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Ata da defesa de tese de doutorado em Medicina Tropical de Beatriz Coronato Nunes, sob onentagao
do Dr. Filipe Anibal Carvalho Costa e coorientagdo do Dr. Marcio Neves Bdia. Ao vigésimo segundo dia
do més de junho de dois mil e dezessels, realizou-se as quatorze horas, no Auditério Mana
Deane/FIOCRUZ o exame da tese de doulorado intitulada *Giardia duodenalis em trés municipios
das regides norte e nordeste do Brasl| - Estudo epidemiologico, molecular e agdes de educagio
em saide" no programa de Pds-graduagdo em Medicina Tropical do Instituto Oswaldo Cruz, como
parle dos requisitos para obtengdo do titulo de Doutora em Ciéncias - area de concentragao:
Diagnéstico, Epidemiologia e Controle, na linha de pesquisa: Dinamica de Transmissao de Doengas
Infecciosas e Parasitarias. A banca examinadora foi constituida pelos Professores: Dr. Valmir
Laurentino Silva - ENSP/FIOCRUZ (Presidente), Dr. Alexandre Ribeiro Bello - UERJRJ; Dr*. Marli
Maria Lima - IOC/FIOCRUZ; Dr*. Claudia Maria Antunes Uchda Souto Maior - UFF/RJ, Dr, José
Roberto Machado e Silva - UERJRJ e como suplentes: Dr. Helena Keiko Toma - UFRJ/RJ e Dr*.
Maria Regina Reis Amendoeira - IOC/FIOCRUZ. Apés arguir a candidata e considerando que a mesma
Mmmmmmmmmmemdammmm.a
banca examinadora pronunciou-se Mﬂ%ﬁ.&!&&@. da defesa da tese de doutorado. De
acordo com o regulamento do Curso de Pés-Graduagao em Medicina Tropical do Instituto Oswaido
Cruz, a outorga do titulo de Doutora em Ciéncias esta condicionada a emissao de documento
comprobalorio de conciusdo do curso. Uma vez encerrado o exame, a Coordenadora do Programa,
Dr*. Martha Cecilia Suarez Mutis, assinou a presente ata tomando ciéncia da decisao dos membros da

banca examinadora. Rio de Janeiro, 22 de junho de 2015, :
Dr. Vaimir Laurentino Siva (Presidente da Banca). /A/\X\m
Or. Mexandie Ribeiro Belo (Membro da Banca): 4 S cxwie /4 SR Uy
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“Procurando bem
Todo mundo tem pereba,
Marca de bexiga ou vacina.

E tem piriri
Tem lombriga, tem ameba
S0 a bailarina que nao tem”

Edu Lobo e Chico Buarque
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BRASIL: ESTUDO EPIDEMIOLOGICO, MOLECULAR E ACOES DE EDUCAGAO EM SAUDE
RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Beatriz Coronato Nunes
Objetivos. Estimar a prevaléncia, a distribuicdo e fatores de risco associados a infecgcdo em trés

municipios brasileiros, avaliar o impacto da infeccdo sobre o estado nutricional das criangas,
caracterizar genotipicamente Giardia duodenalis, estabelecer relagbes filogenéticas entre G.
duodenalis identificadas nos municipios estudados, analisar a relagéo entre giardiase e pobreza nas
areas estudadas e envolver os participantes em ag¢fes de esclarecimento sobre os parasitos
intestinais. Metodologia. Foram realizados estudos transversais, entre 2011 e 2014, nos municipios
de Russas (RSS) (n=213), no Ceara, Nossa Senhora de Nazaré (NSN) (n=298), no Piaui e Santa Isabel
do Rio Negro (SIRN) (n=433), no Amazonas para obtencdo de dados parasitologicos,
sociodemograficos e nutricionais. As amostras positivas para G. duodenalis tiveram os acidos
nucleicos extraidos para amplificagdo e sequenciamento dos genes codificantes das proteinas [3-
giardina, glutamato-desidrogenase (gdh) e triose-fosfato-isomerase (tpi). A reconstrucéao filogenética foi
feita segundo os modelos bayesiano e de maxima verossimilhanga. Foram inferidas genealogias (ou
redes haplotipicas) das sequéncias no programa NETWORK 4.6. Variaveis antropométricas foram
obtidas de criancas até 14 anos de RSS e NSN para analise dos escores-Z dos indicadores estatura
por idade (HAZ), peso por idade (WAZ) e peso por estatura (WHZ). O geoprocessamento foi realizado
com Sistema de Posicionamento Global no datum geodésico SAD-69. Os dados espaciais foram
analisados com ArcGis 9.3. Atividades de educacdo em saude foram realizadas nas localidades
estudadas dos municipios de Russas e Nossa Senhora de Nazaré. Resultados. A prevaléncia da
infeccdo por G. duodenalis foi 14,1% em RSS, 8,4% em NSN e 16,9% em SIRN. A giardiase esteve
associada a fonte de agua para consumo e a pobreza em RSS. Em NSN, a positividade para G.
duodenalis esteve associada a defecacdo a céu aberto e ao maior nimero de moradores da casa. Nos
municipios estudados, alguns hotspots de positividade foram identificados pela analise espacial. Em
RSS e NSN a desnutricdo cronica definida por HAZ < -2 e o baixo peso (WAZ < -2) estiveram
associados a uma maior chance de infec¢do por G. duodenalis (odds ratio=5,66, intervalo de confianca
de 95%=1,57 a 20,33, p=0,008 e OR=3,62, IC 95%=1,09 a 11,94, p=0,035, respectivamente) apds
ajuste para renda, faixa etaria, sexo e municipio em um modelo multivariado por regresséo logistica. A
analise do gene B-giardina resultou em 22 (31%) isolados classificados em assemblage A e 49 (69%)
em assemblage B; pelo gene gdh 13 (31%) foram assemblage A e 29 (69%) assemblage B; e
pelo tpi 13 (48,1%) amostras do assemblage A e 14 (51,9%) do assemblage B. Em SIRN,
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os assemblages A e B estavam distribuidos em toda a regido estudada. Enquanto assemblage A exibiu
baixa diversidade de hapl6tipos, o assemblage B exibiu uma alta diversidade genética. Conclusdes. A
giardiase teve elevadas prevaléncias nas areas, com relacdo com repercussdo sobre o
desenvolvimento pondero-estatural das criancas, presente em biomas distintos, submetidos a

diferentes graus de estresse hidrico. A infeccdo nem sempre esteve associada a renda, havendo
importantes determinantes socioambientais em areas com infraestrutura sanitaria inadequada.

Palavras-chave: Giardia duodenalis; Giardiase; Parasitos intestinais; Brasil; Pobreza; Epidemiologia;
Educacédo em saude; Estado nutricional
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BRAZILIAN REGIONS: EPIDEMIOLOGICAL AND MOLECULAR STUDIES AND HEALTH
EDUCATION ACTIONS
ABSTRACT

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Beatriz Coronato Nunes

Objectives. In this study, we intended to: i) estimate the prevalence, distribution and factors associated
with Giardia duodenalis infection in three municipalities, ii) assess the impact of infection on the
nutritional status of children, iii) characterize genotypically G. duodenale, establishing phylogenetic
relationships between parasites identified in the cities studied, iv) analyzing the relationship between
giardiasis and poverty in the studied areas and v) engage participants in educational activities on
intestinal parasites. Methods. We carried out cross-sectional surveys from 2011-2014 in the
municipalities Russas (RSS) (n=213), in Ceara State, Nossa Senhora de Nazaré (NSN) (n=298), in
Piaui and Santa Isabel do Rio Negro (SIRN) (n=433), in Amazonas, in order to obtain parasitological,
socio-demographic and anthropometric data. G. duodenalis-positive samples were submitted to DNA
extraction in order to amplify and sequence genes coding B-giardin, glutamate dehydrogenase (gdh) e
triosephosphate-isomerase (tpi). Phylogenetic reconstructions were performed according to the
Bayesian and maximum likelihood models. We inferred genealogies (or haplotype networks) of the
sequences with NETWORK 4.6. Anthropometric variables were assessed from children up to 14 years
in NSN and RSS for analysis of the height-for-age (HAZ), weight-for-age (WAZ) and weight-for-height
(WH2Z) Z-scores. The geographic information system was conducted on the geodetic datum SAD-69.
Spatial data were analyzed with ArcGIS 9.3. Health education activities were performed in RSS and
NSN. Results. The prevalence of infection with G. duodenalis was 14.1% in RSS, 8.4% in NSN, and
16.9% in SIRN. Giardiasis was associated with the source of water for consumption and with poverty in
RSS. In NSN, positivity for G. duodenalis was associated with open defecation and the largest number
of residents living in the house. In the municipalities studied, some hotspots were identified by spatial
analysis. In RSS and NSN chronic malnutrition defined by HAZ <-2 and low weight (WAZ <-2) were
associated with a greater chance of infection with G. duodenalis (odds ratio=5,66, 95% confidence
interval=1,57-20,33, p=0,008 e OR=3,62, 95% Cl 95%=1,09-11,94, p=0,035, respectively) after
adjusting for income, age, sex and municipality in a multivariate logistic regression model. The analysis
of B-giardin gene resulted in 22 (31%) isolates classified in the assemblage A and 49 (69%) in

assemblage B; with the gdh gene 13 (31%) were assemblage A and 29 (69%) assemblage B; and by
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the tpi 13 (48.1%) were assemblage A and 14 (51.9%) were the assemblage B. In SIRN, the
assemblages A and B were distributed throughout the study area. While assemblage A exhibited low
diversity of haplotypes, assemblage B exhibited a high genetic diversity. Conclusions. In the areas
studied, giardiasis is a highly prevalent parasitic disease, affecting the physical growth of children,
present in different biomes, subjected to different degrees of water stress. The infection is not always
associated with income, presenting socio-environmental determinants in areas with inadequate health

infrastructure.

Keywords: Giardia duodenalis; Giardiasis; Intestinal parasites; Brazil; Poverty; Epidemiology; Health
education; Nutritional status
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1 INTRODUCAO

Doencas entéricas parasitarias estdo entre os mais importantes problemas de
salude em populacdes economicamente desfavorecidas. O parasitismo intestinal
possui determinantes sociais e ambientais claros, com alta prevaléncia em regides
com saneamento deficiente ou inexistente, acesso limitado & agua potavel e educacao
e condi¢cdes de moradia precérias (Carvalho-Costa et al. 2007a). Embora nos paises
em desenvolvimento estejam ocorrendo melhorias das condicdes de saude,
enfermidades caracterizadas como doencas da pobreza podem ser ainda encontradas
em regides rurais e na periferia urbana, onde as condi¢bes de vida sdo bastante
precarias.

As doencas diarreicas (DD) possuem grande importancia em saude publica,
pois podem apresentar desde manifestacdes leves até graves, com desidratacdo e
disturbios eletroliticos, e acarretar em 6bito. No ano de 2009 foram notificados, no
Brasil, 1.258 o6bitos por doenca diarreica aguda em menores de cinco anos, sendo a
maior parte na regido Nordeste seguida da regido Norte do pais (DATASUS 2010).

Dentre os principais agentes etioldgicos das DD esté o protozoario Giardia
duodenalis, tanto nos paises em desenvolvimento, quanto nos desenvolvidos (Ortega
& Adam 1997, Savioli et al. 2006). A giardiase determina, normalmente, diarreia e,
mesmo na auséncia de manifestacdes clinicas aparentes, esta relacionada a méa
absorcdo de nutrientes e a deficiéncias no crescimento, principalmente em criangas

menores de 10 anos de idade (Fraser et al. 2000, Molina et al. 2011).

1.1 Biologia de Giardia duodenalis

Os cistos de G. duodenalis sao transmitidos pela via fecal-oral, direta ou
indiretamente. A agua possui grande importancia na veiculagédo destes cistos, 0s quais
podem estar presentes na agua destinada para recreagdo, ou consumo, que podem
ser contaminadas na fonte de abastecimento pela presenca de fezes humanas ou de
outros animais que excretam cistos nestes locais. Além da agua, os alimentos podem
ser contaminados pelas méos dos manipuladores infectados ou pelo uso de agua
contaminada na sua preparacao (Plutzer et al. 2010).

Este parasito possui uma grande diversidade de hospedeiros, incluindo espécies

de animais domésticos, silvestres e os seres humanos, fato importante no cenario



epidemioldgico da doenca, principalmente para a saude coletiva, devido ao seu
potencial zoonotico (Olson et al. 2004, Plutzer et al. 2010). O protozoario G.
duodenalis pode ser geneticamente diferenciado em diversos grupos genotipicos
(assemblages), como por exemplo, os grupos A e B, principalmente encontrados em
infeccbes em humanos, mas também observados em inUmeros outros mamiferos; os
grupos C e D foram identificados em cées, o grupo E em rebanhos bovinos, ovinos e
suinos, o grupo F em felinos, o grupo G em ratos e o grupo H em mamiferos marinhos
(Monis et al. 2003, Lasek-Nesselquist et al. 2010, Khan et al. 2011, Ryan & Caccio
2013).

1.2 Taxonomia e epidemiologia molecular de Giardia duodenalis

A primeira descricdo de G. duodenalis ocorreu em 1681 por Antony van
Leeuwenhoek enquanto examinava suas fezes diarreicas, e posteriormente, em 1859
Lambl a redescreveu com maior detalhamento. Seis espécies do género Giardia
estdo descritas com base em diferencas morfoldgicas de trofozoitos e/ou cistos:
Giardia duodenalis que possui diferentes espécies de mamiferos como hospedeiros,
Giardia muris e Giardia microti, apenas em roedores, Giardia psittaci e Giardia ardeae
em passaros e Giardia agilis em anfibios (Adam, 2001).

A espécie G. duodenalis pode ser dividida em grupos genéticos distintos. Esta
descoberta iniciou-se com estudos de analise de zimodemas e de Polimorfismos no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP). Por andlise de aloenzimas, G.
duodenalis isolada de humanos foi classificada em dois grupos genéticos: assemblage
A (identificado inicialmente na Polbnia) e assemblage B (caracterizado primeiramente
na Bélgica), com a identificacdo de no minimo quatro subgrupos genéticos (Nash &
Keister 1985, Andrews et al. 1989, Thompson et al. 2000, Monis et al. 2003). Com o
avancgo das analises moleculares dos microrganismos, no final da década de 1990,
foram confirmadas em analises filogenéticas diferencas entre isolados de G.
duodenalis e a concordancia entre as relacdes demonstradas nas analises de enzimas
e das sequéncias de DNA (Monis et al. 1999, Thompson & Monis 2011). Com isso, foi
sugerido que G. duodenalis seja um complexo de espécies, com organismos
possuindo pequenas diferencas morfologicas, mas com grande distancia genética.
Desta forma, mais recentemente, 0s membros desta espécie tém sido descritos como

pertencentes a oito grupos genéticos distintos (Assemblages A a H) baseados em



polimorfismos no DNA identificados por sequenciamento nucleotidico de diferentes
alvos genéticos (Ryan & Caccio, 2013).

Tém sido utilizados loci distintos para comparacgéo de sequéncias nucleotidicas
em diversos isolados de G. duodenalis, como os genes codificantes das enzimas
glutamato desidrogenase (gdh) e triose-fosfato isomerase (tpi), da proteina beta-
giardina (B-giardina), do fator de elongacéo 1-a e da subunidade ribossomal pequena
(SSU-rRNA) (Adam, 2001, Thompson & Monis, 2011). O estudo de varios genes de
forma concatenada, utilizando o esquema multilocus tem mostrado ser uma
abordagem mais fidedigna para estudo da diversidade genética deste parasito (Caccio
et al. 2008, Lebbad et al. 2008, Lebbad et al. 2011). Porém, existe a dificuldade da
falta de concordancia entre os alvos genéticos e da ndo amplificagdo em algumas
amostras dos genes alvo escolhidos (Ryan & Caccio 2013).

Genes de evolucao lenta (conservados) séo utilizados como alvo quando se
possui 0 objetivo de detectar e comparar grupos mais distantes, enquanto os genes
de evolucao rapida (variaveis) sdo Uteis para deteccdo de grupos novos que ainda
nao tiveram o polimorfismo no loci conservado (Monis et al. 1999, Wielinga &
Thompson 2007). Dentre os genes comumente utilizados para a genotipagem de G.
duodenalis, a ordem, do mais conservado para 0 mais variavel, é: i) SSU-rRNA, ii) -
giardina, iii) gdh e iv) tpi, com as seguintes taxas de substituicdo de nucleotideos,
segundo Wielinga & Thompson (2007): 0,01; 0,03; 0,06; 0,12 substituicbes por
nucleotideo, respectivamente.

A grande distancia genética entre os diferentes assemblages foi comprovada
apos comparacdo dos genomas dos assemblages A, B e E, reforcando a ideia de que
sdo, possivelmente, espécies distintas, por possuirem distancia genética superior a
utilizada para separar outras espécies de protozoarios (Thompson et al. 2000,
Franzen et al. 2009; Jerlstrom-Hultgvist et al., 2010; Adam et al. 2013). A modificacéo
dos nomes das espécies tem sido proposta da seguinte forma:  Giardia duodenalis
para o assemblage A, Giardia enterica para o assemblage B, Giardia canis para os
assemblages C e D, Giardia bovis para o assemblage E, Giardia cati para o
assemblage F e Giardia simondi para o assemblage G (Monis et al. 2009, Thompson
& Monis, 2011).

O assemblage H foi designado recentemente para caracterizacao de isolados
de vertebrados marinhos em pesquisa publicada por Lasek-Nesselquist e
colaboradores (2010). Este novo grupo genético se agrupou em clado bem definido e

diferente dos outros assemblages.



Em relacdo aos sub-assemblages, estes sao clusters nos quais se agrupam
isolados com pequenas diferencas dentro dos assemblages. O assemblage A é
dividido em dois grupos: O cluster A-I, que engloba isolados encontrados em humanos
e outros animais e o cluster A-lIl que consiste apenas de isolados de humanos. A
diversidade genética no assemblage B € muito superior a do assemblage A, portanto,
a categorizacdo em sub-assemblages é dificil de ser feita, existe descricdo de grupos
genéticos com apenas um individuo. Os isolados que estdo neste assemblage séo
predominantemente encontrados em humanos, com algumas excecfes como
isolados de cées, ratos, castores e primatas ndo humanos (Thompson et al. 2000).

Os trofozoitos de G. duodenalis sédo tetrapldides e, por serem organismos
assexuados, os nucleos devem divergir uns dos outros pelo acumulo de mutacdes
independentes, possuindo alelos diferentes (Ryan & Caccio, 2013). Foi observado
baixo nivel de heterogeneidade alélica em trofozoitos de G. duodenalis do
assemblage A (<0,01%) (Morrison et al. 2007), porém, em estudo do genoma de
assemblage B, foi constatado maior nivel (0,5%) (Franzen et al. 2009). Esta diferenca
tem sido observada também em estudos que realizam PCR e sequenciamento de
alvos especificos, nos quais sdo encontrados picos sobrepostos no eletroferograma
de isolados do assemblage B, ausentes nos do assemblage A (Lebbad et al. 2008,
Durigan et al. 2014).

Estudos tém constatado a maior prevaléncia do assemblage B (~58%)
comparado com o A (~37%) (Lebbad et al. 2008, Ryan & Caccio 2013). A prevaléncia
de co-infeccBes pelos diferentes assemblages tem sido demonstrada com maior
frequéncia em paises em desenvolvimento (Ryan & Caccio 2013).

A relacéo de animais silvestres com surtos de giardiase transmitidos por agua
levou a Organizacdo Mundial da Saude a categorizar a doenga como uma zoonose
(WHO 1979). Esta relacéo se deu a partir de relatos de surtos de giardiase em grupos
de pessoas que acampavam ou faziam passeios em areas de floresta. Porém, esta
relacdo ainda n&o foi comprovada, pois existe a hipétese de que as fontes de agua
possam ter sido contaminadas por fezes humanas (Thompson & Monis, 2011). Varios
estudos tém tentado comprovar esta relagdo zoonotica, porém alguns tém encontrado
poucas evidencias e outros tém conseguido encontrar 0 mesmo assemblage em
humanos e animais com ou sem estreito convivio (Traub et al. 2004, Caccio et al.
2008, Feng & Xiao 2011).

Feng & Xiao (2011) relataram que o achado isolado dos mesmos genotipos em

humanos e animais ndo € uma evidéncia conclusiva da transmissao zoonoética. Para
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assegurar a existéncia de transmissao zoonotica (e sua importancia epidemiolégica)
de G. duodenalis serdo necessarios estudos mais abrangentes do seu genoma e um
entendimento mais aprofundado da genética de populagfes deste parasito, bem como

da dindmica de transmisséo (Ryan & Caccio 2013).

1.3 Patogenia de Giardia duodenalis

A patogenicidade de G. duodenalis ainda possui aspectos mal compreendidos
e parece ser mediada por mecanismos complexos, incluindo apoptose de enterdcitos
e danos em células epiteliais, que levam a ma absorcdo de nutrientes ao nivel
intestinal (Luther et al. 2015).

As manifesta¢gBes clinicas podem ser diferentes, dependendo de diversos
fatores como a cepa de G. duodenalis, o estado nutricional e as interacdes com a
microbiota intestinal, a co-infeccdo com outros parasitos e a resposta imune do
hospedeiro (Luther et al. 2015). Em humanos, a infecgdo por G. duodenalis causa,
geralmente, uma doenca autolimitada, caracterizada por diarreia, célicas abdominais
com localizacéo epigastrica, perda de peso e ma absorcéo de nutrientes (Marshall et
al. 1998, Lebwohi et al. 2003, Cotton et al. 2011, Luther et al. 2015). E interessante
notar que em estudo abrangente nos paises em desenvolvimento ndo foi observada
a associacao entre a doenca diarreica aguda e a infeccdo por G. duodenalis em -
criancas, possivelmente porque as infeccbes sao frequentemente cronicas e
oligossintomaticas (Kotloff et al. 2013).

Alguns estudos tentaram demonstrar correlacdo entre a sintomatologia e os
diferentes assemblages. Até o momento, os resultados destas pesquisas tém sido
controversos, ndo conseguindo estabelecer correlacdo entre infeccbes assintoméaticas
e sintoméaticas e os diferentes assemblages (Read et al. 2002, Haque et al. 2005,
Gelanew et al. 2007, Sahagun et al. 2008, Lebbad et al. 2011).

A infecg&o cronica por G. duodenalis pode ocasionar importante impacto sobre
o estado nutricional de criancas (Carvalho-Costa et al. 2007a). Diversos estudos tém
comprovado a relacédo negativa entre a infeccéo por G. duodenalis, e o crescimento,
o desenvolvimento e as fungdes cognitivas de criancas (Carvalho-Costa et al. 2007a,
Matos et al. 2008, Ajjampur et al. 2011).



1.4 Metodos de diagnostico da infeccdo por Giardia duodenalis

O diagnoéstico da infeccdo por G. duodenalis por microscopia convencional
baseia-se na deteccdo da estrutura de trofozoito em fezes diarreicas, por meio de
exame direto, ou cistos em fezes formadas. A intermiténcia na liberacao de cistos nas
fezes do hospedeiro faz com que seja recomendada a coleta de material fecal de mais
de um dia (Rendtorff 1954, Wolfe 1992).

Técnicas de concentracdo de cistos podem ser utilizadas para aumentar a
capacidade de deteccéo da estrutura parasitaria. Além de concentrar as estruturas
parasitarias presentes na amostra, estas técnicas auxiliam na remocéao de detritos que
possam dificultar a visualizagdo de formas evolutivas parasitarias (Smith & Mank
2011, Zeibig 2014). Dentre as técnicas de concentracdo, as que tém como principio a
flutuacdo sdo as mais recomendadas para o diagnoéstico de cistos de protozoarios.
Entre estas técnicas, destacam-se a centrifugo-flutuacdo em solucédo de sulfato de
zinco (Faust et al. 1938) ou em solucdo saturada de sacarose (Huber et al. 2003).
Algumas outras técnicas de sedimentacdo também apresentam bons resultados,
como a centrifugo-sedimentagcdo com éter ou acetato de etila (Ritchie 1948, Young et
al. 1979).

Ensaios imunoenziméticos também tém sido muito utilizados para o
diagndstico. O principio é a deteccao de antigenos do parasito em suspensdes fecais
e tém demonstrado alta sensibilidade (Duffy et al. 2013, Singhal et al. 2015). Essas
técnicas possuem a facilidade de serem disponiveis em kits comerciais e nao
necessitam de microscopista experiente.

Considera-se que o diagnéstico por técnicas moleculares possui maior
sensibilidade e especificidade que a microscopia convencional e dos imunoensaios.
Outra vantagem das técnicas moleculares € que as amostras de DNA parasitario
podem também ser utilizadas para andlises de caracterizacdo genética. Tanto a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional quanto a PCR em tempo real
tém sido amplamente utilizadas. Os alvos utilizados para este fim sdo 0os mesmos
citados acima para genotipagem: gdh, tpi, B-giardina, SSU-rRNA e o espacador
intergénico (IGS) (Verweij & Stensvold 2014).



1.5 Epidemiologia da infec¢éo por Giardia duodenalis

Giardia duodenalis possui uma ampla distribuicdo mundial, ocorrendo tanto em
paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento. Em alguns paises desenvolvidos
a notificacdo é obrigatoria, como nos Estados Unidos, que no ano de 2012 teve
aproximadamente 15.000 casos diagnosticados (Painter et al. 2015). Nos outros
paises, a prevaléncia é estimada por estudos realizados em grupos especificos das
populacbes, como em creches e em pessoas infectadas com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). As taxas de prevaléncia descritas apresentam grande
variacao, principalmente entre os paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Feng
& Xiao 2011), como 1,3% no Reino Unido (Davies et al. 2009) até 40,7% em Uganda
(Johnston et al. 2010).

No Brasil, a infeccdo por G. duodenalis ndo € uma doenca de notificagdo
obrigatoria, exceto em ocorréncia de surtos, e uma grande variacdo da frequéncia de
infeccdo por este parasito tem sido descrita. Em estudo realizado por Valverde et al.
(2011) em domicilios urbanos na regido de Santa Isabel do Rio Negro-AM foi
encontrado 12,3% de positividade para G. duodenalis. Na mesma regido, Boia et al.
(2006) e Carvalho-Costa et al. (2007a) observaram taxas de prevaléncia de 8,8% na
populacdo geral e 29% em pré-escolares, respectivamente. Em populacao indigena
do povoado de lauareté, do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, Boia et al. (2009)
observaram prevaléncia de infeccédo por G. duodenalis de 10,7%. Ainda no Alto Rio
Negro, observou-se 8,3% de positividade para G. duodenalis na comunidade
ribeirinha de Matosinho (Carvalho-Costa et al. 2009). Carvalho-Costa et al. (2007b),
estudando fezes de criangas hospitalizadas com diarreia e desidratacdo em hospital
pediatrico no Rio de Janeiro identificaram taxa de positividade de 4,7%. Simdes et al.
(2015) realizaram estudo em area indigena em Minas Gerais e observaram 16,6% de
positividade. Neste grupo, 45,5% viviam em extrema pobreza e 36,4 em pobreza e o
saneamento basico era precario.

Nunes (2011) relata a frequéncia de 18,2% em escolares da llha da Marambaia-
RJ. Oliveira-Arbex et al. (2016) estudaram a prevaléncia de giardiase em creche de
Séo Paulo e encontraram 21,9% de positividade nas criangas. Em Caxias do Sul-RS,
Basso et al. (2008) avaliaram a prevaléncia anual de G. duodenalis em escolares do
municipio no periodo de 1964 a 2004 e observaram que nao houve alteracdo
significativa de prevaléncia ao longo do tempo (média de 24% de positividade). Porém,

em estudo realizado por Ferreira et al. (2000) em criancas de Sao Paulo, a reducéo
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das taxas de prevaléncia observada entre 1984/85 (14,5%) e 1995/96 (5,5%)
apresentou diferenca estatisticamente significativa.

A ocorréncia de surtos de giardiase tem sido relatada em diversos locais, como
na Finlandia, onde houve contaminacdo por esgoto em rede de abastecimento de
agua para consumo (Rimhanen-Finne et al. 2010). Surtos de transmissao pessoa a
pessoa ou por agua de piscina de clubes contaminada também tém sido relatados
(Katz et al. 2006). No Brasil, a Secretaria de Vigilancia em Saude relatou 23 surtos

confirmados envolvendo este parasito no intervalo de 2000 a 2014 (Sinan 2014).

1.6 Estado nutricional e giardiase

O crescimento de uma crianca esta relacionado a muitos fatores, entre eles os
genéticos, hormonais e nutricionais. A avaliacdo do crescimento de criancas,
utilizando padrdes de referéncia é muito importante e estudos de avaliacdo do estado
nutricional refletem as condicbes de vida dos diferentes grupos populacionais
(Sociedade Brasileira de Pediatria, 2009).

Para o diagnéstico do estado nutricional sdo utilizadas medidas antropométricas
como peso, altura e circunferéncia braquial (Brasil, 2011a). Essas medidas séo
integradas com dados demograficos, gerando indices que permitem uma avaliacao
mais detalhada do estado nutricional. Os indices antropométricos podem ser
expressos em escores de desvio-padrdao (escores-z) dos indicadores nutricionais
estatura por idade (Height-for-Age Z-score, sigla em inglés- HAZ), peso por idade
(Weight-for-Age Z-score, sigla em inglés- WAZ) e peso por estatura (Weight-for-Height
Z-score, sigla em inglés- WHZ). Os valores encontrados na avaliacdo antropométrica
sdo comparados a valores de referéncia, calculados pela distribuicdo do indice numa
populacdo saudavel (Brasil, 2011a). Esta andalise antropométrica € importante, pois
reflete inadequacao ou excesso de alimento, exercicio insuficiente e doencas (WHO,
1995).

Estudo realizado em criangcas no Ceara comparou fatores associados a
desnutricdo nos anos de 1987 e 2007, e constatou que variaveis biolégicas como sexo
feminino, baixo peso ao nascer e idade abaixo de 6 meses permaneceram
determinantes para a desnutricdo nos dois anos avaliados. Porém, a associagao com
acesso a servicos de saude e estatus socioecondmico perdeu a associacdo de 1987
para 2007, permanecendo significativa apenas entre desnutricdo cronica e

disponibilidade de banheiro (Correia et al. 2014). Existe uma relagdo direta entre
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desnutricdo e aumento de susceptibilidade as doencas infecciosas demonstrada em
estudos de imunologia (Keusch 2003).

Muitos estudos tém comprovado relacéo entre a infeccdo por G. duodenalis, e
déficit no crescimento, no desenvolvimento e nas fungbes cognitivas de criancas
(Simsek et al. 2004, Carvalho-Costa et al. 2007a, Matos et al. 2008, Ajjampur et al.
2011). A maioria das infec¢cdes por G. duodenalis € aparentemente assintomatica,
porém o hospedeiro pode ter diarreia, dor epigastrica, nauseas, vomitos, perda de
peso e sindrome da ma-absorcao (Lebwohi et al. 2003, DuPont 2013). Geralmente a
infeccdo € benigna e autolimitada, porém em alguns casos pode ser grave (Robertson
1996). Casos de infec¢des crbnicas tém sido descritos como estando relacionados a
deficiéncia de vitaminas A, B12 e zinco e a ma-absorcao de proteinas e carboidratos
(Al-Mekhlafi et al. 2010, Buret & Cotton 2011, Bartelt et al. 2013). A mé-absorcéo é
relacionada a um déficit no crescimento de criancas e a deficiéncia pode ser
exacerbada quando uma caréncia nutricional especifica ja esta presente (Solomons
1982, Bartelt et al. 2013).

Estudo em modelo murino mostrou que a infec¢cao crénica por G. duodenalis
altera a estrutura da mucosa intestinal e prejudica o crescimento do hospedeiro
quando ocorre simultaneamente a desnutricdo, sugerindo-se que 0 mesmo ocorra em
criancas (Bartelt et al. 2013). Pesquisas realizadas no Brasil relataram forte
associacdo entre desnutricdo e o curso da giardiase. Criancas com infeccdo
sintomética por G. duodenalis tinham indices significativamente mais baixos de HAZ
e WAZ do que criancas assintomaticas (Newman et al. 2001). Carvalho-Costa et al.
(2007a) demonstraram o impacto da giardiase sobre o estado nutricional de pré-
escolares na regido Amazoénica. Estudo no Equador mostrou que criancas infectadas

tinham risco duas vezes maior de ter baixa estatura (Sackey et al. 2003).

1.7 Plano Brasil sem miséria

O governo do Brasil criou no ano de 2011 o Plano Brasil sem Miséria. O Plano
agrega transferéncia de renda, acesso a servigcos publicos, nas areas de educacéao,
saude, assisténcia social, saneamento e energia elétrica e inclusdo produtiva, tendo
como objetivo elevar a renda e as condicbes de bem-estar da populacédo. O Plano
Brasil Sem Miséria é direcionado aos brasileiros que vivem em lares cuja renda

familiar mensal per capita é de até R$ 77,00, valor estabelecido para margear a linha



de extrema pobreza e também na faixa de valor maior que R$ 77,00 e menor que R$
154,00 estabelecida como linha da pobreza (Brasil 2016).

De acordo com o Censo 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) estavam nesta situagéo, na ocasiao, 16,2 milhdes de brasileiros (IBGE 2016).
A extrema pobreza se manifesta de multiplas formas além da insuficiéncia de renda.
Inseguranga alimentar e nutricional, baixa escolaridade, pouca qualificacéo
profissional, fragilidade de insercdo no mundo do trabalho, acesso precario a agua,
energia elétrica, salde e moradia sdo algumas dessas formas. O aplicativo chamado
“Identificagdo de Localidades e Familias em Situagdo de Vulnerabilidade” (IDV), foi
desenvolvido para construgdo de mapas de pobreza, apresentando dados e
indicadores de pobreza, vulnerabilidade e grupos populacionais especificos. Os dados
e indicadores apresentados pelo IDV facilitam o dimensionamento e localizacdo das
areas com maior concentracdo de familias em situacdo de pobreza e/ou
vulnerabilidade e foram obtidos do Censo Demografico 2010 e do Cadastro Unico de
Programas Sociais de agosto de 2011 (IPEA 2015).

Entre as pessoas vivendo em extrema pobreza, 59,1% moram na regido
Nordeste do pais e 16,3% na regido Norte. Acessando o IDV podemos observar que
0 Maranhdo é o estado que possui maior propor¢cdo de pessoas residentes em
domicilios particulares permanentes com renda per capita familiar mensal menor que
R$ 70, com 25,7% dos moradores nessa condigdo. Em segundo lugar esta o Piaui,
com 21,3%, seguido por Alagoas (20,3%), Para (18,9%), Amazonas (18,6%), Acre
(18,2%), Ceara (17,8%) e Bahia (17,2%). Em relacdo aos domicilios particulares
permanentes com saneamento inadequado, os estados de Roraima, Maranhdo e
Piaui assumem o topo da lista, com 24,2%, 23% e 22,2%, respectivamente (IPEA
2015).

1.8 Parasitismo intestinal e vulnerabilidade social

O indice de Vulnerabilidade Social (IVS) é calculado com o objetivo de
caracterizar areas de vulnerabilidade no territério brasileiro, demonstrando as areas
com situagoes indicativas de exclusao e vulnerabilidade social para orientar gestores
publicos (IPEA 2015). Dentre as dimensdes albergadas no IVS, o IVS Infraestrutura
urbana serad o comentado aqui, por contemplar acesso a rede de abastecimento de
agua, esgotamento sanitario, coleta de lixo e tempo de deslocamento trabalho-

moradia. Embora tenha havido uma expressiva evolugao no IVS Infraestrutura urbana
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em varias areas do pais entre os anos de 2000 e 2010 (Figura 1), as regides Norte e
Nordeste ainda concentram as areas de mais alta vulnerabilidade social neste
subindice (IPEA 2015). Na Figura 1 podemos observar a distribuicdo, no ano de 2010,
apenas pelo indicador de pessoas que vivem em domicilios com abastecimento de
agua e esgotamento sanitario inadequados, sendo maior o nimero na regido Norte
do pais. As regides Norte e Nordeste também concentram as maiores proporc¢des de
pessoas com renda domiciliar per capita igual ou inferior a meio salario minimo (Figura
1) (IPEA 2015).

Noyola et al. (2011) fizeram uma analise dos desafios para a universalizagdo

do saneamento basico e comentam que:

“Sem duvida, um dos problemas mais graves apresentados pela maior
parte dos povos dos paises latino-americanos e caribenhos é a
deterioracdo da sua qualidade de vida, produto da pobreza e da falta
de oportunidades oferecidas pelo sistema politico e econdmico
prevalecente hd muitas décadas. [...] No contexto atual, tornou-se
titdnica qualquer acdo governamental que pretenda levar os servigos
basicos as areas marginalizadas. Como resultado, o abastecimento de
agua potavel e a eliminagéo de aguas residuais ndo foram fornecidos
No ritmo necessario para assegurar a protecdo da saude publica e a
preservacgéo do ambiente e dos recursos naturais.” (Noyola et al. 2011)

O parasitismo intestinal esta intimamente relacionado as condi¢cdes de
vulnerabilidade social. Os principais helmintos transmitidos pelo solo
(Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e ancilostomideos) ndo se replicam no
hospedeiro humano, e possuem a obrigatoriedade de passagem pelo solo para
completar seu desenvolvimento e poder infectar um novo hospedeiro (Hotez et al.
2008). Esta caracteristica faz com que as condigcbes de vulnerabilidade social
contribuam para a manutencao dessas parasitoses, estando a carga parasitaria das
infeccBes diretamente relacionada a reexposi¢cao constante aos estagios infectantes
dos parasitos, em ambientes com alta contaminacgéo por matéria fecal.

Os protozoarios intestinais, por sua vez, possuem caracteristicas biologicas
diferentes, pois fazem sua multiplicacdo no hospedeiro e a forma liberada nas fezes
ja é infectante. Portanto, embora a infec¢do por G. duodenalis e outros protozoarios
intestinais ocorram tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, 0
cenario de condicdes de saneamento precario e dificil acesso a agua potavel

favorecem a permanéncia desta infecgdo com alta prevaléncia (Feng & Xiao 2011).
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Como essas infeccfes permanecem endémicas nas areas onde moram pessoas
em situacao de vulnerabilidade, os programas de controle destas infec¢des precisam

tomar como partida melhorias basicas de infraestrutura.
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Figura 1 indice de vulnerabilidade social de infraestrutura urbana no Brasil, nos anos
de 2000 (A) e 2010 (B). Quintos do indicador de proporcado de pessoas em domicilios
com abastecimento de 4gua e esgotamento sanitario inadequados no ano de 2010
(C). Quintos do indicador de proporcéo de pessoas com renda domiciliar per capita
igual ou inferior a meio salario minimo (2010) (D), IPEA 2015.

1.9 Estratégia brasileira de controle das parasitoses intestinais

E interessante notar que as agdes voltadas para o controle do parasitismo
intestinal, em diversos paises, estdo centralizadas na administracdo em larga escala
de anti-helminticos por via oral, em dose Unica (WHO 1981, Montresor et al. 2002,

Boia et al. 2006, Albonico et al. 2008).
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No ano de 2005 foi divulgado no Brasil o Plano Nacional de Vigilancia e
Controle das Enteroparasitoses (SVS 2005), que possuia dentre os objetivos
“‘conhecer o comportamento das enteroparasitoses, normatizar estratégias de
prevencdo, organizar a distribuicdo de insumos para laboratorios realizarem o
diagnéstico, desenvolver atividades de educacdo em saude com profissionais e com
a populacgéo”. Este plano atribuiu fungdes municipais, estaduais e federal para que os
objetivos fossem cumpridos.

No ano de 2011 foi iniciado o “Inquérito Nacional de Prevaléncia de
Esquistossomose e Geo-helmintos” que visava realizar diagndstico de parasitoses
intestinais em 222 mil escolares (faixa etaria de 7 a 14 anos) em 542 municipios
brasileiros (CVE 2013).

Em 2012, foi lancado o “Plano integrado de acdes estratégicas de eliminacgao
da hanseniase, filariose, esquistossomose e oncocercose como problema de saude
publica, tracoma como causa de cegueira e controle das geo-helmintiases: plano de
acdo 2011-2015” (Brasil 2012). Neste plano constava que no Brasil ja estava sendo
realizado o “Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e geo-
helmintiases”. Este plano propds a implantacdo do tratamento preventivo (coletivo)
em criancas de 5 a 14 anos, por estarem em periodo de crescimento fisico e
aprendizagem intensos, citando que as geo-helmintiases tém impacto negativo nas
tarefas cognitivas. Para esta estratégia, foram considerados municipios prioritarios, os
gue eram endémicos e com prevaléncia acima de 20%. O tratamento distribuido foi o
albendazol (400 mg, dose unica), com a meta de “Reduzir drasticamente a carga das
geo-helmintiases na populagdo escolar brasileira”, tratando pelo menos 80% da
populacao eleita para o tratamento. Foi instruido que o tratamento fosse precedido de
atividades educativas e de mobilizacdo nas escolas.

Em 2015 foi divulgado o “Informe Técnico: Campanha Nacional de
Hanseniase, Verminoses, Tracoma e Esquistossomose 2015” (Brasil 2015), com
resultados parciais a respeito do Plano de 2012. Neste informe técnico foi relatado
gue ocorreram duas edi¢cdes de intervencdes, em 2013 e 2014, totalizando 2.079
municipios trabalhados, com 7,5 milhdes de tratamentos para geo-helmintiases em

escolares.
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1.10 Justificativa e Hipoteses

As infecgOes por parasitos intestinais em humanos sédo condi¢cdes, em sua
maioria, ligadas a pobreza e a falta de saneamento, sendo mais prevalente nos paises
em desenvolvimento (Gil et al. 2013, Mbae et al. 2013). Entre os protozoarios, G.
duodenalis estd presente em contextos sécio-demograficos distintos, sendo um
patdgeno potencialmente zoonadtico (Ryan & Caccio 2013, Mateo et al. 2014, Ehsan
et al. 2015, Ramirez et al. 2015,).

A giardiase esta excluida das politicas oficiais de controle das parasitoses
intestinais, que tém como estratégia a administracéo coletiva e periddica de drogas
anti-helminticas para criancas em idade escolar (Brasil 2012). Estas politicas néo
levam em conta que os protozoarios necessitam de diferentes drogas, dosagens e
duracdes de tratamento (Ferreira et al. 2015, Macchioni et al. 2015, Tukeltaub et al.
2015). Esta politica de controle das geo-helmintiases diminui a capacidade do sistema
de diagnosticar a giardiase, pois, ao estabelecer a rotina da desverminacdo sem
diagnostico parasitolégico, potencialmente enfraquece as infraestruturas de exames
coproparasitolégicos dos laboratorios de saude publica. A ndo inclusdo da giardiase
em politicas de controle também contribui para a manutencdo dos fatores de risco
relacionados a transmissdo, mantendo a disseminacdo de formas evolutivas
parasitarias, novas infecgdes e reinfeccdes de hospedeiros.

Conhecer a prevaléncia da giardiase, além da distribuicdo, dos fatores
associados a infeccdo e o impacto sobre o estado nutricional de criancas, auxilia o
desenvolvimento de estratégias para prevencao e controle desta infeccdo. Identificar
0S gendtipos circulantes e estabelecer relagdes filogenéticas entre parasitos de
diferentes regides brasileiras permite um maior conhecimento sobre a epidemiologia
de G. duodenalis e inferéncias sobre padrdes de transmissao e disseminagao.

O presente estudo trabalha com as hipoteses de que a prevaléncia da
giardiase, atualmente, € substancialmente superior a das geo-helmintiases, devido ao
uso massivo de drogas anti-helminticas sem realizagdo de exames
coproparasitolégicos, como o albendazol em dose Unica e 0 mebendazol em curso de
trés dias. Neste sentido, as drogas giardicidas de dose Unica, como o0 secnidazol e
tinidazol, ainda ndo sdo empregadas em uso empirico em larga escala, inclusive
devido ao seu mais elevado custo, ndo sendo, também, drogas padronizadas na
Estratégia de Saude da Familia, que segue utilizando para o tratamento da giardiase

0 metronidazol em curso de cinco dias. Além disso, por apresentar transmissao
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potencialmente zoonotica, as fontes de infeccdo de G. duodenalis ndo se esgotam
com a reducdo dos hospedeiros humanos pelos tratamentos empiricos, como
observado com outras enteroparasitoses. A infeccdo por G. duodenalis deve
apresentar uma distribuicdo etaria universal e ser mais frequente em cenarios
socioambientais caracterizados pela auséncia de saneamento e fornecimento regular
de 4gua potavel. Desta maneira, nos locais estudados, a prevaléncia da giardiase em
familias vivendo em pobreza extrema podera ser superior frente a outras
enteroparasitoses. Os genétipos de G. duodenalis identificados devem ser, em
alguma proporcao, associados a transmissao potencialmente zoondética. Diferencas
no padrao de grupos genotipicos e nas relacdes filogenéticas entre G. duodenalis
obtidos em diferentes municipios pode também nos fornecer informacdes importantes
para analises epidemioldgicas e controle. Sera também testada a hipétese de que,
nas areas estudadas, o status nutricional de criancas infectadas por G. duodenalis é

inferior aquele das criangas néo infectadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar aspectos epidemioldgicos, moleculares e impacto sobre o estado

nutricional da infecgcdo por Giardia duodenalis em diferentes localidades das regides
norte e nordeste brasileiras e realizar acdes de educagcdo em saude.

2.2 Objetivos Especificos

Estimar a prevaléncia e a distribuicdo da infeccao por G. duodenalis em areas de

trés municipios das regifes Norte e Nordeste do Brasil;
Descrever fatores de risco associados a infeccdo por G. duodenalis;

Avaliar possivel impacto da infec¢éo por G. duodenalis sobre o estado nutricional

de criancas;
Caracterizar genotipicamente G. duodenalis obtida de trés municipios brasileiros;

Estabelecer relacbes filogenéticas entre G. duodenalis identificadas nos

municipios estudados;
Analisar a relacéo entre giardiase e pobreza;

Envolver os participantes em acgbes de esclarecimento sobre os parasitos

intestinais e sua prevencao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Prevaléncia, distribuicdo e fatores associados a giardiase

3.1.1 Locais de realizacdo do estudo

Neste estudo transversal foram incluidos grupos populacionais que habitam
regides que apresentam aspectos ambientais, sociais e sanitarios favoraveis a
ocorréncia e manutencdo da infeccdo por G. duodenalis, como baixos indices de
saneamento basico, baixa renda familiar e limitado acesso a saude. Nas regiées norte
e nordeste do Brasil foram selecionados 3 municipios com alto percentual de pessoas
vivendo em situacdo de pobreza e, portanto, sendo considerados prioritarios para

acOes do Plano Brasil sem Miséria.

3.1.1.1 Municipio de Russas, estado do Ceara

Russas (RSS) € um municipio de 75.018 habitantes, situado na regido do Vale
do Jaguaribe, no oeste do Estado do Ceara (Figura 2) (IBGE 2015), a 20 metros de
altitude, latitude: 04° 56' 25" S e longitude: 37° 58' 33" W., area da unidade territorial
1.590,258 kmz e densidade demografica 43,91 hab/kmz. O indice de desenvolvimento
humano municipal (IDHM) é 0,674, sendo classificado como desenvolvimento médio
(IBGE 2015). Segundo relatoério divulgado pelo Plano Brasil Sem Miséria (2015) entre
os anos de 2011 e 2015 foram cadastradas 751 familias que viviam na extrema
pobreza neste municipio. No registro de outubro de 2015 o municipio possuia 8.025
familias beneficiarias do Programa Bolsa Familia (34 % da populacdo do municipio)
(Brasil 2016).

O bioma da regido é Caatinga e o clima € semiarido, com média de precipita¢do
acumulada anual de 775,6 mm, com chuvas concentradas nos meses de dezembro a
maio e temperaturas de 27 a 29 °C. Nos anos de 2012, 2013 e 2014 houve um periodo
de seca prolongada na regido, com baixa precipitacdo nos meses de inverno (IBGE
2015).

No periodo de 17/11/2013 a 15/12/2013 foi realizado o trabalho de campo em
Russas-CE. Foram visitadas quatro localidades situadas na area rural do municipio,
sendo elas Patos do Tito (54 habitantes), Riacho do Barro (132 habitantes), Timbauba
do Piting&do (109 habitantes) e Barracéo (315 habitantes).
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3.1.1.2 Municipio de Nossa Senhora de Nazaré, estado do Piaui

Nossa Senhora de Nazaré (NSN) situa-se na regiao centro-norte do Estado do
Piaui (Figura 3), latitude: 04° 37' 50" S, longitude: 42° 10' 22" W e altitude: 40m, possui
4.747 habitantes, area da unidade territorial 356,264 km2 e densidade demogréafica
12,79 hab/km? (IBGE 2015). O IDHM é 0,586, classificado como desenvolvimento
baixo. No relatorio do Plano Brasil Sem Miséria entre os anos de 2011 e 2015 foram
cadastradas 30 familias que viviam na extrema pobreza neste municipio. No registro
do Bolsa Familia de outubro de 2015 o municipio possui 810 familias beneficiarias do
Programa Bolsa Familia (54% da populacdo do municipio) (Brasil 2016).

Situa-se em zona de inicio de transicdo entre a caatinga e a regido amazonica,
caracterizada como regiao meio-norte, a 400 km do estado do Maranhdo, que esta
inserido na Amazoénia Legal. A precipitacdo acumulada anual € de 1.412,4 mm com
chuvas mais intensas de janeiro a maio e a temperatura varia de 27 a 35 °C (IBGE
2015).

No periodo de 17/08/2014 a 12/09/2014 foi realizado trabalho de campo no
municipio de Nossa Senhora de Nazaré-Pl. Foram visitadas oito localidades situadas
na area rural do municipio e uma na area urbana, sendo elas Angelim (146
habitantes), Capivara (20 habitantes), Conjunto Urbano Aluizio Fortes (285
habitantes), Nicacia (20 habitantes), Panela (183 habitantes), Passa bem (78
habitantes), Pereiros (312 habitantes), Sado Francisco dos Cardoso (203 habitantes) e
Séo Paulo (103 habitantes).

3.1.1.3 Municipio de Santa Isabel do Rio Negro, estado do Amazonas

O municipio de Santa Isabel do Rio Negro (SIRN) esta situado na regido do
Alto Rio Negro, no noroeste do Estado do Amazonas, distante 781 km de Manaus,
capital do Estado (Figura 4). Apresenta latitude: 00° 24' 50" S, longitude: 65° 01' 09"
W e altitude: 60m. Ocupa uma area de 62,800 km?, 90% do qual sendo coberta pela
floresta tropical Amazonica. O clima € equatorial umido, com temperaturas entre 26 e
32°C e precipitagdes anuais que atingem 2.280 mm (IBGE 2015).

A maior parte da populagédo tem ascendéncia indigena, e foi contabilizada em
22.404 habitantes, com densidade demografica de 0,29 hab/km? (IBGE 2015).
Aproximadamente 50% dos domicilios estéo situados em area rural, na beira do Rio
Negro (incluindo parte da Terra Indigena Yanomami) e os outros domicilios em area

urbana. Os habitantes sdo descendentes de Tukano Oriental (Tukano, Pira-tapuya e
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grupos Desana) e Aruak (Baniwa, Nua e grupos Tariana) (Bdia et al. 2006). O IDHM
é 0,479, classificado como desenvolvimento muito baixo (IBGE 2015).

O estudo ocorreu no més de outubro de 2011 e todos os bairros da area urbana
foram incluidos: Aparecida (APA), Centro (CEN), Santa Inés (Sl), S&o José Operario
(SJO), Séo Judas Tadeu (SJT), e Santana (SAN).

Biomes
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Figura 2 Localizacdo da area de estudo no municipio de Russas, Ceara, Brasil,
2013.
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3.1.2 Amostragem e coleta de informacdes socioeconémicas

3.1.2.1 Russas e Nossa Senhora de Nazaré

Nesses dois municipios as localidades visitadas foram selecionadas por
conveniéncia, de acordo com a atuacéo de agentes de saude e localizacdo estratégica
das areas. Todos os domicilios das localidades selecionadas foram visitados e quando
o critério de inclusdo era atendido, todos os habitantes da casa eram convidados a
participar do estudo. Foi considerado critério de inclusdo o domicilio possuir na familia
ao menos uma pessoa com idade igual ou inferior a 18 anos; e para os individuos, o
critério foi ser membro da familia convidada a participar da pesquisa. Foi considerado
critério de exclusédo ndo entregar amostra fecal.

Nas casas incluidas no estudo foram coletadas informacdes socioeconémicas

por meio de questionario (Apéndice 1).

3.1.2.2 Santa Isabel do Rio Negro

O estudo foi realizado na area urbana do municipio e o processo de selecdo
das residéncias ocorreu de forma aleat6ria. Neste municipio residem na érea urbana
aproximadamente 5000 pessoas, sendo determinado um tamanho amostral, de 400
individuos.

Neste municipio o critério de inclusdo dos individuos foi ter idade igual ou
inferior a 14 anos. As familias participantes foram abordadas por visita domiciliar da
equipe de pesquisa, havendo posteriormente explicacdo sobre o projeto, convite para
a participacdo no estudo e preenchimento de questionario socioeconémico (Apéndice
1).

3.1.3 Aspectos éticos

O estudo realizado em Russas e Nossa Senhora de Nazaré foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Oswaldo Cruz, com o
registro CAAE: 12125713.5.0000.5248 (Anexo 1). O estudo em Santa Isabel do Rio
Negro foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas
da Fiocruz com namero de registro 0011.0.009.000-3.

Para esclarecimentos e sensibilizagdo das pessoas convidadas a participar, foi
realizada uma explanacdo sobre o assunto do projeto, como estava ocorrendo 0
estudo, seus riscos e beneficios, sendo as pessoas deixadas livres para a escolha de

participacdo na pesquisa. O aceite de participacéo no projeto era voluntario, sendo os
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menores de 18 anos representados por seus pais e/ou responsaveis, porém com o
consentimento de participagdo do proprio. Em caso de aceite, o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndices 2 e 3) era assinado ou
identificado por impressdo dactiloscopica, por todos e cada um dos sujeitos da
pesquisa ou por seus representantes legais; e, emitido em duas vias, sendo uma retida
pelo sujeito da pesquisa ou seu representante legal e uma arquivada pelo grupo
responsavel pela pesquisa. Os participantes menores de 18 anos também davam seu
consentimento sobre sua participacdo, por meio do termo de assentimento (Apéndice
4).

3.1.4 Geoprocessamento e estudo da distribuicdo espacial da infeccédo por
Giardia duodenalis

O georreferenciamento foi realizado com um Sistema de Posicionamento
Global no datum geodésico SAD-69. Os dados espaciais foram analisados em uma
plataforma GIS utilizando ArcGis 9.3® software (Instituto de Sistemas Ambientais
Research, Redlands, CA-EUA). Mapas foram gerados usando o método de estimativa
de densidade de Kernel. O tratamento destes dados foi realizado em parceria com a
pesquisadora Samanta Cristina das Chagas Xavier, no Laboratério de
Tripanosomatideos, IOC/FIOCRUZ.

3.1.5 Identificagdo de parasitos intestinais em amostras fecais

3.1.5.1 Coleta, transporte e conservacao de amostras fecais

Para a coleta de material fecal foram entregues potes plasticos sem
conservante para os participantes ou responsaveis e dado informacéo sobre a forma
correta de coleta. A equipe de pesquisa recolheu os potes com as amostras fecais em
visita nos dias seguintes. Caso a amostra nao fosse entregue nesta segunda visita,
foi combinada nova data para recolhimento, sendo este procedimento repetido pelo
tempo possivel em que o grupo esteve trabalhando naquela determinada localidade.
Se, ao final do tempo de trabalho da equipe na localidade, o participante néo
entregasse a amostra fecal, este era excluido do estudo. Em SIRN, foi solicitado que
0s participantes entregassem as amostras de fezes no laboratério de campo.

Em cada municipio trabalhado foi montado um laboratério de campo em espaco
cedido pelas unidades de saude locais. Em RSS, as amostras foram processadas no
Laboratorio Carlos Chagas, instalado pela equipe de pesquisa na 42 Coordenacgao

22



Regional de Saude do Estado do Cearad. Em NSN o laboratorio foi montado numa sala
cedida na Unidade Escolar José Ribamar Lopes. Em SIRN o laboratério foi montado
no Hospital Irma Edwiges Maria Sikorska. Os equipamentos necessarios para o
processamento das amostras, como centrifugas e microscopios foram levados pela
equipe de pesquisa.

Apds a amostra ser entregue a equipe, o material fecal foi levado para o
laboratério de campo, homogeneizado, sendo uma aliquota separada para as analises
moleculares e criopreservada em microtubos de 2,0 ml. Com o restante da amostra
fecal foram realizados os exames parasitologicos. As amostras congeladas foram
transportadas para processamento no Laboratério de Epidemiologia e Sistematica
Molecular, do Instituto Oswaldo Cruz — Fundag&o Oswaldo Cruz (Fiocruz). Em SIRN
a extracdo de DNA das amostras fecais foi realizada no laboratorio de campo e o DNA

foi enviado para o Laboratério no Rio de Janeiro.

3.1.5.2 Processamento das amostras fecais

Para todos os exames realizados nos trés municipios, foram gerados laudos
individuais com o resultado coproparasitolégico para cada participante. Os laudos
foram entregues com receitas e medicamentos para tratamento das parasitoses
intestinais. Relatorios com informacdes sobre a ocorréncia de parasitos intestinais

destinados as Secretarias de Saude dos municipios foram confeccionados.

3.1.5.2.1 Amostras coletadas nos municipios de Russas e Nossa Senhora de

Nazaré

As amostras de fezes foram examinadas para avaliacdo da presenca de cistos
e 0vVos por meio das técnicas de centrifugo-flutuacdo em solucéo saturada de sulfato
de zinco (Faust et al. 1938) e centrifugo-sedimentacdo com acetato de etila (técnica
de Ritchie modificada por Young - Ritchie, 1948; Young et al., 1979), conforme os
protocolos descritos em cada técnica. Todas as amostras fecais foram também
submetidas as técnicas de Kato-Katz (Katz et al., 1972) e Baerman-Moraes (Moraes,
1948) para identificagdo de ovos e larvas, respectivamente. Os protocolos das

técnicas estao descritos a seguir.
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3.1.5.2.1.1 Técnica de centrifugo-flutuacdo em solucédo saturada de sulfato de
zinco (Faust et al. 1938)

Procedimento:

1. Transferiu-se 14 ml da amostra (solubilizada e homogeneizada em agua destilada,
e filtrada em gaze dobrada) para o tubo conico de centrifuga;

2. Centrifugou-se a amostra a 2.500 rpm por 1 minuto;

3. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se solucdo de sulfato de zinco
(densidade de 1,180 g/ml) até completar 14 ml no tubo e homogeneizar;

4. Centrifugou-se a amostra a 2.500 rpm por 1 minuto;

5. ApoOs retirar o tubo da centrifuga foram coletadas 2 ou 3 aliquotas da membrana
formada na superficie do sobrenadante com alca bacteriologica plastica descartavel.
6. As aliquotas foram colocadas entre lamina e laminula e observadas no microscopio

em objetiva de 10 e 40x.

3.1.5.2.1.2 Centrifugo-sedimentacdo com acetato de etila (técnica de Ritchie
modificada por Young - Ritchie, 1948; Young et al., 1979; Cerqueira &
Barreto, 1993)

Procedimento:

1. Transferiu-se 7 ml da amostra (solubilizada e homogeneizada em agua destilada, e
filtrada em gaze dobrada) para o tubo conico de centrifuga;

2. Adicionou-se 3 ml de acetato de etila e uma gota de detergente. O tubo foi tampado
e seu conteudo homogeneizado delicadamente para evitar a formacao de espuma;
3. Centrifugou-se a 2.000 rpm durante 2 minutos. O sobrenadante foi descartado.

4. O sedimento foi ressuspendido em 10 ml de agua filtrada, o tubo tampado e o
conteudo homogeneizado novamente. Centrifugou-se a 2.000 rpm durante 2 minutos.
5. O sobrenadante foi descartado e uma aliquota do sedimento foi coletada com pipeta
Pasteur plastica, colocada sobre lamina e laminula e observada no microscopio em
objetiva de 10 e 40x.

3.1.5.2.1.3 Técnica de Kato-Katz (Katz et al., 1972)

Para a realizacdo da técnica de Kato-Katz foi feita uma adaptacao, utilizando o
kit Kato-Katz- HELM TEST (LabHouse, Belo Horizonte, Minas Gerais), porém, as
laminulas de celofane foram embebidas em solucédo de Verde Malaquita. O protocolo

utilizado esta descrito a seguir:
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1. A quantidade de laminulas de celofane necessaria para os testes foi colocada em
uma placa de Petri e adicionou-se a solucéo de Verde Malaquita na placa de Petri de
forma a deixar as laminulas embebidas na solucao;

3. Retirou-se uma aliquota da amostra de fezes, com auxilio da espatula e colocou-se
sobre um papel absorvente;

4. Depositou-se sobre as fezes uma tela, comprimindo-a com o auxilio da espétula,
fazendo com que parte das fezes passasse através da tela;

5. Para recolher as fezes que passaram pela tela, usou-se o outro lado da espatula e
depositou-se no orificio da placa perfurada, que ja estava sobre uma lamina de vidro;
6. As fezes foram comprimidas no orificio da placa perfurada, até preencher o mesmo;
7. Para retirar o excesso de fezes foi passada a lateral da espatula sobre a placa
perfurada. A espatula e a tela foram descartadas.

8. A placa perfurada foi retirada, ficando sobre a lamina de vidro um cilindro de material
fecal. Descartou-se a placa perfurada.

9. Retirou-se uma laminula do preparo e colocou-se sobre o cilindro de fezes.

10. ApGs a colocacéao da laminula sobre o cilindro de fezes, a preparacéo foi invertida
sobre a superficie lisa e com o polegar sobre a lamina de vidro fez-se pressao na
regido onde se encontrava o cilindro de fezes, de modo que o material se espalhou
uniformemente entre a lamina de vidro e a laminula. A leitura da lamina foi feita em

até 30 minutos em objetiva de 10 e 40x.

3.1.5.2.1.4 Técnica de Baerman-Moraes (Moraes, 1948) modificada

Procedimento:

1. No interior do funil colocou-se gaze dobrada 4 vezes; foi transferido de 8 a 10g de
fezes para a gaze;

2. Adicionou-se 4gua aquecida a 40-42 °C no funil deixando as fezes levemente em
contato com a agua,

3. Apos o tempo de 60 minutos abriu-se a pin¢ga de Mohr que comprimia o tubo de
borracha e parte do liquido foi colocado em um tubo de centrifuga de fundo cénico.
Centrifugou-se a 1500 rpm por 1 minuto.

4. Desprezou-se 0 sobrenadante e o todo o sedimento foi transferido para uma

lamina com o auxilio de uma pipeta e analisado em objetiva de 4X.
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3.1.5.2.2 Amostras coletadas em Santa Isabel do Rio Negro

As amostras fecais foram processadas por meio da técnica de centrifugo-
sedimentacdo em éter (Ritchie, 1948) conforme descrito na técnica original e

posteriormente examinadas em microscépio. A técnica esta descrita a seguir.

3.1.5.2.2.1 Técnica de centrifugo-sedimentacdo em éter (Ritchie, 1948)

Procedimento:

1. Adicionou-se agua filtrada no pote coletor de fezes. A amostra foi eluida e
homogeneizada utilizando um bastéo de vidro;

2. 14 ml da amostra foram transferidos para o tubo cénico de centrifuga, passando
por gaze dobrada, colocada sobre um funil;

3. Centrifugou-se a 2.000 rpm durante 2 minutos. O sobrenadante foi descartado. Esta
etapa foi repetida até que o sobrenadante estivesse limpido.

4. Adicionou-se 10 ml de formalina a 10% e o material foi deixado em repouso por 5
min;

5. Adicionou-se 3 ml de éter etilico P.A. e o tubo foi agitado vigorosamente;

6. Centrifugou-se a 2.000 rpm durante 2 minutos.

7. O sobrenadante foi desprezado e coletado uma aliquota do sedimento com pipeta
Pasteur pléstica, colocado sobre lamina e laminula e analisado em objetiva de 10 e
40x.

3.1.5.3 Estatistica e andlise dos dados epidemiolégicos e parasitologicos

As variaveis dos questionarios epidemiolégicos foram avaliadas para
identificacdo de possiveis fatores de risco associados as infec¢des. As variaveis
incluidas no questionario foram: nimero de moradores, renda familiar mensal,
recebimento de bolsa do governo, procedéncia da agua utilizada na casa e da agua
de consumo, tratamento realizado na 4gua de consumo, local de defecacao, destino
dos dejetos, e a existéncia de animais na residéncia. As perguntas individuais
realizadas foram: data de nascimento, sexo, profissdo e presenca de sintomas
comumente associados as parasitoses intestinais (dor de barriga, diarreia, vémito,
prisdo de ventre).

Os resultados foram inicialmente apresentados como estatisticas descritivas
(frequéncias), no sentido de se apresentar a prevaléncia da infeccdo por G.

duodenalis nas diferentes areas estudadas. Posteriormente foram calculadas as
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frequéncias de positividade distribuidas por sexo, faixa etaria, nivel socioeconémico
localidade de residéncia, nimero de moradores na casa, local de defecacéo e fonte
de agua. A homogeneidade das frequéncias foi comparada pelo teste do qui-quadrado
ou teste exato de Fisher, com intervalo de confianca de 95%.

Para o estudo dos fatores associados a positividade para G. duodenalis, foram
utilizados os resultados de detec¢do do parasito, variavel categérica (positiva ou
negativa) como variavel resposta, considerando os dados obtidos nos questionarios

epidemioldgicos como variaveis explanatorias, aplicados na analise bivariada.

3.1.5.4 Andlise de falas individuais a respeito de parasitoses intestinais

Durante a visita as casas dos participantes do estudo em RSS e NSN foi
realizada uma pergunta a respeito de parasitoses intestinais na regido. A pergunta “O
gue voceé poderia falar sobre verme aqui na comunidade” foi direcionada para o adulto
da residéncia que estava respondendo o questionario epidemioldgico.

O material verbal era transcrito para o questionario epidemiolégico da
respectiva casa no momento da entrevista e posteriormente foram selecionadas as
expressdes chave e retirados artigos, preposicdes, locucdes adverbiais e outras que
nao apresentariam relevancia de conteudo. As expressdes chave foram analisadas
pela frequéncia de aparicao das mesmas no contexto da pergunta. Para tal analise foi
utilizada a técnica nuvem de palavras (ou "nuvem de texto"), criada a partir do software
Wordle™.

A técnica de construcdo de nuvens de palavras gera uma imagem que
apresenta um conjunto de palavras utilizando tamanhos de letra diferentes de acordo

com as ocorréncias das palavras no texto analisado.

3.2 Impacto da giardiase sobre o estado nutricional em criancas no Nordeste

do Brasil

3.2.1.1 Anédlise antropométrica de criangas em Russas e Nossa Senhora de

Nazaré

Foram registradas as variaveis idade, peso, altura e circunferéncia braquial dos
individuos com idade entre 12 meses e 14 anos. A idade em meses foi calculada pela
data de nascimento presente em documento oficial ou carteira de vacinacéo. O peso

foi obtido com a utilizacdo de balanca eletronica portéatil com escala de 100 g. A altura
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e a circunferéncia braquial foram medidas com precisdo de 0,1 cm, sendo a
circunferéncia braquial medida por envolvimento de uma fita flexivel em torno do braco
esquerdo e a altura em pé foi medida com uma fita métrica rigida acoplada a um
esquadro de aco (Brasil 2011a).

Os escores-z dos indicadores antropométricos estatura por idade (HAZ), peso
por idade (WAZ) e peso por estatura (WHZ) foram calculados para todas as criangas
incluidas no estudo utilizando o médulo NutStat do programa Epi Info™ 2000 Verséo
3.5.2 — 17/12/2010 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, EUA). O
modulo NutStat utiliza em sua base de dados as seguintes referéncias para confecgao
de suas curvas padrdo: Waterlow et al. (1977) e WHO (1978).

Baixa estatura (desnutricdo cronica), emagrecimento (desnutricdo aguda) e
baixo peso (desnutricio ndo especificada) foram definidos por valores iguais ou
abaixo de -2 para HAZ, WHZ e WAZ, respectivamente (Waterlow et al. 1977). As
frequéncias de desnutricao crbnica, desnutricdo aguda e desnutricdo néo especificada
foram comparadas em criangas infectadas e néo infectadas.

As frequéncias de desnutricdo em criangas positivas e negativas para
G. duodenalis foram comparadas pelo teste exato de Fisher, com intervalo de
confianca de 95%. No modelo de anélise multivariada por regresséo logistica foram
incluidos como variaveis independentes: idade, sexo, municipio e condi¢édo
socioeconbmica. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
SPSS Statistics for Windows, Verséo 17.0 (Chicago: SPSS Inc. 2008). Nesta analise

o0 intervalo de confianca foi de 95%.

3.3 Epidemiologia molecular da giardiase

As amostras de fezes positivas para G. duodenalis pela analise microscépica
foram submetidas aos métodos moleculares para genotipagem e estudos filogenéticos

por sequenciamento.

3.3.1.1 Extracdo de DNA

As amostras de SIRN possuiam muitos cistos de G. duodenalis por campo na
microscopia, 0 que sugeriu que as infeccdes neste municipio tinham maior carga
parasitaria. Portanto, o DNA total proveniente de amostras de fezes frescas foi
extraido e isolado, com sucesso, pela utilizagdo do kit comercial ZR Fungal/ Bacterial

DNA MiniPrep™ (ZymoResearch, Irvine-USA), utilizando as instru¢cbes do fabricante.
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Para auxiliar no rompimento dos cistos, foi utilizado o agitador Disruptor Genie™
(Scientific Industries, Inc.).

As amostras de RSS e NSN possuiam poucos cistos por campo, e
possivelmente menor carga parasitaria. Por isso, ap0s a tentativa de extracdo com o
protocolo utilizado nas amostras de SIRN, foram feitos alguns testes com o intuito de

melhorar a quantidade de DNA no produto da extracao.

Teste 1: Utilizando o mesmo protocolo anterior, porém foi acrescentada uma etapa
de choque térmico, mergulhando as amostras no nitrogénio liquido por 30 segundos,
alternando com imersdo em banho-maria (75 °C) por 2 minutos para melhorar o

rompimento dos cistos.

Teste 2: Antes da etapa de extracdo de DNA, foi adicionada solucdo de sacarose
(densidade 1,3 g/ml) a aliquota de fezes para proporcionar a concentracdo de cistos.
O sobrenadante era retirado e lavado com tampao fosfato-salino, e depois era
realizado o restante do protocolo utilizado no teste 1. Este teste foi realizado utilizando

com ou sem o0 emprego do choque térmico utilizado no teste 1.

Teste 3: Utilizando o kit de extragdo QIAmMp® DNA Mini (Qiagen Ltd, Crawley, UK).
Seguiu-se as instrucdes do fabricante, porém utilizando proteinase K preparada no
laboratorio (20mg/ml) ao invés da proveniente do kit. Também foram testadas etapas
com e sem o choque térmico.

O protocolo final utilizado nas amostras de RSS e NSN esta descrito abaixo.
Apods a etapa de extracdo, todas as amostras tiveram a quantidade de DNA dosada
utilizando-se o aparelho espectrofotometro NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA).

Protocolo de extragdo de DNA modificado utilizando o kit ZR Fungal/ Bacterial

DNA MiniPrep™

Pesou-se 0.5 g de fezes em um tubo de 2 ml e adicionou-se 1 ml de PBS (0.01M e pH

7.2); Centrifugou-se a 14.000 g por 5 min;

1. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 ml de PBS; Centrifugou-se a
14.000 g por 5 min;

2. Descartou-se o0 sobrenadante e adicionou-se solu¢cao de sacarose (1,300 g/ml)
até 1,7 ml; Centrifugou-se a 402,289 por 5 min;
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10.

11.
12.

13.

14.

O tubo foi repousado por 3 minutos; com o auxilio de uma pipeta pegou-se 0,5 ml
da pelicula superficial e transferiu-se para um tubo de 2ml;

Foi acrescentado 1 ml de PBS e centrifugou-se a 15009 por 10 min;

O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 1 ml de PBS; Centrifugou-se a
1500g por 10 min;

Descartou-se o sobrenadante e foram acrescentados 750 pl da Lysis Solution;
Transferiu-se a mistura para o ZR BashingBead™ Lysis Tube; O tubo foi agitado
em vortex, na velocidade maxima, por 10 min;

Transferiu-se 400 ul do sobrenadante para um Zymo-Spin™ |V Spin Filter (tampa
laranja) acoplado a um Collection Tube I; Centrifugou-se a 7.000 g por 90 s;
Adicionou-se 1.200 pl do Fungal/Bacterial DNA Binding Buffer ao filtrado no
Collection Tube | (do passo 8);

Transferiu-se 800 ul da mistura do passo 9 para o Zymo-Spin™ [IC Column
acoplado a um Collection Tube Il e centrifugou-se a 10.000 x g por 90 s;

O liquido no Collection Tube Il foi descartado e o passo 10 foi repetido;
Adicionou-se 200 pl de DNA Pre-Wash Buffer ao Zymo-Spin™ [IC Column
acoplado a um novo Collection Tube Il e centrifugou-se a 10.000 x g por 90 s;
Adicionou-se 500 pl do Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer ao Zymo-Spin™ [IC
Column e centrifugou-se a 10.000 x g por 90 s;

Transferiu-se 0 Zymo-Spin™ [IC Column para um tubo de microcentrifuga novo
(de 1,5 ml) e adicionou-se 25 ul de DNA Elution Buffer diretamente na matriz da
coluna. Apés aguardar 10 min para eluir o DNA, centrifugou-se a 10.000 x g por
90 s.

3.3.1.2 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

Para amplificacdo dos genes alvo foram realizadas reacfes em cadeia da

polimerase utilizando Tag DNA Polimerase Platinum® (Invitrogen, Waltham, MA,

USA) e o termociclador Veriti (Applied Biosystems®). Os primers utilizados foram

confeccionados conforme as referéncias descritas abaixo, porém as concentracdes

dos reagentes e os ciclos das reacdes foram aprimorados para as nossas condi¢oes.

Foram realizados diversos testes com variagbes de quantidades de reagentes,

guantidades de DNA e diferentes temperaturas de anelamento para que obtivéssemos

melhores resultados. Os protocolos utilizados para cada alvo estdo descritos abaixo.

Apos a PCR era realizada eletroforese em gel de agarose (1,0 a 1,5%)

utilizando o tampéo Tris-Acetato-EDTA tampéao de corrida 6X Orange DNA (Thermo
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Scientific, USA), e a visualizacdo da banda de acidos nucleicos ocorria em
transiluminador apos coloracdo com Gel Red™ (Biotium, Hayward, CA, USA). Na
eletroforese foi utilizado o marcador de peso molecular de 100 pb (GE Healthcare,
UK) para estimar o peso do fragmento amplificado.

Durante a realizacdo de todas as PCRs, foi utilizado como controle positivo
DNA da cepa WB obtida de cultivo mantido na Colecdo de Protozoarios da FIOCRUZ
(Colprot).

3.3.1.2.1 Amplificacdo do gene codificante da B-giardina

Foi amplificado um fragmento de 753 pb utilizando os primers G7 5'-
AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3 e G759 5'-
GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’ (Caccid et al., 2002). As condicdes
utilizadas para a PCR foram: 1X PCR Rxn Buffer (-MgCl2), 1,5 mM MgClz, 0,05 mM
de dNTP, 0,2 uM de cada primer, 2,5 U de Taq polimerase e ~40 ng de DNA genbémico
em volume final de 50 ul. O ciclo térmico utilizado foi: desnaturacédo a 94 °C por 5 min,
seguida de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s e 72 °C por 30 s, e extensao
final a 72 °C por 5 min.

3.3.1.2.2 Amplificacdo do gene codificante da enzima Triose-fostato isomerase
(Tpi)

Foi realizada uma reacéo de nested PCR, amplificando um primeiro fragmento
de 605 pb utilizando os primers AL3543 5’- AAA TIA TGC CTG CTC GTC G -3,
AL3546 5’- CAA ACC TTI TCC GCA AAC C -3’ (Sulaiman et al., 2003). As condicdes
utilizadas para a PCR foram: 1X PCR Rxn Buffer (-MgClz), 1,5 mM MgClz, 0,2 mM de
dNTP, 0,2 uM de cada primer, 2,5 U de Taq polimerase e ~40 ng de DNA gendmico
em volume final de 25 pl. Na segunda PCR foram utilizados os primers AL3544 5'-
CCCTTCATC GGIGGT AACTT -3’ e AL3545 5'- GTG GCC ACC ACICCC GTG CC
-3’ para amplificar um fragmento de 530 pb e utilizando 5,0 pl do produto da primeira
reacao. O ciclo térmico utilizado foi: desnaturacao a 96 °C por 2 min, seguida de 30
ciclos a 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s e 72 °C por 45 s, e extensao final a 72 °C por

2 min.
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3.3.1.2.3 Amplificacdo do gene codificante da enzima Glutamato Desidrogenase
(Gdh)

Foi realizada uma reacéo de semi-nested PCR, amplificando um fragmento de
432 pb utilizando os primers GDHeF 5’- TCA ACG TYA AYC GYG GYT TCC GT -3,
GDHiF 5- CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG -3, GDHIR5- GTT RTC CTT GCA CAT
CTC C -3’ (Read et al., 2004). As condi¢des utilizadas para a PCR foram: 1X PCR
Rxn Buffer (-MgCl2), 1,5 mM MgClz, 0,2 mM de dNTP, 0,08 uM de cada primer, 1,0 U
de Taqg polimerase e ~40 ng de DNA gendmico em volume final de 25 ul. Na primeira
PCR foram utilizados os primers GDHeF e GDHIR, e para a segunda reacao foi
utilizado 5,0 pl do produto da primeira reacéo e os seguintes primers: GDHiF e GDHIR.
O ciclo térmico utilizado foi: desnaturacéo a 96 °C por 2 min, seguida de 25 ciclos a

94 °C por 30 s, 56 °C por 20 s e 72 °C por 45 s, e extenséo final a 72 °C por 2 min.

3.3.1.3 Polimerizacao reconstrutiva

Em amostras onde ocorriam sucessivas falhas na amplificacdo do gene alvo foi
realizada a polimerizacao reconstrutiva no DNA (Golenberg et al. 1996), com o intuito
de melhorar o fragmento a ser amplificado. ApGs esse procedimento, a PCR era
realizada novamente. As condig¢des utilizadas para a PCR foram: 1X PCR Rxn Buffer
(-MgCl2), 3 mM MgClz, 0,4 mM de dNTP, 2,0 U de Platinum Tag polimerase, 5 ul de
DNA gendmico e agua miliQ g.s.p. em volume final de 25 ul. O ciclo térmico utilizado
foi: desnaturacéo a 94 °C por 3 min, seguida de 20 ciclos a 96 °C por 8 s, 56 °C por 8
se 72 °C por 8 s, e extensao final a 72 °C por 20 s.

3.3.1.4 Purificacédo, sequenciamento e analise de sequéncias

Os produtos da PCR foram purificados com a utilizacdo do Kit lllustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Health Care, Pittsburgh, PA, USA).

Para a reacao de sequenciamento foi utilizado o Kit ABI BigDye Terminator v.
3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA), seguindo o
protocolo do fabricante. O sequenciamento foi realizado nas duas dire¢des, utilizando
0 sequenciador automatico ABI Sanger 3730 (Applied Biosystems) da plataforma
PDTIS/FIOCRUZ.

As sequéncias genéticas foram editadas, analisadas e alinhadas utilizando-se
0s programas Bio Edit v 7.1.3.0 (Hall 1999), Mega v 6.0 (Tamura et al. 2013) e
SegMan™ 7.0 (DNASTAR®). As sequencias obtidas foram comparadas com

sequéncias referéncia obtidas do banco de dados GenBank, utilizando o Basic Local
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Alignment Search Tool (BLAST, National Center for Biotechnology Information, USA).
As sequéncias obtidas no estudo foram depositadas no banco de dados de
sequéncias do National Institutes of Health (NIH), o GenBank (Apéndice 13). Matrizes
de sitios polimoérficos foram confeccionadas utilizando-se o programa Bio Editv 7.1.3.0
(Hall 1999).

Como os assemblages A e B possuem muitas bases diferentes entre si, as
amostras que possuiam picos sobrepostos, mas que ndo foram clonadas, foram
genotipadas com o contig formado mesmo com picos sobrepostos, para caracterizar
apenas o assemblage.

3.3.1.5 Clonagem génica

Durante a analise dos eletroferogramas as sequéncias que apresentavam picos
sobrepostos (Figura 5) eram separadas para realizacao do procedimento de clonagem
génica. Para a clonagem foi utilizado o Kit pPGEM® T-Easy Vector Systems (Promega,
Madison, WI, USA), seguindo as instru¢fes do fabricante. Foram utilizadas células de
bactérias Escherichia coli competentes da linhagem DH5a.

Apos o procedimento de clonagem a PCR foi realizada utilizando primer M13F
5- TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3 e M13R 5’- CGA GAA ACA GCT ATG AC -3
(Messing 1993). As condigOes utilizadas para a PCR foram: 1X PCR Rxn Buffer (-
MgCl2), 1,5 mM MgClz, 0,05 mM de dNTP, 0,2 uM de cada primer, 2,5 U de Taq
polimerase e 5 pyl de DNA em volume final de 50 ul. O ciclo térmico utilizado foi:
desnaturacao a 94 °C por 10 min, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 30
se72°Cpor90s, e extensao finala 72 °C por 5 min. As amostras foram sequenciadas

e analisadas conforme ja descrito.

727 bp

...................
CGGCCCa G R G AC

---------------------------------------------

B T € 6 .C € C l T €C T €C G6GCAAGSEG 6 A C T 6 G 6 6 i A 61 T 6 C 66 C CA T EGEXTE

Figura 5 Demonstracdo da presenca de picos sobrepostos em um sequenciamento
para o gene B-giardina para Giardia duodenalis.
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3.3.2 Analise molecular e filogenia

3.3.2.1 Estudo 1: Filogenia e epidemiologia molecular de Giardia duodenalis em
Santa Isabel do Rio Negro pelo alvo B-giardina

A reconstrucdo filogenética foi feita segundo os modelos bayesiano e de
méaxima verossimilhanca utilizando 38 sequéncias de 753-pb do gene B-giardina nos
programas BEAST 1.8 (Drummond et al. 2012) e PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010),
respectivamente. Os critérios Akaike e bayesianos foram utilizados no programa
JMODELTEST 2 (Darriba et al. 2012) para eleger o TrN (Tamura et al., 1993) com
quatro categorias gamma como o método de substituicdo nucleotidica que melhor se
encaixa aos dados. Foram adicionadas 18 sequéncias ortélogas de Giardia sp. para
confirmar a identidade molecular das amostras coletadas: numero de acesso ao
GenBank M36728, AY072723, AY072724, AY072725, AY072726, AY072727,
AY072728, AY545642, AY545644, AY545645, AY545646, AY545647, AY545648,
AY545649, AY647264, AY647265, AY647266 e AY653159.

A topologia da arvore bayesiana a priori foi gerada aleatoriamente e 0 modelo
de especiacdo Yule foi imposto nas reconstrucdes filogenéticas. Este modelo foi
escolhido por ser aquele que contém o menor nimero de parametros a serem
calculados e, portanto, mais indicado para filogenias baseadas em um Unico marcador
molecular (Drummond & Bouckaert 2015). Trés analises independentes foram feitas a
partir da geracéo de 5 x 107 cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC), descartando as
primeiras 5 x 108 geracdes. A convergéncia dos parametros calculados e a mistura
das cadeias foi confirmada a partir da analise do tamanho amostral efetivo (do
inglés Effective Sample Size ou ESS) no TRACER 1.5 (Drummond & Rambaut 2007),
no qual foi observado que todos os parametros apresentaram ESS > 10* (muito acima
do minimo indicado de 200) (Drummond et al. 2012). As trés andlises independentes
foram combinadas usando o programa LOGCOMBINER, e uma arvore de maxima
credibilidade foi estimada a partir das 20.000 arvores geradas em cada analise
(descartando as 5.000 primeiras), com um limite de probabilidade a posteriori de 0.6,
no programa TREE ANNOTATOR (Drummond et al. 2012). O apoio estatistico dos
clados foi estimado a partir do método de probabilidade a posteriori (analogo ao
bootstrapping).

Na reconstrucéo filogenética pelo método de verossimilhanca, o método BioNJ
(Gascuel, 1997) foi utilizado para gerar a arvore inicial. Os modelos Nearest Neighbor
Interchange (NNI) e Subtree Pruning and Regrafting (SPR) foram utilizados para fazer
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a busca pelas melhores arvores. O apoio estatistico dos clados foi feito a partir de
1000 replicacbes de bootstrap.

Como a efetividade das reconstrucdes filogenéticas em definir o
relacionamento entre amostras geneticamente proximas é limitada, foram inferidas
genealogias (ou redes haplotipicas) das sequéncias bg no programa NETWORK 4.6
(Fluxus-Engineering, Inc.). Este método permite uma maior precisdo na comparacao
de sequéncias de uma mesma linhagem. Todas as genealogias foram reconstruidas
segundo o método de Median-Joining (Bandelt et al. 1999), com o calculo a posteriori
de maxima parsimonia. Foram testados valores distintos de epsilon (10, 20 and 30),
taxas de transversdol/transicdo e pesos distintos para os sitios polimorficos (peso de
10 para todos os sitios polimérficos ou 5 para polimorfismos comuns, i.e., presente
em mais de 90% das sequéncias, e 10 para polimorfismos raros) para o calculo da
genealogia. A melhor rede de haplétipos foi aquela que apresentou o menor nimero
de vetores de mediana (gendtipo hipotético requerido para conectar na genealogia as
sequéncias amostradas) em uma rede com 0 menor numero de parametros

calculados.

3.3.2.2 Estudo 2: Filogenia de Giardia duodenalis utilizando como alvo o gene

da B-giardina nos trés municipios estudados

Para a realizagao deste estudo foi utilizada a mesma metodologia descrita no
item 3.3.2.1, porém utilizando um fragmento do gene [-giardina de 38 sequéncias de
SIRN, 3 de NSN e 4 de RSS.

3.3.2.3 Estudo 3: Filogenia de Giardia duodenalis utilizando como alvo o gene
tpi nos trés municipios estudados

Para a realizacao deste estudo foi utilizada a mesma metodologia descrita no
item 3.3.2.1, porém utilizando um fragmento do gene tpi de 13 sequéncias de SIRN e
6 de NSN. Foram utilizadas como referéncias as seguintes sequéncias: KF843947,
U57897, DQ650648, AF0695558, AY228646, KJ188089, AF069560, AY228644,
DQ220289.

3.3.2.4 Estudo 4: Filogenia de Giardia duodenalis utilizando como alvo o gene

gdh nos trés municipios estudados

Para a realizagdo deste estudo foi utilizada a mesma metodologia descrita no

item 3.3.2.1, porém utilizando um fragmento do gene gdh de 10 sequéncias de SIRN
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e 2 de NSN. Foram utilizadas como referéncias as seguintes sequéncias: L40509,
L40510, AF069057, AY178741, AF069059, L40508, U60983, U60986.

3.4 Atividades de educacdo em saude

Atividades de educacédo em saude foram realizadas nas localidades estudadas
dos municipios de Russas e Nossa Senhora de Nazaré. As atividades foram
confeccionadas segundo as realidades observadas e as falas da populacdo captadas
durante as visitas nos domicilios ao longo do trabalho de campo, considerando habitos
e condicdes locais que favoreciam a transmissdo de parasitos intestinais e 0s
resultados dos exames coproparasitolégicos que estavam sendo realizados.

Foram realizadas as seguintes atividades de educacao em saude:

3.4.1 Teatro de fantoches

Apos conhecer os habitos da populacdo de cada localidade, observar as
condicBes socioeconbmicas e saber dos resultados dos exames de fezes realizados,
foi montada uma histéria que foi interpretada em um teatro de fantoches. Os termos
utilizados no teatro e os habitos dos personagens estavam relacionados a regiao
estudada.

O teatro era constituido de dois bonecos de fantoche e o cenario era construido
para cada ocasido, com os materiais disponiveis nas localidades, como caixa de
papelédo e retalhos de pano. O tema abordado na peca era transmissao e prevencao

de parasitoses intestinais.

3.4.2 Palestras

Foram realizadas palestras que abordavam temas como definicdo de vermes e
protozoarios, transmissao, sintomas e prevenc¢ao de parasitos intestinais. As palestras
foram ministradas em sequéncia, apos o teatro de fantoches, para que os temas

abordados no teatro fossem esclarecidos e reforcados por meio desta atividade.

3.4.3 Leiturade livros

Foram montadas rodas de leituras de livros com presenca de criancas e adultos
nas a¢des do grupo de pesquisa. Foram utilizados os livros da Colecdo Saber e Saude

da Professora e escritora Claudia Uchba (Uchba, 2013): Por que cortar as unhas?;
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Por que lavar as méaos?; Um vampiro dentro da barriga; Um piolho chamado

pediculinho; Gigi um bichinho muito pequeno e Lulu a lombriga com dor de barriga.
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4 RESULTADOS

4.1 Prevaléncia, distribuicdo e fatores associados a giardiase (Apéndice 5)

4.1.1 Russas

De todas as pessoas convidadas a participar do estudo, 326 (79 familias)
aceitaram participar e assinaram o TCLE. Porém, 113 (34,7%) pessoas foram
excluidas do estudo por ndo terem entregado a amostra fecal.

Os participantes que entregaram amostra fecal totalizaram 213 (65,3%)
pessoas, agrupadas em 70 familias. Dos participantes, 13 eram moradores de Patos
do Tito, 28 de Riacho do Barro, 53 de Timbauba do Pitingdo e 119 de Barracdo. Na
Figura 6 pode-se ver a localizacdo dos bairros e distribuicdo das amostras coletadas.

Em 34,7% (74/213) das pessoas foram detectados parasitos ou comensais
intestinais. Parasitos, isoladamente, foram detectados em 15,5% (n=33) das
amostras, comensais em 8,9% (n=19) e parasitos associados a comensais em 10,3%
(n=22) das amostras. A prevaléncia de parasitos intestinais foi de 30% (64/213), sendo
G. duodenalis o parasito de maior prevaléncia (30/213; 14,1%) (Tabela I). A taxa de
deteccdo de amebas do Complexo E. histolytica / E. dispar / E. moshkovskii foi de
22/213 (10,6%) (Apéndice 6). Ovos de ancilostomideos foram observados em 8
(3,7%) pessoas (Apéndice 7). Nao foram identificadas infeccdes por Ascaris
lumbricoides ou Trichuris trichiura. Uma pessoa (0,5%) teve o exame positivo para
Strongyloides stercoralis e trés (1,4%) estavam infectadas por Hymenolepis nana. As
caracteristicas socioecondmicas e distribuicdo da infec¢do por G. duodenalis podem
ser observadas na Tabela .

Dentre os participantes do estudo, 107 eram do sexo feminino e 106 do sexo
masculino e a maioria dos participantes tinha entre 7 e 14 anos (26,3%) e 22 e 40
anos (26,8%). Nao houve diferenca em relagdo a positividade para G. duodenalis
guanto a faixa etaria e sexo. Dos participantes, a maioria (56,3%) morava em casa
com 2 a 4 moradores no total, porém, a positividade para G. duodenalis foi maior em
casas com 5 a 7 moradores, embora sem significancia estatistica (p=0,18). Infeccao
por G. duodenalis estava distribuida em todos os bairros de coleta, com algumas areas

criticas de maior frequéncia (hotspots) no bairro Barracao (Figura 6).
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Figura 6 Demonstracao pontual de individuos positivos (vermelho) e negativos (azul)
para Giardia duodenalis no exame coproparasitologico em Russas-CE (A) e Nossa
Senhora de Nazaré-Pl (B). Mapa do tipo “hotspot” para casos de G. duodenalis em
Russas-CE (C) e Nossa Senhora de Nazaré-PI (D).

Das 70 familias, nove (12,8%) possuiam renda familiar mensal per capita < R$

77,00 por més estando na faixa da extrema pobreza (24 participantes), e 9 (12,8%)
tinham renda > R$ 77,00 e < R$154,00, classificadas na faixa da pobreza (31

participantes). Das familias na faixa da extrema pobreza, duas ndo recebiam auxilio

de programa do governo e na faixa da pobreza todas recebiam. Cinquenta e duas

(74,3%) familias estdo na faixa de renda acima do limite estabelecido para pobreza,

sendo a média de renda mensal per capita neste grupo R$ 286,27 (menor renda

mensal per capita - R$ 165,60; maior renda mensal per capita - R$ 750,00). Observou-

se gue a frequéncia de infeccdo por G.duodenalis foi significativamente superior em
pessoas vivendo em pobreza (13/55; 23,6% vs. 17/158; 10,8%; p=0,024).

Na Tabela Il podemos observar que a localidade de Patos do Tito, embora

fosse pequena geograficamente e com poucos moradores, teve uma taxa de

positividade para G. duodenalis de 38,5% (5/13), significativamente superior aquelas
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observadas em Barracao (13/119; 10,9%) (p=0,017) e Riacho do Barro (2/28; 7,1%)
(p=0,023). Timbauba do Pitingédo foi a segunda localidade com maior frequéncia de
pessoas infectadas, com 18,9% (10/53). Pessoas vivendo em casas onde a fonte de
agua era o acude tiveram positividade semelhante aguelas que viviam em casas com
agua encanada. Pessoas que viviam em casas abastecidas por caminhdo pipa
tiveram a maior taxa de positividade (p<0,05 para ambas as comparacoes).

Quanto a fonte de 4gua de beber, as taxas de positividade para G. duodenalis
foram semelhantes em pessoas que bebiam agua dessalinizada obtida em pocos
artesianos e pessoas que bebiam agua coletada da chuva e armazenada em
cisternas. Observou-se que pessoas que bebiam agua fornecida por caminhdes pipa
apresentaram taxa de positividade significativamente superior aquelas observadas em
pessoas que bebiam agua de pogos ou de cisternas (p<0,05 para ambas) (Tabela II).
Das cinco familias que bebiam agua proveniente de caminhéo pipa, duas delas faziam
tratamento na agua antes de beber. Quanto ao tratamento da agua de beber, 35 (50%)
familias ndo tratam a agua. Os tratamentos realizados pelas familias séo utilizacéo de
filtro com vela de porcelana (11/70; 15,7%), coar em pano (10/70; 14,3%), adicdo de
hipoclorito na agua (10/70; 14,3%). Dos participantes infectados por G. duodenalis,
50% (15/30) tratam a agua de consumo antes de beber, a maioria coando em pano
(60%).

A porcentagem de individuos que defecavam no mato foi mais baixa (22,1%)
gue a de utilizacdo do vaso sanitario (77,9%). Dos que utilizavam o vaso sanitério,

98% (163/166) tinham fossa para destino dos dejetos.

Tabela | Frequéncia de deteccdo de parasitos intestinais em 213 moradores de
Russas, Ceara (2013) e em 298 moradores de Nossa Senhora de Nazaré, Piaui
(2014).

Espécie Russas Nossa Senhora de Nazaré
n % n %
G. duodenalis 30 14,1 25 8,4
Entamoeba coli 26 12,2 42 14,1
Complexo E. histolytica/
E. dispar/E. moshkovskii 22 10,6 4 13
Endolimax nana 15 7 13 4.4
lodamoeba butschlii 9 42 8 2,7
Ancilostomideos 8 3,7 42 14,1
Hymelolepis nana 3 14 1 0,3
Enterobius vermicularis 1 0,5 9 3
Strongyloides stercoralis 1 0,5 1 0,3
Blastocystis hominis 1 0,3 0 0
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Tabela Il Distribuicdo da infeccdo por Giardia duodenalis em diferentes categorias

sociodemogréaficas em comunidades rurais do municipio de Russas, Ceara, 2013.
ateste do qui-quadrado de tendéncia linear.

N° de positivos

Caracteristica N % para Giardia p
duodenalis

Faixa etaria (anos) n (%)

1-6 26 12,2 0

7-14 56 26,3 10/56 (17,9%)

15-21 16 7,5 1/16 (6,2%) 0150

22-40 57 26,8 9/57 (15,8%) '

41-60 40 18,8 6/40 (15%)

>60 18 8,4 4/18 (22,2%)

Localidade

Barracao 119 34 13/119 (10,9%)*

Patos do Tito 13 9 5/13 (38,5%)* <0.05

Riacho do Barro 28 10 2/28 (7,1%)* ’

Timbauba do Pitingédo 53 21 10/53 (18,9%)

Sexo

Feminino 107 50,2 19/107 (17,8%) 0167

Masculino 106 49,8 11/106 (10,4%) '

Renda per capita por més (R$)

,(A;b?g(f) da linha da pobreza 55 258 13/55 (23,6%)

Acima da linha da pobreza 158 742 17/158 (10.8% 0,024

(> 154 e < 330) ! (10,8%)

Numero de moradores na

casa

2-4 120 56,3 12/120 (10%)

5-7 83 39,0 17/83 (20,5%) 0,180

>8 10 4,7 1/10 (10%)

Local de defecacéo

Vaso sanitario 166 77,9 20/166 (12%) 0151

Céu aberto 47 22,1 10/47 (21,3%) '

Fonte de 4gua da casa

Poco artesiano préprio 3 1,4 -

Cisternas de agua de chuva 2 0,9 -

Encanada proveniente de 82 38,5

abastecimepnto publico 11/82 (13,4%) <005

Encanada do acude 117 55,0 14/117 (12,0%)

Carro pipa 9 4,2 5/9 (55,5%)

Fonte de agua de beber

Dessalinizador 138 64,8 13/138 (9,4%)*

Cisternas de agua de chuva 56 26,3 9/56 (16,1%)* <0.05

Acude 4 1,9 1/4 (25%)

Caminhé&o pipa 15 7,0 7/15 (46,7%)*

41



4.1.2 Nossa Senhora de Nazaré

ApOs convite para participagdo no estudo, foram incluidas 85 familias,
totalizando 388 participantes, dos quais 298 (76,8%) entregaram amostra de fezes,
pertencentes a 81 familias. Dos participantes, 22 eram moradores de Angelim, 14 de
Capivara, 48 de Conjunto Urbano Aluizio Fortes, 16 de Nicacia, 34 de Panela, 25 de
Passa bem, 78 de Pereiros, 30 de S&o Francisco dos Cardoso e 31 de S&o Paulo. Na
Figura 6 pode-se ver a localizagdo dos bairros e distribuicdo das amostras coletadas.

Em 38,3% (n=114/298) das pessoas foram detectados parasitos ou comensais
intestinais. Parasitos, isoladamente, foram detectados em 19,1% (n=57) das
amostras, comensais em 12,1% (n=36) e parasitos associados a comensais em 7,0%
(n=21) das amostras. A prevaléncia de parasitos intestinais foi de 26,2% (78/298).
Ambos, ancilostomideos e Entamoeba coli apresentaram prevaléncias de 14,1%
(42/298), sendo os agentes mais encontrados, seguido por G. duodenalis com 8,4%
(25/298) (Tabela Ill). Embora os exames realizados ndo sejam proprios para a
deteccao de E. vermicularis, este parasito foi detectado em 3% (9/298) das amostras.
As amebas do Complexo E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii foram encontradas
em 1,3% (4/298) das amostras. A prevaléncia para S. stercoralise  H. nana foi de
0,3% (1/298) para ambas. As caracteristicas socioecondmicas e distribuicdo da
infeccdo por G. duodenalis podem ser observadas na Tabela lll.

Dos participantes do estudo, 160 eram do sexo feminino e 138 do sexo
masculino e a maioria dos participantes tinha entre 7 e 14 anos (26,8%) e 22 e 40
anos (25,5%). Nao houve relacdo entre positividade para G. duodenalis com sexo,
nem com idade. Em relacdo ao niumero de moradores na casa, a maioria (47,6%)
morava em casa com 2 a 4 moradores, porém, a positividade para G. duodenalis foi
maior em casas com 8 a 11 moradores (p=0,02). Infeccéo por G. duodenalis estava
distribuida em todas as localidades de coleta, com algumas &reas criticas de maior
frequéncia (hotspots) em Conjunto Urbano, Pereiros e S&o Francisco dos Cardoso
(Figura 6).

Das 81 familias, 19 (23,4%) possuiam renda familiar mensal per capita < R$
77,00 por més estando na faixa da extrema pobreza (74 participantes), e 16 (19,8%)
familias tinham renda > R$ 77,00 e < R$154,00, classificadas na faixa da pobreza (80
participantes). Todas as familias na faixa da extrema pobreza recebiam auxilio de
programa do governo e na faixa da pobreza apenas duas néo recebiam. Quarenta e
seis (56,8%) familias estdo na faixa de renda acima do limite estabelecido para
pobreza, sendo a média de renda mensal per capita neste grupo R$ 280,47 (menor
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renda mensal per capita - R$ 159,00; maior renda mensal per capita - R$ 1330,00).
Observou-se que a frequéncia de infec¢éo por G.duodenalis foi superior em pessoas
vivendo em pobreza, porém sem significancia estatistica (17/154; 11,0% vs. 8/144;
5,6%; p=0,098).

Na Tabela IV podemos observar que a localidade de Passa Bem e Pereiros
tiveram alta prevaléncia para G. duodenalis, com 12,0% (3/25) e 11,5% (9/78)
respectivamente. A localidade de Pereiros foi a segunda localidade com maior nimero
de pessoas infectadas, com 11,5% (9/78).

As principais fontes de abastecimento de agua da regido sao caixas d’agua da
prefeitura (90,3%), a qual é abastecida por agua de pocos e utilizada para uso geral e
para consumo. Nao houve diferenca de positividade para G. duodenalis quando
comparada a fonte de dgua. Quanto ao tratamento da agua de beber, 23 (28,4%)
familias ndo tratavam a agua e 58 (71,6%) familias tratavam. Os tratamentos
realizados pelas familias séo utilizacao de filtro (33/81; 40,7%), coar em pano (22/81;
27,2%), adicdo de hipoclorito na 4gua (10/81; 12,3%). Dos participantes infectados
por G. duodenalis, 64% (16/25) tratam a dgua de consumo antes de beber, a maioria
utilizava filtro (63%).

A defecacao a céu aberto era frequente na area, sendo realizada por 42,3%
dos participantes. Dos participantes que utilizavam o vaso sanitario, 98% (169/172)
descartavam os dejetos em fossa seca, e o restante no solo diretamente.

A prevaléncia de infecg&o por G. duodenalis foi significativamente superior em
pessoas que viviam abaixo da linha da pobreza em RSS. E quando somados o0s
participantes infectados de RSS e NSN também houve significancia estatistica. A
defecacédo a céu aberto também foi significativamente superior em pessoas infectadas
de NSN e quando somados os dois municipios.

Na Tabela IV vemos a distribuicdo da infeccdo por G. duodenalis em RSS e
NSN. Observa-se que a prevaléncia da giardiase em RSS (14,1%) foi

significativamente superior aquela observada em NSN (8,4%) (p=0,044).
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Tabela Il Distribuicdo da infeccdo por Giardia duodenalis em diferentes categorias
sociodemogréaficas em comunidades rurais e urbanas do municipio de Nossa Senhora
de Nazaré, Piaui, 2014.

N° de positivos para

Caracteristica N % Giardia duodenalis b
Faixa etaria (anos) N % N (%)

1-6 70 23,5 7/70 (10%)

7-14 80 26,8 9/80 (11,2%)

15-21 17 5,7 1/17 (5,9%) 0.127
22-40 76 25,5 6/76 (7,9%) '
41-60 39 13,1 2/39 (5,1%)

>60 16 54 0

Localidade

Angelim 22 7.4 1/22 45

Capivara 14 4.7 1/14 7,1

Nicacia 16 5,4 0/16 0,0

Panela 34 11,4 3/34 8,8

Passa bem 25 8,4 3/25 12,0 NA
Pereiros 78 26,2 9/78 11,5

Séo F. dos Cardoso 30 10,1 2/30 6,7

Séo Paulo 31 10,4 1/31 3,2

Conjunto Urbano 48 16,1 5/48 10,4

Sexo

Feminino 160 53,7 9/160 (5,6%) 0092
Masculino 138 46,3 16/138 (11,6%) '
Renda per capita por més

(R$)

?gj)lxo da linha da pobreza (< 154 517 17/154 (11%)

Acima da linha da pobreza (> / 0 0,098
154 ¢ < 330) 144 48,3 8/144 (5,6%)

NUumero de moradores na

casa

2-4 142 47,6 6/142 (4,2%)

5-7 115 38,6 13/115 (11,3%) 0,0182
>8 41 13,8 6/41 (14,6%)

Local de defecacdo

Vaso sanitario 172 57,7 9/172 (5,2%) 0033
Céu aberto 126 42,3 16/126 (12,7%) '
Fonte de dgua da casa

Poco individual 29 9,7 2/29 (6,9%) 10
Caixa d’agua comunitaria 269 90,3 23/269 (8,6%) ’
Fonte de 4gua de beber

Poco individual 29 9,7 2/29 (6.9%) 10
Caixa d’agua comunitaria 269 90,3 23/269 (8.6%) '

ateste do qui-quadrado de tendéncia linear; NA- ndo se aplica.
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Tabela IV Comparacédo das taxas de deteccdo de G. duodenalis de acordo com as
caracteristicas sociodemograficas em Russas, Ceara, 2013 e Nossa Senhora de

Nazaré, Piaui 2014.

Russas (Ceard)

Nossa Senhora de Nazaré

Russas e Nossa Senhora de

(Piauf) Nazaré
Positivos para Positivos para Positivos para
Caracteristica Giardia p Giardia p Giardia p
duodenalis duodenalis duodenalis
Faixa etéria (anos) n/N (%) n/N (%) n/N (%)
1-6 0/26 (0,0) 7/70 (10) 7196 (7.3)
7-14 10/56 (17,9) 9/80(11,2) 19/136 (14)
15-21 2/33 (6,1)
1/16 (6,2) 0.150 1/17 (5,9) 0,127
22-40 9/57 (15,8) 6/76 (7.9) 15/133 (11,3)
41-60 6/40 (15) 2/39 (5,1) 8/79 (10,1) 0,786
>60 4/18 (22,2) 0/16 (0) 4/34 (11.,8)
Sexo
Feminino 9/160 (5,6) 28/267 (10,5)
: 19/107 (17.8) 0,167 0,092 0,887
Masculino 11/106 (10,4) 16/138 (11,6) 27/244 (11,1)
Renda per capita
por més (R$)
Abgg‘rzzdj‘ ([”:‘24‘;"" 13/55 (23,6) 17/154 (11) 30/209 (14,4)
Apcima da Iﬂma da 0.024 0,098 0,041
pobreza (>154) 17/158 (10,8) 8/144 (5,6) 25/302 (8,3)
Local de
defecacéo
Vaso sanitrio 20/166 (12) 9/172 (5,2) 29/338 (8,6)
Céu aberto 10/47 (21,3) 0,151 16/126 (12,7) 0,033 26/173 (15) 0,034
Fonte de agua de
beber
Dessalinizador 13/138 (9,4)* - 13/138 (9,4)
Cisternas de agua . )
de chuva 9/56 (16,1) 9/56 (16,1)
Acude 1/4 (25) - 1/4 (25)
Caminh&o pipa 7/15 (46,7)* <0,05 - 1,000 7/15 (46,7) 0,005
Poco individual - 2/29 (6,9) 2/29 (6,9)
Caixa d'agua - 23/269 (8.6) 23/269 (8,6)
comunitaria
Total 30/213 (14,1) 25/298 (8,4) 0,044 5(%5;)1

4.1.3 Santa lsabel do Rio Negro

Participaram 433 criancas com idade até 14 anos distribuidas pelos seguintes
bairros: 47 de Aparecida, 20 do Centro, 104 de Santana, 87 de Santa Inés, 104 de
S&o José do Operario e 71 de S&o Judas Tadeu. Dos 433 participantes, 140 (32,3%)

possuiam renda familiar mensal per capita < R$ 77,00 por més estando na faixa da
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extrema pobreza, e 140 (32,3%) participantes tinham renda > R$ 77,00 e < R$154,00,
classificadas na faixa da pobreza.

Em 69,3% (n=300/433) das pessoas foram detectados parasitos ou comensais.
Parasitos, isoladamente, foram detectados em 49,4% (n=214) das amostras. A
prevaléncia da infeccéao por G. duodenalis foi de 16,9% (73/433) (Tabela V). A infeccao
foi mais frequente em criangas de 2 a 5 anos (35/158; 22,2%) e entre pessoas do sexo
masculino (44/225; 19,6%), porém as diferencas nas taxas de detec¢cdo por sexo e
faixa etaria ndo foram estatisticamente significativas (Tabela VI). Além disso, foi
observada frequéncia de infeccédo similar nas diferentes faixas de renda familiar per
capita: 48/280 (17,1%) em pessoas vivendo em pobreza e 19/116 (16,4%) em
pessoas fora da situacdo de pobreza. Em relacdo ao niumero de moradores na casa,
a maioria (18,3%) morava numa casa com 5 a 7 moradores, porém, a positividade
para G. duodenalis foi maior em casas com mais de 8 moradores, embora sem
significancia estatistica (p=0,126). Com relacdo a distribuicdo da infeccdo nos
diferentes bairros, observou-se uma taxa de positividade significativamente maior no
bairro Santa Inés (25/87; 28,7%; p=0,026). A distribuicdo geografica da infeccdo por
G. duodenalis pode ser observada na Figura 7. Infeccdo por G. duodenalis foi
observada distribuida por toda a cidade, com algumas &reas criticas de maior
frequéncia (hotspots) nos bairros APA e Sl (Figura 7).

Outros parasitos intestinais foram detectados com as seguintes frequéncias em
criancas de Santa Isabel do Rio Negro: ancilostomideos 15 (3,5%), Ascaris
lumbricoides 110 (25,4%), Trichuris trichiura 97 (22,4%), Hymenolepis nana 11 (2,5%),
Endolimax nana 17 (3,9%), lodamoeba butschlii 36 (8,3%), Complexo E. histolytica/E.
dispar/E. moshkovskii 41 (9,5%), Entamoeba coli 161 (37,2%) (Tabela V).
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Figura 7 A: Mapa do tipo “hotspot” para casos de G. duodenalis nos bairros Aparecida
(APA), Santana (SAN), Centro (CEN), Sao Judas Tadeu (SJT), Santa Inés (Sl), Sao
José Operario (SJO). B: Demonstracao pontual de individuos positivos (vermelho) e
negativos (azul) para Giardia duodenalis no exame coproparasitologico ha mesma

area de estudo.

Tabela V Frequéncia de deteccdo de parasitos intestinais em 433 criancas de Santa

Isabel do Rio Negro (2011).

Espécie N° %

Entamoeba coli 161 37,2
Ascaris lumbricoides 110 25,4
Trichuris trichiura 97 22,4
G. duodenalis 73 16,9
Complexo E. histolytica/ a1 95
E. dispar/E. moshkovskKii ’

lodamoeba butschlii 36 8,3
Endolimax nana 17 3,9
Ancilostomideos 15 3,5
Hymelolepis nana 11 2,5
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Tabela VI Distribuicdo da infeccdo por Giardia duodenalis em diferentes categorias
sociodemogréaficas em bairros do municipio de Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas,
2011.

o N° de positivos para
0,

Caracteristica N & Giardia duodenalis P
Faixa etaria (anos) n/N (%)
0-1 60 13,8 10/60 (16,7)
2-5 158 36,5 35/158 (22,1)
6-11 192 44,3 25/192 (13,0) 0,164
12-14 17 3,9 3/17 (17,6)
Sem informacéo 6 14 0
Localidade
Aparecida 47 10,8 7147 (14,9)
Centro 20 4,6 3/20 (15,0)
Santana 104 24,0 18/104 (17,3) 0.0262
Santa Inés 87 20,1 25/87 (28,7) '
Séo José do Operario 104 24,0 11/104 (10,6)
Sao Judas Tadeu 71 16,4 9/71 (12,7)
Sexo
Feminino 208 48,0 29/208 (14,0) 0157
Masculino 225 52,0 44/225 (19,6) ’
Renda per capita por més (R$)
?Et:j)lxo da linha da pobreza (< 280 64.7 48/280 (17,1)
Acima da linha da pobreza (> 0,854
154 ¢ < 330) 116 26,8 19/116 (16,4)
Sem informacéo 37 8,5 6/37 (16,2)
NUumero de moradores na
casa
2-4 79 18,2 8/79 (10,1)
5-7 191 | 441 34/191 (17,8) 0,187°
>8 153 35,3 28/153 (18,3)
Sem informagéo 10 2,3 3/10 (30)

aTeste exato de Fisher; P Teste do qui-quadrado de tendéncia linear.

4.2 Impacto da giardiase sobre o estado nutricional em criangas nos

municipios de Russas e Nossa Senhora de Nazaré

Entre os 511 participantes de RSS e NSN, 45,4% eram menores de 14 anos.
O estado nutricional péde ser determinado em 53/82 criancas de RSS e 149/150 de
NSN. Os parametros antropomeétricos destas criancas estdo apresentados na Tabela
VII, incluindo as proporc¢des de baixa estatura, baixo peso, e emaciagao.

As medias escores de desvio-padrdo dos indicadores estudados sao
apresentadas na Tabela VII. Todos os indicadores, exceto WHZ (desnutricdo aguda)
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em Russas, tiveram médias abaixo de zero, indicando que a populacdo estudada tem
estado nutricional abaixo da média da populacéo de referéncia.

As frequéncias de baixa estatura em RSS e NSN foram 9,4 e 6,7%,
respectivamente (Tabela VII, Figura 7). Na analise bivariada e regressao logistica
multivariada (Tabela VIII), a proporcédo de baixa estatura (desnutricdo crénica) nas
criancas infectadas com G. duodenalis foi significativamente mais elevada do que em
criancas nao infectadas (5/23 [21,7%] vs 10/179 [5,6%]; p = 0,017; OR = 4,7; 95
intervalo de confianca [CI] = 1,4-15,2). Além disso, a proporcédo de baixo peso em
criancas com giardiase foi significativamente maior do que em criancas sem giardiase
(23/05 [21,7%] vs. 13/179 [7,3%]; p = 0,038; OR = 3,5; IC95 = 1,1 — 11,1). De forma
mais especifica, criancas com baixa estatura apresentam uma probabilidade 4,7
vezes maior de estarem infectadas com G. duodenalis do que criangas com estatura
normal. Além disso, observou-se que a probabilidade de infeccao por G. duodenalis é
3,5 vezes maior em criangas com baixo peso. Nao foi observada associacdo entre
giardiase e emaciacdo. Como apresentado na Tabela VI, a infeccdo por G.
duodenalis permaneceu significativamente associada com baixa estatura e baixo peso
apos o ajuste para a renda, municipio, sexo e idade. Duas criancas tinham co-infeccéo
de G. duodenalis e ancilostomiase, porém, este fator ndo alterou a andlise, pois ambos
tinham escores-z normais, bem como as criancas infectadas apenas com outros

parasitos intestinais.
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Tabela VII Comparacédo das médias dos escores de desvio padrao (escores-z) e das
frequéncias de desnutricdo para diferentes indicadores nutricionais de criancas dos
municipios de Russas-CE (2013) e Nossa Senhora de Nazaré-Pl (2014).

Escore-z Russas-CE Nossa Senhora
(%) de Nazaré-PI (%) P

Estatura por idade (HAZ)
Média + desvio padrao -0,60 + 0,99 -0,38 +£1,23 0,250*
Proporcéo de < - 2 (baixa estatura) 5/53 (9,4) 10/149 (6,7) 0,546**
Peso por idade (WAZ)
Média * desvio padrao -0,21+£1,39 -048+131 0,222*
Proporcédo de < - 2 (baixo peso) 5/53 (9,4) 13/149 (8,7) 1,000**
Peso por estatura (WHZ)
Média * desvio padrao 0,28+ 1,77 -0,35+1,20 0,047~
Proporcéo de < - 2 (emagrecimento) 1/37 (2,7) 5/112 (4,5) 1,000**
Circunferéncia braquial (MUACZ)
Média + desvio padrao -0,10+£ 1,21 -0,36 £ 1,01 0,213*

*Teste T de Student; **Teste exato de Fisher.

Tabela VIII Associacdo entre baixa estatura e baixo peso com a infeccdo por
G.duodenalis, renda, faixa etaria, sexo e municipio de criancas de Russas-CE e Nossa
Senhora de Nazaré-Pl. Analises bi e multivariada por regresséao logistica.

Baixa estatura Baixo peso
Bruto Ajustado Bruto Ajustado
OR | 95%IC | p-valor | OR 95% p-valor | OR 95% p-valor OR 95% IC | p-valor
IC IC

Giardia
duodenalis
Nao infectado 1 1 1 1
Infectado 1,44 — 1,57 - 1,13 - 1,09 -

4,69 15,25 0,017 | 5,66 20,33 0,008 | 3,54 11.09 0,038 3,616 11,036 0,035
Renda
Acima da linha
da pobreza 1 1 1 1
Abaixo da linha 0,86 — 0,88 — 0,54 — 0,51 -
da pobreza 3,22 12,10 0,087 | 3,56 14,26 0,073 | 1,47 3.96 0,471 1,449 4.081 0,483
Sexo
Feminino 1 1 1 1
Masculino 0,63 — 0,50 — 0,89 — 0,890 -

1,93 588 0,289 1,76 616 0,375 | 2,60 758 0,086 2,687 8115 0,080
Faixa etaria
(anos)
1-6 1 1 1 1
7-14 0,32 - 0,22 — 0,23 - 0,195 -

0,93 267 1,000 | 0,74 248 0,628 | 0,62 1,66 0,458 0,542 1,507 0,240
Municipio
Nossa Senhora
de Nazaré 1 1 1 1
Russas 0,47 — 0,10 — 0,36 — 0,227 -

1,44 4,44 0,54 0,38 139 0,147 1,09 3.21 1,000 0,714 2.249 0,565
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Figura 8 Diagrama de disperséo dos escores Z de estatura por idade (HAZ), peso por
idade (WAZ) e peso por estatura (WHZ) em criancas com idades entre 1 e 14

anos nos municipios de Russas-CE e Nossa Senhora de Nazaré-PI.
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4.3 Anéalise molecular e filogenia

Apbs os testes de extracdo realizados foi observada que a etapa de
concentracdo dos cistos por flutuacdo utilizando solugédo de sacarose melhorou o
desempenho das amostras na PCR. As etapas de choque térmico e utilizacdo de kit
de extracdo de outro fabricante ndo ocasionaram diferenca na extracdo. A etapa de

polimerizacao reconstrutiva também foi essencial para melhorar o sucesso na PCR.

4.3.1 Frequénciae distribuicdo dos assemblages em Nossa Senhora de Nazaré,

Russas e Santa Isabel do Rio Negro pelos diferentes alvos.

De 100 amostras que tiveram o DNA extraido (30 de RSS, 25 de NSN e 45 de
SIRN), foram genotipadas pela B-giardina sete amostras de RSS, dez de NSN e 39
de SIRN (54 haplétipos identificados apds clonagem). Pelo marcador gdh foram trés
de NSN e 39 de SIRN, e pelo marcador tpi foram sete amostras de NSN e 20 de SIRN
(Tabela 1X). Ndo houve sucesso no sequenciamento de amostras de RSS para os
marcadores gdh e tpi.

Tabela IX DistribuicAo dos assemblages de Giardia duodenalis a partir do
sequenciamento dos genes B-giardina, tpi e gdh nos municipios de Russas-CE, Nossa
Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM, Brasil.

B-giardina Gdh Tpi
Municipio / Assemblage A B A B A B
Santa Isabel do Rio Negro 12 42 11 28 7 13
Russas 5 2 0 0 0 0
Nossa Senhora de Nazaré 5 5 2 1 6 1
Total 22 49 13 29 13 14

4.3.1.1 Sequéncias obtidas pelo alvo B-giardina

Foram obtidas 71 sequéncias pela amplificagdo do gene da B-giardina. Para
comparacao, as sequéncias foram editadas com 629 pb e foi gerada a arvore
filogenética (Figura 8) e a matriz de numeros de sitios polimorficos (Apéndices 9 e
10) utilizando as amostras que ndo apresentavam picos sobrepostos ou que foi
realizada a clonagem génica, resultando em 45 amostras.

AplOs comparacdo com as sequéncias referéncia, 22 (31%) isolados foram
classificados em assemblage A e 49 (69%) em assemblage B.

Dentre os isolados do assemblage A, oito foram idénticos ao sub-assemblage
All (AY072723: Cacci6 et al. 2002) e 10 idénticos ao Alll (AY072724: primeiramente
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descrito por Caccio et al. 2002). Em relacdo aos municipios, 10/12 amostras de SIRN
eram Alll e 2/12 eram All; das amostras de NSN 3/5 eram All e 2/5 nao foram definidas
e RSS também possuiu 3/5 amostras All e 2/5 ndo foram definidas. A causa da nédo
definicdo desses sub-assemblages foram picos sobrepostos que podem ter ocorrido
por infeccdo mista nestas amostras (Apéndice 13).

Em relacdo ao assemblage B, dos isolados de SIRN, 3/42 eram idénticos ao
sub-assemblage BIIl (AY072727: Caccio et al. 2002), 23/42 eram novos haplotipos e
16 ndo tiveram o sub-assemblage definido por ndo terem sido clonados. No municipio
de Russas foi encontrado um haplotipo novo e um nao foi definido. Em NSN as 5
sequéncias nao tiveram o sub-assemblage definido.

Foi possivel clonar sete amostras do assemblage B que apresentavam picos
sobrepostos, e foi observada a presenca de diferentes haplotipos em cada amostra
fecal. Algumas amostras apresentavam haplétipos com poucas bases de diferenca
entre si, porém, foi encontrada uma amostra fecal que tinha até sete sitios polimorficos

de diferenca entre os seus diferentes haplétipos.
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Figura 9 Rela¢bes evolutivas de Giardia duodenalis nos municipios de Russas-CE,
Nossa Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM. Arvore filogenética de
56 sequéncias de fragmento de 657 pb do gene B-giardina. Probabilidades posteriores
(reconstrucdo Bayesiana) >0,9 e valores de “bootstrap” (arvore ML) >70 sao
mostrados acima e abaixo dos ndés, respectivamente. Os numeros de acesso do
GenBank para as amostras sequenciadas em outros estudos estao apresentados nos
ramos terminais da arvore.

4.3.1.2 Sequéncias obtidas pelo alvo Gdh

Apés a amplificacdo do gene Gdh, 42 amostras foram sequenciadas, sendo
obtidas sequéncias de 416 pb. Apos alinhamento das sequéncias, comparacdo com
sequéncias referéncia e confeccdo da arvore filogenética (Figura 9) foi constatado que
13 (31%) amostras foram classificadas em assemblage A e 29 (69%) em assemblage
B.

Em relacédo aos sub-assemblages, em SIRN foram identificados 9 All (L40510:
Monis et al. 1996), um novo haplotipo (uma base diferente do All) (Apendice 3) e um
com picos sobrepostos que néo foi identificado. Em NSN foram obtidos 2 isolados do

54

M36728_A1
s38

CA15

PAT8.4
BAR1135
817

TIM11.4
PA3.4
AYO72723_A2
AN1.5

s42

S30
AY072724_A3
s7

s23

s2

s29

s12

S35

S4

S36
AYB47264_F
AYO727291_E_
s3c1

s11c2

S1C1
AY072725_B1
s3c2

S24C2

524C1

S16C1

S16C2

S16C4

s11c3

S11C4
BAR153.1
S8C5

S9

$13C2

S13C1
AY072726_B2
s15
AY072727_B3
s18

S11C5

s24C3
S16C5

$21C3

S21C2

s3ca
AY072728_B4
$10C4

$10C5

$10C3
JF422718.1_C
AY545647_D1



sub-assemblage All. Todos os isolados do assemblage B (Referéncia AF069059:
Monis et al. 1999; L40508: Monis et al. 1996) apresentaram picos sobrepostos, porém,
como nédo foi possivel realizar a clonagem, ndo houve a diferenciacdo em sub-

assemblages. A matriz de sitios polimoérficos pode ser vista no Apéndice 11.
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Figura 10 RelagBes evolutivas de Giardia duodenalis nos municipios de Russas-CE,
Nossa Senhora de Nazaré-Pl| e Santa Isabel do Rio Negro-AM. Arvore filogenética de
20 sequéncias de fragmento de 416 pb do gene gdh. Probabilidades posteriores
(reconstrucdo Bayesiana — linha continua e maxima verossimilhanca — linha
pontilhada) >0,9 e valores de “bootstrap” (arvore ML) >70 sdo mostrados acima e
abaixo dos nds, respectivamente. Os numeros de acesso do GenBank para as
amostras sequenciadas em outros estudos estao apresentados nos ramos terminais
da arvore.

4.3.1.3 Sequéncias obtidas pelo alvo Tpi

As sequéncias obtidas pela amplificacéo do gene Tpi totalizaram 27 e possuiam
um tamanho de 405 pb. Foram identificadas 13 (48,1%) amostras do assemblage A e
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14 (51,9%) do assemblage B. A &rvore filogenética e a matriz de sitios polimorficos
podem ser visto na Figura 10 e Apéndice 12 respectivamente.

Dentre os isolados do assemblage A, cinco amostras de SIRN e quatro de NSN
foram identificadas como sub-assemblage All (U57897: Baruch et al. 1996). Um
isolado de SIRN e um de NSN possuiam picos sobrepostos, bem como um isolado de
SIRN e um de NSN eram novos haplétipos. Em relacdo ao assemblage B, dois
isolados de SIRN e um de NSN foram classificados como sub-assemblage BIll
(KJ188089: Ehsan et al. 2015), seis de SIRN eram novos haplétipos e cinco de SIRN
apresentaram picos sobrepostos. As amostras de RSS ndo amplificaram para este

gene, e ndo foi possivel realizar a clonagem.
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Figura 11 Relacdes evolutivas de Giardia duodenalis nos municipios de Russas-CE,
Nossa Senhora de Nazaré-P| e Santa Isabel do Rio Negro-AM. Arvore filogenética de
28 sequéncias de fragmento de 405 pb do gene tpi. Probabilidades posteriores
(reconstrucdo Bayesiana — linha continua e maxima verossimilhanca — linha
pontilhada) >0,9 e valores de “bootstrap” (arvore ML) >70 sdo mostrados acima e
abaixo dos nds, respectivamente. Os numeros de acesso do GenBank para as
amostras sequenciadas em outros estudos estao apresentados nos ramos terminais
da arvore.
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4.3.1.4 Analises gerais

A genotipagem pelos trés genes alvo foi possivel em 20 das 100 amostras
estudadas (Figura 11 e Apéndice 14), porém, destas, 12 apresentavam picos
sobrepostos. Foi observado que nas amostras em que foi possivel caracterizar o
assemblage por mais de um gene, houve concordancia entre os diferentes alvos,
exceto em duas amostras, de moradores do mesmo domicilio, que apresentaram
caracterizacdo em assemblage B pela B-giardina e A pelo Tpi. E importante ressaltar
gue no eletroferograma foram detectados muitos picos sobrepostos nessas amostras,
portanto cada alvo pode ter amplificado melhor um assemblage do que outro.

Foi possivel caracterizar os genotipos de mais de um individuo da mesma casa
em 10 domicilios (Tabela X). Em cinco casas, os individuos apresentavam infec¢ao
por G. duodenalis do mesmo assemblage, porém, em quatro casas, houve divergéncia
nos assemblages dos diferentes moradores. Uma casa possuia dois moradores
apresentando o0 mesmo padrdo de co-infeccdo pelos assemblages A e B. Foi
observado que o sucesso de amplificacdo dos genes é repetido entre moradores das

mesmas casas.

B-giardina

Figura 12 Distribuicdo do nUmero de amostras sequenciadas para os genes 3-
giardina, gdh e tpi de Giardia duodenalis em individuos de Russas-CE, Nossa
Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM, Brasil

4.3.2 Filogenia e epidemiologia molecular da giardiase em Santa Isabel do Rio

Negro (Apéndice 8)

Fragmentos de 657 pb do gene [B-giardina de 23 amostras positivas foram
seguenciados. Os isolados de G. duodenalis agruparam em dois clados bem definidos
(Figura 12). As frequéncias dos assemblages foram 52,2% (n = 12) para A e 47,8% (n
= 11) para B. Enquanto sequéncias do assemblage A obtidos n&do tiveram picos
sobrepostos, a maioria das sequéncias do assemblage B (7/11) tiveram, e foram,

portanto, clonados em células competentes de Escherichia coli. Como até cinco
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haplétipos diferentes puderam ser recuperados a partir de cinco clones analisados de
uma Unica amostra (excedendo o nimero maximo de quatro, esperado em um duplo
heterozigoto para um gene nuclear de copia Unica em uma infeccdo de linhagem
unica), este resultado indica fortemente a ocorréncia de “infeccées mistas" por mais
de um haplotipo do assemblage B em seis amostras de Sl, SJO e SAN.

Foi observado que os assemblages A e B estavam amplamente distribuidos na
regido estudada (Figura 12). Assemblage A exibiu baixa diversidade de haplotipos,
com dois haplétipos separados um do outro por duas mutacdes. Observou-se um
haploétipo do assemblage A em cinco dos seis bairros, e 0 outro presente apenas em
APA. Por outro lado, o assemblage B exibiu uma alta diversidade de haplétipos (Hd =
0,85), com 22 haplétipos diferentes separados por 1 a 10 mutacdes. Estes estavam
presentes em quatro bairros e apenas um haplétipo foi compartilhado entre duas
localidades, APA e SI.

Foi obtido um total de 38 hapl6tipos, com a seguinte distribuicdo de sub-
assemblages: 5,3% (n = 2) All, 26,3% (n = 10) Alll, 7,9% (n = 3) BIIl, e 60,5% (n = 23)
novos genotipos (sub-assemblages) B ndo descritos anteriormente (Tabela 2). Foram
observados dois cenarios epidemiologicos distintos: enquanto criangas que viviam na
mesma casa estavam infectadas pelo mesmo assemblage, surpreendentemente,
criancas de uma determinada casa estavam infectados por assemblages distintos (Alll

e novos haplotipos de B).
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Tabela X Distribuicdo dos assemblages de Giardia duodenalis a partir do
sequenciamento dos genes B-giardina, tpi e gdh em individuos que residiam no
mesmo domicilio de Nossa Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM,
Brasil.

Municipio Bairro Cédigo dacasa Cadigo individual pB-giardina Gdh Tpi

SIRN CEN 19 S8 B B Na
SIRN CEN 19 S26 B B Na
SIRN Sl 444 S14 Na B Na
SIRN Sl 444 S11 B Na Na
SIRN SI 448 S45 B B B
SIRN Sl 448 S12 A A A
SIRN Sl 479 S46 B B B
SIRN Sl 479 S44 Na B B
SIRN Sl 604 S9 B B Na
SIRN SJO 604 S42 A A A
SIRN SJO 633 S7 A A Na
SIRN SJO 633 S41 B Na Na
SIRN SJO 633 S2 A A Na
SIRN APA 828 S36 A A A
SIRN APA 828 S23 A A A
SIRN APA 828 S35 A A A
SIRN APA 829 S17 A A Na
SIRN APA 829 S37 Na B B
NSN PA 3 PA 3.2 B B B
NSN PA 3 PA 3.3 A Na A
NSN PA 3 PA 3.4 A A A
NSN uc 14 uUC 14.6* B Na A
NSN ucC 14 ucC 14.7* B Na A

Marcacdes em negrito: casas com divergéncia entre assemblage dos moradores. * Moradores com co-infec¢éo
de assemblages. Na: ndo amplificou.
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Figura 13 Relagfes evolutivas de Giardia duodenalis no municipio de Santa Isabel do
Rio Negro, Amazonas. Arvore filogenética das 56 sequéncias de fragmento 657 pb do
gene [B-giardina (A). Probabilidades posteriores (reconstrucdo Bayesiana) >0,9 e
valores de “bootstrap” (arvore ML) >70 sdo mostrados acima e abaixo dos nos,
respectivamente. Os numeros de acesso do GenBank para as amostras sequenciadas
em outros estudos estdo apresentados nos ramos terminais da arvore (B). Cada
circulo representa um haplétipo Unico; nos representam os vetores medianos. O
tamanho de cada n6 é proporcional ao nimero de sequéncias que partilham o mesmo
haplétipo (ver escala); e o tamanho do ramo é proporcional ao niumero de graus
mutacionais. Para melhor resolucao grafica, a distancia entre conjuntos A e B nao foi
proporcionalizada (31 graus de mutacao). Cores-chave: Azul — APA; Amarelo — SAN;
Vermelho — CEN; Roxo — SJT; Cinza — PI; Verde — SJO. Lineage=Assemblage

4.4 Giardiase e pobreza nas regides Norte e Nordeste do Brasil

Neste topico serd realizada uma andlise do ponto de vista qualitativo e
observacional dos municipios estudados em relacdo a giardiase e a pobreza. A
analise quantitativa da correlacéo entre giardiase e pobreza foi realizada no item 4.1.

No municipio de Russas-CE o trabalho de campo nas comunidades foi realizado
em um periodo de extrema seca, que ja durava dois anos, tendo sido uma das secas
mais prolongadas do Ceara, findando em 2016. Para se chegar as localidades
incluidas no estudo, apds entrada no acesso da Rodovia BR-116, fazia-se o restante
do percurso em estrada nédo pavimentada por 30 minutos (de carro). Neste percurso,
s6 se via arbustos secos e terra ressecada.

As casas ficam aglomeradas em pequenas localidades e algumas sdao bem
distantes do acude da regido. Muitas casas sdo de taipa e os moradores dormem em

redes por terem muitos membros da familia para dividirem casas pequenas. A
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presenca de animais no peri-domicilio e no intradomicilio € comum na maioria das
casas. Animais como caes, galinhas, ovinos e suinos transitam livremente no interior
das casas.

Foi implementado, no municipio, o Projeto Agua para Todos, que faz parte do
Programa Brasil Sem Miséria do Governo Federal. Este projeto realiza repasses de
recursos para a implementacdo de acdes que proporcionem acesso a agua para
comunidades rurais cujos habitantes se encontram em situacdo de vulnerabilidade
social (Brasil 2011b). O Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (Dnocs)
tem instalado cisternas de coleta de agua da chuva captada nos telhados por calhas
nessas comunidades (Figura 13). As cisternas tém ajudado muito as familias, porém,
em época de longa escassez de chuva ocorre falta de dgua. Os moradores pegam
agua em acudes onde os animais transitam e bebem agua. A agua € levada para as
casas e estocada em cacimbas plasticas para ser utilizada na lavagem de méaos, de
roupas e lougcas. No ano de 1999, foi instalado na comunidade de Barracdo um
dessalinizador (Figura 13) com objetivo de retirar o sal da 4gua salobra retirada de
poco. O sal é retirado através de um sistema de membranas e a agua purificada,
prépria para o consumo humano, é depositada em um reservatério que fica a
disposicao da populagéo. Esta 4gua é utilizada para o consumo de muitas familias,
que vao até o local do dessalinizador com garrafas para pegéa-la.

Além do dificil acesso a agua, foi observado no municipio de Russas que o habito
de defecar no chéo (defecacéo a céu aberto) ainda esta presente nas comunidades.
Um dos motivos relacionados é a propria escassez de agua, que dificulta a utilizacao
das privadas com descarga. Muitas casas possuem fossas para o destino de dejetos.

O cenario de Nossa Senhora de Nazaré € bem distinto e a escassez de agua
nao é tdo marcante. A maioria das casas € de tijolos e algumas de adobe (tijolos
rudimentares macicos, de barro), sendo muitas rodeadas por areia no solo. A maioria
das casas recebe agua por encanamento, sendo provida por po¢os da prefeitura.
Porém, o recebimento de 4gua néo € regular, e quando isso acontece a reducéo de
pressdo na tubulacdo vazia favorece a entrada de contaminantes no sistema.
Portanto, os moradores também precisam armazenar agua para utilizar no dia a dia.
Neste municipio, a porcentagem de individuos que defecam a céu aberto é quase 50%
da populacgéo estudada.

Santa Isabel do Rio Negro é um municipio que enfrenta também muitas
dificuldades com a agua, pois embora seja rodeado por agua do rio, ndo existe

canalizacéo e tratamento adequado das aguas. As casas sao quase todas de madeira
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e desprovidas de latrinas, sendo também praticada a evacuacdo a céu aberto. Em
SIRN, o fornecimento de agua potavel € prejudicado pelo fato de que a dgua do Rio
Negro possui grande concentragdo de matéria organica dissolvida, com aspecto
escuro. Desta forma, a “agua branca” é captada em pogos artesianos, sendo escassa
e armazenada em recipientes precarios.

Comparando RSS no Ceard e NSN no PI, a prevaléncia da giardiase
significativamente foi maior (quase duas vezes maior) em RSS, achado que talvez
esteja relacionado ao maior estresse hidrico observado em RSS, devido a seca e a
necessidade de armazenar agua de forma precaria. Neste sentido, NSN tem uma
oferta de &gua potavel mais estavel, baseada em pocos artesianos da prefeitura.
Entretanto, foi em SIRN que se observou a maior prevaléncia de giardiase, associado
a um cenario sanitario mais desfavoravel e a muito maior concentracdo demografica
da populacéo, pois o estudo foi realizado em area urbana, ao contrario de NSN e RSS.

A porcentagem de moradores vivendo na pobreza e extrema pobreza era maior
em SIRN, NSN e Russas, em ordem decrescente. (Figura 14). Na figura 15 podemos
observar que a prevaléncia de infectados por G. duodenalis era maior em individuos
vivendo na extrema pobreza em SIRN e NSN. Em RSS a prevaléncia foi bem

semelhante em todas as faixas de renda.
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Figura 14 A esquerda: cisternas de coleta de agua da chuva. A direita: dessalinizador
de agua. Municipio de Russas, Ceard, 2013.
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Figura 15 Distribuicdo da frequéncia de individuos que viviam em pobreza extrema,
pobreza e ndo-pobreza nos municipios de Russas-CE, Nossa Senhora de Nazaré-PlI
e Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas.
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Figura 16 Distribuicdo da prevaléncia de Giardia duodenalis em individuos que
viviam em pobreza extrema, pobreza e ndo-pobreza no municipios de Russas-CE,
Nossa Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas.

4.5 Andlise de falas individuais a respeito de parasitoses intestinais

Ap6és visita as casas e realizacdo de entrevistas, foram obtidas 87 respostas em
RSS e 85 em NSN. Foram geradas trés nuvens de palavras com as falas dos
entrevistados: uma nuvem so de falas de moradores de RSS (Figura 16), uma com
falas de moradores de NSN (Figura 17) e uma combinando as falas dos dois
municipios (Figura 18).

Nas falas dos moradores de RSS observamos que o “desconhecimento” era
predominante, mas ao mesmo tempo, “remédio” foi citada por muitos entrevistados. A
palavra “antigamente” e “escutou” também tiveram destaque, bem como “lombriga” e
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“verme”. Algumas palavras sobre sintomas foram citadas, como “diarreia” e “coceira”.

Palavras que faziam referéncia a forma de transmissé@o ou prevengdo foram pouco

citadas, como “alimento”, “agua”, “maos”, “fossa”.

LT

Agente”, referindo-se ao agente de
saude, “exame” e médico também foram pouco citados.
Em NSN, o desconhecimento também estava presente, mas as palavras “verme”

e “criancas” tiveram maior destaque. Muitos entrevistados citaram que haviam

“escutado” falar de vermes e citaram parasitos como “oxiuros”, “lombriga” e “ameba’.

“Médico”, “exame” e “remédio” também foram muito citados. Em relacdo a transmisséo

3 “* ” “* ” “

e prevencao as palavras mais citadas foram “lavar”, “porco”, “carne”, “maos”. Sobre

LTS

os sintomas foram citados “dor”, “diarreia” e “coceira”.

Ao concatenar as falas dos moradores dos dois municipios, vemos que hid um

“‘desconhecimento” muito grande. Mas ha presenca destacada das expressdes

remédio”, “médico” e “lombriga”.

“criangas”, “antigamente”,
tratemento consulram
meninos exame e
muito diarreia &

= con Qe G agentenie T ciogn . Uerme
Féemedno =:: == =« édie
"mlombriga es cutou anhgamente

Figura 17 Nuvem de palavras elaborada com base nas falas dos entrevistados de
Russas, Ceara, 2013.
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Figura 18 Nuvem de palavras elaborada com base nas falas dos entrevistados de
Nossa Senhora de Nazaré, Piaui, 2014.
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Figura 19 Nuvem de palavras elaborada com a combinacéo das falas obtidas em
Russas-CE e Nossa Senhora de Nazaré-PI.

4.6 Ac0Oes de Educacdo em Saude

No municipio de Russas foram realizadas duas agbes nas comunidades
trabalhadas. A primeira ocorreu com estudantes da Escola Uirandé Augusto Borges
na comunidade Barracdo, com a participacao de aproximadamente 50 estudantes e o
espaco utilizado foi o de uma igreja ao lado da escola (Figuras 19). A segunda acéo

ocorreu na Escola Municipal Reboucgas do Amaral em Capim Grosso e foi dividida em
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duas atividades: i) com a presenca de aproximadamente 40 alunos; ii) com 60 criancas
aproximadamente. Estas atividades ocorreram dentro da sala de aula (Figura 19).

No municipio de NSN foram realizadas duas a¢des, uma ao ar livre e outra em
uma escola. A primeira ocorreu ha comunidade Sao Paulo, no quintal da casa de uma
agente comunitaria de saude. Todos os moradores da localidade foram convidados a
levar seus filhos, e no dia participaram aproximadamente 16 adultos e 15 criancas
(Figura 20). Na Unidade Escolar José de Ribamar Lopes, no centro da cidade,
aconteceu a segunda acao, que teve participacao de aproximadamente 30 criancas
(Figura 20).
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Figura 20 Atividades de educacdo em saude desenvolvidas com estudantes e
responsaveis no municipio de Russas, Ceara, 2013.

Figura 21 Atividades de educacao em saude desenvolvidas com estudantes e
responsaveis no municipio de Nossa Senhora de Nazaré, Piaui, 2014.
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5 DISCUSSAO

Prevaléncia, distribuicéo e fatores associados a infeccao por Giardia duodenalis
em trés municipios das regides Norte e Nordeste brasileiras

Estes estudos mostram que G. duodenalis foi 0 protozoario patogénico mais
frequentemente detectado nas fezes dos participantes das pesquisas nos trés
municipios. Em Santa Isabel do Rio Negro (16,9%) e Russas (14,1%) a prevaléncia
foi maior que em Nossa Senhora de Nazaré (8,4%). Prevaléncia semelhante tem sido
relatada em outros municipios brasileiros (de Moraes Neto et al. 2010, Valverde et al.
2011, Nunes 2011, Simdes et al. 2015). O protozoario ndo patogénico Entamoeba coli
teve alta positividade nos trés locais estudados (37,2% em SIRN, 14,1% em NSN e
12,2% em RSS), sinalizando a ingestdo de agua ou alimentos contaminados com
fezes humanas (Sard et al. 2011).

A prevaléncia da infeccdo por helmintos transmitidos pelo solo mostrou-se bem
diferente entre os municipios, com alta frequéncia de Ascaris lumbricoides (25,4%) e
Trichuris trichiura (22,4%) em SIRN e a auséncia destes parasitos em RSS e NSN. A
presenca de ancilostomideos foi observada nos trés municipios, porém com
prevaléncias diferentes (3,5% em SIRN, 14,1% em NSN e 3,7% em RSS). Alves et al.
(2003) realizaram estudo na regido de S&o Raimundo Nonato-Pl e encontraram
cenario semelhante a NSN, e trazem a tona a discusséo de que nestas regides semi-
aridas os periodos de seca influenciam na manutencdo destes parasitos que
necessitam de passagem pelo solo, embora os ancilostomideos ainda estejam
presentes.

Em varios paises tem sido demonstrada uma tendéncia de queda na
prevaléncia dos geo-helmintos, associada a persisténcia das infeccbes por
protozoarios (Silva et al. 2009, Macchioni et al. 2015). Este cenario tem sido muito
influenciado pelas campanhas de vermifugacdo em massa que vem ocorrendo em
todo o mundo (Olds 2013), mas outros fatores como melhoria nas condi¢cdes sdcio-
econdmicas, adequado destino dos dejetos e mudanca de habitos das populacdes
também podem estar relacionados (Chammartin et al. 2014). E importante ressaltar
que o programa de vermifugacdo em massa ainda nao tinha sido realizado em
nenhum dos municipios visitados neste estudo.

Avaliacdes recentes de prevaléncia de parasitoses entéricas tém mostrado que
0S protozoarios intestinais, apesar de seu impacto significativo na saude, nao tém sido
efetivamente alvo das intervencdes em larga escala contra as doencgas tropicais

negligenciadas (Turkeltaub et al. 2015). Este fato também é observado em relagéo a
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giardiase no Brasil, tendo em vista as iniciativas de controle de parasitos intestinais
recentemente implementadas pelo Ministério da Saude do Brasil (Brasil 2012) que
consistiu na distribuicdo de uma dose de Unica de albendazol de 400 mg em escolas
e centros de saude. Estudo realizado na Turquia mostrou que o albendazol é eficaz
no tratamento de giardiase quando administrado 10 mg/kg durante 5 dias (Yereli et al.
2004, Granados et al. 2012)

O composto derivado 5-nitroimidazélico amplamente usado para tratar a
giardiase, metronidazol, ndo pode ser administrado em dose Unica, sendo necessaria
administracdo por 5 dias (Leitsch 2015). Embora trés outros derivados de 5-
nitroimidazolico - Secnidazol, Ornidazol e Tinidazol, todos comercializados em
diversos paises (Leitsch 2015) - sejam eficazes em dose Unica contra G. duodenalis,
0 custo destes farmacos e seus efeitos adversos ainda impedem seu uso em
estratégias de tratamento em grande massa.

Observou-se que a infeccdo por G. duodenalis foi mais frequente entre pessoas
que vivem abaixo da linha de pobreza em RSS e NSN, porém em SIRN ndo houve
esta associacdo, estando a infec¢do igualmente presente independentemente da
renda da familia. Foi observado que a positividade para G. duodenalis era
significativamente maior em casas com mais de cinco moradores na casa. Esta
relacdo também foi demonstrada por Oliveira-Arbex et al. (2016) em estudo realizado
em S&o Paulo e por Silva et al. (2009) no Vale do Jequitinhonha-MG.

Em relacdo a idade, observou-se que a infeccdo por G. duodenalis estava
presente em todas as faixas etarias, inclusive entre adultos. A diarreia causada pelo
parasitismo intestinal, bem como sua influéncia no desenvolvimento das criancas
possui grande importancia e tem sido a base para programas de controle voltados
para grupos de escolares. Porém, a infeccdo nos adultos também deve ser
diagnosticada e tratada, visto que estes, podem permanecer como fontes de
contaminacdo da agua ou alimentos.

A infeccdo também esteve associada a defecacdo a céu aberto em um
municipio. Estes fatos sugerem que as melhorias na renda e saneamento poderiam
reduzir significativamente a prevaléncia de giardiase (Schmidlin et al. 2013, Alves de
Oliveira Serra et al. 2015). Durante conversa com moradores das regides estudadas,
observamos que a defecacdo a céu aberto € um habito realizado ndo apenas por
pessoas que nao possuem vaso sanitario, mas mesmo entre as pessoas que 0
possuem. Portanto, a educacdo em saude € importante para sensibilizar estes

moradores para a importancia do destino adequado de dejetos (Schmidlin et al. 2013).
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A precipitacdo pluviométrica e estresse hidrico sdo fatores que direta ou
indiretamente também podem influenciar a prevaléncia de giardiase. Por exemplo,
observou-se que a giardiase foi significativamente mais prevalente em RSS, uma area
sob estresse hidrico substancial, do que em NSN. Em RSS, a giardiase foi mais
frequente entre os habitantes que bebem agua trazida por caminhdes-pipa. Os fatores
que podem estar relacionados a este fato sédo: 1) a fonte de 4gua que o caminh&o
abastece pode estar contaminada; 2) o local de armazenamento da 4gua nas casas
pode estar contaminado. A prevaléncia também foi alta em casas que utilizam agua
da chuva armazenada em cisternas. Na ocasido do estudo, em RSS, esta agua havia
sido coletada durante a estagédo chuvosa e armazenada por quase 10 meses, durante
a seca, potencialmente favorecendo a contaminacao da cisterna por cistos.

A agua de chuva coletada por meio de calhas nos telhados tem sido muito
utilizada em locais com escassez de agua, constituindo a base do Programa Agua
para Todos, no nordeste do Brasil. Porém, esta agua precisa ser tratada antes de
consumida, pois estudos mostram que pode haver risco a salde pela transmissdo de
bactérias ou protozoarios zoonadticos provenientes de excretas de animais (Ahmed et
al. 2011, Fletcher et al. 2012). Assim, temos a hipétese de que condi¢cdes de seca
podem indiretamente contribuir para um aumento da prevaléncia de G.
duodenalis devido aos longos periodos necessarios de armazenamento de agua e
favorecimento da contaminacéo da agua por outros fatores (FAO 2008), embora mais
estudos sejam necessarios para testar esta hipotese.

Em RSS, muitos participantes do estudo relataram consumir a agua do
dessalinizador instalado na comunidade. Durante o processo de retirada de sal da
agua salobra ocorre a filtracdo desta agua. Apds a realizacado dos exames de fezes
observamos que a prevaléncia de giardiase nas pessoas que bebiam desta fonte de
agua era menor. Com isso, ressaltamos a importancia do processo de filtracdo de
agua para reduzir a transmissao de protozoarios.

Em SIRN foi observado uma alta porcentagem de pessoas vivendo abaixo da
linha da pobreza (64,7) e um cenario de dificil acesso a agua potavel, precariedade
do saneamento e aglomeracdo de pessoas com muitos moradores por casa. Estas
condicbes estdo diretamente relacionadas aos resultados dos exames de fezes
obtidos. Nesta regido ainda predominam os helmintos transmitidos pelo solo, porém
G. duodenalis também esta presente com alta prevaléncia.

A frequéncia de infeccdo por protozoarios mostrou-se semelhante nos

municipios estudados, mesmo havendo grandes diferencas de condi¢cdes ambientais.
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E importante ressaltar que mesmo em local de escassez (RSS), abundancia (SIRN) e
irregularidade (NSN) de agua o protozoario G. duodenalis esta presente, devido as
condigBes precérias de saneamento e socioecondmicas das regides estudadas.

Neste estudo a infec¢@o por G. duodenalis foi detectada por meio de técnicas
parasitologicos tradicionais, incluindo centrifugo-sedimentacdo em acetato de etila e
centrifugo-flutuagdo em sulfato de zinco. Estas técnicas sdo demoradas e de trabalho
intensivo, no entanto, fornecem informacdes valiosas, porque séo capazes de detectar
cistos e sao, portanto, consideradas o padrao ouro para o diagnoéstico de protozoarios
intestinais. Normalmente, os inquéritos parasitologicos com o objetivo de avaliar a
prevaléncia de helmintiases empregam o0 método de Kato-Katz, que ¢é
operacionalmente mais conveniente (Lustigman et al. 2012). Portanto, ndo séo
apenas os tratamentos em massa que ndo tem abrangido protozoarios intestinais,
mas também a técnica que esta sendo utilizada para diagnostico. Em muitas regides,
a estratégia de tratamento em massa para controle das helmintiases tem sido
realizada sem diagndéstico parasitolégico, contribuindo para o enfraguecimento de
infraestrutura basica de laboratorios e a falta de treinamento de pessoal para realizar
esses exames.

Quando utilizada em estudos transversais, as técnicas de diagndstico
molecular geralmente trazem taxas de prevaléncia mais elevadas devido a sua maior
sensibilidade, sugerindo que algumas infec¢cdes ndo sao detectadas por microscopia
de luz (Verweij & Stensvold, 2014). No presente estudo muitas amostras que
apresentaram positividade na microscopia, ndo se mostraram positivas na PCR, fato
que pode estar relacionado a baixa quantidade de cistos nas amostras. Este fato nos
leva a sugerir que a biologia molecular deve somar-se a microscopia, € hao substitui-
la. Além disso, o maior custo para realizacdo da PCR inviabiliza a utilizacdo desta para

diagnéstico em muitos paises em desenvolvimento (Ignatius et al. 2012).

Impacto da infec¢cdo por Giardia duodenalis sobre o estado nutricional de
criangas

No estudo de antropometria realizado nas criancas de RSS e NSN observamos
que as criancas infectadas com G. duodenalis sdo mais, frequentemente, de baixa
estatura e baixo peso em comparacdo com criangas nao infectadas, mesmo apés o
controle para potenciais fatores de confundimento, tais como renda e sexo.

A associacao de déficit de crescimento e infeccédo por G. duodenalis tem sido

demonstrado em varios estudos. Por exemplo, estudo realizado na regido Amazonica
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do Brasil mostrou que o indicador antropomeétrico HAZ era negativamente influenciado
pela giardiase (Carvalho-Costa et al. 2007a). Corroborando com esse achado,
estudos realizados no Nordeste do Brasil também demostraram que a infec¢éo por
este parasito influenciava o estado nutricional de criangas (Prado et al. 2005, Matos
et al. 2008, Silva et al. 2009). Em Ruanda, a infec¢cao por G. duodenalis foi identificada
como preditora de desnutricdo e baixo peso (Ignatius et al. 2012). Da mesma forma,
a giardiase também foi um forte preditor de baixo indicador HAZ na Colémbia e Ir&, e
também tem sido mostrada como significativamente associada com menor peso
corporal, niveis séricos de zinco e de ferro no Egito (Nematian et al. 2008, Botero-
Garcés et al. 2009, Abou-Shady et al. 2011).

Estudos aprofundados ainda precisam ser realizados para que a relagcéo entre
giardiase e desnutricdo seja entendida. A questédo a ser elucidada é se a desnutricao
seria decorrente da méa-absorcéo pela infec¢ao por G. duodenalis ou se a desnutricdo
prévia seria fator agravador para o desenvolvimento da infec¢do por G. duodenalis,
podendo levar a quadros mais graves.

Ainda assim, podemos concluir que a giardiase € uma parasitose intestinal
associada a danos no desenvolvimento fisico de criancas em areas endémicas com

condicdes precarias de saneamento.

Frequéncia e distribuicdo dos assemblages de Giardia duodenalis em Nossa
Senhora de Nazaré, Russas e Santa Isabel do Rio Negro pelos diferentes alvos

No presente trabalho, o gene codificante da proteina B-giardina foi o alvo
molecular para o qual obtivemos mais sucesso nas amplificacdes. Vale ressaltar que
a opcao por utilizar primers que amplificassem um fragmento maior (753 pb) do que o
comumente utilizado por outros estudos, ao fazerem a nested-PCR se deu para que
se tivesse maior nimero de bases nitrogenadas para avaliacdo das diferencas entre
os haplétipos, visto que algumas diferenciacdes séo feitas por apenas uma base
nucleotidica. Porém, para os alvos tpi e gdh, ndo se obteve sucesso em amplificar o
fragmento maior, tendo que seguir com a estratégia nested-PCR utilizando um
fragmento menor.

As amostras com as quais se conseguiu melhores resultados foram as de
SIRN, que possuiam muitos cistos por campo na microscopia, indicando maior carga
parasitaria. Muitas amostras positivas na microscopia convencional ndo foram
amplificadas com a PCR e este fato pode estar relacionado a baixa quantidade de
cistos por campo, a presencga de inibidores da PCR ou ainda a maior variabilidade nos
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genes alvo (Gelanew et al. 2007, Caccio & Ryan 2008, Palmer et al. 2008, Scalia
2012).

Essas variagcdes também contribuiram para que o nimero de amostras nas
quais foram obtidos segmentos dos trés genes amplificados fosse baixa. Caccio &
Ryan (2008) relataram que a amplificacdo de genes de cdpia Unica, como os trés alvos
utilizados neste trabalho, parece ocorrer de forma mais irregular, de forma que
estudos tem relatado que, em uma mesma amostra, pode-se obter sucesso na
amplificacdo de um alvo e fracasso na de outro. Com isso, a andalise mutilocus foi
possivel em 20 das amostras positivas. Esta dificuldade de amplificacdo de varios
genes na mesma amostra tem sido relatada em outros estudos (Beck et al. 2012,
Durigan et al. 2014).

Pelo sequenciamento do gene codificante da S-giardina foi observado que o
assemblage B foi identificado mais frequentemente que o assemblage A, fato que esta
de acordo com outros estudos (Lebbad et al. 2008, Ryan & Caccio 2013). Na arvore
filogenética, estes assemblages se agrupam em clados bem definidos. As amostras
classificadas como assemblage A apresentaram baixa diversidade genética. Quanto
aos sub-assemblages, os tipos All e Alll foram os detectados. Porém, em algumas
amostras, nao foi possivel definir-se os sub-assemblages, pois estas apresentavam
picos sobrepostos, sugerindo infeccées mistas (Lebbad et al. 2011). A ndo deteccao
de sub-assemblage Al d& confiabilidade aos nossos dados, visto que o controle
positivo usado em nossas reacdes era da cepa WB, caracterizada previamente como
sub-assemblage Al.

Neste estudo, também se constatou a grande diversidade genética do
assemblage B que é citada por outros autores (Wielinga & Thompson 2007, Sprong
et al. 2009, Kosuwin et al. 2010, Durigan et al. 2014). O procedimento de clonagem
génica soO foi possivel nas amostras com picos sobrepostos de SIRN, portanto a
caracterizacdo em sub-assemblages nao foi realizada na maioria das amostras do
assemblage B. Das amostras caracterizadas, poucas eram semelhantes a sub-
assemblages ja descritos, sendo a maioria ndo encontrada nos bancos repositérios
de sequéncias nucleotidicas. Dentre as amostras de SIRN, foram encontrados cinco
haplotipos que eram iguais aos identificados em moradores de outras casas. Foi
possivel caracterizar ainda uma amostra de RSS idéntica a outra de SIRN. Todos 0s
outros haplétipos eram diferentes entre si, mostrando a grande diversidade genética

do assemblage B.
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Devido a sua maior diversidade genética, pressupde-se que o assemblage B
estd potencialmente associado a transmissdo zoonotica, onde véarios hospedeiros
podem manter a contaminagdo ambiental. A alta divergéncia genética entre A e B (5,5-
6,3) apoia a proposta de separacdo do taxon em espécies distintas, G. duodenalis e
Giardia enterica (Monis et al. 2009).

Os alvos moleculares gdh e tpi apresentaram menor taxa de sucesso no
sequenciamento nucleotidico, e pela ndo realizacdo da clonagem génica utilizando
estes marcadores, ndo foi possivel fazer uma andlise detalhada das amostras
caracterizadas como assemblage B, pois as mesmas possuiam muitos picos
sobrepostos. Caccio et al. (2008) comentaram que a heterogeneidade tem sido
encontrada nos alvos B-giardina, gdh e tpi e pode ser decorrente de cistos distintos
(infeccdo mista) ou de heterozigosidade alélica, ja que trata-se um parasito bi- ou
tetranucleado, dependendo do estagio evolutivo.

As amostras caracterizadas como assemblage A nos alvos gdh e tpi
mantiveram as caracteristicas observadas no gene B-giardina, possuindo baixa
diversidade genética e agrupando-se em clados bem definidos na arvore filogenética.

Pela andlise das amostras nas quais foi possivel sequenciar segmentos dos
trés genes, observou-se que 60 apresentavam picos sobrepostos no eletroferograma.
Este fato demonstra a dificuldade de se realizar a analise concatenada de sequéncias
de diferentes genes utilizando o método multilocus. Outro fator que dificultou essa
analise foi o insucesso na amplificacao dos trés genes nas amostras, que pode estar
relacionado a falhas metodol6gicas. Porém, ao ser encontrado um padrdo de
insucesso nos genes de pessoas da mesma familia, surge a hipétese levantada por
Robertson et al. (2007), que o fenbmeno possa estar relacionado a haplétipos que
tenham acumulado mutacdes (insercdes, dele¢cbes ou substituicbes) na area de
ligacdo do primer.

Infeccdo mista pelos dois assemblages, A e B, foi observada em dois
moradores da mesma casa, sendo cada assemblage identificado por um gene alvo
diferente, fato observado também por Caccié et al. (2008). Infeccbes mistas séo
frequentemente relatadas na literatura, mas a prevaléncia € maior em paises em
desenvolvimento (Gelanew et al. 2007, Cooper et al. 2010, Ryan & Cacci6é 2013).
Também foi observado que havia infec¢éo por diferentes assemblages em moradores
da mesma residéncia, mostrando a diversidade de fontes de infec¢éo possivel para

este parasito.
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Filogenia e epidemiologia molecular da giardiase em Santa Isabel do Rio Negro

A infeccdo por G. duodenalis estava distribuida por toda a cidade, com algumas
areas de maior frequéncia. Curiosamente, a positividade para G. duodenalis néo
estava, nesta cidade, associada a baixa renda familiar. A alta diversidade de
haplétipos e sua ampla distribuicdo, observadas nesta pequena cidade, sugere a
presenca de mdultiplas fontes de infec¢do, o que poderia estar relacionado com a
contaminagcdo ambiental com fezes, possivelmente de origem humana e animal
(Durigan et al. 2014). Muitas casas nao tém acesso a agua potavel, sendo servidas

nA

por duas fontes: "agua preta”, que é retirada do Rio Negro e clorada em uma estacao
de tratamento, e "agua branca", que é retirada de pocos artesianos. A maioria das
casas nao tem fossas sépticas ou vasos sanitarios e o descarte de fezes é feito
diretamente no rio. Esta pratica pode facilitar a propagacao de diferentes haplétipos
de G. duodenalis. Os hotspots observados nas margens do Rio Negro sugerem que
as pessoas que vivem mais perto do rio estdo em maior risco de infecgao.

A Amazbnia é a maior bacia de drenagem do mundo e abriga um quinto das
reservas de agua doce do planeta. Paradoxalmente, as condi¢cdes de vida de muitas
pessoas que habitam esta bacia séo precarias e caracterizadas por estresse hidrico,
favorecendo a transmissdo fecal-oral de doencas, tais como a giardiase. A
concentracédo de cloro adicionado a &gua de beber nao é suficiente para inativar cistos
de protozoarios e, portanto, ndo é eficaz para o controle da giardiase. Para um
controle adequado da giardiase na regido serdo necessarias melhoria na qualidade
da 4gua potavel e reducao da contaminacao do meio ambiente com fezes (Robertson
& Lim 2011). Apesar da prevaléncia da giardiase e impacto na saude, intervengdes
de grande escala, como as implementadas para o controle de helmintos transmitidos
pelo solo, sdo inexistentes em paises em desenvolvimento. Neste contexto, infeccbes
por protozoarios emergem como condicBes negligenciadas na era de controle dos

helmintos transmitidos pelo solo (Turkeltaub et al. 2015).

Epidemiologia de Giardia duodenalis e a atual estratégia brasileira de controle

das parasitoses intestinais

As estratégias de controle de parasitoses intestinais no Brasil acompanham as
sugeridas pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO 2011), porém, séo ac¢0es focais
que nao interferem nas condigbes de transmissdo das parasitoses intestinais. A

reducdo na carga parasitaria pode ser benéfica para as criangas tratadas, porém nao
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leva em conta a reinfeccdo. Visto que a faixa etaria abrangida pelos Planos é bem
estreita, os outros hospedeiros infectados continuardo contaminando o ambiente
pelas condigcbes de saneamento e acesso a agua potavel ndo terem sofrido
modificacdes.

Por ter como alvo apenas geo-helmintos, a terapéutica utilizada nao é eficaz na
infeccdo por protozoarios como Giardia duodenalis, que requer diferentes principios
ativos, dosagens e duracédo (Ferreira et al. 2015, Macchioni et al. 2015, Turkeltaub et
al. 2015).

Outro aspecto a ser considerado é que o tratamento coletivo pode estar
conduzindo ao enfraquecimento do poder de diagndstico dos laboratérios municipais
pela ndo realizacdo de exames parasitologicos de fezes. Esta situacdo tem como
consequéncia a geracdo de um amplo desconhecimento sobre a prevaléncia das

parasitoses como a giardiase.

Andlise de falas individuais a respeito de parasitoses intestinais e Educacdo em
Saude

A técnica de criacdo de nuvens de palavras nos auxiliou na compreensao e
visualizacao de falas a respeito do tema pesquisado, e tem sido utilizada também em
outros estudos (Cicuto & Correia 2012, Carvalho Jr et al. 2012, Dias et al. 2014). Por
meio desta técnica, foi possivel observar que o desconhecimento a respeito das
parasitoses ainda esta presente nas comunidades, como visto também por Midzi et
al. (2011) em estudo feito no Zimbabue. As expressdes chave mais utilizadas
mostraram que o cenario atual de verminoses € diferente de antigamente, sendo
citado como algo que néo € mais tao frequente. No imaginario da populacdo, o acesso
a médicos e remédios parece se sobrepor a aspectos de prevencdo basica. Em
Russas, 0 agente comunitario de saude foi lembrado quando foi abordado um tema
relacionado a saude, mostrando a importancia da relacéo destes profissionais com o
acompanhamento da saude na comunidade.

Em estudo realizado por Mello et al. (1988) foi observado que a visualizagéo e
identificacdo dos sintomas era bem presente na populagdo. Nesta pesquisa, notou-se
que, hoje, os atores que podem auxiliar na resolucéo do problema, como “Médico”,
“‘Agente” e “Medicamento” aparecem mais fortes que os sintomas. Ainda com relacéo
ao estudo feito por Mello et al. (1988) também foi vista a presen¢ca muito marcante de

simpatias e chas utilizados em criangas que apresentavam sintomas, fato que néo foi
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observado no presente estudo. Este achado pode estar relacionado ao maior acesso
a atendimentos em saude e facil obtencéo de anti-helminticos nos dias atuais.

Embora ndo tenham sido encontradas pessoas infectadas por A. lumbricoides
nas localidades estudadas, a lombriga ainda é a mais lembrada quando se fala de
parasitoses intestinais. Pelo sabido desconhecimento da populacdo a respeito da
palavra “protozoarios”, optou-se por se referir as parasitoses intestinais pela
denominacéo “vermes”. A mengao as amebas, ocorrida no municipio de NSN, pode
indicar que os protozoarios estdo sendo indicados como causadores de doencas,
sugerindo que a transicdo no sentido de uma maior prevaléncia de protozoarios, ao
invés de helmintos, possa estar sendo percebida pela populagéo.

Ao ser abordado o0 assunto verminoses, poucos entrevistados fizeram
associacdo com as condicfes precarias de saneamento e agua potavel observadas
nas areas em que moram. Este fato mostra que a necessidade de sensibilizacdo com
atividades de educacdo em salde ainda esta presente, desta forma, pondera-se que
esta populacéo precisa perceber mais claramente que as condi¢des que os rodeiam
sao predisponentes a aquisicdo de infeccdes, e assim, exigir melhorias.

Devido a diversidade de fatores associados a transmissdo das parasitoses
intestinais, realizar o tratamento isoladamente nao contribui significativamente para o
controle das mesmas. Tornam-se necessarias, além de mudancas estruturais como
saneamento, atividades de sensibilizacao realizadas na educacdo em saude, para que
a comunidade seja uma parceira no desenvolvimento de a¢cBes para mudancas na
qualidade de vida do grupo (Uchéa et al. 2001, Heukelbach et al. 2003). Ferreira e
Andrade (2005) indicam que, quando bem aplicadas, as praticas educacionais levam
as pessoas a adquirirem o0s conhecimentos necessarios para prevencdo de
parasitoses, alcancando objetivos propostos e evidenciando o valor da orientacéo
para a conscientizacdo da populacgéo.

Para estas atividades, varios recursos tém sido propostos como auxiliares no
processo de sensibilizacdo, como jogos, cartilhas, feiras de saude, pecas de teatro e
fantoches (Schall et al. 1987, Schall et al. 1993, Synovitz 1999, Toscani et al. 2007).
Neste estudo realizamos algumas acdes de educacdo em saude para sensibilizar
moradores das areas visitadas e escolares utilizando teatro de fantoches, leitura de
livros e palestras. Synovitz (1999) cita que o uso de fantoches deve ser incentivado,
visto que fornece um ensinamento imaginativo, e sugere que as criangas sejam 0s
criadores das histérias e manipuladores dos bonecos para estimular o pensamento

criativo e aumentar sua autoestima. Uchba (2008) menciona que a utilizacdo de
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literatura infantil como estratégia pode representar um veiculo eficiente de difuséo do
conhecimento cientifico, bem como contribuir para a formacao de difusores do assunto
na comunidade, possibilitando uma mobilizacdo social capaz de atuar de forma
relevante no controle de endemias.

Ha necessidade de melhoria nas estratégias de controle das parasitoses
intestinais, devendo a mesma ser ampliada para protozoéarios. Essas estratégias
deverdo avaliar ac6es focais voltadas para a realidade de cada municipio. A melhoria
Nno acesso a agua potavel ndo parece estar sendo acompanhada na melhoria de
destino de dejetos. Essas acbGes se complementam, sendo importantes para a
diminuicdo de fatores predisponentes a infeccdo por parasitos intestinais. Além da
melhoria de infraestrutura poderia ser pensada uma estratégia de tratamento em
massa com medicamentos que abrangessem protozodrios, com isso a carga

parasitaria diminuiria e consequentemente diminuiria a contaminacdo ambiental.
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6 PERSPECTIVAS

As perspectivas para a continuacdo da linha de pesquisa sdo de ampliar as
analises filogenéticas apos clonagem de maior nUmero de amostras; coletar amostras
de animais para estudar o aspecto zoondético da giardiase; realizar novas coletas nos
municipios para que possa ser feito um estudo longitudinal; acompanhar a
implantacdo do programa agua para todos, com enfoque na qualidade da agua

armazenada nessas cisternas.
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7 CONCLUSOES

A prevaléncia da infeccdo por Giardia duodenalis foi considerada elevada,
significativamente superior em SIRN e RSS.

Nao houve associacdo das faixas etarias ou géneros a infecgdo por Giardia
duodenalis.

Em RSS, houve associagdo da giardiase com a pobreza definida por renda per
capita familiar mensal inferior a R$ 154,00. Em SIRN e NSN, esta associacao
nao foi observada.

Em SIRN, a distribuicdo espacial da infeccéo foi mais heterogénea, havendo
localidades com taxa de positividade significativamente superior.

Em NSN, a positividade para Giardia duodenalis foi associada a defecacéo a
céu aberto e maior numero de moradores na casa.

Em RSS, menor frequéncia de infeccdo foi observada em pessoas que
consumiam agua obtida de pocos artesianos e dessalinizada.

A desnutricdo definida como déficit de altura e de peso para a idade foi
associada a infeccao por Giardia duodenalis.

Os assemblages A e B de Giardia duodenalis estiveram presentes em
proporcdes semelhantes em RSS e NSN. Em SIRN, predominio
do assemblage B foi observado. Infec¢cbes mistas por A e B foram observadas.
O assemblage B demonstrou maior diversidade genética quando comparado a
A, principalmente em SIRN.

Nas areas estudadas, a giardiase € uma parasitose intestinal de alta
prevaléncia, estando distribuida em regides e biomas distintos, em municipios
submetidos a diferentes graus de estresse hidrico. A infec¢gdo nem sempre esta
associada a renda, havendo possivelmente importantes determinantes
socioambientais e ecologicos, em areas com infraestrutura sanitaria claramente

inadequada.
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9 APENDICES

9.1 Apéndice 1. Cadastro de dados individuais e questionario socioeconémico

utilizado nos municipios de Russas-CE, Nossa Senhora de

Santa Isabel do Rio Negro-AM

Nazaré-Pl e

Ministério da Salide Dat:
. . NV ata:
FIOCRUZ Cadastro e Questiondrio Epidemiolégico .
Fundagic Oswaldo Cruz Cddigo da casa:
Lat:
1- Endereco: Long:
2 - Numero de moradores:
3 - Renda da familia (sem bolsa do governo):
4 - Recebe bolsa do governo? ( )sim ( )ndo Qual? Valor da bolsa:
5 — De onde vem a sua dgua?
6 - De onde vem a dgua usada para beber?
7 - E feito algum tratamento na dgua antes de beber? ( )sim ( )nio  Qual?
8 - Onde os moradores da casa defecam?
9 - Para onde vdo as fezes?
10 - Possuem animais ao redor ou dentro da residéncia? (colocar espécie e niumero)
11 - O que poderia falar sobre verme aqui na comunidade?
Morador 1 Adulto( )  Crianga ( ) Sintomas:
Dor de barriga: sim( ) ndo( )
Diarreia: sim( ) ndo( )
Nome: A . =
Vémito:sim () ndo( )
Nome da mie (se for crianga): Prisdo de ventre: sim () ndo( )
Outros:
Data de nascimento: Sexo: F( ) M( )
Profissdo: Resultado EPF:
Peso: Altura: Circunferéncia braquial:
Sintomas:
Morador 2 Adulto () Crianga ( ) Dor de barriga: sim( ) ndo( )
Diarreia: sim( ) ndo( )
Nome: Vémito:sim () ndo( )
" Prisdo de ventre:sim( ) ndo( )
Nome da mae (se for crianga):
Qutros:
Data de nascimento: Sexo: F( ) M( )
Profiss3o: Resultado EPF:
Peso: Altura: Circunferéncia braquial:
Morador 3 Adulto Crianca
) @) Sintomas:
Dor de barriga: sim( ) ndo( )
Nome: Diarreia: sim( ) ndo( )
Vémito:sim () ndo( )
Nome da mae (se for crianca): Prisdo de ventre:sim( ) ndo( )
Data de nascimento: Sexo: F( ) M( ) Outros:
Profissdo: Resultado EPF:
Peso: Altura: Circunferéncia braquial:
Morador 4 Adulto Crianca
I ) @l ) Sintomas:
Dor de barriga: sim( ) ndo( )
Nome: Diarreia: sim () ndo( )
Vomito: sim ndo
Nome da mae (se for crianga): o () ) 0 ~
Prisdo de ventre:sim( ) ndo( )

Data de nascimento:

Profissdo:

Peso: Altura:

Sexo: F( )

Circunferéncia braquial:

M( )

100

Outros:

Resultado EPF:




9.2 Apéndice 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Russa-CE e

Nossa Senhora de Nazaré-PI

m::‘:;:‘:‘omm TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Participante:

Enderego:

RG: n° Orgio Emissor:

O(a) Sr. ("), e/ou seu filho(a), estdo sendo convidados(as) a participar do estudo “Giardiase: prevaléncia,
impacto sobre o status nutricional e epidemiologia molecular em localidades endémicas”, aprovado no Comité
de Etica em Pesquisa sob o n° CAAE: 12125713.5.0000.5248 e de responsabilidade dos pesquisadores Filipe
Anibal Carvalho Costa e Beatriz Coronato Nunes do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz.

Este estudo tem como objetivo aprofundar o conhecimento sobre um germe ou micro-organismo chamado
Giardia duodenalis. Sera estudado se os participantes tem este micro-organismo, se ele estd influenciando na
nutri¢do de criangas, e os fatores que estdo influenciando para a infecgéo das pessoas.

Os pesquisadores irdo realizar, nos participantes da pesquisa, exames parasitologicos de fezes, ou seja, exames
de fezes comuns para detectar a presenca de vermes, giardia e ameba. Para este exame serdo entregues potes
plasticos para que os participantes possam coletar as amostras de fezes de um dia, e entregar aos
pesquisadores. As criangas, até 14 anos, serdo pesadas e sera medida altura e a circunferéncia do brago.

Também sera realizado o preenchimento de questionarios para a coleta de informagdes/dados para realizagio
do estudo, as quais so poderdo ser utilizadas no contexto do estudo ou em artigos relacionados ao estudo.

O incémodo em participar desta pesquisa é coletar amostras de fezes em frasco e entregar para os
pesquisadores. Caso seja confirmado que o participante esti com vermes, giardia ou ameba, 0 mesmo sera
tratado, sendo os remédios fornecidos gratuitamente pela Fiocruz e entregue ao participante com auxilio de
médico do Posto de Saude da regido.

-

Todas as informagdes referentes aos participantes do estudo sdo confidenciais, isto €, ndo podem ser
divulgadas com os nomes das pessoas. Portanto, os pesquisadores garantem direito a privacidade. Desta forma
vocé ou seu filho ndo poderdo ser identificados e ninguém sabera que podem estar com parasitos por
garantimos o segredo sobre todas as informagdes que forem fornecidas nos questionarios e sobre o diagndstico
do parasito. Ou seja, ninguém sabera se vocé ou seu filho estdo infectados com o parasito ou ndo.

O beneficio para os participantes é a possibilidade de, caso esteja com vermes, giardia ou ameba, se tratar.
Além disso, vamos esclarecé-los sobre as situagdes que facilitam a contaminagdo e os cuidados a tomar para
se prevenir dela.

A participagdo das pessoas nesta pesquisa € voluntaria, ou seja, a pessoa so participa caso queira. Todos os
participantes tém o direito de sair da pesquisa a qualquer momento. Ndo ha nenhum valor econémico a
receber ou pagar para participar dessa pesquisa. Esta pesquisa ndo ¢ um ensaio clinico, ou seja, ndo estdo
sendo testados novos medicamentos ou exames de diagndstico. Os procedimentos realizados sdo aqueles ja
comumente utilizados no Posto de Saude para diagnosticar e tratar as parasitoses intestinais (vermes, giardia e
ameba).

Quaisquer duvidas podem ser tiradas com os pesquisadores responsaveis pela pesquisa nos telefones
fornecidos neste termo. Recebi uma copia deste termo de consentimento.

Local Data
Assinatura ou impresséo digital do Assinatura do responsavel pelo projeto
participante/responsavel
Lab orio de Epidemiologia e Si atica Molecular - Instituto Oswaldo Cruz /IOC /FIOCRUZ - Av. Brasil, 4365, Manguinhos

- Rio de Janeiro — RJ, Brasil. CEP: 21040-360. Tel: (21) 3865-8182 / 3865-8205 / 8326-1290.

Comité de Eticaem Pesquisa - IOC/FIOCRUZ - Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705 (Prédio da Expanséo) - Manguinhos - RJ -
CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 3882-8011 Fax: (21) 2561-4815 - E-mail: etica@fiocruz.br
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Rio Negro-AM

" Parasitismo intestinal ¢ estado nutncibrial em criangas de Santa Isabel dO‘ Rio Negro - AM: integracio’
ensino-pesquisa através da disciplina epidemiologia aplicada do Curso de Pés-graduagio em Medicina
Tropical, I0C/Fiocruz _ : : ¢ mol

Nomie do voluntério: -
RG: :

Idade: anos Sexo i
Responsdvel legal: .
RG do responsével legal:’

.O(@) Sr. (), e/ou seu filho(a), estdo sendo convidados(as) a part.i'cipar“do projéfto de pesquisa “Parasitismo intestinal e estado
nutricional em criangas de Sambaetiba, Ttaborai ¢ das comunidades do Campus Fiocruz Mata Atlantica: integracio
ensino-pesquisa através da- disciplina epidemiologia aplicada do Curso de Pés-graduacio em Medicina Tropical,

" Cruz / Fiocruz. Este projeto tem como objetivo estimar a freqiiéncia com que as parasitoses intestinais ocorrém na localidade
 de Santa Isabel.do Rio Negro e avaliar o estado mitricional das criangas participantes da pesquisa. :

9.3 Apéndice 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Santa Isabel do

. IOC/Fiocruz”, de responsabilidade dos pesquisadores Filipe Anibal Carvalho-Costa, Marcio Neves Béia, do Instituto Oswaldo .

Os pesquisadores irdo realizar nos participantes da pesquisa exames parasitolégicos de fezes, ou seja, ‘exames de fezes comuns :
para detectar a presen¢a de vermes, gidrdia'e ameba: Irflo também medir-e pesar as crangas. O incémodo em participar desta -

pesquisa € coletar amostras:de fezes em frascos e entregar para 0s pesquisadores.

“ Caso seja confirmado que o participante estd com’vermies; gidrdia on’ ameba, o'-mesmo serd tratado, sendo os remédios ‘

fornecidos gratuitamente. : ) g : :
. O beneficio para os participantes ¢ a possibilidade de; caso esteja com vermes; gidrdia ou ameba, se tratar. Alunos de pds-

graduagio da Fiocruz irfio atuar na pesquisa ¢ visitaro as casas dos participantes. ¥ SR Y

‘A participagdo das pessoas nesta pesquisa € voluntaria, ou se¢ja, a pessoa sO participa caso queira. . sl

Todas as informagdes referentes aos participantes da pesquisa sfo confidenciais, isto &, nfo podem ser divulgadas com os nomes

das pessoas. Portanto, os pesquisadores garantem direito -4 privacidade. Desta forma vocé ou seu filho nfio poderfio ser

identificados e ninguém saber4 que podem estar com vermes. - .. )
" Esta pesquisa nfo & um ensaio-clinico; ou seja, ndo estdo sendo testados novos medicamentos ou exames.de diagnéstico. Os
procedimentos realizados sfio aqueles j4 comumente utilizados no.Posto de Saude para diagnosticar ¢ tratar as parasitoses

intestiriais (vermes, gidrdia ¢ ameba). Todos os participantes tém-o direito de sair da'pesquisa a qualquer momento. Quaisquer

dividas podem ser tiradas com 0 pesquisadores responséveis pela pesquisa nos telefones fornecidos neste termo. Recebi uma

copia deste termo de consentimento. e : iy : Ty

En,. .00 ; : RG_. CRRR B O, SN responsgvel . - pelo. '~ menor
3 declaro ter sido informado e concordo com a sua participago, como voluntério, no projeto de

pesquisa aéima-dcscrito. K

Rio de Janeiro/Itébora.i,  de - de

Responsavel - ) J » - Testemunha e Pesquisador
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9.4 Apéndice 4. Termo de Assentimento — Russa-CE e Nossa Senhora de

Nazaré-PI.
mfﬂ?ﬁ.’:ﬁ%.wmm TERMO DE ASSENTIMENTO (de 12 a 18 anos
Nome do Participante:
Enderego:
RG: n° Orgio Emissor:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do estudo “Giardiase: prevaléncia, impacto sobre o status
nutricional e epidemiologia molecular em localidades endémicas™, aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
sob o n° CAAE: 12125713.5.0000.5248 e de responsabilidade dos pesquisadores Filipe Anibal Carvalho
Costa e Beatriz Coronato Nunes do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz.

Este estudo pretende conhecer mais sobre um germe ou parasita chamado Giardia duodenalis. Neste estudo
verificaremos se os participantes tem este parasita, se ele esta influenciando na nutri¢do das criangas, e o0s
fatores que estdo fazendo com que as pessoas tenham o germe.

Os pesquisadores irdo realizar, nos participantes da pesquisa, exames parasitologicos de fezes, ou seja, analise
das fezes para observar a presenga de vermes, giardia e ameba. Para este exame serfio entregues potes
plasticos para que os participantes possam coletar as amostras de fezes de um dia, ¢ entregar aos
pesquisadores. As criangas, até 14 anos, serdo pesadas e serd medida a altura e a circunferéncia do brago.

Também sera realizado o preenchimento de questionarios para a coleta de informagdes/dados para realiza¢do
do estudo, as quais so poderdio ser utilizadas no contexto da pesquisa ou em artigos relacionados ao estudo.

O incomodo em participar desta pesquisa é coletar amostras de fezes em frasco e entregar para os
pesquisadores. Caso seja confirmado que vocé estd com vermes, giardia ou ameba, serdo fornecidos os
remédios para o tratamento.

.

Todas as informagdes referentes aos participantes do estudo sdo confidenciais, isto ¢, ndo podem ser
divulgadas com os nomes das pessoas. Portanto, os pesquisadores garantem direito a privacidade. Desta forma
vocé ndo poderd ser identificado e ninguém sabera que pode estar com parasitos por garantimos o segredo
sobre todas as informagdes que forem fornecidas nos questiondrios e sobre o diagndstico do parasito. Ou seja,
ninguém sabera se vocé esta infectado com o parasito ou nfo.

O beneficio para os participantes ¢ a possibilidade de, caso esteja com vermes, giardia ou ameba, se tratar e
também saber quais os fatores que estiio levando a ter o germe.

A participagdo nesta pesquisa s6 ocorrerd se a pessoa quiser participar. Todos os participantes tém o direito
de sair da pesquisa a qualquer momento. Nao ha nenhum dinheiro a receber ou pagar para participar dessa
pesquisa. Os procedimentos realizados para os exames sdo aqueles ja comumente utilizados no Posto de
Satde para diagnosticar e tratar as parasitoses intestinais (vermes, giardia e ameba).

Se vocé tiver duvidas pode tirar com os pesquisadores responsaveis pela pesquisa nos telefones fornecidos
neste termo. Recebi uma copia deste termo de assentimento.

Local Data
Assinatura ou impresséo digital do Assinatura do responséavel pelo projeto
participante/responsavel
Laboratério de Epi iologia e Si ica M lar - Instituto Oswaldo Cruz /IOC /FIOCRUZ - Av. Brasil, 4365, Manguinhos

- Rio de Janeiro — RJ, Brasil. CEP: 21040-360. Tel: (21) 3865-8182 / 3865-8205 / 8326-1290.

Comité de Etica em Pesquisa - IOC/FIOCRUZ - Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705 (Prédio da Expansaoc) - Manguinhos - RJ -
CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815 - E-mail: etica@fiocruz.br
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SUMMARY

Introduction: Giardiasis is more frequent in developing countries, being not targeted
by mass drug administration campaigns. The present study aims to access the prevalence and
factors associated with Giardia intestinalis infection, verifying its impact on the nutritional
status of children in northeastern Brazil. Methodology: A cross-sectional study was
conducted in order to obtain parasitological, sociodemographic and anthropometric data.
Results: Overall prevalence of giardiasis was 55/511 (10.8%). Infection with G. intestinalis
was more frequent in people living in poverty, performing open evacuation and drinking rain
water stored in cisterns. The proportion of stunting and underweight in children infected with
G. intestinalis was significantly higher when compared to uninfected children. Conclusions:
In rural areas in northeastern Brazil, giardiasis has acquired great public health importance in
the soil transmitted helminths control era, impacting nutritional status of children and
requiring new approaches to diagnosis and treatment and translational research that could

generate applicable solutions at the community level.
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INTRODUCTION

Intestinal parasitoses are neglected conditions linked to poverty and poor sanitation,
being more prevalent in developing countries [1,2]. Among the protozoan parasites, Giardia
intestinalis is present in distinct socio-demographic settings, being a potentially zoonotic
pathogen [3-6]. This protozoan is transmitted by ingestion of cysts which are highly resistant
and can survive several months in harsh environments. Trophozoytes emerging from ingested
cysts inhabit the proximal small intestine, where they multiply by binary fission [7].

G. intestinalis presents high levels genetic diversity, and its genotypes are clustered into
distinct assemblages. Parasites isolated from humans have been characterized into two
assemblages, A and B, both of which are distributed globally [8].

Although G. intestinalis causes diarrhea in travelers, a comprehensive study in
developing countries did not observe any association between acute diarrheal disease and G.
intestinalis in children, possibly because infections are often chronic and apparently
asymptomatic [9]. G. intestinalis pathogenicity is poorly understood and appears to be
mediated by complex mechanisms, including enterocyte apoptosis and epithelial cell damage,
which lead to malabsorption [10].

Giardiasis has been associated with protein-energy malnutrition, micronutrient
deficiency and with iron deficiency anemia being related to growth failure [11-13], being one
of the most harmful intestinal parasitosis to the physical development of children [11,14-16].
Anthropometric indices most common in children are height-for-age (HAZ), weight-for-age
(WAZ), and weight-for-height (WHZ) representing stunting, wasting and underweight
conditions respectively.

Policies for controlling intestinal parasites focus on soil-transmitted helminths (STHs)
and schistosomiasis, and do not take into account the burden of protozoan parasites, which

require different drugs/dosages and treatment durations [17-19]. The aims of the present study
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were to assess the prevalence and factors associated with G. intestinalis infection and to
determine its impact on the nutritional status of children in rural northeastern Brazil.
METHODOLOGY

Setting and Study Design

This cross-sectional survey was performed in Russas (RSS), in the state of Ceara, and
Nossa Senhora de Nazaré (NSN), in the state of Piaui (Figure 1). RSS has 69,833 inhabitants
and a Human Development index (HDI) of 0.674. RSS has a tropical semiarid climate and
belongs to the semiarid region in the Caatinga biome, “Bsh” in the Koppen-Geiger system
[20] and is subjected to prolonged periods of drought. NSN has 4,556 inhabitants, a HDI of
0.586, and a tropical hot climate, “As” [20], located in a transition region of Caatinga to
Cerrado biome.

The study included four rural communities of RSS in 2013 (n=213) and eight rural and
one urban community of NSN in 2014 (n=298). Our sampling strategy was visiting all the
houses that have children. All the residents were invited to participate and written informed
consent were signed. Sociodemographic and sanitation data were obtained by questionnaires.
Per capita family income stratified subjects into two groups: families receiving less than 38.5
United States Dollars (USD) per month (corresponding to the Brazilian poverty line) [21] and
families with an income above 38.5 USD.

Collection and processing of stool samples

During domicile visits containers without preservatives were distributed for stool
collection. Samples were processed through Ritchie’s modified ethyl acetate sedimentation
technique [22], the zinc sulfate centrifugal flotation technique [23], the Kato-Katz thick smear
[24], and the Baermann-Moraes technique [25].

Anthropometric measurements
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Weight, height, and arm circumference measurements were obtained from individuals
between 12 months and 14 years old. Weight was measured to the nearest 0.1 kilogram using
a digital floor scale. Height and mid-upper arm circumference (MUAC) were measured to the
nearest 0.1 cm. MUAC was measured by wrapping a flexible tape around the left arm.
Standing height was measured with a steel millimetered tape coupled to a steel framing
square.

Z-scores of height-for-age (HAZ), weight-for-height (WHZ), weight-for-age (WAZ),
and MUAC-for-age (MUACZ) were calculated using the NutStat Module on Epilnfo™ 2000
(Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA) and the World Health
Organization 1978 Growth Chart [26]. Stunting, wasting, and underweight were defined by
values equal or below -2 for HAZ, WHZ, and WAZ, respectively [27].

Statistical analysis

G. intestinalis positivity in different sociodemographic settings and frequencies of
stunting and underweight in G. intestinalis-positive and G. intestinalis-negative children were
compared using Fisher’s exact test. A logistic regression model included age, sex,
municipality, and socioeconomic status as independent variables. Statistical analyses were
performed using SPSS Statistics 17.0 software. Statistical significance was established at
p<0.05.

Ethics
This study was approved by the Ethics Committee in Research with Humans Oswaldo
Cruz Institute — Fiocruz (CAAE: 12125713.5.0000.5248).
RESULTS
Frequency and distribution of Giardia intestinalis infection
Information regarding age and sex distribution, income, drinking water source, and

sanitation in the two municipalities is presented in Table 1. The overall prevalence of
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giardiasis was 55/511 (10.8%); giardiasis was significantly more prevalent in RSS (30/213
[14.1%]) than in NSN (25/298 [8.4%]) (p=0.044). As presented in Table 2, infection with G.
intestinalis was more frequent in people living in poverty, performing open evacuation, and
drinking rain water stored in cisterns.

The frequency of infection with at least one enteric protozoa was 64/213 (30%) in RSS
and 75/298 (25.2%) in NSN. In RSS and NSN, the intestinal protozoa frequencies were:
Endolimax nana 7.0% and 4.4%, Entamoeba coli 12.2% and 14.1%, E. histolytica/E. dispar
10.3% and 1.3%, and lodamoeba butschlii 4.2% and 2.7%, respectively.

Helminths were detected in 12/213 (5.6%) subjects in RSS and 52/298 (14.4%) in NSN.
Neither Ascaris lumbricoides nor Trichuris trichiura was found. Hookworm (3.7% in RSS
and 14.1% in NSN), Hymenolepis nana (1.4% in RSS and 0.3% in NSN), Strongyloides
stercoralis (0.5% in RSS and 0.3% in NSN), and Enterobius vermicularis (0.5% in RSS and
3% in NSN) infections were also detected. The rates of coinfection with G. intestinalis were
as follows: hookworms, 1/30 (3.3%) and 2/25 (8%); and Entamoeba histolytica/E. dispar,
7/30 (23.3%) and 1/25 (4%) in RSS and NSN, respectively.

Association of giardiasis with nutritional status in children

Among the 511 study subjects, 45.4% were children under 14 years. The nutritional
status could be determined for 53 of the children in RSS and 149 in NSN. The anthropometric
parameters of these children are presented in Table 3, including the proportions of stunted,
underweight, and wasted children.

The rates of stunting in RSS and NSN were 9.4% and 6.7%, respectively. As presented
in Table 4, the proportion of stunting in children infected with G. intestinalis was significantly
higher than that in uninfected children (5/23 [21.7%] vs. 10/179 [5.6%]; p = 0,017; OR =
4.69; 95% confidence interval [CI] = 1.44 — 15.25). In addition, the proportion of underweight

in children with giardiasis was significantly higher than in children without giardiasis (5/23
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[21.7%] vs. 13/179 [7.3%]; p = 0.038; OR = 3.54; 95% CI = 1.13 — 11.09). No association
was observed between giardiasis and wasting. Infection with G. infestinalis remained
significantly associated with stunting and underweight after adjustment for poverty,
municipality, sex, and age (Table 4). Although two children had coinfection of G. intestinalis
and hookworm, this factor does not change the analysis, since both had normal Z-scores, as
well as children infected only with other intestinal parasites.

DISCUSSION

This study shows that G. intestinalis is the most frequently identified intestinal parasite
in rural locations in two states in northeastern Brazil. Interestingly, we did not identify
common STHs (e.g. 4. lumbricoides or T. trichiura), but did detect hookworms. G.
intestinalis infection was observed in all age groups, mainly in children aged 7-14 years. This
downward trend in the prevalence of STHs associated with persistent protozoan infections has
been observed in other countries and may represent a challenge for the control of parasitic
intestinal infections [18].

Recent assessments of enteric parasitoses prevalence have shown that the intestinal
protozoa, despite their significant impact on health, have not been effectively targeted by
large-scale interventions against neglected tropical diseases [19]. Importantly, giardiasis has
not been effectively targeted by the intestinal parasite control initiatives recently implemented
by the Brazilian Ministry of Health [28], which have consisted of the distribution of a single
400 mg albendazole dose in schools and health centers. Although albendazole is effective and
successfully used to control STHs, a five day regimen is required to treat giardiasis [29].
Thus, the persistence of endemic giardiasis in rural areas may be due to limitations in the
intestinal parasite control policies.

The failure of these initiatives to successfully target G. intestinalis is likely due to the

inherent difficulties in achieving this goal via massive preventive chemotherapy. Major
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operational hurdles must be overcome to target G. intestinalis and other protozoa. The 5-
nitroimidazolic compound most widely used to treat giardiasis, metronidazole, cannot be
administered in a single dose. Instead, a five day course is needed [29], which poses particular
logistical hurdles. Although three other S5-nitroimidazolic derivatives — secnidazole,
ornidazole and tinidazole, all of which are marketed in many countries [29] — are effective in
single doses against G. intestinalis, the cost of these drugs, their poor tolerability, and their
adverse effects preclude their use in large scale chemoprevention strategies.

A major strength of our study is that we detected G. intestinalis infection through
traditional parasitological techniques, including centrifugation in ethyl acetate and centrifugal
flotation in zinc sulfate. These techniques are time-consuming and labor-intensive; however,
they provide valuable information because they are capable of detecting protozoan cysts and
are thus the gold standard for intestinal protozoa diagnosis. Typically, parasitological surveys
aiming to characterize the prevalence rates of STHs employ the Kato-Katz smear which is
operationally more convenient [30]. Therefore, not only are mass treatments more difficult for
intestinal protozoa, but accurate diagnoses of these protozoa are also more complicated,
meaning that it is extremely difficult to characterize the prevalence rates in different regions.
In many regions, it is possible that the STH control strategies, which are performed without
parasitological diagnoses, are contributing to the neglect of basic laboratory infrastructure and
the diversion of personnel training away from parasitological diagnoses. When used in cross-
sectional studies, molecular diagnostic techniques generally yield higher prevalence rates due
to their improved sensibility, suggesting that some infections are not detected by light
microscopy [31]. However, the higher cost of diagnostic PCR prohibits its use at the
community level in many developing countries [31]. Thus, the development of economical
molecular diagnostic techniques is an important goal for achieving accurate detection of

intestinal protozoa infections.
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This study showed that children infected with G. intestinalis are more frequently stunted
and underweight compared with non-infected children, even after controlling for potential
confounders such as income. Several studies have demonstrated the impact of G. intestinalis
infection on the nutritional status of children. For instance, the anthropometric parameter
HAZ has been shown to be markedly negatively influenced by giardiasis in the Amazon
region of Brazil [11]. G. intestinalis infection was also observed to influence nutritional status
in northeastern Brazil [32-34]. In Rwanda, G. intestinalis infection was identified as a
predictor of underweight and severe malnutrition [31]. Similarly, giardiasis was also a strong
predictor of low HAZ in Colombia and Iran, and has also been shown to be significantly
associated with lower body weight, serum zinc levels, and serum iron levels in Egypt
[12,14,35]. Thus, giardiasis is perhaps currently the most harmful intestinal parasitosis to the
physical development of children in endemic areas with poor sanitation conditions. In the
present study, the age group most frequently affected was school-aged children. This finding
is important because children in this age group are at the highest risk for linear growth
disruption by this parasitosis.

We observed that infection with G. intestinalis was more frequent among people living
below the poverty line and people who practice open defecation, suggesting that
improvements in income, sanitation, and hygiene could significantly reduce the prevalence of
giardiasis. Rainfall is another factor that potentially influences the prevalence of giardiasis.
For instance, we observed that giardiasis was significantly more prevalent in RSS, an area
under substantial water stress, than in NSN. In RSS, giardiasis was more frequent among
inhabitants who drink rain water stored in cisterns. This water was collected during the rainy
season and stored for nearly 10 months during drought, potentially favoring contamination

with G. intestinalis cysts. Thus, we hypothesize that drought conditions may indirectly
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contribute to an increased prevalence of G. intestinalis infection due to the required long
periods of water storage, although further studies are needed to test this hypothesis.

Our work highlights the public health importance of giardiasis in rural areas in
northeastern Brazil demonstrating that giardiasis impacts the nutritional status of children. In
the STH control era, overcoming the burden of giardiasis necessitates the development of
novel diagnostic tools and treatments. In addition, a focused effort on translational research

would have great potential to generate effective solutions at the community level.
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FIGURE LEGENDS AND CAPTIONS FOR TABLES

Figure 1. Map showing the localizations of the studied municipalities in northeastern Brazil:

Russas, in the state of Ceara, and Nossa Senhora de Nazaré, in the state of Piaui.

Table 1. Baseline characteristics of the studied populations in Russas (Ceard) and Nossa

Senhora de Nazaré (Piaui), Brazil, 2013 and 2014.

Table 2. Distributions of Giardia intestinalis infection according to sociodemographic

characteristics in Russas and Nossa Senhora de Nazaré, 2013 and 2014.

Table 3. Nutritional status of children in Russas and Nossa Senhora de Nazaré, 2013 and

2014.

Table 4. Bivariate and multivariate logistic regression analysis of stunting and underweight

according to Giardia intestinalis infection status, poverty, age group, sex, and municipality of

children in Russas and Nossa Senhora de Nazaré.
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Frequency and molecular characterisation of Entamoeba histolytica,
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This study aimed to estimate the frequency, associated factors, and molecular characterisation of Entamoeba
histolytica, Entamoeba dispar, Entamoeba moshkovskii, and Entamoeba hartmanni infections. We performed a sur-
vey (n = 213 subjects) to obtain parasitological, sanitation, and sociodemographic data. Faecal samples were pro-
cessed through flotation and centrifugation methods. E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, and E. hartmanni
were identified by nested-polymerase chain reaction (PCR). The overall prevalence of infection was 22/213 (10.3%).
The infection rate among subjects who drink rainwater collected from roofs in tanks was higher than the rate in sub-
Jjects who drink desalinated water pumped from wells; similarly, the infection rate among subjects who practice open
defecation was significantly higher than that of subjects with latrines. Out of the 22 samples positive for morphologi-
cally indistinguishable Entamoeba species, the differentiation by PCR was successful for 21. The species distribution
was as follows: 57.1% to E. dispar, 23.8% to E. histolytica, /4.3% to E. histolytica and E. dispar, and 4.8% E. dispar
and E. hartmanni. These data suggest a high prevalence of asymptomatic infection by the group of morphologically
indistinguishable Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii complex and E. hartmanni species. In this context of
water scarcity, the sanitary and socioenvironmental characteristics of the region appear to favour transmission.

Key words: parasites - protozoa - entamoebiasis - epidemiology - Brazil

Intestinal protozoan infections are closely related to a
lack of proper sanitation and environmental contamina-
tion with faecal matter. Thus. their prevalence is higher
in specific environmental scenarios that occur most often
in developing countries (Ojha et al. 2014, Turkeltaub et al.
2015). Amoebiasis is a potentially severe and life threat-
ening infection caused by enteric protozoa (Ralston &
Petri Jr 2011, Skappak et al. 2014). most commonly Enta-
moeba histolytica, which is distributed worldwide (WHO
1997, Jackson 1998). The motile (trophozoite) form of E.
histolytica inhabits the human colon where it multiplies
and differentiates into cysts that are released into the envi-
ronment. In turn, these cysts are responsible for transmit-
ting the infection to another host via the faecal-oral route.
The parasite invades the intestinal mucosa and causes
many forms of invasive disease, including dysentery
(Lin & Kao 2013). The parasite also exhibits bloodborne
spreading and causes extraintestinal lesions, mainly liver
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abscesses (Wuerz et al. 2012). The latter form occurs only
rarely. Invasive disease occurs when virulent trophozoites
disrupt the mucoepithelial barrier by crossing the mucus
layer, thereby damaging intestinal cells. This damage
leads to inflammation and, consequently. dysentery ( Thi-
beaux et al. 2013). Nevertheless. the majority of infections
seem to be asymptomatic (Chacin-Bonilla 2013).

The existence of nonpathogenic indistinguishable E.
histolytica/Entamoeba dispar/Entamoeba moshkovskii
complex and Entamoeba hartmanni organisms capa-
ble of inhabiting the human intestine as commensals
has been recognised for many decades. For instance, in
1926. Brumpt proposed the existence of E. dispar. a spe-
cies indistinguishable by light microscopy from E. his-
tolytica. However, E. dispar exhibits distinct physiolog-
ical, biochemical, and ultrastructural characteristics. the
latter of which have been described more recently (Gold-
man 1969, Jackson 1998, Pimenta et al. 2002). Another
four-nucleated morphologically identical organism, E.
moshkovskii. has been observed in sewage as a free-liv-
ing amoeba, but is also capable of colonising the human
intestine (Tshalaia 1941, Ngui et al. 2012). In addition,
differential diagnosis should also consider the nonpatho-
genic species E. hartmanni. which can be distinguished
from E. histolytica by its small cyst size (5-10 pm in di-
ameter). In contrast, the diameter of E. histolytica cysts
ranges from 12-14 um (Brumpt 1949).
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More recently, dysentery and extraintestinal disease
have been proposed to be potentially associated with E.
dispar and E. moshkovskii (Parija & Khairnar 2005, Costa
et al. 2010). These findings complicated our understanding
of the pathogenic behaviour and public health importance
of indistinguishable E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii
complex and E. hartmanni parasites (Oliveira et al. 2015).

Vast rural areas in northeastern Brazil are charac-
terised by deficits in sanitation infrastructure. Moreo-
ver, improper disposal of waste occurs frequently. These
semiarid regions are also subjected to water stress due to
prolonged droughts. Therefore, alternative water man-
agement approaches have been applied in this region
(Rasella 2013). In this context, specific epidemiological
scenarios associated with water scarcity could favour
transmission of enteric pathogens. For example, water
must be stored for many months during the dry season.

This study aimed to use molecular techniques to es-
timate the frequencices of infection with E. histolvtica, E.
dispar, E. moshkovskii, and E. hartmanni in a population
subjected to water scarcity in the Northeast Region of
Brazil. This study also aimed to identify factors associ-
ated with these infections.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

Study area and population - This study was per-
formed in Russas, a municipality located 165 km from
Fortaleza, the capital of the state of Ceara (Fig. 1). This
region belongs to the semiarid region of northeastern
Brazil, in the Caatinga biome. Russas has 74,243 inhab-
itants and a total area of 1,588 km? The study included
four rural communities in the municipality: Riacho do
Barro (132 inhabitants), Timbauba do Pitingdo (109 in-
habitants), Barracio (315 inhabitants), and Patos de Tito
(54 inhabitants). Russas has a hot, dry climate and is
subjected to prolonged droughts. The rainy season typi-
cally extends from December-June (annual rainfall in
2013 = 418 mm, mean annual rainfall = 792.6 mm). Nev-

Brazil

Fig. 1: map of the study arca (Russas, statc of Ceara, Brazil, 2013).

123

115

ertheless, seasonal rains have been reduced in the last
few years and the region has been subjected to severe
drought during the field work periods.

Study design and sampling strategy - We performed
a cross-sectional survey from August-September 2013.
The survey included 213 subjects (70 families): 53 sub-
jects (18 families) from Timbauba do Pitingdo, 28 sub-
jects (9 families) from Riacho do Barro, 119 subjects
(38 families) from Barrac@o and 13 subjects (5 families)
from Patos do Tito. Therefore, our study included 35% of
the 610 residents in the four communities. We designed
our sampling strategy specifically to include all house-
holds with children. During domicile visits, researchers
distributed bottles without preservatives for faeces col-
lection and obtained sanitation and sociodemographic
data. In addition, the field team investigated whether the
residents presented symptoms consistent with amoebia-
sis, such as diarrhoea, presence of mucus, pus, and/or
blood in the stool, and abdominal pain, among others.
The baseline characteristics of the study subjects are
presented in Table 1. Stool samples were collected the
next day at each household and were transported to the
field laboratory under refrigeration (4°C). The rates of E.
histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, and E. hartmanni
detection in distinct sociodemographic settings were
compared using Fisher’s exact test. Statistical signifi-
cance was established at p <0.05.

Laboratory procedures - lnitially, faecal samples
were processed through the zinc sulphate flotation
(Faust technique) and the formalin-ethyl-acetate cen-
trifugation (modified Ritchie technique) methods (Faust
ct al. 1938, Young et al. 1979). For the Faust technique,
7 mL of gauze-filtered faecal suspension was spun by
centrifugation and the resultant pellet was re-suspend-
ed in zinc sulphate solution (1,180 g/mL). The suspen-
sion was shaken and spun by centrifugation again, after
which the resultant supernatant was examined by light

Municipality of Russas

Morada Nova

Limoeiro do
7 Norte



116 Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 117(2), February 2016

TABLE 1

Sociodemographic characteristics of the studied population,
Russas, state of Ceara, Brazil, 2013

Characteristics n (%)
Gender

Male 106 (49.8)

Female 107 (50.2)
Age group (years)

0-4 18 (8.4)

59 27(12.7)

10-14 37(174)

15-19 14 (6.6)

>19 117 (54.9)
Community

Barracio 119 (55.9)

Patos do Tito 13 (6.1)

Riacho do Barro 28 (13.1)

Timbauba do Pitingdo 53(24.9)
Income strata

Extreme poverty (< US$“ 17) 20(9.4)

Poverty (USS$ 17-34) 27(12.7)

Not poor (> USS$ 34) 166 (77.9)
Source of drinking water

Desalinated brackish water from wells 138 (64.8)

Rain water stored in cisterns 56 (26.3)

Other 19 (8.9)
Sanitation facilities

Latrine 166 (77.9)

Open defecation 47 (22.1)

a: US$ 1.00 = R$ 4,00 (22 September 2015).

microscopy. For the Ritchie method, gauze-filtered fae-
cal suspensions were spun by centrifugation and the re-
sultant pellets were re-suspended in 5 mL of water and
3 mL of ethyl-acetate was added to each suspension.
The sedimented matter was examined by light micros-
copy. It was not possible to perform permanent smear
staining for light microscopy or to measure amocbac
cysts in the field laboratory; thus, E. hartmanni could
not be distinguished from E. histolytica, E. dispar, and
E. moshkovskii. Faecal samples were cryopreserved
and transported to the city of Rio de Janciro, Brazil for
molecular tests. All indistinguishable E. histolytica/E.
dispar/E. moshkovskii complex and E. hartmanni posi-
tive faccal samples were subjected to DNA extraction
using the ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ kit.
Nested-polymerase chain reaction (PCR) was performed
according to the protocol described by Paglia and Visca
(2004). Initially, 1,076 bp fragment of the small subunit
rRNA gene sequence common to the Entamoeba genus
was amplified using primers El (S-TGCTGTGATTA-
AAACGCT-3) and E2 (5-TTAACTATTTCAATCTC-
GG-3). Nested-PCR was performed with primers Eh-L

(5-ACATTTTGAAGACTTTATGTAAGTA-3) and Eh-R
(5-CAGATCTAGAAACAATGCTTCTCT-3), which are
specific for E. histelytica and amplify a 427 bp fragment,
Ed-L (5-GTTAGTTATCTAATTTCGATTAGAA-3) and
Ed-R  (5-ACACCACTTACTATCCCTACC-3), which
are specific for E. dispar and amplify a 195 bp product,
and Mos 1 (5-GAAACCAAGAGTTTCACAAC-3) and
Mos 2 (5-CAATATAAGGCTTGGATGAT-3), which are
specific for E. moshkovskii and yield a 553 bp product
(Paglia & Visca 2004, Lau et al. 2013). Molecular char-
acterisation of E. hartmanni was performed essentially
as described by Gomes ¢t al. (2014), but with minor
modifications. Briefly, primers EhartR1 mod (5-ATT-
GTCTTCACTATTCCATGCC-3) and EhartF mod
(5-CCAGCTTTCCAAACATGATG-3) were used to am-
plify a 186 bp product. PCR products were resolved on
1.5% agarose gels, stained with ethidium bromide, and
visualised via ultraviolet illumination.

Ethics - This study was approved by the Ethi-
cal Committee in Research with Humans, Oswaldo
Cruz Institute, Oswaldo Cruz Foundation (CAAE:
12125713.5.0000.5248).

RESULTS

The overall prevalence of infection with indistin-
guishable E. histolvtica/E. dispar/E. moshkovskii com-
plex and E. hartmanni organisms was 22/213 (10.3%). Of
these 22 positive faecal samples, one was identified only
through the flotation (Faust) method, 13 were identified
only with the centrifugation (Ritchie 1948) method, and
eight were identified with both techniques. The detection
rates of nonpathogenic amoebas were as follows: Endoli-
max nana, 4.2% (n = 9), Entamoeba coli, 11.3% (n = 24),
and lodamoeba butschlli, 7% (n= 15). Giardia intestinalis
was detected in 30 subjects (14.1%). The age distribution
of indistinguishable £. histolvtica/E. dispar/E. mosh-
kovskii complex and E. hartmanni infections is presented
in Fig. 2. Regarding infection positivity according to sex,
indistinguishable E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii
complex and E. hartmanni infections were found in
12/106 males and 10/107 females (p = 0.704).

As presented in Table 11, the detection rate of indis-
tinguishable E. histolytica/E. dispar/E. moshkovskii com-
plex and E. hartmanni among subjects who drink rain-
water collected from roofs in tanks was higher than the
rate in people who drink desalinated water pumped from
wells. In addition, the detection rate among subjects who
practice open defecation was significantly higher than
that of inhabitants who have latrines. The positivity rates
of subjects in different income strata were similar.

Species-level identification could be performed for
21 of the 22 samples positive for indistinguishable E.
histolytica/E. dispar/E. moshkovskii complex and E. hart-
manni. The species distribution was as follows: 12 (57.1%)
E. dispar, 5 (23.8%) E. histolytica, 3 (14.3%) co-infections
with E. histolytica and E. dispar, and one (4.8%) co-infec-
tion with E. dispar and E. hartmanni (Fig. 3). No sample
was positive for E. moshkovskii. The age distributions of
subjects infected with different species are shown in Fig, 4.
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Fig. 2: results of parasitological analysis for Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar/Entamoeba moshkovskii complex and Entamoeba hart-

manni considering the age groups (Russas, state of Ceard, Brazil, 2013).

TABLE 11

Rate of detection of Entamoeba histolytical Entamoeba dispar/Entamoeba moshkovskii complex and Entamoeba hartmanni by
source of drinking water, place of defecation, and income, Russas, state of Ceara, Brazil, 2013

Positive/tested subjects

(% of positive) p*
Source of drinking water
Desalinated brackish water from wells 9/138 (6.5) 0.054
Rain water stored in cisterns 9/56 (16.1)
Sanitation facilities
Latrine 13/166 (7.8) 0.032
Open defecation 9/47 (19.1)
Family month income per capita
<US$* 17 4/20 (20) 0.308
USS 17-34 2/27 (74)
> US$ 34 16/166 (9.6)

a: Fisher exact test; b: US$ 1.00 = RS 4,00 (22 September 2015).

DISCUSSION

A key issue for understanding the morbidity associ-
ated with amoebiasis is to define the proportion of infec-
tions associated with the pathogenic species E. histolyti-
ca. Interestingly, studies in different regions have shown
that many subjects infected with indistinguishable E.
histolytica/E. dispar/E. moshkovskii complex and E.
hartmanni parasites actually harbour low-pathogenicity
species such as E. dispar, E. moshkovskii, or even E.
hartmanni (Gomes et al. 2014, Nair & Variyam 2014,
Efunshile et al. 2015, Nath et al. 2015). The proportions
of these subjects are variable, but can be quite high.

E. dispar and E. moshkovskii are indistinguishable
from E. histolytica by light microscopy. Thus, routine
parasitological techniques are not suitable for discrimi-
nating these organisms. This limitation means that a
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significant number of patients being treated with anti-
parasitic drugs such as metronidazole may not actually
be infected with E. histolytica.

In the present study, approximately two-thirds of all
infections were not caused by E. histolytica. We note
that all subjects were asymptomatic at the time of the
stool test. Even so, we infer that nonpathogenic species
are detected more frequently than E. histolytica in the
studied area. This observation is particularly relevant
because increasing importance has been given to tradi-
tionally nonpathogenic species such as E. dispar and E.
moshkovskii, since invasive amoebiasis has been dem-
onstrated to be associated with these species (Parija
& Khairnar 2005). It is likely that the determinants of
invasive amoebiasis are complex and also involve host
factors (Bosch & Siderovski 2013, Thibeaux et al. 2013).
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Fig. 3: detection and differentiation of Entamoeba histolytica, En-
tamoeba moshkovskii, Entamoeba dispar and Entamoeba hartmanni
by nested-polymerase chain reaction. PCR products were visualised
in 1.5% agarosc gel with EtBr staining. Linc 1: 100 bp DNA ladder; 2,
3: onc faccal sample with mixed infection by E. dispar and E. histo-
Iytica, respectively; 4, 6, 7: faccal samples positive for E. dispar; 5, 14:
empty wells; 8, 9: faccal samples positive for E. histolytica; 10: nega-
tive control for E. dispar; 11: negative control for E. histolytica; 12:
positive control for E. dispar; 13: positive control for E. histolytica;
15: faccal sample positive for E. hartmanni; 16: negative control.
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Fig. 4: frequency of identification of Entamoeba histolytica, En-
tamoeba moshkovskii, Entamoeba dispar and Entamoeba hartmanni
by nested-polymerase chain reaction by age group in 21 positive sub-
jects (Russas, state of Ccara, Brazil, 2013).

The nonpathogenic species E. hartmanni can be dis-
tinguished from E. histolytica, E. dispar, and E. mosh-
kovskii by light microscopy. However, this distinction
requires detailed observation of nuclear structures, which
requires permanent smear staining, an ocular micrometer,
and a highly skilled parasitologist. These criteria are hard
to meet for many laboratories. We propose that the possi-
bility of E. hartmanni infection should also be considered
in people who excrete indistinguishable E. histolytica/E.
dispar/E. moshkovskii complex and E. hartmanni cysts.
In the present study, E. hartmanni was detected in one
of the indistinguishable E. histolytica/E. dispar/E. mosh-
kovskii complex and E. hartmanni positive samples.

The study population is located in a sociodemograph-
ic and environmental setting characterised by deficits
in sanitation infrastructure and water stress. The study
area is located in a low-rainfall region in the Caatinga
biome that is subjected to prolonged droughts and prone
to desertification. Nonpotable water is obtained from a
reservoir in the locality and used for livestock water-
ing and other suitable applications. In the last decade,
a strategy has been implemented in which rainwater is
collected during the rainy season from roofs via gutters.
This collected rainwater is stored in houschold tanks for
later use during droughts. This strategy has significantly
improved access to drinking water in the study area. Ar-
tesian wells constructed in the region are another source
of drinking water. However, this water is brackish and
must be desalinated before consumption. We found that
the rate of E. histolytica, E. dispar, and E. hartmanni
positivity was almost three times higher in subjects who
drink collected rainwater than in subjects who drink de-
salinated brackish water drawn from the artesian wells.
We hypothesise that the long period (between the dry
scason and the rainy season) of rainwater storage in
tanks favours contamination with amoeba cysts, thereby
enabling transmission. Interestingly, consumption of
rainwater captured from roofs has been demonstrated
to reduce the prevalence of G. intestinalis infection in
a semiarid region in northeastern Brazil (Fonseca et al.
2014). Regarding the place of defecation, subjects who
practice open defecation exhibited a significantly higher
positive rate compared with subjects who defecate in la-
trines. Moreover, an even higher positive rate was ob-
served in people who deposit facces directly into the soil
compared with subjects with rudimentary tanks.

In some regions of the world, including Latin Amer-
ica, inadequate sanitary conditions facilitate the trans-
mission of amoebiasis, thereby generating high preva-
lence rates (Braga et al. 1998, Ramos et al. 2005). In
these scenarios, invasive amebic dysentery and liver ab-
scesses are expected to occur. However, these diseases
were not observed in the present study. Severe cases of
amoebiasis are identified infrequently in Brazil, which
may be explained by the relative improvement of living
conditions over the past few decades.

Cumulatively, our data suggest a high prevalence
of asymptomatic infection with indistinguishable E.
histolytica/E. dispar/E. moshkovskii complex and E. hart-
manni parasites. These asymptomatic infections appear
to be caused by predominantly nonpathogenic species or
parasites with low pathogenic potential. In the context of
scarce water resources, the sanitary and socioenviron-
mental characteristics of the region appear to be associ-
ated with transmission.
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ABSTRACT

This survey estimate the prevalence and factors associated with soil-transmitted
helminthiases (STHs) in Russas-Ceara, Northeastern Brazil. Multiple
parasitological methods were performed. No infections with Ascaris
lumbricoides or Trichuris trichiura were found. The prevalence of hookworm
infection and strongyloidiasis was 3.8% and 0.5%, respectively. Necator
americanus was characterized by nucleotide sequencing of cytochrome c
oxidase subunit | gene. We hypothesize that the preventive chemotherapy and
improvements in clear water supply are favoring the decrease of orally-
transmitted STHs prevalence in the studied region. Persistence of inadequate
waste disposal and maintenance of open defecation favor persistence of skin-
penetrator STHs, as hookworms.

Keywords: Hookworms, Soil-transmitted helminthiases, Brazil.

RESUMO

Este estudo estima a prevaléncia e avalia os fatores associados as geo-
helmintiases em Russas, Ceara. Mdiltiplas técnicas parasitolégicas foram
utilizadas. Ndo foram identificadas infecgbes por Ascaris lumbricoides ou
Trichuris trichiura. A prevaléncia da infeccdo por ancilostomideos e da
estrongiloidiase foram 3,8% e 0,5%, respectivamente. Necator americanus foi
caracterizado por sequenciamento nucleotidico do gene da enzima citocromo ¢
oxidase subunidade |. Argumentamos que a quimioprofilaxia e as melhorias na
oferta de agua potavel favorecem a redugdo das geo-helmintiases de
transmiss&o oral. Entretanto, a persisténcia de destino inadequado dos dejetos
e defecagdo a céu aberto favorecem a persisténcia de espécies de penetragdo
percutanea, como os ancilostomideos.

Palavras-chave: ancilostomideos, geo-helmintiases, Brasil
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INTRODUCTION

The soil-transmitted helminthiases (STHs) are neglected and poverty-
related diseases. Chronic infections with these parasites cause insidious
damage to the host, leading to growth and development deficits and iron
deficiency anemia in children.

STHs control initiatives have relied on preventive chemotherapy through
mass drug administration (MDA) and improvements in sanitation and water
supply.” STHs can be classified in orally-ingested species, such as Ascaris
lumbricoides and Trichuris trichiura and skin-penetrators, such as the
hookworms Necator americanus and Ancylostoma duodenale and the
threadworm Strongyloides stercoralis. It has been proposed that orally-ingested
and skin-penetrators react differently to distinct approaches to improve living
conditions. In this context, unimproved sanitation is associated with increased
risk of infection with skin-penetrators, while unimproved drinking water
increases the risk of infection with orally-ingested STHs.2

MDA has been successfully applied in high-prevalence regions. In Brazil,
this campaign targets children aged 5-14 years and involves the administration
of an annual 400 mg albendazole dose in schools. Nevertheless, MDA has
some limitations since the effectiveness of albendazole for different STHs
species is variable, besides reinfection rates being high in settings with poor
access to water, sanitation and hygiene.

Improving STH control strategy is necessary, requiring accurate
characterization of local profiles, given that the prevalence rates of different

species vary in distinct scenarios. In Northeastern Brazil, there has been an
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increase in access to safe drinking water, with the installation of familiar
catchment and rainwater storage systems. These advances have not been
accompanied by improvements in the destination of feces, and open defecation
or defecation on rudimentary latrines and tanks is still performed. This may be
impacting differently the transmission of different species of parasites, as
demonstrated in Argentina by Echazu et al (2015).2

Another issue that should be taken into account is the possibility, in rural
areas, of human infections with zoonotic parasites such as Trichostrongylus sp.,
whose eggs are hardly distinguished from hookworm eggs by light microscopy.
Human trichostrongyliasis occurs in rural regions where the population lives in
close contact with sheep and goats, the reservoirs of these parasites 4.

This study aimed to assess the prevalence rate of distinct STHs in rural
communities in Northeastern Brazil, following recent improvements in clear

water supply.

MATERIALS AND METHODS

We carried out a cross-sectional survey in Russas municipality in Ceara
state, Northeastern Brazil, in 2013. Four rural communities were visited and a
total of 213 persons were included in the study. In the selected communities,
the inclusion criteria was to have unless one person below 18 years of age in
the family. All families with children were included. Stool containers without
preservatives were distributed and sociodemographic and sanitation data were
obtained. STH positivity in different sociodemographic settings was compared

using Fisher’s exact test. Statistical significance was established at p < 0.05.
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Fecal samples were processed through ethyl acetate centrifugal
sedimentation, zinc sulfate centrifugal flotation, cellophane fecal thick smear
(Kato-Katz), and the isolation of nematode larvae. Hookworm infections were
classified in light (1-1,999 epg), moderate (2,000-3,999 epg), or severe
(>4,000 epg). Eggs morphologically compatible with hookworm were measured
(length and width) with an ocular micrometer in order to distinct human
hookworm and zoonotic strongylid eggs. Eggs of human hookworm and
zoonotic strongylid are morphologically indistinguishable and the measurement
can overlap (Necator americanus: 35-49 um/63-80 pm; Ancylostoma
duodenale: 35-45 um/60-77; Trichostrongylus sp.: 75-100 pum/ 40-50 um).
Given the measurement overlap, the eggs measurement was used to rule out
zoonotic strongylid eggs.

In order to perform DNA barcoding of hookworm species, DNA extraction
was performed with QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Lincoln Centre Drive, Foster
City, California, USA). PCR was performed in a total volume of 50 pL, 3 mM
MgClz, 200 uM of each dNTP, 200 ng of each primer and 2.5 U of Platinum Taq
DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies, Séo Paulo, Brazil). Cytochrome
c oxidase subunit | (COI) gene fragment of approximately 610-900 bp was
amplified with a nematode tailed-cocktail of primersS. PCR products were
bidirectionally sequenced using a Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) in a 3100

Automated DNA Sequencer (Applied Biosystems).
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RESULTS

The prevalence of hookworm infection was 3.8% (8/213). Although
hookworm infection was distributed among different age groups, it was most
frequent among adults (Table). The parasitic load of 3 of the 8 hookworm-
positive persons could be assessed, all representing light intensity infections (<
168 epg).

Twenty-seven eggs obtained from 5 hookworm-positive persons could be
measured. The eggs widths ranged from 39 to 46.8 pm (mean = 43.81 + 2.35
pUm) and the lengths ranged from 62.4 to 75.4 ym (mean = 68.17 + 3.33 uym).
Therefore, all were hookworm-compatible, no Trichostrongylus sp. eggs being
identified in this group of subjects.

One (0.5%) person was positive for Strongyloides stercoralis and three
(1.4%) were positive for Hymenolepis nana. No infections with A. lumbricoides
or Trichuris trichiura were observed. The hookworm detection rate in people
who consume desalinated brackish water was not significantly different from
that in people who consume rainwater from cisterns (3/138 [2.2%] vs. 3/56
[6.4%]; p = 0.358). Hookworm detection were also similar between persons who
practice open defecation versus those who have latrines, as well as, among

inhabitants who have rudimentary tanks or deposit feces directly into the field.
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In addition, similar frequencies of hookworm infection were identified in the two
defined income strata (Table). One hookworm-positive stool sample was
confirmed as N. americanus (GenBank accession number KU096846) by COI

genetic target, with 98% similarity to N. americanus (AJ417719).

DISCUSSION

This study demonstrates the absence of A. lumbricoides and T. trichiura,
and the presence of hookworm and S. stercoralis infections in four rural
communities in Northeastern Brazil. The hookworm positivity was higher than
the national estimated mean prevalence rate.

The molecular analysis confirmed the presence of N. americanus which
is described in literature as the most frequent hookworm species in endemic
areas. Measurements of eggs discarded infection with Trichostrongylus sp.
Recently, significant proportions of patients infected with Trichostrongylus spp.
were misdiagnosed as harboring hookworms in Brazil and other countries.

The periodic antihelmintics administration to children, which is performed
both in MDA and routinely in the health system can be related to the absence of
A. lumbricoides and T. trichiura. This practice has potentially had the greatest
impact on children, who are known to be most affected by A. lumbricoides and
T. trichiura, and has markedly reduced the prevalence of these infections. In
this context, since periodic deworming is not routinely performed in adults,
hookworm and S. stercoralis circulation can be maintained in the communities

studied.
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As stated previously, STHs can be classified in orally-ingested and skin-
penetrator species: A. lumbricoides and T. trichiura are transmitted by the
ingestion of soil particles containing infectious stages of these parasites, a form
of transmission to which children are most exposed. On the other hand,
hookworms and S. stercoralis are transmitted via percutanea, whose exposure
encompasses all age groups. The reduction in orally-ingested STHs
transmission can also be related to the recent improvements in clear water
supply. It has been demonstrated that this improvement is associated with a
reduced risk of infection with Giardia intestinalis in northeastern Brazil. On the
other hand, persistence of inadequate waste disposal and maintenance of open
defecation favor transmission of skin-penetrator STHs, such as hookworms and
S. stercoralis.

With the objective of contribute to STHs control, a vaccine against
hookworms is being developed in productive development partnership with the
Brazilian government®. This vaccine has been tested in Phase 1 trials in Brazil.
Given the persistence of circulation of hookworms following MDA and
improvements in water supply, a hookworm vaccine can be considered as a
complementary measure in STHs prevention in this ecoepidemiological and
sociodemographic scenario.

Our results are in agreement with the current trend that argues that Brazil
is experiencing a decrease of STHs prevalence, observed over the last 20

years. Nevertheless, hookworm disease — and consequently iron deficiency
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anemia — can persist focally in rural areas where sanitation infrastructure is

poor, despite successful MDA and improvements in clear water supply.
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Table. Sociodemographic characteristics associated with hookworm infection in
Russas, Ceara state, Brazil, 2013 (n = 213).

: Infected Uninfected 95% p-
Varables (n=8) (n=205) OR IC value
N (%) N (%)
Gender
0.39- 0.498

Male 5(4.7) 101 (95,3) 1.71 737
Female 3(2,8) 104 (97.2)
Age group (years)
0-19 2(21) 94979 o039 O O
>19 6 (5.1) 111 (94.9)
Income per capita
per month (USD)
*USD1=R$4
< 38.5 (Poverty) 3 (5.5) 52 (94.5) 1.76 C;Aé(; Ee
>38.5and < 168 5(3.2) 153 (96;8)
Main source of
drinking water
Desalinated 0.07-
b alE WA 3(2.1) 135 (97.9) 0.39 200 0.232
Ralnwater from 3 (5.4) 53 (94.6)
cisterns
Dam 0 4(2)
Water trucks 2 (25) 13 (6.3)
Site of defecation
Latrines 6 (3.6) 160 (96.4) 0.84 31362 0.559
Open defecation 2 (4.3) 45 (95.7)
Sewage disposal
Rudimentary tanks 6 (3.7) 157 (96.3) 0,91 317% el

Feces directly into

the field 2(25)  48(234)
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Abstract

Background

Current control policies for intestinal parasitosis focuses on soil-transmitted helminths,
being ineffective against Giardlia intastinalis, a highly prevalent protozoon that impacts chil-
dren’s nutritional status in developing countries. The objective of this study was to explore
spatial and molecular epidemiology of Giardia intestinalis in children of Amerindian descent
in the Brazilian Amazon.

Methodology/Principal Findings

A cross sectional survey was performed in the Brazilian Amazon with 433 children aged 1 to
14 years. Fecal samples were processed through parasitological techniques and molecular
characterization. Prevalence of G. intestinalis infection was 16.0% (73/433), reaching
22.2% (35/158) among children aged 2-5 years, and a wide distribution throughout the city
with some hot spots. Positivity-rate was similar among children living in distinct sociceco-
nomic strata (48/280 [17.1%] and 19/1 16 [16.4%] below and above the poverty line, respec-
tively). Sequencing of the §-giardin gene revealed 52 2% (n = 12) of assemblage A and
47.8% (n = 11) of assemblage B with high haplotype diversity for the latter. The isolates
clustered into two well-supported G. intestinalis clades. A total of 38 haplotypes were
obtained, with the following subassemblages distribution: 5.3% (n = 2) All, 26.3% (n= 10)
Alll, 7.9% (n = 3) Blll, and 60.5% (n = 23) new B genotypes not previously described.

Conclusions/Significance

Giardia intestinalis infection presents a high prevalence rate among Amerindian descended
children living in Santa Isabel do Rio Negro/Amazon. The wide distribution observedina
small city suggests the presence of multiple sources of infection, which could be related to
environmental contamination with feces, possibly of human and animal origin, highlighting
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the need of improving sanitation, safe water supply and access to diagnosis and adequate
treatment of infections.

Introduction

Among the intestinal parasites, Giardia intestinalis stands out for its high frequency in different
socioenvironmental scenarios and its prevalence in both developed and developing countries
[1-5]. G. intestinalis presents high levels of genetic diversity, which have been classified into
cight assemblages (A-H). Parasites isolated from humans belong to the globally distributed
assemblages A and B, which also have other animals as hosts, being potentially zoonotic [6].
Genotypes C and D have been described in domestic and wild canines, genotype E in domestic
ruminants and pigs, F in cats, G in mice and rats and H in seals [7].

Infections with G. intestinalis occur after the ingestion of cysts in contaminated water,
directly from person to person by fecal-oral contamination or, occasionally, from food [7].
Low-income populations residing in environments with poor houschold sanitation level and
without safe water supply are more vulnerable to water and excreta-related discases. Contami-
nated central water supplies can be the source of community-wide outbreaks or spreading of
G. intestinalis [ 4]. Giardiasis prevalence ranges to 20-30% in developing countrics and 2-7% in
developed countrics, being, in the latter, frequently related with day care center disease and
public pools outbreaks, and also to travel-associated diarrhea [4,8].

Although G. intestinalis is an important cause of diarrhea, most infections have chronic and
asymptomatic character [%]. The pathogenicity of G. intestinalis includes apoptosis of entero-
cytes, cpithelial cell damage, and consequent malabsorption [ 10]. Importantly, G. intestinalis
infection has been shown to impact the nutritional status of children, with the potential of seri-
ously compromising their physical development [11-15].

While control policies for intestinal parasitoses have been successful against soil-transmitted
helminths, these same policies are incffective against protozoan parasites as the treatment for
the diseases they causc requires different drugs and more complex ministration schedules [16-
18]. Here we assessed the prevalence, spatial distribution and molecular epidemiology of G.
intestinalis infection in children of Amerindian descent that live in a remote municipality in
the Brazilian Amazon.

Materials and Methods

This study was a cross-sectional survey performed in 433 children from Santa Isabel do Rio
Negro in 2011 (Fig 1A). This small city in Brazilian Amazon was occupied mainly by Amerin-
dians, descendent from the Tukano and Aruak speaking socictics. Although the overall popula-
tion of this arca was approximatcly 18,000 people, this study was conducted in the urban arca,
comprised of approximately 5,000 inhabitants, distributed among six districts: Aparecida
(APA), Centro (CEN), Santa Inés (SI), Sao Jos¢ Operdrio (SJO), Sao Judas Tadeu (S]T), and
Santana (SAN). All children included in our study were at maximum 14 years old. None of
them presented with diarrhea during the study. Containers without preservatives were distrib-
uted for stool samples collection, and parasitological tests were performed using cther sedimen-
tation technique [19]

Georeferencing was performed with a Global Position System in the SAD-69 geodetic
datum. Spatial data werc analyzed in a GIS platform using ArcGis 9.3* software (Environmen-
tal Systems Rescarch Institute, Redlands, CA-USA). Maps were generated using the kernel

PLOS ONE | DOE10.1371/jounal pone 0138805 July 8, 20106 2/8

141



@’ PLOS | ONE nthe A \

B o S o Tae bt b s N
TT7] Uemvat Lorn et s e S
L i
B
S
Lt A

Fig 1. A:Map of the study area in the Braziian Amazon. B: mmmu&mnmmnmsmnmlmmuegm-mm n2011,

genemiad using the kamel [ APA-Ap CEN- Centtro; 8JT- Sdo Judas Tadeu; S1- Santa Inés; SJ0- Sdo Jose
Operano. The maps were made with data provided by Op P under the Open Database License (Mips/\www. opensireetmap org/
copyright)

dot 10,1371 jcomal pone. 01 585003.9001

density estimation method, and only first order cffects were evaluated. The maps were made
using data provided by OpenStrectMap ™ available under the Open Database License (https://
mvw.o;\'nslrcctmap.orgr'cnpyrighl).

DNA was extracted, in a ficld laboratory, only from parasitologicaly confirmed G. intestina-
lis-positive stool samples using the ZR Fungal/Bacterial DNA kit (ZymoRescarch, Irvine-USA).
For the amplification of the 753-bp B-giardin (§G) gene fragment we utilized the G7-G759
primers, as described by Caccio et al. [20]. Products were purified using the Hlustra-GFX kit
(GE Healthcare, Pittsburgh, PA-USA) and sequenced with the ABI-BigDye Terminator kit
(Applicd Biosystems, Foster City, CA-USA) using ABI 3730 ( Applicd Biosystems) automated
sequencer. In addition, sequences that presented double peaks were cloned using pGEM "
T-Easy (Promega, Madison, WI-USA). Bricily, the inserts were amplificd by PCR using the
M13 primer and sequenced [21]. We used the Bioedit-7.1 and Mega-6.0 in order to edit and
align the sequences.

Bayesian and maximum-likelihood phylogenetic trees based on 657-bp G sequences were
inferred with BEAST-1.8 and PhyML-3.0, respectively. The Akaike and Bayesian Information
Criteria of (MODELTEST-2 were used to elect Tamura-Nei with four gamma categorics as the
best-fit evolutionary model for the dataset. Eighteen orthologous sequences representing the
diversity of G. intestinalis (six of the cight known assemblages) were retrieved from GenBank
and added to the analyses. Genealogies were reconstructed with Network-4.6 (Fluxus-Engi-
neering, Inc.) using the median-joining method with maximum-parsimony post-processing.

Ethics Statement

This study was approved by the Evandro Chagas Rescarch Institute Committee for Ethics on
Research of FIOCRUZ (0011.0.009.000-3). The parent or legal guardian of all children
included in this study provided written informed consent on their behalf.
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Results and Discussion

The prevalence of G. intestinalis infection was 16.9% (73/433). Infection was more frequent
among children aged 2-5 years old and among males (Table 1). In addition, giardiasis was
observed in distinct income strata with similar frequencies.

S1 presented a significantly higher (. intestinalis positivity rate than the other districts
(Table 1). & similar trend was observed with the kernel analysis that identified infection hot-
spots in the APA and I districts (Fig 1B).

Since the extraction was performed in a ficld laboratory, it was possible to obtain DNA from
50/73 (68.5%) positive stool samples. From these, 23 (46.0%) were good-quality sequences
(fragment of 657-bp). The isolates clustered into two well-supported G. infestinalis clades (Fig
1A). The assemblage frequencies were 52.2% (n = 12) for A and 47.8% (n = 11) for B. While
assemblage A sequences obtained did not contain double-peaks, most assemblage B sequences
did (n = 7), and were thus cloned. Up to five different haplotypes could be retrieved from a sin-
ghe sample in five chones analyzed.

(. infestinalis assemblages A and B are widely distributed in the studied region {Fig 2E).
Assemblage A exhibited low haplotype diversity, with two haplotypes separated from each
other by two mutation steps. One haplatype of assemblage A was observed in five of the six dis-
tricts, and the other one only in APA. On the other hand, assemblage B exhibited high haplo-

type diversity (Hd = 0.83), with 22 different haplotypes separated by 1-10 mutation steps.

Tabie 1. Distribubion of Giardia Infection gio graphic characteristics
In Santa lsabe| do Alo Negro-AM, Brazil, 2011.
Characteristic of Giarda positive ¢ I

[t posiiive) valus®

Locaiity

Aparecida THT (14508 0026

Ceniro 220 (15.0%)

Santana 181048 {17.306)

Sania Ines VBT (28.77%)

5o Jose Operano 114108 {10.67%)

8o Judas Tateu BT (12.77%)

Eex

Famals /208 {14.076) 0157

Maie 44/228 (19.67%)

Age (y=ars}

] 10480 {16.77%) 0184

28 38/138 {22.27)

11 28152 (13.076)

12-14 BT (17.07%)

Unknown 0 {76

Income per capita per month (US0)

USD1=BAL4

Beiow the povarty ine (< 38.5) 4B/ZEO {17.176) 0854

Above the povarty line (= 38.3 157118 {10.47%)

and = 330)

Unknown 037 (18:2%)

“Fisher sxact lest.

ol 10.137 Viounal pone. 53000001
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These were present in four districts and only one haplotype was shared between two localitics,
APA and SL

A total of 38 haplotypes were obtained, with the following subassemblages distribution:
5.3% (n=2) AIL 26.3% (n = 10) AIIL 7.9% (n = 3) BIII, and 60.5% (n = 23) ncw B genotypes
not previously described (Table 2). Two distinct epidemiological scenarios were observed.
While children living in the same house were infected by the same assemblage, surprisingly
children in one house were infected by distinct assemblages (AI1l and new B haplotypes).

G. intestinalis infection was distributed throughout the city, with some hotspots of higher
frequency. Interestingly, G. intestinalis positivity is not associated with income stratum. The
wide distribution observed in a small city suggests the presence of multipk sources of infection,
which could be related to environmental contamination with feces, possibly of human and ani-
mal origin [22]. Many houses do not have access to potable water, being served by two sources:
“black water™, which is drawn from the Rio Negro and chlorinated in a plant, and “white
water”, which is taken up in wells. The vast majority of homes do not have septic tanks or
latrines and the disposal of feces is done directly in the river. This practice may facilitate the
spread of different haplotypes of G. intestinalis. The observed hotspots on the margins of the
Rio Negro suggest that people who live closer to the river are at greater risk of becoming
infected.

The high genctic divergence between A and B (5.5-6.3%) supports previous proposal for
their scparation in two taxa, G. intestinalis and Giardia enterica [ 23, 24]. Assemblage A haplo-
types detected in the present study are identical to European strains [20], evidencing their low
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Tabie 2. Molecular charsolerization of Isolates from Santa Isabeel do Rio Negro, Amazonas, Brazil.

Cmamiunity Sampis ID Azsemiblage Eubassemblage GenBank aocession number
A 517 A Al KLIS04725
A 523 A A KLIS04723
A 533 A Al KLIS04735
A 538 A Al HLIS04730
A 538 A Al KLIS047 7
Ceniro 88 B Few HLIS04707
Sarfa Inf's g3C1 B Few HLIS04702
Sarfa Infls B3C3 B Haw KLIS04703
Sarfa Infls 53C3 B Haw HLIS04704
Sarfa Irdls 83 B haw KLIS04708
Sarfa Irdls g41C1 B Few KLIS04712
Sarfa Indls E1C2 B Faw KLIS04713
Sarfa Irfls E11C3 B Few KLIS04714
Sarfa Indls E11C4 B Faw HLIS04713
Sara Iréls E11C3 B Bin KLIS04718
Sania Iréls 512 A Al KLIS04717
Sanla Iné's 513 B Few HLIS04T20
Sanla Inf's 518 B Few HLIS047 20
Sanla Infls g24C1 B Haw KLIS04730
Sanla Irfis g24c3 B haw HLIS04734
Sanla irdls g24C3 B Bil KLIS04732
Sania Iréls 542 A A KLIS04738
Sfo Jose Operdnio 8z A A KLIS04704
Sfo Jose Operdrio a7 A A HLIS04700
Sfo Jose Operdnio g21C2 B Few KLIS04727
Sfo Jose Operdnio g21C3 B Fmw KLIS04728
Sfo Judas Tadeu 523 A Al KLIS04733
Sfo Judas Tadeu 530 A Al HLIS04734
Saritana 84 A Al HLIS04705
Saritana g10C3 B haw HLIS04709
Saritana g10C4 B haw HLIS04T10
‘Saritana E10C3 B Faw KLIS04711
Saritana B43C1 B Faw KLIS04718
‘Saritana g13C2 B Faw KLIS04713
Saritana s18C1 B Faw KLIS04721
Saritana g18C2 B Faw KLIS04722
Sarttana 1804 B Fmw KLIS04723
‘Saritana E10C3 B Bil HLIS04724

dioi: 110,137 Lournal .pore 0 5300 02

genctic divergence. In contrast, assemblage B haplotypes were highly diverse, being possible to
observe up to five different clones in a single sample. Previous genome sequencing analysis evi-
denced a 10-fold difference in heterozygosity levels between assemblages A and B [24], but the
reasons for such difference are still unknown and deserves further investigation.
The Amazon region is the largest drainage basin in the world and harbors one-fifth of the

fresh water reserves on the planet. Paradoxically, the living conditions of many people who

inthabit this basin are substandard, favoring the transmission of fecal -oral diseases such as giar-
diasis. It has been proposed that the routine water treatment practices usually employ
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concentrations of chlorine able to inactivate only bacterial and viral pathogens, but not Giardia
cysts [25-26]. Thus, adequate control of giardiasis, particularly in Amazon region requires the
improvement of drinking water quality and reduction of environmental contamination with
feces [27]. Despite the high prevalence of giardiasis and its health impact worldwide, large-
scale interventions—as those implemented for STH control—are lacking in developing coun-
trics. In this context, enteric protozoa infections emerge as neglected conditions in the STH
control era [18].
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9.9 Apéndice 9. Matriz de numeros de sitios polimérficos das amostras do assemblage A amplificadas pelo gene Beta-giardina
de municipios de Russas-CE, Nossa Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM
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9.10 Apéndice 10. Matriz de numeros de sitios polimérficos das amostras do assemblage B amplificadas pelo gene Beta-giardina

de municipios de Russas-CE, Nossa Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM

Isolados->

Ref BI

S3C1

S11C2

S11C1

S3C2

S24C2 | S24C1

S16C1

S16C2

S16C4

S11C3

S11C4

BAR153.1

AYQ072725 Bl

S3C

(O3] >N

S11C2

S11C1

S3C

S24C2

S24C1

S16C1

S16C2

S16C4

S11C3

S11C4

BAR153.1

S8C

S

S13C2

S13C1

AY072726 Bll

S1

AY072727 BIll

S1

S11C5

S24C3

S16C5

S21C3

S21C2

S3C
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S10C4
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S11C5| S24C3| S16C5| S21C3| S21C2

S18

Ref BIII

S15

Ref BII

S13C2| S13C1

S

S8C5

6

4
4

5
4
4
3
2
3
3
0

5
3
3

1

1
1
1
2
2

7
7
7
6

Isolados->
AY072725 BI

S3C

S11C2
S11C1
S3C

S24C2
S24C1
S16C1
S16C2

S16C4

S11C3
S11C4
BAR153.1

S8C

S13C2
S13C1
AY072726_BII

S1
AY072727 Bl

S1

S11C5
S24C3

S16C5

S21C3

S21C2

S3C
AY072728 BIV

S10C4

S10C5

S10C3
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Isolados->

S3C3

Ref BIV

S10C4

S10C5

S10C3

AY072725 BI

S3C1

S11C2

S1iC1

S3C2

S24C2

S24C1

S16C1

S16C2

S16C4

S11C3

S11C4

BAR153.1

S8C5

S9
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Blo|~|N|o|o|u|o]|~|~|o|~|~|~N|o| o

b= (1] N1 EN1 Fo2] =21 {331 £ ENT EN1 [o=] ENTEN] ENT =y %o}
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S10C5
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9.11 Apéndice 11. Matriz de nUmeros de sitios polimorficos das amostras amplificadas pelo gene gdh de municipios de Russas-
CE, Nossa Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM

Isolados-> | Ref Al|l Ref Al|Ref BIll|Ref Bl| AN1.5| PA3.4 S2 S17
L40509 Al D 2 39 41 2 2 2 2
L40510_ All 2 ID 41 43 0 0 0 0
AF069059 _BI| 39 41 ID 6 41 41 41 41
L40508 BIV| 41 43 6 ID 43 43 43 43
AN1.5 2 0 41 43 ID 0 0 0
PA3.4 2 0 41 43 0 ID 0 0
S2 2 0 41 43 0 0 ID 0
S17 2 0 41 43 0 0 0 ID
S29 2 0 41 43 0 0 0 0
S42 2 0 41 43 0 0 0 0
S4 2 0 41 43 0 0 0 0
S7 2 0 41 43 0 0 0 0
S23 2 0 41 43 0 0 0 0
S12 3 1 42 44 1 1 1 1
S35 2 0 41 43 0 0 0 0
S36 2 0 41 43 0 0 0 0
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S36

41

43

ID

S35

41

43

ID

S12

42

44

ID

S23

41

43

ID

S7

41

43

ID

S4

41

43

ID

S42

41

43

ID

S29

2
0

41

43
0
0

ID

Isolados->
L40509 Al

L40510 All

AF069059_ Bl

L40508 BIV

ANL5

PA3.4

S2

S17
S29
S42

S4

S7

S23
S12
S35
S36
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9.12 Apéndice 12. Matriz de numeros de sitios polimorficos das amostras amplificadas pelo gene tpi de municipios de Russas-

CE, Nossa Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM

Isolados-> Ref_Al | Ref_All | Ref_Alll Ref_BIll | Ref_BIV S33 S31 S47 S45 S42 S38 S35 S36 S16
KF843947_Al ID 2 14 84 88 86 87 86 84 2 2 2 2 84
u57897_All 2 ID 16 82 86 84 85 84 82 0 0 0 0 82
DQ650648_Alll 14 16 ID 84 88 86 87 84 84 16 16 16 16 84
KJ188089_BllI 84 82 84 ID 5 4 1 82 82 82 82 0
AF069560_BIV 88 86 88 5 ID 6 86 86 86 86 5
S33 86 84 86 4 ID 5 84 84 84 84 4
S31 87 85 87 4 3 2 ID 5 85 85 85 85 4
S47 86 84 84 2 ID 3 84 84 84 84 2
S45 84 82 84 1 3 ID 82 82 82 82 1
S42 2 0 16 82 86 84 85 84 82 ID 0 0 0 82
S38 2 0 16 82 86 84 85 84 82 0 ID 0 0 82
S35 2 0 16 82 86 84 85 84 82 0 0 ID 0 82
S36 2 0 16 82 86 84 85 84 82 0 0 0 ID 82
S16 84 82 84 0 5 4 4 2 1 82 82 82 82 ID
PA3.3 2 0 16 82 86 84 85 84 82 0 0 0 0 82
AN1.5 3 1 17 83 87 85 86 85 83 1 1 1 1 83
S4 2 0 16 82 86 84 85 84 82 0 0 0 0 82
S21 87 85 87 4 1 2 2 6 5 85 85 85 85
S25 86 84 86 4 3 0 2 6 5 84 84 84 84
PA3.4 2 0 16 82 86 84 85 84 82 0 0 0 0 82
uci4.7 2 0 16 82 86 84 85 84 82 0 0 0 0 82
UC14.6 2 0 16 82 86 84 85 84 82 0 0 0 0 82
PA3.2 84 82 84 0 5 4 4 2 1 82 82 82 82
S40 84 82 84 0 5 4 4 2 1 82 82 82 82

155



Isolados-> PA3.3 AN1.5 S4 S21 S25 PA3.4 | UC14.7 | UC14.6 | PA3.2 S40
KF843947_Al 2 3 87 86 2 2 2 84 84
u57897_All 0 1 0 85 84 0 0 0 82 82
DQ650648_Alll 16 17 16 87 86 16 16 16 84 84
KJ188089_BlII 82 83 82 4 4 82 82 82 0 0
AF069560_BIV 86 87 86 1 3 86 86 86 5 5
S33 84 85 84 2 0 84 84 84 4 4
S31 85 86 85 2 2 85 85 85 4 4
S47 84 85 84 6 6 84 84 84 2 2
S45 82 83 82 5 5 82 82 82 1 1
S42 1 85 84 82 82
S38 1 85 84 82 82
S35 1 85 84 82 82
S36 1 85 84 82 82
S16 82 83 82 4 4 82 82 82 0 0
PA3.3 ID 1 0 85 84 0 0 0 82 82
AN1.5 ID 86 85 83 83
S4 0 1 ID 85 84 0 0 0 82 82
S21 85 86 85 ID 2 85 85 85
S25 84 85 84 2 ID 84 84 84
PA3.4 1 85 84 ID 0 82 82
uci4.7 1 85 84 ID 82 82
UC14.6 1 85 84 0 ID 82 82
PA3.2 82 83 82 82 82 82 ID 0
S40 82 83 82 82 82 82 0 ID
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9.13 Apéndice 13. Caracterizagdo molecular das amostras de Giardia
duodenalis para o gene B-giardina em Santa Isabel do Rio Negro,

Amazonas, Brasil

Municipio | Localidade 'dentificagdo Alvo Assemblage Subassemblage Ge.nBank
da amostra accession number
SIRN APA S17 B-Giardina A A2 KU504725
SIRN APA S23 B-Giardina A A3 KU504729
SIRN APA S35 B-Giardina A A3 KU504735
SIRN APA S36 B-Giardina A A3 KU504736
SIRN APA S38 B-Giardina A A2 KU504737
SIRN CEN S8 B-Giardina B New KU504707
SIRN Sl S3C1 B-Giardina B New KU504702
SIRN Sl S3C2 B-Giardina B New KU504703
SIRN Sl S3C3 B-Giardina B New KU504704
SIRN SI S9 B-Giardina B New KU504708
SIRN Sl S1iC1 B-Giardina B New KU504712
SIRN Sl S11Cc2 B-Giardina B New KU504713
SIRN Sl S11C3 B-Giardina B New KU504714
SIRN Sl S11C4 B-Giardina B New KU504715
SIRN Sl S11C5 B-Giardina B B3 KU504716
SIRN Sl S12 B-Giardina A A3 KU504717
SIRN Sl S15 B-Giardina B New KU504720
SIRN Sl S18 B-Giardina B New KU504726
SIRN Sl S24C1 B-Giardina B New KU504730
SIRN Sl S24C2 B-Giardina B New KU504731
SIRN Sl S24C3 B-Giardina B B3 KU504732
SIRN Sl S42 B-Giardina A A3 KU504738
SIRN SJO S2 B-Giardina A A3 KU504701
SIRN SJO S7 B-Giardina A A3 KU504706
SIRN SJO S21C2 B-Giardina B New KU504727
SIRN SJO S21C3 B-Giardina B New KU504728
SIRN SJT S29 B-Giardina A A3 KU504733
SIRN SJT S30 B-Giardina A A3 KU504734
SIRN SAN S4 B-Giardina A A3 KU504705
SIRN SAN S10C3 B-Giardina B New KU504709
SIRN SAN S10C4 B-Giardina B New KU504710
SIRN SAN S10C5 B-Giardina B New KU504711
SIRN SAN S13C1 B-Giardina B New KU504718
SIRN SAN S13C2 B-Giardina B New KU504719
SIRN SAN S16C1 B-Giardina B New KU504721
SIRN SAN S16C2 B-Giardina B New KU504722
SIRN SAN S16C4 B-Giardina B New KU504723
SIRN SAN S16C5 B-Giardina B B3 KU504724

157



9.14 Apéndice 14. Caracterizacdo molecular das amostras de Giardia
duodenalis para os genes B-giardina, tpi e gdh nos municipios de Russas-
CE, Nossa Senhora de Nazaré-Pl e Santa Isabel do Rio Negro-AM, Brasil

B-giardina Gdh Tpi
Municipio 'solado Assergblag AssSeL:r?t-)lag ey AssSeLrlr?t-)lag ey Asssel:r?l;lag
e e e
SIRN S1 B PS B PS Na Na
SIRN S2 A Alll A All Na Na
SIRN S3 Clonado B PS Na Na
SIRN S3C1 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S3C2 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S3C3 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S4 A Alll A All A All
SIRN S7 A Alll A All Na Na
SIRN S8 B NOVO B PS Na Na
SIRN S9 B NOVO B PS Na Na
SIRN S10 Clonado B PS Na Na
SIRN S10C3 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S10C4 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S10C5 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S11 Clonado B PS Na Na
SIRN S11C1 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S11C2 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S11C3 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S11C4 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S11C5 B Bl Na Na Na Na
SIRN S12 A Alll A NOVO A NOVO
SIRN S13 Clonado B PS Na Na
SIRN S13C1 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S13C2 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S14 Na Na B PS Na Na
SIRN S15 B NOVO B PS Na Na
SIRN S16 Clonado B PS B Bl
SIRN S16C1 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S16C2 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S16C4 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S16C5 B Bl Na Na Na Na
SIRN S17 A All A All Na Na
SIRN S18 B NOVO B PS Na Na
SIRN S19 B PS B PS Na Na
SIRN S20 B PS B PS B PS
SIRN S21 Clonado B PS B NOVO
SIRN S21C2 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S21C3 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S22 B PS B PS B PS
SIRN S23 A Alll A All A PS
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SIRN S24 Clonado B PS Na Na
SIRN S24C1 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S24C2 B NOVO Na Na Na Na
SIRN S24C3 B Bl Na Na Na Na
SIRN S25 B PS B PS B NOVO
SIRN S26 B PS B PS Na Na
SIRN S27 B PS B PS Na Na
SIRN S28 B PS B PS Na Na
SIRN S29 A Alll A All Na Na
SIRN S30 A Alll A PS Na Na
SIRN S31 B PS B PS B NOVO
SIRN S33 B PS B PS B NOVO
SIRN S34 B PS Na Na Na Na
SIRN S35 A Alll A All A All
SIRN S36 A Alll A All A All
SIRN S37 Na Na B PS B PS
SIRN S38 A All Na Na A All
SIRN S40 B PS B PS B BIlI
SIRN S41 B PS Na Na Na Na
SIRN S42 A Alll A All A All
SIRN S44 Na Na B PS B PS
SIRN S45 B PS B PS B NOVO
SIRN S46 B PS B PS B PS
SIRN S47 B PS B PS B NOVO
NSN CA 015 A All Na Na A PS
NSN PA 03.2 B PS B PS B BIlI
NSN PA 03.3 A Na Na A All
NSN PA 03.4 A All A All A All
NSN PB 03.4 A Na Na Na Na
NSN PE 05.1 B PS Na Na Na Na
NSN PE 08.3 B PS Na Na Na Na
NSN UC 14.6 B PS Na Na A All
NSN uc 14.7 B PS Na Na A All
NSN AN 1.5 A All A All A NOVO
Russas  PATO% A Al Na Na Na Na
RUSSAS PAT1_16 B PS Na Na Na Na
RUSSAS T'MZ“' A All Na Na Na Na
RUSSAS T"\i'—f'o' A Na Na Na Na
Russas 1t A Na Na Na Na
RUSSAS BAngll A All Na Na Na Na
RUSSAS BA,EIE’ B NOVO Na Na Na Na

Legenda: PS: N&o definido por ter picos sobrepostos; Na: Sequéncia ndo amplificada; Novo: Haplétipo
novo; ---- ndo definido. Referéncias utilizadas: B-giardina: Al- M36728, All- AY072723, Alll- AY072724,
B- AY072725. Gdh: Al- L40509, All- L40510, B- AF069059. Tpi: Al- KF843947, All- U57897, B-
KJ188089.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1. Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - £ Plabaforma
FIOCRUZ/IOC %’ﬂ-"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Glardiase: prevaléncla, impacio sobre o stalus nulricional @ epldemiclegia molecular

am trés localidades andémicas.
Pesquisador: Filipe Anibal Carealho Costa
Area Temitica;
Versho: 2

CAAE: 12125713.5.0000. 5248
Instituigho Proponente: Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZNOC
Patrocinador Principal: Financiamento Priprio

DADOS DO PARECER

Mumere do Parecer: 277,050
Data da Relstoria: 200052013

Apresentacho do Projeto:
© estudo pretends daterminar 8 prevaléncia de infecgdo por Glardia duodenalis (GDY) por medo de mélodos
coproparasitoldgicos em populaciio whana, rural e ribeirinha caracierizando genotipd e isolados de

GD por sequenciamants gentmico de diferentes loci do genoma do parasila, Pratends lambém analisar
fabores sociais @ ambienlais associados & mieccho por GD por meio de questionarios epidemiclégcos a
avaliar o status nutricional através de indices antropométricos.

Sardo incluidos os moradores da Santa |sabel do Rio Negro-AM, Oriximing-PA & Cachoeiras de Macacu-RL..
s participantes responderdo questiondnos epidemicldgicos e entregardo amostras de fezes. Além disso,
serdo realizadas avaliagles antropemdtncas nas ciangas das localidades. comparands parasitados & nao
parasitades quanta a0 Status nutricional par meio de escones de desvio-padrlio dos parlimetros peso-idade |
altura-idade | pesa-aliues & o Indice de Massa Carparal (IMC).

Melodologla. Desenho: esiudo transversal com dados parasitoldgicos, antropométncos @ socioecondmicos.
Os grupos populacionais selecionados sdo de regibes com aspecios ambientais, sociais @ sanitirios
proplcos & ocoméncia @ manulangdo da infeceio por Glandsa sp. Os sujeitos da pesquisa serdo moradones
de dreas wrbanas (Santa lsabel do Rio Megro). rurais (Cachosiras de
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