou na caracterizagdo das sequéncias de
cistos derivados de humanos e animais de um ou dois loci genéticos. Em estudos anteriores,

havia uma polarizagcdo para o uso do gene SSU rRNA como alvo, devido ao nimero de
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copias e alto grau de conservacdo das sequiéncias. Isto conduziu a algumas interpretacdes
conflitantes nos dados adquiridos. Desta maneira, andlises MLGs sdo cada vez mais usadas

para a caracterizacdo de G. intestinalis de humanos e animais™>*1%,

Concluséao

A genética dos parasitos do género Giardia ainda ndo estd totalmente
compreendida. A idéia classica de um organismo que sO se replica assexuadamente tem
sido questionada por recentes evidencias em favor da ocorréncia de meiose e mudancas
genéticas. Portanto, este fato deve ser reavaliado a fim de considerar o efeito de

recombinac&o entre 0s membros do complexo des espécies G. intestinalis'®.

A identificacdo da transmissdo da Giardiase entre animais e humanos requer a
persisténcia da realizacdo de estudos longitudinais e tipagem de isolados obtidos de animais
e humanos no mesmo endémico. Apenas a integracdo completa do diagnéstico molecular e
ferramentas epidemioldgicas poderdo melhorar nosso entendimento sobre a importancia da
transmissdo zoonotica, da epidemiologia da Giardiase humana e a dindmica da transmissdo

de Giardiases em varios cenarios geograficos e socioecondmicos °.

O Brasil, um pais de dimensfes continentais, apresenta um ndmero escasso de
trabalhos sobre a epidemiologia molecular de G. intestinalis e sua interacdo com a
parasitose. Além disso, verifica-se que a Giardiase é uma protozoonose altamente
prevalente em criancas brasileiras e 0 pais apresenta as caracteristicas ideais para a
disseminacdo e perpetuacdo da mesma, caracterizando-se, portanto, como importante
problema de salde publica. Maiores investigagdes podem auxiliar na caracterizagdo da
doenca e delimitar metas para seu controle, visto ser de dificil mensuragdo as deficiéncias

cognitivas e consequentemente 0 atraso no desenvolvimento de criangas infectadas, e
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indiretamente as perdas econdmicas causadas. E evidente que nos ultimos anos surgiram
muitas informac@es sobre a biologia celular e molecular de G. intestinalis. Entretanto, ha a
necessidade de se estabelecer quais seriam os critérios adequados para descrever novos
genotipos, assim como definir uma padronizacdo relacionada a utilizacdo dos marcadores

moleculares.
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Tabela 1: Giardia intestinalis e genotipos detectados em populagdes humanas, animais

e ecossistemas relacionados ao redor do mundo (2003-2011)

Localizacao Hospedeiro/s Genétipos Gene estudado Referéncia
Japdo Humano e Bezerro Humano (B) e Bezerro (E) p-giardina, gdh* 59
Ird Humanos, Gatos, Cédes | Humanos (All, BIIl, BIV), | gdh 60
e Bovinos Gatos (Al) e Caes/Bovinos
(néo detectados)
Nova Zelandia Humanos e Bezerros Humanos e Bezerros (A e B) pS-giardina 61
México Humanos e cées Humanos (Al, All e Alll) e | 16S rRNA 62
Caes (Ae AlV)
Noruega Humanos e Agua de | Humanos (B) e Agua de | g-giardina, tpit e gdh 63
tanque séptico tanque séptico (All e Alll)
Holanda Humanos, Ovelhas, | Humanos (A e B), Ovelhas (E), | 18S rRNA e gdh 64
Céo e Cervo Céo (D) e Cervo (A)
Noruega Humanos All, BI, Bll e BIlI p-giardina, gdh e tpi 65
india Humanos e Bovinos Humanos (Al, All, BI, Blll e | g-giardina 66
BIV) e Bovinos (Al, A+E e E)
Uganda Humanos, Bovinos, | Humanos (tpi, efl-: B: A, gdh: | gdh, SSU-rRNA%, tpi, 67
Caprinos e Macacos BIV, A e BIll e All e ainda | efl-a8
SSU-rRNA: A, F, B e A),
Bovinos (tpi: B e gdh e efl-a e
SSU-rRNA: E, A e F), Cabras
(gdh: E e tpi: E) e Macacos
(gdh: BIV, tpi: E, efl-a: B,
SSU-rRNA: A F e B).
Italia Humanos e Cées Humanos e Cées (Al) f- giardina 68
Italia Humanos, Cées, Gatos | Humanos: A e B, Cées: C, D e | - giardina 69
e Bovinos A, Gatos: F e Bovinos: A, B e
E.
Argentina Humanos, Cées e | Humanos (All e B) e cées (B). | tpi 70
Bovinos Bovinos (ndo apresentaram
resultados).
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Peru Humanos, Cées, | Humanos (B e All) e Cées (B). | tpi e SSU-rRNA 03
Muskrats, Bovinos, | Demais sem resultados.
Castores, Rato, Coelho.

Peru Humanos e Cées Humanos (All, B, All + B) e | tpi, SSU-rDNA|, - 71

Cées (C+D;B+D,C,D).

giardina, ORFs{ e fator
de iniciacéo de
transcrigdo

47

*, glutamato desidrogenase (gdh), f, triose fosfato isomerase (tpi), §, menor subunidade ribossomal do gene do 4cido ribonucleico
ribossdmico (SSU rRNA), §, fator de elongacéo 1o (efla), ||, Pequena subunidade recombinante do gene do é&cido desoxirribonucléico
ribossémico (SSU rDNA), 1, ORFs: Open Reading Frame.
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Um novo método de Extracdo de DNA gendmico de G. intestinalis em amostras fecais
animais foi adaptado para obtencdo DNA com as caracteristicas desejadas, resultando em

um artigo enviado para publicagdo em forma de “Nota”.

Comparison of Two Methods for Extraction of Genomic DNA from Giardia Intestinalis in
Animal Fecal Samples. Autores: Elenir Alves Macedo de Godoy, Luciana Moran
Conceicdoa, Valéria Daltibari Fraga, Maria Cecilia Rui Luvizotto, Andrea Regina Baptista
Rossit, Gustavo Capatti Cassiano e Ricardo Luiz Dantas Machado. Artigo enviado para

publicacdo na Revista Journal of Microbiological Methods.

RESUMO: No presente trabalho, os protocolos utilizados forneceram quantidades e
qualidade de DNA compativeis com a realizacdo da PCR a partir de material fecal contendo
1-3 cistos de G. intestinalis por amostra fecal. Na analise do DNA por espectrofotometria
obtivemos no protocolo de extragcdo com kit comercial, valores de DNA que variaram de
3,5 ng/mL a 19,9 ng/mL. Por outro lado, a técnica modificada de Bolano et al. (2001), com
a associacdo de etapas de congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido/banho-
maria a 70°C pode oferecer quantidades de DNA maiores, de 198,9 ng/mL a 1.536,4

ng/mL.


http://us.mg3.mail.yahoo.com/neo/launch?.rand=31361da86i7cs
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Abstract

The used protocol allows PCR using fecal material containing 1-3 cysts of G. intestinalis.
In spectrophotometry DNA analysis, values varied between 3.5 ng/mL and 19.9 ng/mL,
with the technique of freezing/thawing from 198.9 ng/mL to 1.536.4 ng/mL; increasing the

possibility of rupture of the cyst wall and blocking of inhibitors.

Keywords: Giardia intestinalis, DNA, extraction, liquid nitrogen.

1. Introduction

The protozoan Giardia intestinalis (sin. G. lamblia and G. duodenalis) is a flagellate that
can infect a wide variety of vertebrates, including humans, pets and production animals,
causing giardiasis (Thompson, 2000). G. intestinalis is responsible for causing
approximately one billion cases of diarrhea each year around the world (Islam, 1990;
WHO/UNICEF, 2000). In developed countries, the prevalence of this parasitic infection in
humans varies from 2 to 5% and in developing countries, from 20-30%. Some studies have
demonstrated that this rate is 16-26% in Brazil (Ortega and Adam, 1997; Mascarini and
Donalisio, 2006; Silva et al., 2009; Tashima et al., 2009). The G. intestinalis is a complex

of species with at least seven different assemblages.

Two assemblages have been associated with infections in human, as well as in other
mammals, while the other assemblages were found in other animal species (Lalle et al.,

2005). Moreover, new assemblages of the G. intestinalis are been described (Lalle et al.,
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2007; Thompson et al., 2008). G. intestinalis has two life-cycle stages, namely the
trophozoite and the cyst. The first inhabits the intestine of the host and establishes infection,
whereas the second is responsible for fecal-oral transmission of the parasite (Teodorovic et
al., 2007). The cysts are covered by a 0.3-0.5 pum thick wall; this wall is formed by an
external layer of filaments and a membranous inner layer, with two membranes. The
external part of the cyst wall is covered by a 7-20 nm network of filaments. Four main
proteins have been identified in its external wall, with 29, 75, 88 and 102 KDa and the
carbohydrate component of the external part is mostly formed by galactosamine in the form
of N-acetylgalactosamine (GalNAc). Assumptions that the cyst wall was composed by
chitin were rejected (Adam, 2001). The cysts inside the intestines can be passed out of the
body inside the stool (Feng and Xiao, 2011; Hung et al., 2006). Molecular techniques,
particularly procedures based on polymerase chain reaction (PCR) have higher degree
specificity than conventional methodologies and 4 were developed with the purpose of
providing information on genotypic diversity, identification of strains and phylogenetic
studies of Giardia species (Plutzer et al., 2010; Caccio et al., 2002; Walker, 2002).
However, ubiquitous inhibitors in stool samples may cause significant problems, besides
the difficulty in breaking the cysts (Bialek et al., 2002). Therefore, obtaining DNA at a
reduced cost can be a complex process. Several commercial kits have been used to isolate

DNA from Giardia (Orlandi and Lampel, 2000; Traub et al., 2002).

Nevertheless, the sensitivity of molecular assays needs further improvements, that is, the
use of more effective techniques of DNA extraction and the development of more efficient
amplification systems for gene identification (Babaei et al., 2011). For clinical samples,
there are still problems to be addressed in the use of PCR-based assays because of the

presence of DNA polymerase inhibitors, environmental degradation of fecal DNA,
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nonspecific binding of primers for oligonucleotides and intermittent elimination of
parasites. In order to overcome PCR inhibition, many protocols incorporate cyst
concentration before DNA extraction, but it is unclear what combination of protocols is
considered optimal for G. intestinalis (Asher et al., in press; Nogueira et al., 2004). In the
present study, we described the association of a practical technique of cyst concentration
associated to an easy to perform and inexpensive protocol for the extraction of high-quality

DNA from G. intestinalis in the ideal quantity.

2. Material and methods

2.1. Parasites collection

Single fecal samples stored in formaldehyde 10% were collected from cats (2), dogs (12),
goats (1), sheep (6) and calves (1) from the studied population. The samples were safely
transported in to the laboratory for parasitological assessment and were examined for
Giardia cysts using standard sedimentation in water technique (Method of Hoffman)
followed by a centrifugal flotation in saturated zinc sulphate and sodium nitrate and
microscopy (Faust et al., 1939). Feces were stored at 4 -C for molecular analyses.
Parasitemias ranged from one to three cysts in 100 fields to 20 G. intestinalis cysts per

microscopic field examined.

2.2. New method description for DNA extraction

The sample with 10% formaldehyde preservative solution (formaldehyde 10%) was thawed
and it contained approximately 45-50 mL of diluted fecal material (the sample was used
after the application of the Hoffman methods and microscopy) and the material was

distributed into three 15 mL Falcon tubes. Centrifugation was performed in three cycles of



Artigo 2 55

2.700 g for 10 minutes. The supernatant was discarded and the three tubes of each sample
were homogenized and the material was placed in only one tube, with approximately two
mL of material fecal concentrated in only one tube. Afterwards, the material was re-
suspended in 12 mL of distilled water until the falcon tube was filled (15 mL) and
centrifuged at 2.700 g for 5 minutes. The supernatant was discarded and more distilled
water was added up to a total value of three mL of the material. The pellet was re-
suspended and centrifuged again at 4.500 g per 2 minutes, with the supernatant being
discarded again and approximately 1.0- 1.5 mL of concentrated material was frozen until

DNA extraction.

2.3. The attempt to prepare the DNA using a modified method of Bolano et al. (2001)

associated to freezing-thawing in nitrogen liquid-water bath at 70°C.

Approximately 200 ul of concentrated fecal material was transferred to a 2 mL eppendorf
tube and 500ul of TENTS was added. Afterwards, the tubes were immersed in liquid

nitrogen (-196°C) during 5 minutes and then in water bath at 70° C.

Later, 200 ul of glass beads were added (Glass beads acid-washed Sigma; 425-600um,
previously separated and autoclaved in an eppendorf) and agitated by vortex for two
minutes. Again, the tubes were immersed in liquid nitrogen during five minutes and then in
water bath at 70°C. This procedure was performed three times, in three cycles of
freezing/thawing, water bath at 70°C. At that moment, 500ul of phenol and 500ul of
chloroform, respectively, were added and the tubes were agitated by vortex for two
minutes. The material was centrifuged at 16.000 g for 15 minutes, and then the higher

phase was removed with automatic pipette and transferred to another previously identified
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eppendorf (2 mL). 500ul of ice-cold ethanol 100% (Merck) was added and the DNA was
precipitated at -20°C for one hour. The material was centrifuged at 16.000 g for 15 minutes
and the supernatant was discarded by inversion. The pellet was resuspended by gently
tapping the tube in 500ul TE with RNAse and the material was incubated at 37°C for 30
minutes in water bath. 500ul of phenol and 500ul of chloroform, respectively, were added
and the material was again centrifuged at 16.000 g for 15 minutes and then the aqueous
phase (higher) was transferred with automatic pipette, to another previously identified 1.5
mL tube. For DNA precipitation, 20ul of NaCl (5M) and 500ul of ice-cold ethanol 100%
(Merck) were added and kept at - 20°C for one hour. The material was then centrifuged at
16.000 g for 15 minutes and the supernatant was discarded by inversion. 500ul ice-cold
ethanol 70% (Merck, Darmstadt, Germany) was again added and centrifuged at 16.000 g

for 15 minutes and the supernatant was discarded by inversion.

For elution of DNA the pellet was dried (vertically pointing toward the grate) at room
temperature for 20 or 30 minutes, or until there were no water droplets left and the DNA
was re-suspended in 40ul of TE (by gently tapping the tube). The DNA was finally stored

in the tube at - 20°C.

2.4. QIAamp DNA kit™ (Qiagen, Hilden, Germany):

Performed according to instructions in the manual, including incubation in TE/RNAse
buffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.0. 1 mM EDTA, RNase 40 g/mL) at 37°C for 30 minutes.

This incubation was performed to remove RNA residues from the sample.

2.5. Analysis of quantity and purity of the genomic DNA obtained:
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One pL of each sample was used to determine the quantification of DNA in the
NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer, and its concentration and purity were determined
by absorbance reading at 260 nm (UV — DNA concentration at pg/ml = Absx100x50 ig/ml)
and at 280 nm (quantification of proteins) in the spectrophotometer. 10 The ratio between
the readings at 260 nm and 280 nm indicated the degree of purity of the DNA obtained. TE
was used for the modified technique of Bolano et al. (2001) or the elution buffer of the
QIAamp DNA kit™ (Qiagen, Hilden, Germany) itself for the new technique described in

the present study.

2.6. PCR amplification and identification of the PCR Products:

To assess the possibility of further use in molecular techniques, 50 nanograms of DNA
were used for the amplification in Techne® Genius model thermocycler (Cambridge,
England). The protocol of amplification used was semi-nested PCR described by Volotéo et

al. (2007).

3. Results

The protocols used in this study provide DNA quantities and quality that allow the
researcher to perform PCR using fecal material containing 1-3 cysts of G. intestinalis per
fecal sample. However, in DNA analysis by spectrophotometry we obtained DNA values
that varied between 3.5 ng/mL and 19.9 ng/mL in the protocol of extraction with the
commercial kit. On the other hand, the the modified technique of Bolano et al. (2001),
associated to stages of freezing/thawing in liquid nitrogen/water bath at 70°C can provide

greater amounts of DNA, from 198.9 ng/mL to 1.536.4 ng/mL.
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4. Discussion

This new DNA extraction protocol for the isolation of G. intestinalis cyst offers good
quality DNA, ensuring the success of the stage of amplification and identification of
Nested- PCR/RFLP. The detection of nucleic acids by PCR has become a common tool for
the identification and diagnosis of the Cryptococcus neoformans species complex. Since the
DNA extraction process eliminates many unknown interfering substances present in the
biological material, it plays a key role in obtaining consistent results. The isolation of DNA
from C. neoformans is difficult due to the thick and resistant capsule (Mseddi et al., 2011).
Likewise, as aforementioned, the G. intestinalis has a resistant cyst wall. Also, PCR based
techniques using stool samples can be less sensitive to amplify DNA because of the
presence of inhibitors such as lipids, hemoglobin, bile salts and mucus polysaccharides,
bacteria and breakdown products (Nantavisai et al., 2007), which is frequently observed in
biological specimens such as stool. The amount and quality of DNA from extracted G.
intestinalis have been improved by mechanical and chemical methods aimed to break cyst
resistance and remove inhibitors (Babaei et al., 2011). The new technique presented here
increases the possibility of rupture of the cyst wall and blocking of PCR inhibitors, with the
consequent improvement in the quality and quantity of DNA obtained after extraction.
Most studies were performed with DNA extracted from trophozoite, usually obtained after
in vitro removal of Giardia cysts and maintained in appropriate culture medium, or else,
after inhabiting the intestinal tract of a susceptible animal such as the gerbil or the mouse
(Mcintyre et al., 2000; Rocha et al., 2003). In vitro cultivation of trophozoite and the
maintenance of the parasite in a susceptible animal are laborious and expensive laboratory

activities that need to be performed by experts.
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The cysts obtained directly from the naturally parasitized hosts may better represent the real
infection, unlike the trophozoites obtained by in vitro 6 removal of Giardia cysts and
maintained in a culture medium, and/or even the trophozoites and cysts obtained by
experimental infection of a susceptible animal (Thompson, 2009) Besides, it is known that
not all Giardia species can grow in vitro, and this parasite has been found to be refractory
to axenic culture (Thompson, 2009) and intraspecific variations of the removal of cysts
from G. intestinalis isolates from animals are observed in this medium (Plutzer et al.,
2010). Thus, one question that has not yet been determined is whether DNA derived from
parasites in the culture is representative of the original host-parasite population where it has
been obtained (Zaki et al., 2003; Parkar et al, 2007). On the other hand, the
misidentification of the protozoan in microscopic evaluation, the low parasite load or the
degradation of parasitic material during storage may have contributed to the inability to
reconfirm the presence of this parasite both by culture, microscopy or PCR (Amar et al.,
2002). Another hypothesis that should be considered in our study concerning the non-
detection of the referred protozoan using the amplification protocol in all the analyzed
samples can be related to the fact that the amplification technique used (Volotéo et al.,
2007) targets the genotypes considered zoonotic, and not the genotypes considered specific
for pets and production animals. DNA extraction from trophozoites and cysts removed
from Giardia sp, in isolates obtained from human and animal stool, has been proposed by
several methods, as well as by the extraction of phenol-chloroform (Sambrook et al., 1989),
freezing and thawing (Yong et al., 2000), ultrasound (Becker, 1999), salting-out (Miller et
al., 1988) and freezing and thawing with the addition of enzymes (Weiss, 1993).

Ultimately, the association of these protocols has shown a higher DNA yield.
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Among these. They include the alternating application of freezing of samples in liquid
nitrogen and extraction with QIAmp DNA Tissue Mini Kit® (QIAGEN, Hilden,
Alemanha) (Adamska et al., 2010). Babaei et al. (2011) used the association of liquid
nitrogen and extraction of DNA from G. intestinalis using the same commercial kit, though

with the previous association of glass bead.

However, besides the sensitivity and specificity that must be provided by a protocol of

DNA extraction, the cost and execution time are also parameters to be met.

5. Conclusions

In summary, our methodology saves time and reduces the cost by more than one-half of the
price of the commercial kits. The simplicity, specificity, and sensitivity of the DNA
extraction protocol described here should be sufficient to determine the prevalence and the
distribution of infections of these Giardia genotypes in endemic and non-endemic areas,

enabling a better understanding of their phylogeny.
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Resumo: No periodo de julho de 2009 a outubro de 2010 foram estudadas amostras fecais
de 61 animais e 154 humanos provenientes do municipio de Aracatuba, Estado de S&o
Paulo. As amostras de fezes dos animais foram obtidas no Centro de Controle de Zoonoses
do municipio e no Hospital Veterinario da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”. Os espécimes fecais humanos foram coletados em creches na periferia da
cidade e em laboratérios de Analises Clinicas da rede privada do municipio. O diagndstico
parasitoldgico foi feito por microscopia Optica, pelas técnicas de Faust e Hoffmann, Pons &
Janer. Os gendtipos de G. intestinalis foram caracterizados por PCR-RFLP e confirmado
por sequenciamento do gene [3-giardina. As amostras humanas mostraram uma positividade
de 25.3% (39/154), destas, a percentagem em criancas foi de 26.8% (36/134), ja em adultos
obteve-se 15% de amostras positivas (3/20). A frequéncia de G. intestinalis entre os
animais estudados foi de 23% (14/61). Um total de 32 isolados de G. intestinalis obtidos a
partir de fezes humanas e seis de cées e gatos foram caracteristicos apenas do genétipo A

(Al e All/AIL. Com relacdo a frequencia da Giardiase, nossos resultados sdo semelhantes
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a maioria das porcentagens descritas em criancas e adultos do Estado de S&o Paulo e de
outros Estados do Brasil. A prevaléncia observada na populagdo animal esta de acordo com
as taxas de infeccdo mundiais descritas. Foram detectados genétipos considerados
zoondticos de G. intestinalis, circulando entre os animais domésticos e humanos da cidade
de Aracatuba, inferindo a possibilidade de transmissdo zoondtica do parasito na regido
noroeste do Estado de S&o Paulo. A auséncia destes genotipos em animais de producao
oferece a perspectiva de que 0s mesmos ndo estdo envolvidos na cadeia de transmissao ao

homem na mesma localidade.

Keywords: Giardia, Zoonose, Genotipos, Aracatuba, Brasil

1. Introducéo

Giardia intestinalis € um enteroparasito altamente prevalente em criancas brasileiras e
responsavel por deficiéncias cognitivas e consequentemente atraso no seu desenvolvimento,
caracterizando-se como importante problema de saude pablica (Rossit et al., 2007). Além
disso, 0 avanco no conhecimento de caracteristicas moleculares dos parasitos do género
Giardia tem mostrado ampla diversidade genética dentro das populacdes de G. intestinalis
(Lalle et al., 2005a). Apesar de o Brasil ser um pais com dimencBes continentais e por
apresentar caracteristicas ideais para a disseminacdo e perpetuacdo da Giardiase, um
namero reduzido de trabalhos sobre a epidemiologia molecular deste parasito tem sido

encontrado.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considerou a potencialidade zoondtica de G.
intestinalis a mais de 30 anos, entretanto, ainda hoje, ndo ha sustentacdo de que esta

transmissdo zoonotica acontega. Fundamentados na caracterizacdo atual sobre 0s grupos
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genéticos de G. intestinalis e na sua prevaléncia em distintas espécies animais, inclusive
humanos, foi proposto que existem quatro ciclos de transmisséo do parasito que sdo um
entre cdes e gatos, outro se desenvolvento apenas entre humanos, um terceiro entre 0s
animais de producdo e um ultimo ocorrendo com o0s animais selvagens. Existe a
possibilidade de transmisséo entre hospedeiros de um mesmo ciclo e de um para outro tanto
por via hidrica ou diretamente. No entanto, considera-se de fundamental importancia a
determinacdo de como tais ciclos interagem e qual a freqliéncia de transmissdo dos

gendtipos considerados zoono6ticos (Thompson, 2004).

A estreita relacdo e uso de animais de estimacdo e sua distribuicdo ubiqua, tem resultado
em cdes e gatos com uma participacdo involuntaria na difusdo de mais de 60 espécies de
parasitos, incluindo Giardia sp (Macpherson, 2005). Somando-se a isto, o Brasil apresenta
grandes diferencas climaticas, culturais e sécio-econdmicas. Na maioria das regides
desenvolvidas, 0s servicos veterinarios disponiveis a animais de estimacgdo sdo comparaveis
aqueles encontrados em paises desenvolvidos. Entretanto, em regifes menos desenvolvidas,
a precaria infra-estrutura € similar aquela encontrada nos paises pobres, onde a maioria dos
povos ndo tem nenhum acesso aos servicos de salde publica e a setores veterinarios

(Katagiri e Oliveira-Sequeira, 2008).

Evidéncias para sustentar a transmissdo zoonética de Giardia sp sdo muito fortes, mas qual
é a freqléncia e sob quais circunstancias ocorre tal transmissdo ainda ndo tem sido
determinadas (Thompson, 2004). A determinacdo da variagcdo genética de Giardia sp é
essencial para compreender a sua epidemiologia, especificamente em relacdo aos padrdes

de transmissdo em diferentes areas geograficas (Guimardes et al., 1999).

Neste estudo, isolados de G. intestinalis de humanos e de animais (domésticos e de

producdo) foram geneticamente caracterizados pelo locus g-giardina com o objetivo de
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investigar a prevaléncia dos genotipos considerados zoondticos e inferir a possibilidade de
transmissdo zoonotica da Giardiase em um municipio da regido sudeste do Brasil.
Pesquisas mais extensas e levantamentos epidemioldgicos regionais, sdo fundamentais para
0 esclarecimento da dindmica da transmissdo do protozoario G. intestinalis em areas
endémicas e para avaliar o nivel da participacdo de cada hospedeiro como fonte de infeccéo
para individuos e populagdes susceptiveis (Souza et al., 2007). De tal forma, este trabalho
contribuird para uma melhor caracterizacdo da Giardiase na regido de Aracatuba, Séo

Paulo, Brasil.

2. Material e métodos

2.1. Descricdo da area estudada

No periodo de julho de 2009 a outubro de 2010 foram estudas amostras fecais humanas
(adultos e criancas) e de animais provenientes do municipio de Aracatuba, Estado de Sao
Paulo. Os espécimes fecais humanos foram coletados em creches na periferia da cidade e
em laboratorios de Analises Clinicas da rede privada do municipio. As amostras de fezes
dos animais foram obtidas no Centro de Controle do Zoonoses do municipio (CCZ) e no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (HV).
Este municipio localiza-se a uma latitude 21°12'32" sul e a uma longitude 50°25'58" oeste,
estando a uma altitude de 390 m, localizado a 524 Km da capital do Estado. O clima é
semiérido, com chuvas localizadas no verdo e um inverno extremamente seco e umidade
relativa do ar de 37%. A populacdo do municipio foi contada em 178.927 habitantes

(IBGE, 2010).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste
http://pt.wikipedia.org/wiki/Metro
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2.2. Desenho do Estudo

ApoGs explicagdo detalhada do projeto e a obtengdo da assinatura do termo de
consentimento livre e desempedido pelos responsaveis das criangas, foi realizada a coleta
de uma Unica amostra de fezes em formol a 10% e preenchido um questionario com dados
socio-epidemioldgicos. As fezes dos animais foram coletadas apds autorizacdo dos
responsaveis pelo CCZ e HV. As amostras coletadas foram enviadas ao laboratorio do
Centro de Investigacdo de Microrganismos da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto (FAMERP), onde foi realizado o exame coproscopico e analise molecular. Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa Humana (processo FAMERP
5306/2008) e pela Comissdo de FEtica em Experimentacdo animal (processo

CEEA/FAMERP 5290/2008) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto.

2.3. Giardia intestinalis
2.3.1. Amostras humanas:

Por demanda espontanea, amostras fecais Unicas conservadas em formol 10%, foram
coletadas de 154 individuos na regido; sendo 134 de criancgas (3 meses a 12 anos de idade)

e 20 de adultos (14 anos-54 anos).
2.3.2. Amostras animais:

Amostras fecais Unicas conservadas em formol 10% foram coletadas de 61 animais de
estimacéo e de producdo; felinos domeésticos (10), caninos (20), caprinos (5), ovinos (20) e

bezerros (6).
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2.4. Diagndstico coproparasitologico

Os métodos utilizados para a deteccdo de enteroparasitos foram as técnicas de Faust,
baseada na centrifugo-flutuacdo e a de Hoffmann, Pons & Janer, baseada na sedimentacao

espontanea. A identificacdo do parasito foi observada em objetivas de 10x e 40x.

2.5. Extracdo de DNA

A extracdo e a purificacdo do material genético do parasito foram realizadas a partir de 200
puL do sedimento fecal positivo para G. intestinalis oriunda do método de Hoffman.

Previamente a extracdo de DNA, foi feita a concentracao dos cistos de G. intestinalis.

2.5.1. Concentracao dos cistos

A amostra com conservante (formol 10%) foi descongelada possuindo esta
aproximadamente 45-50 mL de material fecal diluido (apds a realizacdo da microscopia
Optica) e o material foi distribuido em trés tubos Falcon (15 mL). Realizou-se a
centrifugacdo em trés ciclos de 2.700 g por 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e 0s
trés tubos de cada amostra foram homogeneizados e o material depositado em um Gnico
tubo, ficando aproximadamente dois mL de material fecal concentrado em um Unico deles.
Em seguida, o material foi ressuspendido em 12 mL de &gua destilada até encher o tubo
Falcon e centrifugado em 2.700 g por 5 minutos. O sobrenadante foi eliminado e entéo
acrescentado mais agua destilada até totalizar um volume de trés mL de material. O pellet
foi ressuspendido e novamente centrifugado a 4.500 g por 2 minutos. Descartou-se
novamente o sobrenadante e aproximadamente 1,0 - 1,5 mL de material concentrado foram

congelados ate a extracdo do DNA.
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2.5.2.1 Extracdo do DNA: Método modificado de Bolano et al. (2001) associado ao

congelamento-descongelamento em nitrogénio liquido-banho Maria a 70°C.

Transferiu-se aproximadamente 200 puL de material fecal concentrado para um tubo de
plastico de dois mL e adicionou-se 500 puL de TENTS. Apos, imergiram-se 0s tubos em
nitrogénio liquido (-196°C) durante 5 minutos e em seguida em banho Maria a 70° C.
Posteriormente, acrescentou-se 200 uL de pérolas de vidro (Glass beads acid-washed
Sigma; 425-600 um, previamente separadas e autoclavadas) e agitou-se no vortex por dois
minutos. Novamente, os tubos foram imersos em nitrogénio liquido durante 5 minutos e em
seguida em banho Maria a 70°C. Este procedimento foi realizado trés vezes, completando
trés ciclos de congelamento/descongelamento, banho Maria a 70°C. Neste momento, foram
adicionados 500 pL de fenol e 500 pL de cloroférmio respectivamente e os tubos foram
agitados no vortex por dois minutos. O material foi centrifugado 16.000 g por 15 minutos e
em seguida removida a fase superior com pipeta automatica para um novo tubo (dois mL)
previamente identificado. Adicionou-se 500 pL etanol 100% gelado e o DNA foi
precipitado a -20°C por uma hora. Centrifugou-se o material a 16.000 g por 15 minutos e
desprezado o sobrenadante por inversdo. O pellet foi ressuspendido com delicados toques
no tubo, em 500 puL TE com RNAse e o material foi incubado a 37°C por 30 minutos em
banho-Maria. Adicionou-se 500 uL de fenol e 500 pL de cloroférmio respectivamente e o
material novamente centrifugado a 16.000 g por 15 minutos e foi entdo transferida a fase
aquosa (superior) com pipeta automatica, para novo tubo de 1,5 mL previamente
identificado. Para a precipitacdo do DNA, adicionou-se 20 uL de NACL (5M) e 500ul
etanol 100% gelado e colocado a -20°C por uma hora. O material foi outra vez centrifugado

a 16.000 g por 15 minutos e descartou-se o sobrenadante por inversdo. Foram adicionados
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500 pL de etanol 70% gelado e novamente centrifugado a 16.000 g por 15 minutos e
descartado o sobrenadante por inversdo. Para a eluicdo do DNA foi secado o pellet
(verticalmente na grade) a temperatura ambiente por 20 ou 30 minutos ou até ndo haver
presenca de goticulas de &gua e ressuspendido o DNA em 40 uL de TE (com delicados

toques no tubo). Finalmente, o DNA foi armazenado no préprio tubo a - 20°C.

2.5.4. Analise da quantidade e pureza do DNA genémico obtido

Utilizou-se um pL de cada amostra para determinar a quantificagio do DNA no
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (Fisher Scientific, Wilmington, USA),tendo sua
concentracdo e pureza determinadas pela da leitura de absorbancia em 260 nm (UV —
Concentracdo do DNA em pg/ml = Absx100x50 pg/ml) e em 280 nm (quantificacdo de
proteinas) no espectrofotdmetro. A razdo entre as leituras em 260 nm e 280 nm foi
indicativa do grau de pureza do DNA obtido. Como branco, foi utilizado TE. As amostras
gue apresentaram uma concentracdo de DNA abaixo de 50 ng/upl foram submetidas a

centrifugacdo a vacuo (Vacufuge™, EUA) por 30 minutos.

2.6. Semi-nested PCR

2.6.1. PCR e identificac@o dos produtos obtidos

O protocolo de amplificacdo utilizado foi a semi-nested PCR descrita por Volotéo et al.
(2007) [33] e Caccio et al. (2002), em termociclador Techne® Modelo Genius (Cambridge,
England), com pequenas modificagdes; 94 °C por 5 min; 35 ciclos de 30 sa 94 °C, 30s a 63

°C, 1 min a 72 °C; seguido de uma extensao final de 7 min a 72 °C. A primeira reacao da
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PCR ofereceu um fragmento de 753pb. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para

essa amplificagao foram o G7 (5’AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC3’) e 0 G759

(5’GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC3’). Na segunda reagdo foi utilizado o
oligonucleotideo G759 da primeira reacdo e o oligonucleotideo G376
(5’CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA3’). O fragmento obtido foi de 384 pb.
Produtos de ambas PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3%, a 110 v
por 60 minutos. O gel foi corado com brometo de etidio, como controle negativo,
utilizamos Como controle negativo utilizamos nuclease-free water (IDT DNA
Technologies, Coralville, 1A) e como controle positivo utilizamos amostras sabidamente
positivas de G. intestinalis gentilmente fornecidas pelo pesquisador Flavio Paz, da
Universiade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho”, campus de Botucatu, Sao Paulo,
Brasil e pelo Laboratorio de Pesquisa Médica do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,

Brasil.

2.6.2. Polimorfismos dos fragmentos de restri¢éo

Aliquotas (10-12 uL) dos produtos da PCR do gene R3-giardina (753 pb) foram digeridos
com 10 U da enzima Haelll (New England Bilolabs Inc.) em um volume final de 20 uL por
quatro horas a 37°C. Os produtos da reacdo semi-nested (384 pb) foram submetidos a
reacao de restricdo utilizando-se 10 U de Hhal (New England Bilolabs Inc.) sob as mesmas
condigdes. Posteriormente, ambos os resultados obtidos foram separados em eletroforese
em gel de agarose 2,5% corado com brometo de etideo, analisados sob luz UV e realizada a
fotodocumentacdo em analisador de imagem (Transiluminator FBDLT-88). A primeira

digestdo (753 pb) origina fragmentos de 202, 201, 150, 126 e 74 pb, caracteristicos do
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gendtipo A e fragmentos de 202, 176, 150, 117, 84 e 24 pb para 0 gen6tipo B e a segunda
digestdo (384 pb) foi realizada para diferenciar o subgenotipo Al de All/Alll. Enquanto Al
é clivado em fragmentos de 193, 104, 70 e 17 pb, aqueles pertencentes aos subgenotipos

Al/AllI originam fragmentos de 210, 70 e 34 pb.”

2.7. DNA e Sequenciamento

2.7.1. Purificacdo do DNA

Os produtos da PCR semi-nested foram purificados utilizando-se o Kit Purificagdo- GFX™
PCR DNA and gel band purification kit (GE Healthcare™, Buckinghamshire, United

Kingdom) conforme recomendagdes sugeridas pelo fabricante.

2.7.2. Sequenciamento

Para as reacOes de sequenciamento foram utilizados 50 ng de produto de 384 bp da reacdo
seminested purificado, trés puL de tampdo de seqiienciamento (Save money 2,5X), 1,0 uL
de BigDye v3.1 (Applied Biosystems, EUA), 10 picomoles do oligonucleotideo iniciador e
guantidade de &gua bi-destilada estéril até completar 10 puL. Ao término da reacdo de
sequenciamento, que consistiu de uma desnaturagdo inicial de 96 °C por um min e de 39
ciclos compostos por uma etapa a 96 °C por 15 s, uma etapa a 63 °C por 15 s e uma etapa
de polimerizagéo a 60 °C por quatro min, as amostras foram mantidas a 4°C. Em seguida,
80 pL de isopropanol 75% foram adicionados a cada reagdo. Apds 15 minutos a
temperatura ambiente, as reagdes foram centrifugadas a 3040 g por 30 min a 20 °C 3040 g,
em centrifuga de placas Rotanta 46R (Hettich, EUA). Ap06s precipitacdo do DNA, o
sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas, duas vezes, com 200 pL de etanol 70%

seguido de centrifugacdo 3040 g por 10 min a 20 °C. As amostras foram evaporadas a
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vacuo, ressuspendidas em 10 pL de formamida, desnaturadas por cinco minutos a 95 °C e
submetidas ao seqlienciamento no sequenciador automético ABI 3730 XL conforme
recomendacdes sugeridas pelo fabricante do equipamento (Applied Biosystems, Foster

City, Califérnia, EUA).

2.8. Caracterizacdo Molecular e analise filogenética

Caracterizacdo Molecular e Andlise Filogenética

As sequéncias foram analisadas utilizando-se Chromas

(http://www.technelysium.com.au/chromas.htim) e comparadas com sequéncias ja

conhecidas de Giardia sp. Alinhamentos multiplos de sequéncias do gene p-giardina
obtidas neste estudo e das de referéncia, abaixo relacionadas, foram usadas para inferir as
relacBes filogéneticas utilizando-se a 0 método da méaxima verossimilhanga (ML) como
executada em MEGA 5 (Tamura et al., 2011). A sustentacdo dos ramos foi calculada pela
analise “bootstrap” consistindo de 1000 réplicas (Felseinstein, 1985). A distancia HKY85
foi usada para estimar as matrizes de divergéncia (Hasegawa et al., 1985) e o algoritmo de
busca heuristica (Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) foi usado para a construcdo da
arvore. As sequéncias de referéncia do gene g-giardina dos gendtipos de G. intestinalis
foram as seguintes: (Al (AY258617), All (AY072723), Bl (AY072725), BIl (AY072726),

C (AY545646), D (AY545648), E (AY072729), F (AY647264).

3. Resultados


http://www.technelysium.com.au/chromas.htlm
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3.1. Diagnostico parasitologico

3.1.1 Em humanos:

As amostras humanas mostraram uma positividade de 25.3% (39/154), destas, a
percentagem em criancas foi de 26.8% (36/134), j& em adultos obteve-se 15% de amostras
positivas (3/20). As parasitemias variaram de um cisto em 100 campos a 20 cistos de G.

intestinalis por campo microscopico examinados.

3.1.1 Em animais:

A frequéncia de G. intestinalis entre os animais estudados foi de 23% (14/61). Destes 14
animais com fezes positivas para o protozoério, quatro foram cdes, dois gatos adultos, seis
ovinos, um caprino e um bezerro. As parasitemias variaram de um a trés cistos em 100

campos microscopicos examinados.

3.2. Genotipagem

3.2.1. Genotipagem dos isolados humanos

A amplificagdo dos fragmentos do gene g-giardina foi realizada em 39 amostras fecais
positivas para cistos de Giardia. Destas, 82% (32/39) apresentaram os fragmentos de
tamanhos esperados (753 bp e/ou 384 bp). O produto de PCR de 753 pb foi digerido com
a enzima de restricdo Haelll e apresentou fragmentos de 202, 201, 150, 126 e 74 pb,
caracteristicos do genotipo A. Néo foi encontrado o gendtipo B nas amostras analisadas de
Aracatuba. Sete isolados ndo apresentaram amplificacdo. O fragmento de 384 pb foi

digerido com Hhal e detectou-se sub-fragmentos de 193, 104, 70 e 17 pb. O gendtipo Al
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foi detectado em 10 isolados, enquanto All/Alll foi evidenciado em 22 amostras que
apresentam sub-fragmentos de 210, 70 e 34 pb. Destes, trés produtos obtidos da reacdo de
PCR semi-nested (isolados humanos 70, 127 e 138) foram sequenciados e submetidos a
comparagdo com sequencias previamente descritas dos principais genotipos de G.
intestinalis. Estas analises confirmaram que a Giardia sp envolvida na infec¢do da
populacdo humana estudada era do genotipo A (especificamente Al para estas amostras

selecionadas; isolados 70, 127 e 138).

3.2.2. Genotipagem dos isolados animaiss

A amplificacdo dos fragmentos do gene S-giardina foi feita em 14 amostras fecais positivas
para cistos de Giardia. Destas, 43% (6/14; 4 de cées e duas de gatos) apresentaram 0S
fragmentos de tamanho esperados (384 bp). Entretanto, 57% (8/14) dos animais positivos
no exame microscopico ndo amplificaram nenhum produto pelo protocolo de PCR
utilizado, ou seja, seis ovinos, um caprino e um bezerro. Este seis isolados de animais que
apresentaram fragmentos de 384bp foram digeridos com a enzima de restricdo Haelll e
todos apresentaram fragmentos compativeis com o genotipo Al de G. intestinalis. Os
produtos da reacdo da PCR semi-nested dos isolados gato 4, gato 5, cdo 1, cdo 59 e e cdo
374 foram sequenciados e as sequencias obtidas foram submetidas a compara¢do com
sequencias previamente descritas dos principais grupos genéticos de G. intestinalis. Estas
andlises confirmaram que a Giardia sp envolvida na infeccdo da populacdo animal estudada

era do genotipo Al (Figura 1).

3.4 Anélises filogética de Giardia
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As sequéncias dos fragmentos do gene pg-giardina dos diferentes genétipos de G.
intestinalis encontrados neste estudo foram comparadas com sequéncias ja conhecidas e
depositadas no GenBank. As anélises filogenéticas dos fragmentos dos isolados de G.
intestinalis de humanos forneceram um forte suporte “bootstrap” (99%) para a colocacdo
dos gendtipos Al no mesmo cluster que as sequéncias dos isolados dos animais, tanto caes
com gatos (Figura 1). As sequéncias obtidas foram registradas na base de dados GenBank
sob os numeros de acesso JQ247026 (isolate 59), JQ247027 (isolate 374) e JQ247028
(isolate 1) para os isolados de cées, JQ247029 (isolate 4) e JQ247030 (isolate 5) para os
isolados de gatos e JQ247031 (isolate 70), JQ247032 (isolate 127) e JQ247033 (isolate

138) para os de humanos.

4. Discussao:

G. intestinalis sdo parasitos protozoarios intestinais, de distribuicdo cosmopolita,
amplamente prevalente em humanos e em muitas espécies de mamiferos, incluindo animais
domésticos e de producdo. A transmissdo da Giardiase se da pela ingestdo de cistos quer
seja por contato direto, via fecal-oral, como por ingestdo de agua e alimentos contaminados
(Sousa et al., 2006). A prevaléncia de G. intestinalis depende de um numero de fatores
incluindo idade, condic¢des de vida, metodologia diagnostica empregada e regido estudada,
e no Brasil oscila em média de 4 a 30% dos casos de parasitoses intestinais (Gongalves et

al., 2009).

A frequéncia de Giardiase tem sido observada mais elevada em paises em desenvolvimento
do que em paises desenvolvidos. Esta protozoose, diferente das helmintiases, tem maior

frequéncia em criancas de familia com renda mensal mais elevada, devido a um maior
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consumo de hortaligas (Santos et al., 2004). Associado a este fato, o decréscimo da taxa de
Giardiase normalmente se eleva com a faixa etéria, visto 0 aumento da imunidade do
hospedeiro pelos contatos sucessivos e, alem disso, a higiene se torna mais efetiva a medida
que a crianca cresce (Mukherjee et al., 2009). Outro fator importante na disseminagdo da
Giardiase é que este parasito frequentemente é encontrado em ambientes coletivos, visto
que a transmisséo pelo contato direto pessoa-pessoa aumenta as chances de contaminacéao
(Machado et al., 1999). Os resultados mostram taxas similares as descritas na populagéo
brasileira em geral, como descrito por Machado et al. (2001). Nossos resultados estéo
semelhantes & maioria das porcentagens descritas em criancas do Estado de S&o Paulo e de
outros Estados do Brasil (Giraldi et al., 2001; Schnnack et al., 2003; Carvalho-Costa et al.,
2007; Menezes et al., 2008; Belloto et al., 2011). No entanto, ndo podemos descartar a
possibilidade de que estes indices de Giardiase detectados possam estar relacionados as
caracteristicas bioldgicas do parasito, cuja eliminacdo é intermitente e o fato de coletar
apenas uma amostra por individuo pode ter contribuido para esta prevaléncia na populacdo
humana. Por outro lado, é sabido que a Giardiase ¢ mais freqliente em criancas do que
adultos, (Mascarini et al., 2006) fato observado nas amostras coletadas no municipio de

Aracatuba, onde a maioria da populacéo estudada era infantil (87%).

A frequéncia de G. intestinalis entre os animais estudados foi de 23% (14/61). Destes,
quatro foram cées, dois gatos, seis ovinos, um caprino e um bezerro. A prevaléncia de 20%
observada na populagéo canina estd de acordo com as taxas de infecgdo mundiais descritas,
as quais variaram de porcentagens tdo baixas quanto < 0,1% no Canadé (Olson et al., 2010)
a porcentagens bem mais elevadas como 56 % na Tailandia (Traub et al., 2009). No Brasil
este panorama néo se modifica, onde esta variacao foi de 0,8% a 36,8% (Huber et al., 2005;

Mundim et al., 2007; Campos-Filho et al., 2008; Katagiri e Oliveira-Sequeira, 2008;
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Meireles et al., 2008; Klimpel et al., 2010). Desta forma, fica dificil extrapolar dados sobre
prevaléncia de infec¢do de Giardia de uma regido geogréfica para outra (Ballweber et al.,
2010; Covacin et al., 2011), visto que a dinamica da transmissdo da Giardiase se modifica

em varios cenarios geograficos e socioecondmicos.

Em felinos domésticos a prevaléncia de Giardia sp tem sido menos estudada do que a
canina. No entanto, os dados disponiveis na literatura mostram variacdes de 2% na
Australia (Palmer et al., 2008) a 44,4% nos Estados Unidos da América (Fayer et al., 2006).
No Brasil, os dados do presente trabalho mostram uma taxa de 20%, de acordo com a
literatura disponivel no pais, que tem variado de 3,5 % (Lorenzini et al., 2007) a 28,4%
(Mendes-de-Almeida et al., 2007). Uma possivel explicacdo para este fato pode estar
relacionado com a baixa eliminacao de cisto nas fezes destes animais, ndo detectaveis pelos
métodos microscopicos. Assim como observado nos caninos, a distribuicdo deste parasito

nos gatos obedece ao mesmo padréo.

Com relacéo aos animais de producéo, nos bovinos as taxas de infec¢éo por G. intestinalis
ao redor do mundo oscilam entre 2,2% na Pol6nia (Bajer, 2008) a 58% na Australia
(O’Handley et al., 2000). No Brasil, Guimarées et al. (2001) descreveram pela primeira vez
no municipio de Lavras, Estado de Minas Gerais, a infec¢do por Giardia sp em bezerros,
onde a prevalénica foi de 9% (11/120) e Silva Junior et al. (2011) descreveram que a
frequéncia de G. intestinalis foi de 25,56% na mesorregido do Campo das Vertentes, Estado
de Minas Gerais. Nossos resultados mostram uma frequéncia de 16,7%, em acordo ao

encontrado no panorama nacional.

Em ovinos, as prevaléncias variaram de 1,3% na Pol6nia (Bajer, 2008) a 55,6% no México
(Di Giovanni et al., 2006) e em caprinos, estas taxas oscilaram entre 12,3% em Uganda

(Johnston et al., 2010) a 42,2% na Espanha (Gomez-Munoz et al., 2009). No Brasil, em
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ovinos e caprinos, trabalhos sobre a prevaléncia de infec¢do por Giardia sdo extremamente
escassos, sendo relatada a taxa de infeccdo em caprinos de 14,3% nos municipios de Nova
Friburgo, Teresopolis, Bom Jardim, Duas Barras e Sumidouro, Estado do Rio de Janeiro
(Bonfim et al., 2004). No presente trabalho, obtivemos taxas de infeccdo de 20% para
caprinos e 30% em ovinos. Como descrito anteriormente com relacdo a positividade deste
parasito em humanos, acredita-se que fatores bioldgicos e metodoldgicos possam nos levar

ao erro de subestimar a deteccao do protozoario nas espécies animais estudadas.

G. intestinalis tem uma série complexa de ciclos de transmissao, incluindo as formas
zoonotica, antroponotica, hidrica e por via alimentar (Sousa et al., 2006). Entretanto, ainda
hoje o potencial zoondtico de G. intestinalis ainda € discutido, particularmente entre os
animais domésticos (Lalle et al., 2005a; Sprong et al., 2009). G. intestinalis apresenta um
alto nivel de diversidade genética, mostrando sete genotipos: A, B, C, D, E, F e G. Somente
0s gendtipos A e B tem sido detectados em humanos e em uma ampla gama de outros
hospedeiros mamiferos, enquanto o0s genotipos remanescentes (C-G) sdo hospedeiros
especificos. Porém, existem excecdes para esta especificidade, pois os genotipos C e D,
foram relatados em felinos (Read et al., 2004; Palmer et al., 2008) e humanos (Traub et al.,
2009), D foi descrito em suinos (Langkjaer et al., 2007; Sprong et al., 2009) e humanos
(Foronda et al., 2008), o gendtipo E foi encontrado em gatos e humanos e F foi relatado em

suino (Armson et al., 2009) e humanos (Gelanew et al., 2007).

Interessantemente, neste estudo somente 0 gendtipo A e seus respectivos subgenotipos Al e
All/lIl foram detectados e nenhuma amostra apresentou o0 gendtipo B. As analises
filogenéticas do gene p-giardina de G. intestinalis aglomerando os isolados humanos e
animais dentro do mesmo cluster do gendétipo Al confirma nossa classificacdo pela PCR-

RFLP destes gendtipos. Entretanto, no sudeste do Estado de S&o Paulo a 450 Km de Sao
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José do Rio Preto (Souza et al., 2007), detectou-se o genédtipo B em fezes humanas. Em
outras localidades, como na Argentina (Mienvielle et al., 2008) e na Franga (Bertrand et al.,
2005), evidenciou-se este mesmo genotipo. No entanto, estudos realizados em Portugal
(Sousa et al., 2006), México (Lalle et al., 2005a) e Rio de Janeiro (a 850 Km do Noroeste
Paulista), também no Sudeste do Brasil, mostraram apenas a detec¢do do genétipo A em

amostras fecais humanas (Silva et al., 2009).

A investigacdo realizada em criancas de uma creche na regido de Presidente Prudente,
também Estado de Sdo Paulo, Brasil, buscou mostrar a epidemiologia de G. intestinalis em
101 criancas deste centro. Para isto, coletaram-se também amostras fecais de seus
familiares e animais de estimacéo e concluiram que a transmissdo parasitaria ocorreu entre
as criancas, provavelmente durante a coabitacdo diaria na instituicdo, mas ndo entre seus
pais ou animais (Tashima et al., 2009). A investigacdo do perfil zoonoético de G. intestinalis
em isolados de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, evidenciou que duas amostras
fecais, uma humana e outra canina, apresentavam o subgrupo A, sugerindo também a
transmissdo da Giardiase com um padrdo zoonotico (Gomes et al., 2011). Um caso de
infeccdo de G. intestinalis associada entre uma crianca e seu cdo foi descrito no Estado do
Rio de Janeiro, e ambos os isolados caracterizados como genotipo Al, 0 que sugeriu que
apesar da baixa incidéncia, existe a possibilidade de um ciclo zoonético na regido (Volotdo

et al., 2007).

Neste trabalho, a auséncia do gendtipo B pode ter sido em decorréncia que, nem todos 0s
cistos detectados pelo método coproscopico foram identificados pela metodologia
molecular; o que ja foi sugerido na literatura (Volotdo et al., 2007). Alem disso, é
conhecido que os cistos deste parasito sao eliminados de forma intermitente nas fezes e que

o material fecal pode conter inibidores da DNA polimerase, podendo comprometer o
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resultado final da amplificacdo. Reforcando esta idéia, das amostras positivas para o
parasito no municipio de Aracatuba 82% das amostras positivas foram amplificadas
(32/39), portanto, apenas sete destas amostras ndo mostraram resultados moleculares
conclusivos. Nos ultimos anos surgiram muitas informacdes sobre a biologia celular e
molecular de G. intestinalis e atualmente genomas de isolados deste protozoario
apresentando diferentes gendtipos, estdo ainda sendo sequenciados (Ankarklev et al., 2010).
Entretanto, precisam-se estabelecer quais seriam o0s critérios adequados para descrever
novos gendtipos e uma padronizacgdo relacionada a utilizacdo dos marcadores moleculares.
Estas defini¢Ges iriam evitar determinadas divergéncias nos resultados obtidos através de
pesquisas moleculares. Confirmando este fato, Robertson et al. (2007), apds realizarem a
caracterizacdo molecular de isolados de G. intestinalis de amostras fecais humanas pelos
genes gdh, S-giardina e tpi, obtiveram algumas sequéncias que apresentavam diferencas de
até quatro SNPs (Single-Nucleotide Polymorphism) em relagdo as sequéncias dos
gendtipos ja previamente descritas, embora ndo tenham designado outro subgenétipo com
seus resultados, citaram os autores Lalle et al. (2005b), que descreveram um novo genotipo
com base em um unico SNP. Outra problematica foi levantada pelos mesmos autores, onde
um mesmo isolado poderia ser classificado em gendtipos diferentes se caracterizado por
mais de um gene. Em relacdo a esses achados os autores atribuiram a possibilidade da
presenca de mais de um isolado em uma mesma amostra, mas sem confirmacéo para o fato

ocorrido, embora esta seja a explicagdo mais aceita.

Em relagdo aos animais, o subgenotipo Al foi detectado na cidade do Rio de Janeiro
em amostras fecais de sete cdes e um gato doméstico (Volotdo et al., 2007) e os genotipos
Al (42.1%) e F (57.9%) foram encontrados em amostras fecais de felino doméstico e os C

(25.9%) e D (74.1%) em isolados de cdo no sudeste do Estado de S&o Paulo (Souza et al.,
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2007). Diversamente, também no Estado de S&o Paulo, sudeste do Brasil, pesquisa
realizada no municipio de Botucatu, detectou que em 36 cdes somente os genoétipos C e D
especificos em infecgdes simples e mistas (Paz e Silva et al., 2011). Recentemente, em S&o
José do Rio Preto, regido Noroeste do Estado de S&o Paulo, todos os isolados de G.
intestinalis pequisados foram do gendtipo A. Destes 41 pertenceram ao subgen6tipo Al (38
em humanos e trés em cdes) e 18 subgeno6tipo All (16 humanos e dois cdes), mostrando a

presenca dos geno6tipos zoondtico na populacdo canina da regido (Volotdo et al., 2011).

Neste trabalho, na cidade de Aracatuba, foi verificada a amplificacdo do gene f-
giardina nos DNAs extraidos a partir de 14 amostras fecais de animais que continham cisto
de Giardia nas fezes. Destes, 43% das amostras fecais (4 cées e dois gatos) mostraram
positividade no diagnostico molecular. Entretanto, nenhum resultado molecular positivo foi
observado com as fezes dos seis ovinos, um caprino e um bezerro. Daqueles que
amplificaram, todos apresentaram fragmentos compativeis com o genotipo Al de G.
intestinalis. Como ja mencionado por Ballweber et al., (2010) e Covacin et al. (2011), ndo
é possivel extrapolar dados sobre prevaléncia ou gendtipos de infeccdo de Giardia de uma
regido geografica para outra, apresentando desta forma, dentro de um mesmo Estado,

genotipagem totalmente diferente.

Pesquisa realizada em outra regido do Estado de Sdo Paulo (Souza et al., 2007) detectou 0s
gendtipos especificos E (80%) e Al em (20%) das amostras analisadas de bovinos.
Recentes estudos tem demonstrado que bezerros podem ser portadores de um ou dois
genotipos de G. intestinalis. Embora o gendtipo de animais de produgdo (E) de G.
intestinalis pareca ser o mais freqliente em bovinos, estudos no Canada e Australia tem
mostrado que uma pequena proporcdo do gado em um rebanho pode ser hospedeiros de

gendtipo A, o mais comum genétipo humano (O’Handley et al., 2000; Appelbee et al.,
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2003). Entretanto, um recente e mais extenso estudo longitudinal na Australia demonstrou
que 100% dos bezerros se tornaram positivos para G. intestinalis durante as primeiras 12
semanas de vida com o genotipo espécie especifico E (Thompson, 2004). De acordo com
estudos anteriores, isolados de ovinos e/ou caprinos mostram que o genotipo E foi 0 mais
frequentemente detectado (Robertson, 2009). No presente trabalho, ovinos, caprinos e
bovinos foram positivos para G. intestinalis na microscopia de luz, entretanto, pela PCR
utilizada nenhum destes animais apresentou fragmentos compativeis com 0s gendétipos
zoondticos do parasito (A e B). Uma hipdtese para explicar estes achados poderia estar
relacionada a problemas de ordem técnica, visto a baixa parasitemia encontrada nas
amostras fecais destes animais pela analise microscépica. Por outro lado, o parasito
detectado pelo exame parasitologico das cabras, ovelhas e bezerros, podem ser o genotipo
espécie-especifico, ndo detectado pelo protocolo molecular utilizado neste estudo, onde
estas espécies na maioria dos estudos publicados sdo portadores do genétipo E (Robertson,
2009). Desta forma, os animais de producdo nesta localidade ainda ndo representam

preocupacao no perfil de transmissdo zoondtica.

Pela primeira vez informacdes sobre a presenca dos genotipos de G. intestinalis e o
potencial zoondtico deste protozodario intestinal na cidade de Aracatuba, Noroeste do
Estado de Séo Paulo, Brasil sdo aqui apresentados. Como a detec¢do dos gendtipos A (Al e
All/AII) foi feita nos animais de estimagdo e humanos na cidade de Aragatuba, podemos
hipotetizar de que apenas 0s genétipos zoonoticos estejam circulando na populagéo animal
na regido. Portanto, a distribuicdo destes genotipos poderia estar relacionada a fatores
intrisecos entre o0 parasito e hospedeiro e que fatores climaticos e ambientais podem
influenciar na epidemiologia deste protozoario na regido. De fato, estudos moleculares de

infeccbes por Giardia sp em comunidades aborigenas mostraram que este protozoario é tao
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comum em cdes como em pessoas, mas quase todos 0s cdes abrigam 0s genoétipos
especificos da espécie, o que difere de &reas urbanas, onde cées sdo infectados com os
genotipos zoonoticos A e B. Os niveis de infec¢do nestas comunidades sdo maiores que nas
areas urbanas, desta forma, estes cdes estariam expostos tanto aos genotipos especificos
quanto aos zoondticos com igual freqiiéncia. Entretanto, os genotipos especificos sdao mais
bem adaptados ao cdo, sendo melhores para competir com outros genétipos de Giardia em
ambientes domésticos e urbanos. Desta forma, a frequencia da transmissao de cdo para cdo
seria menos freqliente e as infeccGes adquiridas com 0s genétipos zoondticos nos caes
seriam também mais provaveis de persistirem (Thompson, 2000). Interessantemente,
observarmos que 0s mesmos genotipos foram encontrados nos municipios de Aracatuba e
Sdo José do Rio Preto (Volotdo et al., 2011), ambos da regido Noroeste do Estado de Sao
Paulo, com as mesmas caracteristicas climaticas e de localizacdo geografica muito estreita.
Assim, acreditamos que o mesmo padrdo de transmissao esteja ocorrendo no Noroeste do

Estado de Sdo Paulo.

As fezes da maioria dos animais domésticos estudados foram de um Centro de Zoonoses
local, portanto, animais errantes. A deteccdo do gendtipo zoondtico Al em todos estes
animais sugere que estes podem ser 0s principais participantes do ciclo de transmisséo da
Giardiase para 0 homem na regido. Além disso, da mesma forma ao descrito por Katagiri e
Oliveira-Sequeira (2008), a falta de conhecimento mostrado pelos proprietarios dos poucos
animais domeésticos incluidos no estudo, sobre o potencial zoondtico de parasitos
intestinais, dificulta a implantagdo de medidas para o seu controle e profilaxia, o que
parecem ser a principal razdo para a aparente negligéncia em seu parasitismo. Um
consistente programa de educacao sanitaria deveria ser incluido em a¢fes governamentais

de saude publica. Finalmente, os cursos de Medicina Veterinaria deveriam enfatizar a
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educacdo dos clientes no treinamento de veterinarios Como um mecanismo para prevenir ou

minimizar a transmissdo de doencas zoondticas.

5. Conclusao:

No presente estudo foi possivel a deteccdo de gendtipos considerados zoonoéticos de G.
intestinalis circulando entre os animais domeésticos e humanos da cidade de Aracatuba, Sdo
Brasil, sugerindo a possibilidade de transmissdo zoondtica do parasito na regido. A
auséncia dos genotipos zoondticos (Al e All/AlIN) e B nos animais de producédo do presente
estudo sugere que 0s mesmos ndo estdo envolvidos na cadeia de transmissao de G.
intestinalis ao homem na regido, provavelmente por serem portadores do gendtipo

especifico E.
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Figura: Relacéo filogenética entre seqtiéncias do gene B-giardina de isolados de amostras

humanas (70, 127, 138), caes (1, 59, 374) e felinos domésticos (4, 5). A arvore foi

construida utilizando-se 0 método de méxima verossimilhanca (distancia HKY) executado

no programa MEGAS. A sustentagdo do cluster foi calculada pelo teste “bootstrap” (1000

réplicas).
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3. Conclusoes

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

1. A frequencia de Giardia instestinalis na populagdo humana estd compativel com

0 observado no panorama nacional.

2. A prevaléncia observada na populacdo animal esta de acordo com as taxas de

infeccdo mundiais descritas.

3. Gendtipos considerados zoondticos Al e All/AIII de G. intestinalis circulam entre

0s animais domésticos e humanos da cidade de Aracatuba.

4. Animais de estimacdo (cdes e felinos domésticos) podem estar relacionados na

transmissdo zoondtica de G. intestinalis na regiao.

5. A auséncia destes genotipos em animais de producao oferece a perspectiva de que

0S mesmos néo estdo envolvidos na cadeia de transmissdo ao homem na regiéo.

6. H& a necessidade de se estabelecer quais seriam os critérios adequados para
descrever novos gendtipos, assim como definir uma padronizacdo relacionada a

utilizagcdo dos marcadores moleculares.
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ANEXO 1

Termo de aprovagdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)

Comissdo de Etica em
Experimentag¢do Animal

FAMERP

Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

Comissédo de Etica na Experimentacdo Animal CEEA

FAMERP Autarquia Estadual, Av. Brig. Faria Lima 5416 CEP 15090.000 Tel 3201-5700 S J.Rio Preto/ SP

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL

O projeto de pesquisa intitulado “Identificacdo de gendtipos de Giardia
intestinalis em humanos e cées de dois estados da regido sudeste brasileira e
suas principais caracteristicas ultraestruturais” (Protocolo FAMERP n° 5290/2008)
sob responsabilidade da doutoranda Elenir Alves Macedo (Orientador: Prof. Dr.
Ricardo Luiz Dantas Machado), por cumprir com os principios éticos exigidos em
experimentac&o animal, foi aprovado pela CEEA-FAMERP.

Lembramos ao senhor pesquisador a necessidade de relatdrio completo ao
final do estudo.

Sao José do Rio Preto, 10 de Setembro de 2008.

<UjﬁCn\(, ﬁ G KT\J\

Profa. Dra. Cristiane Damas Gil/
Presidente CEEA - FAMERP
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ANEXO 11

Termo de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

A FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.” 74.179 de 14/06/74)

Parecer n.° 412/2008

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n° 5306/2008 sob a responsabilidade de Elenir
Alves Macédo com o titulo “Identificagdo de gendtipos de Gidrdia
intestinalis em humanos e cdes de dois estados da regido sudeste brasileira e
suas principais caracteristicas ultraestruturais” estd de acordo com a
resolucdo 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
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia,
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, 15 de outubro de 2008.

Prof. Dr. A i Carlos Pires
Coordenad EP/FAMERP

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - Sdo José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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ANEXO III

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E DESEMPEDIDO
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 provocado por
um germe e é a forma mais encontrada nas pessoas de baixa renda. Em populacdes
infantis a diarréia é o segundo motivo de consultas em ambulatérios médicos.

Este projeto visa avaliar a situacdo desta doenca em proprietarios de animais de
estimacdo e nos cdes que coabitem no domicilio, tentando oferecer informacdes sobre a
prevencdo e controle. Sua participacdo serd de extrema importdncia no estudo da
diversidade dos germes e Ihe sera garantido segredo sobre todas as informacdes coletadas.

Para sua seguranca, o material utilizado na coleta de fezes sera descartavel, ndo
contaminado e individual.

De acordo com as recomendacdes que resultaram da Conferéncia Internacional de
Helsinque (1964) e Toquio (1975), o presente termo de participagdo e consentimento
apenas confirma sua aprovacao, autorizacdo e colaboracdo ao estudo proposto, em
obediéncia a portaria 196/96 do Ministério da Saude do Brasil.

Declaro para os devidos fins, que tomei conhecimento do conteudo do projeto
“ldentificacdo de Gendtipos de Giardia intestinalis em humanos, caninos, felinos
domésticos, ovinos, bovinos e caprinos em Aracatuba; Noroeste do Estado de S&o Paulo,
Brasil”, e que concordo em participar do mesmo, cedendo fezes e respondendo ao
questionario. Sei ainda que esse material destina-se apenas a analise cientifica e que tal
exame foi aprovado pelo médico responsavel pelo meu caso.

Lde.......de.........

Pesquisador Responsavel

Doutoranda Elenir Alves Macedo de Godoy Pais ou Responsavel
Prof. Dr. Ricardo Luiz Dantas Machado

FAMERRP - Centro de Investigacio de Microrganismos

FONE: (017) 3201 5736

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416

Vila Sdo Pedro — CEP 15090-000
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Giardiasis as zoonosis: between proof of principle
and paradigm in the Northwestern region of
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PCR products. Resulis: The Al and A2 subgenotypes were detected in human and dogs. Cysts of
assemblage B, C and D have not been found in any isolates studied. Conclusions: These results are
comnsistent with the view that giardiasis in the largest endemic region of the Braril should not be seen

a5 3 single entity.

Keywords: Giardia duodenalis, beta giardin gene, genotypes, zoonosis, Brazil.

INTRODUCTION

MATERIAL AND METHODS

Giardia duodenalis is 8 profosoan frequenthy
found in inkestinal infections causing gastro-
enteritis worldwide. The G. duodenalis is a
complex of species with at least seven different
assemilages. The A and B assemblages have
been associated with infections in human as
well a5 in other mammals, while the other
assemblages have demonstrated to affect pref-
erentially different animal species.’

In Brazil, a large variation in this parasite
frequency has been observed and in some
regions of 580 Paulo State, up to 40% of the
population carries this protozoan® Few mo-
lecular studies have been conducted in Brazil
and discordant results were reported. In Rio
de Janeiro city, Southeastern region of Brazil,
only Al and A2 subgenotype were found in
human fecal sampdes and Al subgenotype was
the only one detected in the domestic animals
isolates.” In the study carried out in the South-
eastern of the 530 Paulo state, A2 subgenotype
and assemblage B were detected in humans,
Al and F genotypes were found in cats, and C
and [} were observed in dog isolates* Hereby,
sion of giardiasis, in the Northwestern region
of the 580 Paulo State, Braril

This work was conducted from July 2007 to
October 2008 by the staff of the Center for
Microorganisms Investigation, in the Infec-
tions and Parasitic [vseases Service from
Hospital de Base (HE). Genotyping analysis
was performed at the Instituto Oswaldo Cruz,
Medical Research Laboratory. Fifty-fouar
adults were referred to HE due to gastroin-
testinal disorder investigation. We also evalu-
ated five pet dog stool samples collected at
the Veterinary Hospital, Centro Universitirio
de Rio Preto. After obtaining an informed
consent from all individuals, fecal samples were
examined for Giardia cysts by microscopy
and immunoenzymatic assay® DMA was
extracted using QlAamp DNA kit (Qiagen,
Alemanha) and was analyzed by sequencing
of the Nested-PCR products S-giardin.®

RESULTS AND DISCUSSION

All G duwodenalis isolates were assemblage
A; 41 subgenotype Al (38 human and 3 ca-
nine) and 18 subgenotype A2 (16 human
and 2 canine). Cysts of assemblage B, C and
[ were not found in any isolates studied. The
B-piardin sequences of the different genotypes
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found in this study were compared to already known se-
quences obtained from GenBank. Phylogenetic analysis of
the S-giardin gene of . duodemalis isolates from humans
provided strong bootstrap support (100%) for assigning
genotypes A and B in different clusters. Althoogh the
(. duodenalis subgenotypes prevalence reported here can
be representative of the human and household dog com-
munity-disseminated giardiasis in 580 José do Rio Preto,
the biggest city of the Northwestern region of 530 Panlo
State, the obtained data update information about these
penotypes distribution for further comparisons within
the diverse Brazilian regions and also within other devel-
oping countries.

Interestingly, both humans and dogs of this city dis-
played only assemblage A (subgenotypes Al and AZ) Al-
though a previous study did not show this tendency for the
assemblage A as single infection,' our data are in agree-
ment with other studies which had showed this assemblage
as the only one detected.'” Moreover, since all individuals
had diarrhea, our data support previows evidence that
assemblage A is more virulent than assemblage B. Curi-
ously, in our work two individoals and their pet dogs were
infected with cysts of subgenotype Al. Mon-detection of
dog-specific assemblages in our work supports the fact
that in non-urban settings, they are more prevalent in the
canine population.”

Therefore, we hawve three hypotheses to explain these
findings: [) genotype homogeneity in NMorthwestern of Sio
Paule State is probably due to 3 common origin, since all
fecal samples came from the same dinical laboratory and the
individuals live in close geographic areas; IT) the huge varia-
tion of social, dimatic, and geographic features in Brazil has
been reported in several studies regarding diarrhea etioklogy
as important factors that adjust the frequency of different
pathogens,? which can explain the difference observed be-
tween our results and those found by Souza et al..* (450 km
away from the study area); IIT) since the Brarilian popuola-
tiom has a highly heterogeneous ethnic composition, as re-
sult of the hybridization of the numerous native indigenoaws
populations with immigrants from Europe, Africa and Asia
and the immigration flow was not uniform in the country,®
the distribution of these genotypes could be related to the
host-parasite relationship.

Braz | Infect Des 200 I; 15{4)-382-383

Even though the detection of assemblage A in humans
should not be incriminated as zoonotic fecal-oral route,®
the presence of Al and A2 subgenaotypes in all isolates un-
derscores the poonodic potential in this region, supporting
the view that giardiasis in the largest endemic areas of the
Brazil should not be seen as a single entity.
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RESUMO

Veriheouw-52 a prevalfnda dos enderoparasitas em 3 10 alenos 2 a 15 anas] makiculadas nuema escola da rede piblica
do municipio de Mirassal, no Eslodo de 580 Povlo. Uma amosina fecal de coda crianga loi coldoda & procemoda pelos
métados Fausi ede Hoftmann, Pons & Janes, vswal menie empregodos nodetecgbo de profom drics & helminkos hoem anas.
Dias crianges analisadas apreseniaram-se porasitedas 30,3%, com peo menos vm parasilo inlesinal paloginica.
Giardia Lamblia foi o profozodrio maois fregquents [15,16%), ssguido da Enfomoeba higobdics [0,64%). Os hedmindos
defedadas foram: Ascavis krmbricoides [3.55%), Shongil oides stercoralis & Taenia g, que loram disgnosficodos em
0,37% das amosnes avaliadas. Werdlicou-se assodocdo significafiva entre enleraparosiloses & wso de dgua de formsing.
Mao s abservou Sgnibcinga eslalidica na comparagio entre loixs ddnios ou ghneno & a presenga de parasilas.
Emibara ndo fenhamao s asociodo distirbios gastioi ledingis & presenca de dosngas pardasildnias inlesfinais, a presendga
desdes ogenies pode provacar nowes osas, visho gue el aiangas podem fundonarcomo pordadores e, pordania, lonle
de conlaminogio. Bie estvdo ssgere que um programa de educogio confinsada envolvida com a prevengio &
tratamento dias infecgbes par asidrias &wma medida hmdam enal para a swa eradicogho.

Palovras-chowe : Dosng as Porasildrios; Giandi o kem blia; Ascoris lumbricoides; Edudos Tronsversais,

INTRODUCAD

Um des principais problemas de sabde piblica na
populageo mundial consige nas dosndges onginodaes de
parasilas infesfingis, que contribuem pora elevados oo
de marbidade & modalidade principalmente neos paisesem

deservalimenia. Esfime.se gque nesles paises
apodmadaments um lergo da poprlacdo viva em
condighes ambisnlois que focillom o disseminogha de
infergtes porasidios”. Mo munda, on inkeccdes par
projozodrias & helmindos inlesfinais alelam 3.5 bilhdes de
pessoas, promovendo a dosnga em aproximodamends
450 milkdes". A5 enteroporasiloses 550 Wansmilidas na
grande maioria dos veses por via oral, por meio da
ingesido de dgua ou alimenios contaminoadas com lormas
parmiaias. Mo Brasil, a ampla diversidade das
caraderisfica: socoeconbmices, dimdlice e geogndlica:
tem sido apontada como falor arifico para o pedil dos
ogentes efidldgicos ma diarreia, modelands assim a
Trouedi ncics dan s dikere res e pokbgenos
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Az criangoes sho um grupo de allo risca para infecgbes
por pansios inlefingis’, pois podem enirar em conolo
com edes desde poucos meses de vida'. Estedos que
buscamm corelache posiive entre a presenga dos
dosng s parsdrios infefingis & o ginero da cdanga™ &
presenca da dosnga @ a fana e ia duranie ede parodo
de vida"'"" #m gpreseniods resuliodos incondusives.
Ademais, lem-se constalado quea dgua de boa qualidade
em creches conliibui para preveng o de enferoparosios,
sendo esma prevengdo  polencialivada -}uur-du L]
amocadaa uma rede de -e:gul-uq:qu'rmlmt' .

Mo Brasil, lem sido observada wna grands variagho
fanda na frequina de panas fismo infesfinal na po pulacio
infanfil coma nos agenies responsdveis, podendo a
frequincia akangar indices de quase B0% em algumas
regides. A delec;Bo de enteroparasiios em esoolares de
vma periledia no Esado do Maranhdo mostrou que o
Asomis kmbricoides foi o porasilo de maior prevalinda
[40%)", fado tambim abssrvads am criandas da mna rural
do mumicipio de Coard, Edado do Amomonas, Regido
Me e chos Birensil [57,5%) ©. Mo andants, no Municipio de Ria
Werde, Esioda de Gaids, win esudo semelhante encontrou
o profomdaia Giardia kmblia [557%) como o parasilo mais
prevalents’”. Jé no Munidpio de Cricioma, Elado de
Sanda Colaring, verdlicou-s2 que o Cryplosporidiom
[B5,1%)] foi o prolomdrio mais prevalenie, seguido da
Eniomoeba hislobdice (56,4% & a G. lamblia [4,3%)6.
Adicionalmente, dois ouiros estedes invesfigaram a
presenca de E. hisiobdica'' & G. lomblia'* em criangas de
wma creche na paiferdia da ddode de Beldm, Blado do
Pard, & defedaram a presencn desles porosilos em 21, 8%
& 26 9% das amasinas, respecfvam ente.

Mo Edodo de 550 Povlo ede ponorama ndo se
modilion, visio a vulnerabilidads dede segmenio eibrio
afuisiche de enleraparasiloses’. Em  crancas
indilvcionalizode: em wma ceche no Municipio de
Botucatu, interdor do Edado, observa s que o giardiase,
enterobiase e criplosporiase, enire oulras
enferopanmilomes, 5o bedants requenea' Mo Maorosde
pavlista, ouviras estedas'*™ mostraram  elevada
prevalinga de enfleroparasilos em populagBes infandis,
realirmands que o3 enleroparasioss 550 vm grands
problema de sobde poblica. Ma décoda de 70, inguédlo
epidemiolbgico em ciangas no Muynidpio de Mirasal
demonsiror o ddecgiio de G, lomblio L-ﬁl.l'iﬁ.]. A
Jurn bricoides [2,8%) & Ancilostomidecs [3,73%) 7.

Ohbjefieoy-se nede rabalha avaliar a prevalinga de
poaresiics injedingis, no Municpio de Mirasal, em
escolars da rede piblica de ensing ¢ inveshgar possiveds
asosaghes epidemiol dgica s de cadiersocoecondmios.

MATERIAIS E METODOS

Ma perioda de selembro de 2009 o marga de 2010
analsouse amodra fecal de alunos matficulados nema
escola da rede munidipal do municipio de Mirassal, no
Esdado de 560 Pavlo. Ese eslabelecimento sa looal iz nuem
bairre perlérica gque leve ofgem a padir de om
destavelamenia & alende criangas desde a 1" aléa 4" série
do ensing bisico, provenienies de 19 micro-localidades
dikerentes.

Rer P Sl 200 [ X 1) 3744

Apds eplicacho delalhada do projelo & a oblengBo da
assinatura do lermo de consenfimento live & esclarecido
palos responsdveis das criangas, loi malizda o colda de
wmia (nica amcsna de leres am farmal a 10% & presnc hida
um gquesfiondrio com dodos sodoepidemiolbgions. As
amadras colelodas boram enviodos oo laboroldric do
Cenim de Invesligogio de Miconganismas da Faculdade
de Medicing de 580 Jost do Bio Predo [FAMERP), ande fai
realzads o exame coprescdpica. U5 mélodas vilimdas
para a defeccho de enferaporosilos foram as onicas de
Fovst, baseada na centrifugo-flulvagso & o de Holimann,
Pons & laner, bmeada no sedimendogho esponifnes,
uspalmenie empregadas na delecgho de pralomdrics &
helmintos hemancs. As andlises laboraloriais foram
desanvolvidas no Cenlro de lavestigagdo de
Microrganismas da FAMERPR Buscouse ainda wma
correlacfio enlre as respliades parasilal Sgico s oblides eas
oondighes shco -aco nbimicas, ok coma o fipo dealimenda
condumido, dgua de conguma, ginero & haima eldha das
criangas, renda hamiliar & o grau de escol ahdade dos pais
ou reponsdesis. Alm disss, invesfigou-se a assodacdo
enre distirbio gosrointesingl & oz porasilos deeciodos
eini lemes dia eic as & o dianeioas.

Pora dederminar a significinga edolisfica enfre o5
grupos eshsdados foi wilizads o lesie do Qui-quodrads
Pt & et Exemley ches Finchsr el reavéss o pr grnma esiodisfico
ERIMNFO versdo 6,0, O nivel de significénda adotado ki
de 5%, O prajein i aproveds pelo Comilé de Efico em
Pesquisa da Foculdade de Medicing de 580 José do Fio
Preda [CEP/FAMERP n® 51 55/200%).

RESULTADOS

Foram analsode: amadnas fecas de 310 crhancas.
Como semarmada na fabela 1, 30,32% (94/310)
apresenfaram  pelo menss um  ponmsile  indesinal
paloginica. Giordia lamblie foi o prolomdde mais
frequente [15,16%), seguida da E. igoldca [0,64%. Os
hoed rriindo s detedodos foram o A lumbricoides [(3,55%), &
sterconalis & Toenio sp, que loram diegnodicodos em
0,32% das amashas avaliodas.

Tabela 1 - Parsilos infedingis & Aganles comanssis
deledadaes em eranges (2 a 15 anas) da
escola piblica do municipio de Minrassal no

Esdada de 580 Poulo.
Enteroparastos Wdmeros de poceentes
In® =310 )
Negatc 216 6968
Proloeodsio
(ardia Lambdia A7 15,14%
Ertamosha istalytica 2 0,44%
Ertamoeba cal 45 1451%
Endodimaxnana 12 IETE
lodomaoeha buf schilf ) 0,64%
He imiintos
Azcaris bmbricdides 1 355%
Stron gioides fecomils 1 0,37%
Toeniasp. 1 0.32%
Hyminolepsnana 3 057%
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Os individees padicipanies foram damificodos em
fibaes: ebdirices de: 2 a0 d ancs [n= 3%, Sa 7 ancs [n= 127,
Ballanms(n= 114211 a15 anas [n = 30). Amaiar
posifividode loi verflicoda ende a8 ciancasde B a 10 anos
[47,37%), seguida de individues da loim eldiade 2 a d
ances [3B46%), 5 a7 ancs [3022% 2 11 a 15 anos
[30,0%. Mao == abservou signilicinda edalisfion enfre o
foimrs eldrios & o presenca de parosilos [labela 2.
Amodagho sgniicanie foi abserveda quania oo o de

dgua de lomeina & o presendga de porasilos inlesfingis (p =
0,0457). N3a s& observou nenhuma redagdo signilicativa
enire o giners das criangos com o pressnga de poan sios
indesfiruis flabela 3).

Lim subgrupa de amastras [n = 120) ki invesfigada
pom esiabelecer a rdogho enire o aspecio fecal & o

pomsieme mas nenhuma significinda eslolisfica foi
enconirada (Teste Bralade Fecher, P = 0,72 24) [labela 4).

Tabela 2 - Associocdo enfne panasilos inledingis & ogenles comenmais &m
criangas da rede poblica de ensinog do noroesie povlisa de aconda

vom a fabo edria

Pamsitos Intestinais &

Faieo Badric® jonos)

A NS CONME NS0 Za4 3a7¥ Ba 10 1MMals
||1= Iﬂ=12?|| ||1='|'|.d] |n=3‘.}l]
n % n % n % n %
ivlardia Lambilia 8 258 19 6,14 15 484 5 14
Entamaoeba histolytica - - - - 2 054 = =
Enfomoeba coll 4 139 1% 4,13 ] &.45 T 084
Endolimaxnana 1 032 2 0,84 B 258 1 032
lodomaeha budschill - - 1 0,32 1 0,32 - -
Agcarts bmbrcdides 2 054 3 097 3 142 1 032
Srongioides secamils - - - - 1 032 - .
Toenia gp. - B - = 1 032 = =
Hyminaleps nana - - 2 0,64 1 032 = =
Totd 15 3BA& 44 3,77 54 4T3T 7 30,0

“alor che P | Teate Evote da Fadhael: 2 adp = 097215 a7 p= 0,2120; 8 2 10 p=0,2447; 11 a 15

p= 01005

Tabela 3 - Dislribuigha hequincial de alguns aspedos epidemiolbgicos em chionges panmiadas [n = 4] & ndo
parasiledos [n = 214) em wma populegio de escolares da rede piblica de ensino do munidipio de Minassal,
Esind ode 580 Pavls no perio do de agosia de 200% a jansino de 2010

Pamsiades jn= 04)

Mio Parasitodos (n= 214)

Aapecios epidemicligicos Sam Mo Sam MNao o
" *® n* % n® % " %

neno
Masculing: 55 5851 v 41,49 14 52,77 102 47,73
Fesmining 39 41,49 55 58,51 102 47,23 114 52,77
Consumaode dimendos ous A8 4043 [ T &> .33 131 80,85
Consumode wegelais 831 &R0 1 1,70 1746 81,48 40 18,52
Codeta de b 21 9480 3 3 N0 w20 & 2,80
s e Sigua da Sorneing &8 7134 26 75656 12¢ 58,72 A7 40,28
o de éigua Silrodo 21 7234 71 .66 56 .66 160 7I3 0,0462°
ko de diguaminerd 2 212 ¥2 s 24 N1 192 88,89 0,0164°
Costumede andardescrigo & are3 12 I7T 175 @02 41 189
Escoloridode dos pas > que o ensing I d'l:-ﬂ'? 33 538,31 ¥To4.W 1% 55,09
fundamenial
Renda da fomilia = quedoissalkisos minimos 81 B&1T 13 1383 193 89,35 3 10,65

il do Gui-gquadnda

Bev Pamolormr Sonds 2011 212318
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Tabela 4 - Associa;fo enire a presenga de parasiios paloghnizos

& o mspecio ol
Parasitos enconirados Déorneicos Méo=Diorsims
= 57) = 63)

n % n® %

Prodoe of o

ardia Lambio 5 BT 7o

Erdamaeha hisolfica . . . .

Hedmimoz

Asmors lumbricdides 1 1.75 - -

Stongibides sercoralis - - . .

" et Drna e Facrer

DISCUSSAD

As infergdes por paldgencs inlesfingis 550 wm dos
problemes bimicos de sobde publica em  regides
hﬂpkﬂ'uﬂ, e, akm dimo, ¥m sdo repododos coma
respongdveis pela diarreia inkanfil®, Na Amédoa Lafing, o
grande divers dade das conacierslion $odoscondmicas &
grogidhcas, & descila como falor gee infleencia a
dialogia infec cicsa da diarmsa, moduland o assim o valar
dos  diverss  enlempoldgenos  nede distorkis™ Os
resvhiodos deste esivdo demorsiram  wma koo de
parasifismo de 30,3% na populagio estudada, sendo @
maior posifidade para G. lomblie [15,16%) « A
lembricoides [3.55%). En oulros eshedos em criangos
brezsileives o frequingia de agentes panasilnos indesfinais
s comensaisvara de 24 4% a 72%*. Fintenssontenalar
que numa invesfigogh o ealixmda hd wna décoada, fambém
em escolares do rede piblicn dede Municipio, i
evidencioda que 63,7 %da populagdo esiova porasioda &
que estes mesmos parasios loom o mas prevalenies”,
Bia menar frequng a de dosngas pamSidnas absenada
atualmente pode esdar rdadonada oo falo de que apenas
vma amosia fecal de coda chianga loi analisoda. De
qualquer maneina, o percenfuais de resuliodos posilives
de parasilas infesfingis efou comensais deledados nesie
efupds reflelem o exposigho da comunidade oo sala
conda minada & seus hibilos de higiene precdios.

Sabe.se que a frequineia de giordiose & mais alia em
pames em desenvalvimenia do gue em paises
desenvalvides. Alguns adores afirmam que esia
projomase, oo conhdrio dos helmintioses, jem maior
frequineia em criangas de lamilia com renda mensal mais:
slavada, devido a um maior consuma de horalige ™
Ademais, o decréiscima da fon de giandiose normallmends
= deva com a laim elbria, vislo que condalos sucemives
com o parila aemeniam a imumidade da haspedsing &,
akém disso, a higiens se loma mais ddiva d madida que a
crianga ecrasea’ ™ Ouire fatar imparianie na
disseminagio da giordicse & gue ede parasio
frequentemente & enconbrode em ambiendes colefives,
vislo que a lrasmisds pelo condaio dimdo pesoa-pesoa
oumenia s chonces de conlaminagde’ Os resullodos
mosiram  koos  sSmilares 48 desciles na  populagio
brasilsin em genal'. Mo entanio, nda podemas descarar
o pomibilidode de que sies indices de giardiose

Rev Pavdmar Sade 201 |; X 1) 20-4

deledados posam esar reladionndos & caradersficas
hickigicos do parasito, cvja eiminago & infermilente
Como mendionado anferiormente, o lolo de coleiar
apenas wma amdcsira por cianga pode ler condri buida
para esia casvisficn na populosdo infantil.

Dentre o diversasespécies de ameba, a E. hiskobica &
a ipnico considerada invesiva, com preva lBncia devada em
regides hopioois, prindpalments em comunidodes que
wivem am oo ndighes sanildrias incdequadas’ . Em diversos
poises, muikes pesoms sho indedodas por amebas
comensais, mas a maionia dos individess ez vm quadro
aminlomdlica. Os resvhados mastram boma cosvidica
dede porasil, evidendiando que esie pods ndo ser
endémico na regido. Enrelanio, a deecgbo de amebas
comensai, coma Enlomosha coli, Endolimox nonag &
lodamosba bukschli indicam que o cianges ingsdnam
dgua ou alimentos comaminadas com reideos ko &
que, podand, of mesmas esiGo sobre o rsco de
confaming;do pela E histobdico. Redo g o-52 a i mpadéndia
do diagndsfico & deserigho desles comensais, a fim de =
programar  medidas  prevenfivas  para evilar infeccdo
devido dcontaminagho ana-kcalde amebas paloginicas.

As infeccfes por A kmbricoides em diversos sshedas
foram rdadonadas com diminvigho do cresdmento & de
profeings de reserva em cianges e odolescentes. A
reducdo da absorgho indesingl & obsirucdo do lmen
levanda & anorexia & oo blogueia da supedicie de
absargho sfo aponiados coma cousa desse disiidyia™
Egmitgios para contralar os lolores de otorénda dese
geo-helmina masraram que além da idade, o ndmerna de
passoos que vivem no domidlio & lambém em impodands
ftor de delerminas o da distribuicdo do porasilo ende as
famiics™ O A lumbricoides foi o helmida mais
diognosficodn neste estudo, dilerente do que = jem
midenciodo em ouhas regides do Brosl. Enteanta,
mifudo prévio em moolores no regido de Mirassa
evidendia fombém uma frequinda peguena  desie
parasila, o que nos | eva a acredilar que sia panosilos alé
agara nbo represent a em problema nesia com wnidads.

Somenle vm ooso de infecgBo por 5. stercoralis Toi
dingnesficodn nede astudo & o mesmo edeve presenis am
wma crianga que narmalments ndo vaa calgada. De falo,
whrics auares descevem bamos niveis de inlecgSes
cavsadas por eske hedmink em popukegdes infantis ™™,
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Ma enlanis, coma a maiofia da populas Go avalioda nede
edudo apresenda o hdbilo de andar descalga, maiores
alenghes devem ser desfinadas a e lipo de parasifisma,
a firm de que islo nbo s« lorme wn problema hdwra,

Um impodanie problema de satde poblica, lanko em
dreas prbanas como em dreas runat & o feniose .
Ademais, a cEliceroose & oulia parosicse cowsada
jambém por lenidecs humanss, cuja hansmissia &
lacilitada Eelu disponibilidods de seurs ovos na dguwa & nos
alimanics . Mo presente irabalho, apenas um coso desta
paarcesilo 22 foi evid enciada, corroba randa com a lilena una,
ande baboas frequéng os desle parasiio sGo observadasem
eriangeas™, Mote se que este cmo i diognesficads em um
aluna que possui hoda no quindal. A essodacdo dirsla
enfre a infecgio humana & a sina, principalments am
boc aits onde os mesmos cosxislem, kavorece o fransmisdo
desas enkeropanasitoses”. Padanto, o3 cuidedos com a
delimilagho dos loles & mesmo das horas com réinsite de
animais, espedcalmente de porcos, pode prevenir a
endemicidade do compleo fenimse/cisficercose nesia
regisa.

A lerahera noconal fem mostrodo que o consuma de
alimenlos crus como frukes & verdunas com residuos lecais
humanos confibui para o ronsmisdo de diversos
enferopararasiksss -~ O habito alimentar de conswmir
hesria ligexs in nodurer possibilita o exposigho de wma grands
parcela da populagho 4 formas fronsmissiveis de
parasikos™, pordm, o5 resuliodos deste irabalho ndo
enconfraram nenhuma sSgniichncia edalsfica quania a
eda varidvel. Em contraparfida, loi verificoda asodaghe
signihicanie enfre o consumo de dgua da lomsira & a
presencn de infecg e por enderoparasilos. Jabe-s que a5
enleroparasilosss oqui deledodas 550 na maiora de
veicukes@o hidrica e eshedo prévio masing que ciangas que
comswmiam dgua ndo-hlirada apresentavam 159 wees
mais ¢ hanoes deadguinir doengos puruﬂ&ﬁm“. Par autra
loda, ewisle pm sislema de rolamenio de dgua ofidal no
municipia. Podania, deve.se invesfigar coma esid
aconecenda a armazenogem desia dgwa d e consema nos
resdincas que a lorma labor de fiso para a populagho
indantil.

Sabese que o enleroparasiloses podem couvsar
relevanies agrvas & sabde, prindpalmente na populagia
infanlil, como desnutrigh o, anemia, abetrugio inlesdinal &
a diarreia™"' . A diarmeia por spa ver, pode ser ou ndo
iecsioms’. Mo endario, o oo de nenhem resuliods
signiicalive ter sido enconirodo endre a presenca de
enjeroparasilos & ede gquadro dinico, nos fax pensar em

auiies rozdes para @ presengo de ciangoms com esle
quad o inlesfinal. Realmants, of edudos sobre o5 apenies
efiolbgicos ossociodos & diarsia mosham gue a
impartnca relaliva das dilerentes enteropaldgencs varia
grandemenie dependendo da edogdo do ana, drea de
residéncia (whana ou rumal], clese séco-econdmica,
localizagio geogrdlicn & espedialments com a idade da
hospedeira™**. Albm disso, o8 cosos de diareia podem
eslar assododos a oulos nowxologios ouv a oulros
enferopaldgencs, tais como ving ¢ backdas, ov alé
mesma por oulos prolozo dhios ndo invedigados, coma
Isexspera balli & Cryplosporidium’ . Por oulra ledo, deve-se
lem brar que a infeogBo assindomdfica pode ser lambém
resuhianie de mecanismos de lolerfnga imenoligica ou
por wvariagdes infrpespedilions que podem aldar a
vindléncinda parasia,

CONCLUSAD

Finalmende, devemos considerar que devido &8
condanies mudandas soca -demagrihicas abserva das ao
redar do mundo, lomo-se possivel o sungimenio de
mpedos dilerenies nos dosngos ja dircvlanies na
populagio, bem coma o surgimento de microrganismos
palogfnicos @o hum-em“. Embara fenham ocorida
avangos o alamenio & no diogndsfico nos Glimaos anos,
o enleroparasioses confirvam senda um signilicande
prablema de sabde piblica, pAncipalments em poise em
desenvo himento. Além diso, o5 ogbes de contrale ainda
apresentam  redrigies frente & infrossirdura de
saneamenia bisico, bem como pela lolia de projedos
educocionais, que eludidem a populagio. Apesar da
presenca de panasiboses infesfingis nfo estar associoda a
dishirbics gosminlesingis neste sstuda, a pressngn destes
ogenles pode conduzir @ novos oomsos, visho que esos
criangas podem fendonar coma podadares &, poranis,
fonte de conlaminocho. Esle estudo sugere que um
programa de edvcocho confinvada envalida com a
prevengio e iralaments das inkecces porasithrias & vma
medida fundamendal para a swa eradicac o,
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Enteroparasitoses ina population of students frem a public school in the Municipality of
Mirassol, Sao Paule State, Brazil
ABSTRACT

This shwdy abserved the preva knce of intesfinal parasilesin 3 10 studenis (2 to 15 years o ld) enrolled ina public schoal inthe
Maumicipality ol Miramal, 550 Pavlo State, Brazil. A goal sample was colleded fram each child and analyzed bythe methads
of Fawsl and Hollmann, Pans and Janes, narmally wsed for deecfion of prodozo a and hueman hel minths. Alolal of 30.3% of
the childen analped were porasifized, with of least one pathogenic infedinal parasite. Giovdia Llevnblio was the mosi
common prajozoan [15. 1 8%), followed by Endomcebe higoldica [0.64%). The hadminths found wene Ascovis lumbricoides
B 55%), Strongiloides stercoralis and Toenia sp, which were diagnesed in0.32% of the samples. There was o signilicand
amociafion betwesn the aocwrrence of enderoporasiloses and the vse of lap waler. The comparison betwean the age
groups, gendar and the presence of parasiles showed no stafisical relevance. Althowgh there was no asso dafion between
gasrointesfingl disorders and the occwrrence of infesfingl porasfic diseases, These agenls may couse new indedions
becawss the children can oct as carriers and therefore a souwrce of contaminafion, This arfide swagesds thal a confinuing
education program foasedanibe prevenfionand treatment of parasific infecfionsis a key measure loriheir srodicstion.

anu'dl: Erderapanasiases; Giadial ovmblic; Ascoves b b coides; Cross- Sedional Shadies.

Enteroparasitosis en una poblacion de escolares de la red de ensefanza piblica del
Municipio de Mirassol, Sae Paulo, Brasil

RESLIMEM

Fue verificada la prevalenda delos enteropardsios en 3 10 alumnos [2 a 15 afcs) maticvledos en una sscuela de la red
piblica del muwnicipio de Minassol, Edado de 560 Fado. 5& coledd vna muesin fecal de coda nifio y s& procesd por los
méddodas Favst y de Hollmann, Pons & lanes, wvspalmene emplendasenla deleacidn de pro kozoarnias yhelmi ndos hum anos.
Dl bees: nifcss analizoados vn 30,3 %esiaba parasiloda, conal menos v pardsilo inlesfinal poldgena, Giardio Levmblia hee el
profozoari o mis recsents (15, 16%), seguida de Enfamoebe histoldico [0, 64%). loshelminos deeciodos fusron: A ods
hmbricoides (3,55%), Songiloides stercoralis y Toenia sp, que fueron diognosficodes en 0,32% de las muesire
eval vadas. Severiliod vna significaliva asociodid nenire la enlen parasilosis y &l vso de ogua corriente, Mo s& observd vna
esdodishica signilicativa en la co mparacidn entre ranjes elarias o genero y la presenda de panisios. Aungue no s haya
asociodo disherbios gastrointesfinales a la presenda de enfermedades parasilanas inledinals, la presencia de agas
ogenies preds provocar o s Caso s, vislo que eslos nifics preden hmdanar coma pordadanes 3, por lo jando, feente de
condaminocidn. Esle sbudio ssgiers que vn programa de educadan confinvada compromefida con la prevendidn y el
iraamienio de bes infeos ones paras lorias &3 vna medida hunda menial para su emadicod Gn.

Palabros clave: Frjermedodes Panasiarios ; Giardio embdio: s coris lumbricoides sesfudios fronsesrsales,
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RESUMO

Verificou-2a o prevalénca des enferaparasitos em 310 alunos (2 a 15 anos) matrculados numa escala da rede piblica
do munidpio de Minasal, no Estodo de $60 Poula. Uma amosting fecal de coda crianga foi colstoda e processoda pelos
métados Faust e da Hoffmann, Pong & Janer, wsualmente ampregoades na detecgdo da protazodn o & halminios humanas.
Das criangas analisodas apressnigram-3e porasiadas 30,3%, com pelo menos um parasito intestinal palogénico.
Giardis Lamblia fal o protazadrie mab fregquanta (15,16%), saguldo da Enlamosba histalyica [0,64%). Os halmintas
detectodos foram: Ascons mbricoides (3,55%), Srongiloides siercomlis & Toenky 3p, que forom diognosticados em
0,32% das amosiras avaliodas. Verficou-se assaciogha significativa enire enferaporasiioses & use de dgua de lomein,
Moo = observou significhncia estalistica na comparagho entre foixes elnas ou género & o presenga de porasitos
Embora nda tenhameos assodado distirbios gostriniestingts & presengo de doengos parasiian as inledinas, o presenga
destes agentes pode provocar noYos Coeos, vistoque esins ciangas podem funcionar como poradores &, paranta, fonle
de conlominaghio. Este estudo sugere que um programa de educagho conlinuada emalide com a prevenghio e

trotamenio dos infecgdes pomsikingsé uma medida fundamental pam o swa emadicagha.
Palavras-chove: Doengos Parasiténas; Giordio kmblio; Ascoris lumbricoides; Estudos Transversals.

INTRODUGAO

Um des prncipoi problemes de sodde plblica no
populogio mundial congide nas doengos adginadas de
porosios inestinais, que contibuem para elsvodas foxms
de marbidade & maralidode principalmente nos pales em
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desenvalvimenta'®. Estimo-ze que nestes poises
aprasimodaments um tergo do populagho viva em
condigBes ambientais que focililam o disseminagio de
iffecghes pormitiris”. Mo mundo, o1 infecqhes por
profazofinas & helmintas intestinals afetam 3,5 bilhses de
pesgons, promovends o dosngo em aprodmadamens
450 milhtes”. Az enferoporasiicses sao fransmitidas na
grands malona do verss por via onal, por mels da
inges¥ho de dgua oualimentas conaminodos com formas
parasidnas. Mo Brasil, o ompls diversidade das
caraciersiicas socoecondmicas, dimdticas & geogrificas
tem sido apontada coma faler oriico par o parfil dos
agentes elioldgicos no diomeia, modelando wmssim o
frequéncia destes difsrent sz enterapeldgenas™
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