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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Maria Fantinatti Fernandes da Silva

Giardia lamblia € um enteroparasito com distribuicdo global, de carater zoondtico, transmissivel por
via hidrica ou contato direto intra e interespecifico. No Brasil, a giardiase tem alta prevaléncia, porém
a infeccao é relativamente pouco estudada, tendo em vista a baixa produgao cientifica no tema. G.
lamblia tem grande diversidade genética e, até agora, ja foram descritos oito genoétipos (A a H), onde
A e B séo antropozoonéticos e os demais, considerados hospedeiro-especificos. Esse fato possibilita
a ocorréncia de diferentes rotas de transmissdao amplificando a disseminacdo do parasito e
justificando a alta frequéncia. Nesse sentido, o entendimento da epidemiologia molecular do parasito
adquire importancia central para a identificagcdo de potenciais hospedeiros. As estratégias de controle
envolvem multiplos fatores: saneamento, tratamento seletivo, educagédo em salde e compreensao da
dinamica de transmissao do parasito. Nosso objetivo foi gerar instrumentos para auxiliar o controle da
giardiase com dois focos: desenvolver materiais de educagdo em saulde sobre enteroparasitoses e
determinar os genotipos de G. lamblia circulantes em duas localidades (Salgueiro e Belford Roxo) do
Rio de Janeiro. Inicialmente realizou-se uma analise situacional da prevaléncia de G. lamblia em
humanos no Brasil através de revisdo da literatura, onde se concluiu que: 1) ha caréncia de estudos
no tema, 2) o Sudeste é a regido com o maior nimero de estudos, 3) G. lamblia é enteroparasito mais
frequente, 4) as criangas sdo o grupo preferencialmente acometido. Em razdo disto, foram
construidos materiais interativos e ludicos e aplicados a pré-escolares das referidas localidades. As
criancas demonstraram capacidade de compreensao do conteudo tedrico das atividades realizadas.
Amostras de fezes de pré-escolares e contactantes das localidades do estudo foram examinadas por
pelo menos trés métodos parasitologicos. A frequéncia de Giardia entre as criangas variou de 14% a
49%, portanto alta quando comparada com a de outros protozodrios de transmissdo hidrica. Isto
sugere que outras fontes de infeccdo devem ter importancia epidemiolégica na distribuigdo do
parasito. As amostras positivas para Giardia foram genotipadas utilizando como alvo os genes: beta-
giardina e glutamato desidrogenase. Foram examinadas amostras de &gua da creche e de
residéncias. As sequéncias dos isolados de G. lamblia obtidas para cada gene foram agrupadas nos
genotipos A, B e E no Salgueiro e em Belford Roxo apenas no gendtipo A. A identificagéo do gendtipo
A em agua de residéncia aponta a via hidrica como fonte de infecgdo, diferente do observado na
creche cujo diagnostico da agua de consumo foi negativo. A identificagdo do genétipo E em humanos
indica a possibilidade de ciclo antropozodtico. A nao identificagdo do genétipo B em 2014 e sua alta
frequéncia em 2015 sugere a ocorréncia de um surto por este genoétipo. Os achados deste estudo
apontam que a distribuicAo dos gendtipos de G. lamblia é dindmica podendo variar espacial e
temporalmente e que conhecer seu cenério epidemiolégico ajuda a compreender as possiveis rotas
de transmissdo. Frente a baixa perspectiva de implantagdo de politica de saneamento universal, a
implementacao de estratégias de controle baseadas em pesquisas cientificas nas areas de educacgéo
e ciencias biomédicas podem contribuir para a redug¢éo dos casos de giardiase.
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ABSTRACT
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Maria Fantinatti Fernandes da Silva

Giardia lamblia is an enteroparasite of global distribution, with zoonotic character, whose transmission
occurs by water or by intra and interspecific direct contact. In Brazil, giardiasis has a high prevalence,
but the infection is relatively little studied, due to the low scientific production in the subject. G. lamblia
has great genetic diversity and, so far, eight genotypes have been described (A to H), where A and B
are anthropozoonotic and the others, considered host-specific. This fact allows the occurrence of
different transmission routes amplifying the dissemination of the parasite and justifying the high
frequency. In this sense, the understanding of molecular epidemiology of the parasite acquires central
importance for potential hosts identification. Control strategies involve multiple factors: sanitation,
selective treatment, health education and understanding of dynamics transmission of the parasite. Our
objective was to generate instruments to help giardiasis control with two foci: to develop health
education materials on enteroparasitoses and to determine the genotypes of G. lamblia circulating in
two localities (Salgueiro and Belford Roxo) in Rio de Janeiro. Initially, a situational analysis of G.
lamblia prevalence in humans in Brazil was carried out through literature review, where it was
concluded that: 1) there is a lack of studies on the theme, 2) the Southeast region is the region with
the largest number of studies, 3) G. lamblia is more frequent enteroparasitis, 4) children are the group
most affected. Because of this, interactive and playful materials were built and applied to preschoolers
from those localities. The children demonstrated ability to understand the theoretical content of the
activities performed. Stool specimens from pre-school children and contact persons from the study
sites were examined by at least three parasitological methods. The frequency of Giardia among
children varied from 14% to 49%, therefore high when compared to other protozoans of water
transmission. This suggests that other infection sources should have epidemiological importance in
the distribution of the parasite. Giardia-positive samples were genotyped using genes target: beta-
giardin and glutamate dehydrogenase. Water samples from day care and homes were examined. The
sequences of G. lamblia isolates obtained for each gene were grouped in assemblages A, B and E in
Salgueiro and in Belford Roxo only in assemblage A. Identification of assemblage A in residence
water points to the waterway as a source of infection, different from that observed in the nursery
whose diagnosis of drinking water was negative. The identification of assemblage E in humans
indicates the possibility of anthropozootic cycle. The non-identification of assemblage B in 2014 and
its high frequency in 2015 suggests the occurrence of an outbreak by this genotype. The findings of
this study indicate that the distribution G. lamblia genotypes is dynamic and may vary spatially and
temporally and that knowing its epidemiological scenario helps to understand the possible routes of
transmission. In view of the low perspective of implementing a universal sanitation policy, the
implementation of control strategies based on scientific research in the areas of education and
biomedical sciences may contribute to the reduction of cases of giardiasis.

Vil



indice

RESUMO Vi
ABSTRACT Vil
1 MARCO TEORICO 1
1.1 Brasil sem Miséria e as doencas da pobreza..........cccccrrrirecmrrniicnnnnnns 3
1.2 EdUcacao €m SAUAE.........ccceomrrriiramerrisssmnnssssssms s ssssssmms s sessssmns s sssssmnnssnsss 4
1.3 Histérico do protozoario Giardia Sp. .....ccccccceviiiisssmmmmnnnninssssssssnsssssssnns 5
1.4 GENEro Giardia.............ccoeseummmmmniinsssssssssmmnnss s ssssssssssmsss s s sssssssssssnmssssssnnas 6
1.5 Caracteristicas morfologicas de Giardia lamblia....................cccecceeerrn... 8
1.6 Aspectos do genoma de Giardia 1amblia ..............eeeeeeeeeeeeeeeneeesnnnnnnnnnns 12
1.6.1  Gendtipos de Giardia lamblia..............ccccueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 12
1.7 Transmissao e ciclo biologico de Giardia..........ccoecmmrrrrirriissssncmnnnnnnnns 16
R T - T o T 18
1.9 Resposta imune a infeccao por Giardia lamblia...................cceeceeenrn.. 19
1.10 Diagndstico da infeccao por Giardia lamblia................oooeeeiecnneeennnnnns 21
1.11 Tratamento da infeccao por Giardia lamblia................cccceeerrriirenernnne 22
1.12 Epidemiologia da infeccao por Giardia lamblia....................cccceeunrnn... 23
1.12.1 Epidemiologia da infecgédo por Giardia lamblia no Brasil ............. 25
1.13 JustificatiVa.......ceeeeemeeeiieeienesisss s ————— 26
2 OBJETIVOS 29
2.1 ODbjetivo Geral...... e 29
2.2 Objetivos ESPeCIfiCOS ....cccuiiremmiirirmer i 29
3  MATERIAL E METODOS 30
3.1 Levantamento bibliografiCo........cccccoviiiirismmnnniinnsssseesns e 30
3.1.1 Bases de dados eletrénicas e descritores utilizados ................... 30

3.1.2 Critérios de inclusao e exclusao para a revisao
DIBHOGIAfICA. ... 30
3.2 Local de estudo ........ccciiiiiininnninnnn s ————————————————— 31
3.3 Consideragcoes GliCas........ccurrmmrrrirsmrirsirme e 32
3.4 Material de educacao em salde..........cccceemmrrrrirmmrrnnssmmn s 32
3.4.1 Jogo do tabuleiro em tamanho humano .........ccccccceeeeeeeieeeeeeennnne. 34

viii



3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.4.2 Pecas de material sintético representando helmintos e

protozodrios em tamanho aumentado ..........cceeveeeveeeeieeieeceeeeeee, 35
3.4.3 Maquete do intestino com trofozoitos de giardia aderidos

em tamanho auMENTAdO ........uuuviiiiiiiiiiiiiieiiieiieeeee e eaeeeeaeeaeee 38
3.4.4 Caixa preta para detecgao de SUJEIra .......eeeeeeeeeeeiiieiiiieeeeeeeeeeans 39
3.4.5 Desenhos para colorir das formas evolutivas de Ascaris

lumbricoides e Giardia lamblia.................ccccceiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 41
3.4.6 Massa de modelar para constru¢ao das formas evolutivas

de Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia................cccccccueunnnnnnns 41
3.4.7 Utilizag&o das ferramentas de educagdo em saude..................... 41

Acondicionamento das amostras clinicas e Exames

Parasitol0gicos de Fezes..........ccoiiiiinemmmmnniinnnnssssssssss s 42
EXxtracao do DNA ... s s e 42
Reacao em Cadeia da Polimerase..........ccccoocmmrrinrsmmninsssmsnsnsssmssssnssnnes 42

Purificacao do produto amplificado, sequenciamento do DNA e
analise das SEQUENCIAS.......cuuuiirrmmmmmmrrrisissssssssmmsss s s ssssssssnsssssssssssssssns 43
Anadlises estatisticas dos dados clinicos, diagndstico
parasitologico e caracterizacao molecular de Giardia lamblia........... 44

3.10 Obtencao e diagnostico de amostras de agua de consumo da

Comunidade do SalgUEIro ........cccciiiiiiiiirnmmmnnrrrrnsssssssssss s sssssssnsnns 45
3.11 Georreferenciamento .........cccccecmmmmmiiinnininsssssr s snnnns 46
RESULTADOS 47
4.1 Revisao bibliografica sobre prevaléncia da infeccao por Giardia
lamblia em humanos no Brasil........ccccciiriiinninns 47
4.2 Caracteristicas observadas nas localidades onde foi realizado o
L= ([ Lo 61
4.21 Comunidade do SalgUueiro .........ccoouiiiiiiiiiiiiee e 61
4.2.2 Bairro Bom Pastor ..........euuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeaaeaneeeneee 62
4.3 Acoes de educacao em saude na pré-escola como estratégia de
compartilhar saberes sobre as enteroparasitoses patogénicas........ 64
4.3.1 Pré-escolares do Bairro Bom Pastor, Belford Roxo/Rd................ 64

4.3.2 Pré-escolares da Comunidade do Salgueiro, Rio de
B F= T =Y [ (0 4 o T 68

X



4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

Inquérito parasitolégico em frequentadores de creche e seus
contactantes no Bairro Bom Pastor em Belford Roxo/Rd .................. 70
Caracterizacao molecular de Giardia lamblia proveniente dos
cistos das amostras clinicas do municipio de Belford Roxo............. 72
Inquérito parasitolégico em frequentadores de creche e seus

contactantes na Comunidade do Salgueiro...........ccceeiviirsnmmmmnrniinnnninns 73
G T I | [o T Vg (o T =2 0 PSR 74
4.6.2 NOANO dE 2015 ...eeieiiiiiiiiiiiiiieittetiieiiie bbb eeaaaaaaaaaaae 76
4.6.3 NO ANO AE 2016 ...euueeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeaeeaeeeesssseeesaesseeesneesenennees 79
4.6.4 Comparacao da frequéncia de enteroparasitos no periodo

dE 2014 @ 2016 ....cci e e 80

Georreferenciamento das criancas infectadas por
enteroparasitos e distribuicao espacial dos genétipos de

Giardia lamblia na Comunidade do Salgueiro ...........cccceeeemmmmrrrinnninnes 81
A B |\ (o TV g (o T =2 0 I PSR 81
4.7.2 NOANO dE 2015 ...ttt aaaaaaae 82

Deteccao de Giardia lamblia em amostras de agua provenientes
da Comunidade do Salgueiro........ccccuiiiiiiiiiismmmmrr e 83
Caracterizacao molecular de Giardia lamblia proveniente dos
cistos das amostras clinicas da Comunidade do Salgueiro............... 86

4.10 Comparacao entre os isolados das amostras clinicas e

amostras de agua da Comunidade do Salgueiro..........cccceceeerrrrrrrrnnns 98
DISCUSSAO 101
5.1 Ferramentas de educacao em saude como estratégia de

controle da infeccao por enteroparasitos, principalmente

Giardia lamblia e Ascaris lumbricoides...............cccceeeeeesnnnnnnnnnnnnnnnnnns 101
5.2 Alta frequéncia de enteroparasitos, principalmente Giardia

lamblia, em criancas em idade pré-escolar...........cccccurrremmrrrnicnnnnnnnns 104
5.3 Baixa frequéncia da infeccao por enteroparasitos em adultos e a

importancia do contactante na transmissdao para os pré-

L= o o - 1 X 107
5.4 Caracterizacado molecular de isolados de Giardia lamblia

provenientes da Comunidade do Salgueiro e do municipio de
(ST 1 {0T o 1N {0 ) o N 109



5.5 Importancia da agua de consumo na transmissao de Giardia

lamblia na Comunidade do Salgueiro..........cccceeiiiiiimmmmmnnninnnssscsssnnenns 114
CONCLUSOES 118
PERSPECTIVAS: 119
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 120
APENDICES E/OU ANEXOS 153
9.1 Dados Suplementares.........ccocccmmrriiiiiiiiissmmmnnr s 153

9.1.1  Georreferenciamento dos genétipos de Giardia lamblia

isolados das amostras CliNiCas .........covvvecvevieiieeeee e, 153
9.2 Aprovacdo do Comité de Etica em PesquiSa........ceceeeererererererarssanannes 156
9.3 Artigo Publicado........ccciiiiiiiimiir e 162

X1



iINDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicao dos surtos causados por protozoarios nos anos de 2004
E= Y20 O o Yo T g 41 1] 41T 4 (= 2
Figura 2. Fotodocumentacao de um corte transversal de trofozoito de Giardia
lamblia por microscopia eletronica.. ........cccvrrmmrriininini e ————— 9
Figura 3. Corte histolégico destacando a adesao do trofozoito ao enterécito....9
Figura 4. Imagem obtida de microscopia eletronica de transmissao do
trofozoito de Giardia Iamblia.. .............ccoeemmeriiiiiisiisssnnrrr s 10
Figura 5. Cistos de Giardia lamblia, obtidos in vitro, em meio contendo DMSO.

Figura 6. Ciclo evolutivo da Giardia lamblia no homem. .........ccccccrviinmmrrnnssneenns 18
Figura 7. Distribuicao global da giardiase a partir de relatos bibliograficos até
{0 25
Figura 8. Localizacao da creche onde foi realizado o estudo na Comunidade do
Salgueiro, bairro Tijuca, Rio de Janeiro/RJ. .......cccurrrrmmmmmmnsssssssssssssssssssssssssssssssnas 31
Figura 9. Localizacao da creche onde foi realizado o estudo no bairro Bom
(2= 153 (o g =1 1 {07 o I = o) o Y1 = 11 1 31
Figura 10. Numero de trabalhos cientificos publicados que apresentam
frequéncia de infeccao por Giardia lamblia. ..............ccccooeriniiceoniiiiicennrricceneneaas 47
Figura 11. Numero de trabalhos cientificos publicos no Brasil por regiao
[0 [ Yo - 11 48
Figura 12. Frequéncia da infeccao por Giardia lamblia em funcao da idade do
(19 Te FAVZTo [ o == 11 Lo F-Te Lo 0 50
Figura 13. Fotodocumentacao de algumas localidades da Comunidade do
Salgueiro, Rio de Janeiro.. ......cccciiiiiiinmmmmnnninnssssssssssssss s sssssssssssssss s s ssssssssssssssnns 62
Figura 14. Fotodocumentacao de alguns aspectos do bairro Bom Pastor,
27213 {0 o I = {0 ) (o TR 63
Figura 15. Primeiro momento das atividades de educacao em saude: Jogo
prevencao das enteroparasitoses em tamanho humano...........ccccceeiviccceeennnnnnns 64
Figura 16. Primeiro momento das atividades de educacao em saude: Intestino
com giardias aderidas em tamanho aumentado e apresentacao de pecas
sintéticas € CONSEervadas.........ccccciriiiinmmmmnrniinns s 65

Xii



Figura 17. Segundo momento das atividades de educacao em saude.
evolutivas de Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia produzidas com massa de
modelar pelos Pré-eSCOIAres.........cooouiirirmririirmer s ssms s sms e nmn e e anns 66
Figura 18. Terceiro momento das atividades de educacao em saude: Grupo

Figura 19. Terceiro momento das atividades de educacao em saude: Desenhos
produzidos pelos pré-eSColares. ... s 67
Figura 20. Apresentacao das atividades de educacao em saude com os pré-
escolares da Comunidade do Salgueiro. ..........cccirrmmmmmrrrinnnsnissssmsnsrn s essssssssssnnnns 69
Figura 21. Realizacao das atividade de educacao em saude com os preé-
escolares da Comunidade do Salgueiro. ..........cccccremmmmmmmiiiiniiissseemnen s 70
Figura 22. Arvore filogenética de Giardia lamblia agrupando as sequéncias dos
isolados provenientes de amostras de fezes de criancas e contactantes do
municipio de Belford ROX0, RJ ... s 73
Figura 23. Frequéncia de enteroparasitos em criancas frequentadoras de uma
creche localizada na Comunidade do Salgueiro no ano de 2014. ...........cccceuueee 74
Figura 24. Frequéncia de enteroparasitos em criancas frequentadoras de uma
creche localizada na Comunidade do Salgueiro no ano de 2015. ............ccuuc..e. 77
Figura 25. Georreferenciamento de residéncias das criancas frequentadoras de
creche participantes do estudo em 2014. ... eeciiiiiiiimmeece s 82
Figura 26. Georreferenciamento de residéncias das criancas frequentadoras de
creche participantes do estudo em 2015. ... ———— 83
Figura 27: Arvore filogenética de Giardia lamblia agrupando isolados
provenientes de amostras de agua de consumo de residéncias de Agentes
Comunitarios de Saude da Comunidade do Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ. .85
Figura 28. Comparacao do numero de amostras positivas para Giardia lamblia
pelo exame parasitolégico e genotipadas pelos alvos B-gia e gdh.................... 87
Figura 29. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Glutamato desidrogenase (gene gdh). Os isolados eram
provenientes de amostras de fezes provenientes de criancas frequentadoras
de creche da Comunidade do Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ.........cccevveiiinnnnnns 90
Figura 30. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Beta giardina (gene B-gia)........cccccmrrrrrirssissssnmmmnnnninnsssssssnnnnns 92
Figura 31. Frequéncia dos genodtipos de Giardia lamblia encontrada em
criancas frequentadoras de creche da Comunidade do Salgueiro, Rd.............. 93

Xiii



Figura 32. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Glutamato Desidrogenase (gene gdh). ........ccceeemririicinnnnnne 94
Figura 33. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Beta giardina (gene B-gia).......cccccccmrrrrrrrssssssnmmmnnnnnnnsssssssnnnnns 95
Figura 34. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Glutamato Desidrogenase (gene gdh).. .......cccceeemriiiiiinnnnnnee 96
Figura 35. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Beta giardina (gene B-gia)........ccccccmrrrrrrssssssnmmmnnnnnnnsssssssnnnnns 97
Figura 36. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Glutamato Desidrogenase (gene gdh).. .......cccceecmrrriiicnnnnnnee 99
Figura 37. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Beta giardina (gene B-gia)........cccceerrrrrrisssssnmmmnnnninnssssssssnnnnns 100
Figura 38. Georreferenciamento de residéncias das criancas frequentadoras de
creche infectadas segundo o gendétipo de Giardia lamblia em 2014................ 154
Figura 39. Georreferenciamento de residéncias das criancas frequentadoras de

creche infectadas por genétipos de Giardia lamblia em 2015.. .........ccccceeeunnn.. 155

X1V



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Espécies do género Giardia classificadas segundo as caracteristicas
morfologicas do trofozoito. ... ————————— 7
Tabela 2. Alvos génicos utilizados na literatura para caracterizacao de espécies
de Giardia e genoétipos de Giardia lamblia. ..............ooocceeomeiiiiciecmniiiccenneesceneeeaas 13
Tabela 3. Genétipos de Giardia lamblia e seus respectivos hospedeiros. ........ 15
Tabela 4. Sequéncias de oligonucleotideos dos iniciadores e condicoes para a
reacao em cadeia da polimerase empregada na amplificacao do DNA extraidos
das amostras clinicas e dos controles...........cccccciceemmmmrrrinrnssssssse e 43
Tabela 5. Informacdes sobre os artigos incluidos na revisao de carater
explorativo @ desCritiVo. ... —————— 52
Tabela 6. Frequéncia de parasitos intestinais em criancas frequentadoras de
creche e seus contactantes (criancas e adultos). ......ccccceeeiiiiiissmmnnrnensscccseeees 71
Tabela 7. Frequéncia de enteroparasitos encontrada em pré-escolares e
contactantes no ano de 2014 na Comunidade do Salgueiro........ccccccveriiiiinnnnnns 75
Tabela 8. Resultados dos exames parasitologicos de fezes (EPF) utilizados
para diagnhdstico de enteroparasitos e para controle de cura das criancas
frequentadoras da creche do Salgueiro no ano de 2014...........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 76
Tabela 9. Frequéncia de enteroparasitos encontrada em pré-escolares e
contactantes no ano de 2015 na Comunidade do Salgueiro........cccccceeeriiiciinnnnnns 78
Tabela 10. Comparacao dos resultados obtidos no exame parasitologico de
fezes e nos controles de cura das criancas frequentadoras da creche do
Salgueiro N0 ano de 2015. ... annnns 79
Tabela 11. Frequéncia de enteroparasitos encontrada nos anos de 2014, 2015 e
2016 na Comunidade do SalgUeIro. .......cccceerirriiiiiissmmmnnnr s nnnnns 80
Tabela 12. Comparacao entre o numero de amostras com diagnéstico positivo
para Giardia lamblia pelo exame parasitologico e numero de amostras
amplificadas, com a respectiva genotipagem. ......ccccccmiiiiiiiiiiisssmnnnnnnssccceeens 93

XV



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Y%

°C:

N:

Hg:

uL:
um:
18S:
A:
ATCC:
B-giardina:
COa:
DNA:
DO
ELISA:
EUA:
F:

MgCly:
MIF
Min:

mL:
Mm:
mM:

nm.

Porcentagem

Graus Celsius

Lambda

Micrograma

Microlitro

Micrometro

Subunidade 18 S
Adenina

American Type Culture Collection
Beta-giardina

Gas Carbobnico

Acido Desoxirribonucleico
Densidade 6ptica
Enzyme Linked immunosorbent Assay
Estados Unidos da América
Foward

Guanina

Gravidade

Glutamato desidrogenase
Interleucina
Imunoglobulina A
Kilograma

Molar

Mega base

Cloreto de magnésio
Merthiolate-lodo-Formol
Minuto

Miligrama

Mililitro

Milimetro

Milimolar

Nandmetro

Xvi



nM:
N°:
ORF:
pb:
PCR:
pH:
pmol:

RNA:
seg:
SNP:

Taq DNA:
TBE:
TE:

UERJ:
uv:

Nanomolar

Numero

Open Reading Frames

Pares de base

Reacédo em Cadeia da Polimerase
Potencial hidrogeniénico
Picomol

Reverse

Acido Ribonucléico

Segundos

Single-Nucleotide Polymorphism
Timina

DNA polimerase termoestavel
Tris borato EDTA

Tris-EDTA

Unidade

Uracil

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Ultravioleta

Volts

Volume

XVvil



1 MARCO TEORICO

A infeccao por helmintos e protozoarios intestinais encontra-se distribuida em
todo o mundo, atingindo mais de 3,5 bilhdes de pessoas (CDC 2011, OMS 2011).
Entretanto, as parasitoses intestinais ou enteropasitoses sdo mais frequentes em
paises em desenvolvimento, por serem altamente relacionadas a areas com
caréncias de infraestrutura sanitaria. Dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), divulgados em 2015, estimam que cerca de 946 milhdes de pessoas ainda
defecam a céu aberto e 663 milhdes de individuos ndo possuem abastecimento de
agua tratada para beber, cozinhar e higiene pessoal. A baixa qualidade de vida
destes individuos aponta para a necessidade de medidas estratégicas que visem o
controle de doencas associadas a pobreza. A OMS prevé que o controle das
parasitoses deve ser baseado na melhoria das condigdes sanitarias, no tratamento
e, sobretudo, nas acbes de educacao em saude (OMS 2011).

Embora seja dificil desacoplar as parasitoses de outros mecanismos
relacionados a determinantes de pobreza, como a desnutricdo, elas podem
efetivamente reduzir a incorporacdo de nutrientes, seja por competicao alimentar ou
desorganizacao de areas absortivas do epitélio intestinal (Rey 2008). Além disso, ha
forte evidéncia que os parasitos, em especial helmintos, possam comprometer a
capacidade cognitiva, prejudicando o processo de aprendizagem (Stephenson 1987,
Savioli et al. 1992).

Embora o Brasil ndo disponha de numeros oficiais da prevaléncia de
parasitoses intestinais desde a década de 1950, os estudos mostram indices
alarmantes. Os inquéritos epidemiolégicos realizados no Rio de Janeiro tém
mostrado que o parasitismo intestinal de pré-escolares e escolares varia de 25 a
70%, conforme a area geografica estudada (Costa-Macedo e Rey 1997, Costa-
Macedo et al. 1998, Costa et al. 1998, Gomes et al. 2002, Marinho et al. 2002, Béia
et al. 2006, Volotao et al. 2007). Entretanto, a teméatica ainda é pouco explorada o
que faz com que nao tenhamos a real magnitude da frequéncia destas infecgdes.

Dentre as parasitoses intestinais, pode-se destacar a giardiase que possui
distribuicdo global e os ultimos levantamentos realizados apontam mais de 183
milhdes individuos com a doenca (Torgerson et al. 2015). Estima-se que a

frequéncia da infecgao por giardia seja de 2 a 7% em paises desenvolvidos podendo



ultrapassar 50% (OMS 2005, CDC 2011), sendo particularmente mais prevalente em
criancas (Adam 1991).

A giardia, juntamente com criptosporideo e rotavirus, sdo as principais causas
de surtos de diarreia em frequentadores de creche no mundo, sobretudo em
menores de dois anos, podendo levar a desidratagdo (WHO 1996, Ferson 1997,
Carvalho-Costa et al. 2007). Sua transmissdo é favorecida por ambientes de
aglomeracao e, neste sentido, as creches recebem destaque. Nestas instituicdes o
contato interpessoal (crianga-crianca, crianca-funcionario, funcionario-funcionario)
quando associado a condicdes precarias de saneamento basico, estrutura fisica
inadequada e funcionarios mal treinados podem facilitar a disseminacao da infeccao
(Sempertegui et al. 1996, De Carvalho et al. 2006). Além disso, pré-escolares
constituem um grupo de alta susceptibilidade em virtude de caracteristicas
intrinsecas a faixa etaria, como fase de exploracao oral, dependéncia higiénica e
sistema imune pouco estimulado (Franco e Cordeiro 1996, De Carvalho et al. 2006).

Aproximadamente 15% dos casos de giardiase sdo provocados pela ingestao
de alimentos contaminados (Torgerson et al. 2015). Giardia spp. juntamente com
Cryptosporidium spp. sdo 0s principais responsaveis por surtos de transmissao
hidrica. No continente americano estdo concentrados 33,1% desses surtos (Figura
1) e o Brasil é responsavel por 1% dos surtos do mundo (Baldursson e Karanis
2011), entretanto provavelmente estes dados encontram-se subestimados, pois nao
se tratam de infecgdes de notificagdo compulséria. O protozoario G. lamblia é
responsavel por 35,1% dos surtos de diarreia ocasionados por agua contaminada
(Baldursson e Karanis 2011), fazendo com que a infecgdo por este parasito esteja
intimamente relacionada a transmissao hidrica. Por se tratar de uma zoonose, 0
contato com animais também pode se caracterizar como um fator de risco para a
infeccdo por G. lamblia. Neste sentido, conhecer os gendtipos circulantes em uma
area pode ajudar a identificar os possiveis hospedeiros e, consequentemente, a

compreender a dindmica da distribuicao local.

m Continente Australiano 47%
Continente Americano 33%
= Continente Europeu 17%

B Continente Asiatico 3%

Figura 1. Distribuicao dos surtos causados por protozoarios nos anos de 2004 a 2010 por continente.
(Baldursson e Karanis 2011)



G. lamblia apresenta seus gendétipos classificados de A a H, de acordo com a
especificidade pelo hospedeiro (Monis et al. 1999, Thompson et al. 2000). Os
genodtipos A e B sdo considerados potencialmente zoonéticos, pois infectam
humanos e outros hospedeiros mamiferos, incluindo animais domésticos de
compania (como caes e gatos). Ja os gendtipos C, D, E, F, G e H aparentemente
sao hospedeiro-especificos. Embora essa divisdo seja a estabelecida até os dias de
hoje, a caracterizacao genotipica de G. lamblia ainda nao se encontra totalmente
consubstanciada. Estudos recentes vém demonstrando a infecgcdo de alguns
genotipos em hospedeiros que transcendem a classificacao.

Além do hospedeiro que infecta, € de extrema relevancia conhecer a
distribuicdo epidemiolégica dos gendtipos, para auxiliar no direcionamento das
medidas de controle. Contudo, ainda nao existem resultados solidos sobre a
especificidade pelo hospedeiro destes genédtipos, bem como trabalhos que
correlacionem fatores de risco e epidemiologia molecular.

Assim, para haver o direcionamento de estratégias eficazes de controle da
infeccdo por G. lamblia, € necessario conhecer primeiramente a biologia do parasito,
seguido da sua distribuicao e de atividades de educacao em saude que contemplem
a realidade local. Entretanto, a escassez de estudos que apontem as reais taxas de
prevaléncia da infeccao por G. lamblia, agregado a falta de politicas publicas e de
ferramentas de educacao direcionadas para a problematica, faz com que a giardiase

siga marginalmente contemplada nos planos nacionais de controle.

1.1 Brasil sem Miséria e as doencas da pobreza

Com o objetivo de combater a extrema pobreza, o governo federal criou em
2011 o plano Brasil sem Miséria (BSM) que foi coordenado, na época, pelo
Ministério de Desenvolvimento Social e Combate a Fome (MDS). O plano é uma
extensao do programa Bolsa Familia, mas agora com carater estratégico, uma vez
que "pobreza ndo se resume a renda". Assim, o BSM tem como objetivo ndo s6
garantir renda para amenizar a situacao de pobreza, como também proporcionar a
inclusdo produtiva (com capacitacdo e oportunidade de trabalho) e principalmente
facilitar o acesso a servigos publicos para melhoria das condicbes de educagéo,
cidadania e saude (http://www.brasilsemmiseria.gov.br/).

Neste contexto, ainda em 2011, a FIOCRUZ, através de uma nota técnica,

propés a incorporacao, pelo Programa de Erradicacao da Pobreza Extrema do MDS,
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do tema "Doencas da Pobreza" e educagao popular, a fim de prevenir e controlar
estas doencas e possibilitar a promocéao da saude (Aradjo-Jorge 2011).

A nomenclatura "Doencgas da Pobreza" provém de enfermidades que estédo
associadas as condicbes de pobreza. Assim, moradia de baixa qualidade,
aglomeracao populacional intra e peridomicilio, falta de abastecimento de agua
tratada e rede de esgoto adequada deixam os individuos mais vulneraveis a
aquisicao de doencas como tuberculose, hanseniase, leishmaniose, dengue,
malaria, esquistossomose, Doenca de Chagas, tracoma, febre reumatica,
oncocercose e parasitoses intestinais (Araujo-Jorge 2011).

Parasitoses intestinais como a giardiase, além de serem consideradas
marcadores de grau de desenvolvimento socio-econémico de um pais (Moraes et al.
2000), sao consideradas também doencas geradoras de pobreza em virtude da sua
alta morbidade e do comprometimento nutricional, fisico e cognitivo que podem
provocar no individuo (Stephenson 1987, Savioli et al. 1992, Rey 2008).

A disseminagcdo da giardiase esta diretamente associada a falta de
saneamento basico, uma vez que a via hidrica € uma das principais formas de
transmissdo (Baldursson e Karanis 2011). Contudo, apenas o0 saneamento
adequado nao é suficiente para a prevencao da infeccao por G. lamblia (Razzolini et
al. 2010), j& que ha outras vias de infec¢do por se tratar de uma zoonose. Medidas
de educacao em saude sao extremamente importantes para permitir ao individuo a
autoprevencao e a disseminacao dos cuidados entre os préximos. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios, pois, com o auxilio de ferramentas moleculares, trabalhos
recentes tém demonstrado a complexidade da dindmica de transmissao de G.
lamblia, apontando novas fontes de infeccao que também devem ser consideradas

em estratégias de controle.

1.2 Educacao em saude

A presenca de parasitos intestinais data desde a antiguidade. No Brasil, os
achados em coproélitos e mumias apontam para a existéncia destas infecgdes ha
mais de 7.000 anos e para a existéncia de Giardia, ha mais de 5.300 anos (Frias et
al. 2013). Embora a sociedade tenha se desenvolvido e evoluido, esta interacao
parasitaria perdura até os dias atuais.

O longo periodo de convivéncia entre esses parasitos e o hospedeiro humano

ajuda a justificar a banalizacdo da infecgcdo por enteroparasitos encontrada ainda
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hoje. A devida relevancia desta infecgdao nao é atribuida por pais ou profissionais de
saude e o facil acesso ao tratamento de amplo espectro de ac¢do da droga inviabiliza
um diagndstico adequado e o conhecimento das frequéncias de cada uma das
parasitoses intestinais.

Sabe-se que a disseminacdo de enteroparasitos como Giardia esta
diretamente associada a falta de saneamento basico. Entretanto, apenas o emprego
do saneamento adequado nao é suficiente para prevenir a giardiase (Razzolini et al.
2010). Portanto, a OMS preconiza que controle da doenca depende também de
medidas de educacdo em saude. A educacdao em saude é uma ferramenta de
extrema valia para difundir conhecimento, desconstruir falsos conceitos e
consequentemente ajudar no controle de doencas.

As estratégias de educacao em saude devem ser elaboradas com atencao as
caracteristicas sociais, econémicas e culturais. A formacao escolar/académica ou o
grau de instrugéo do publico alvo devem ser avaliados antes da realizacao de acdes
com a finalidade de compartilhar saberes. Assim, para o enfrentamento das
enteroparasitoses as ferramentas educativas devem ter como subsidio o contexto
individual e comunitario (Neto et al. 2009, Uchoa et al. 2009).

Organismos como Giardia, diferentemente dos helmintos (popularmente
conhecidos como vermes), ndo sao facilmente reconhecidos. Entretanto, causam
comprometimento nutricional, por dificultar a absor¢cdo de nutrientes, e pode ter
consequéncias no desenvolvimento cognitivo e ponderoestatural infantil.
Conhecendo a patogenia da infeccao, a difusdo de conhecimentos sobre a biologia
do protozoario e suas rotas de transmissdao permite compreender as medidas de
prevencgao para executa-las.

As estratégias de educagdo em saude devem proporcionar aos individuos
conhecimentos e subsideos que permitam o auto-cuidado/auto-prevengédo, bem
como a propagacao destes saberes com a comunidade de convivio e seus

descendentes.

1.3 Historico do protozoario Giardia sp.

Em 4 de novembro de 1681, em uma carta enviada a Sociedade Real, Antony
van Leeuwenhoek faz a descricao de "animaliculos moveis". A partir da observacao

dos seus préprios dejetos diarreicos ao aparelho precursor do denominado hoje
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como microscopio, Leeuwenhoek fez a identificacdo do trofozoito, relatando algumas
caracteristicas da sua morfologia (Dobell 1920). Esta foi a primeira descricdo do
protista Diplomonadida conhecido atualmente como Giardia spp. Porém, foi Vilém
Dusan Lambl, em 1859, que realizou uma descricdo mais detalhada do parasito, que
acreditando se tratar de um organismo do género Cercomonas, denominou o
parasito de C. intestinalis (Adam 2001).

Em 1879, Grassi, aparentemente sem conhecimento da descricdo de Lambl,
nomeou a giardia encontrada nas fezes de roedores como Dimorphus muris, tendo
sido o primeiro a observar os cistos, que imaginou serem coccidios (Meyer e Jarroll
1980). Todavia, foi em 1882 e 1883 que se usou pela primeira vez a nomenclatura
de Giardia como género, quando Kunstler descreveu um organismo em girino.

Em 1888, Raphael Anatole Emile Blanchard alterou o nome do organismo
para Lamblia intestinalis. Mais tarde, em 1915, Charles Wardell Stiles atribuiu uma
nova nomenclatura: Giardia lamblia, em homenagem a Lambl e ao seu professor
Alfred Mathieu Giard (Lipoldova 2014).

Outras nomenclaturas foram propostas para a giardia pautando-se em
caracteristicas morfolégicas e no hospedeiro de origem. Foi em 1952 que Filice
realizou uma descricdo morfolégica detalhada de Giardia e estabeleceu trés nomes
para a espécie, segundo a morfologia: Giardia duodenalis, Giardia muris e
Giardia agilis (Adam 2001). Na década de 1970, a denominacao G. lamblia tornou-
se amplamente aceita, entretanto nas décadas de 1980 e 1990 os nomes
G. duodenalis e G. intestinalis voltaram a ser usados. Hoje, para a espécie que
parasita 0 homem, sao usados os nomes: G. lamblia, G. intestinalis e G. duodenalis

como sinonimea.

1.4 Geénero Giardia

O género Giardia sp. € composto por protozoarios flagelados, parasitos
intestinais de um amplo espectro de hospedeiros vertebrados. Apesar de ser alvo de
investigacdo ha varios anos, Giardia ainda apresenta aspectos bioquimicos e
moleculares ndo elucidados totalmente.

Até os dias atuais, este género encontra-se dividido em sete espécies, cuja
diferenciacao foi estabelecida a partir de diferencas morfoldgicas dos trofozoitos
e/ou cistos e 0 hospedeiro de origem destas formas evolutivas (Upton e Zien 1997,

Adam 2001). Sdo as espécies aceitas: G. agilis, isolada de anfibios (Kunstler 1882);
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G. ardeae, isolada de passaros (Noller 1920); G. microti e G. muris, isoladas de
roedores (Benson 1908), G. psittaci, isolada de passaros (Erlandsen e Bemrick
1987); G. varani, isolada de lagartos (Lavier, 1923); e G. lamblia, isolada de

mamiferos (Davaine, 1875) (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies do género Giardia classificadas segundo as caracteristicas morfolégicas do
trofozoito. (Monis et al. 2009)

Espécie Hospedeiro  Caracteristicas morfoldgicas

Dimensoes do trofozoito

Comprimento Largura

Mamiferos, Trofozoito em forma de péra
G. lamblia incluindo o com corpos medianos em 12—-15pum 6—8 um
Homem forma de gancho
Trofozoito longo com corpos
G. agilis Anfibios medianos em forma de gota 20-30 um 4-5 um
alongada
Trofozoito arredondado com
G. muris Roedores corpos medianos pequenos e 9-12 um 5-7 um
arredondados

Trofozoito arredondado, com
fenda proeminente no disco

G. ardeae  Aves ventral e flagelo caudal ~10 pm ~6,5 um

rudimentar. Corpos medianos
ovais em forma de garra.

Trofozoito em forma de pera,

G. psittaci  Aves corpos medianos em forma de ~14 pm ~6 um

garra.

Trofozoito semelhante a G.
lamblia. O cisto contém

G. microti  Roedores trofozoitos totalmente 12-15 um 6-8 um
diferenciados.
G. varani  Reptéis ND ND ND

*ND: Nao descrito até o presente momento

G. lamblia (sinbnimo G. duodenalis e G. intestinalis) € uma espécie
constituida por clado composto por diferentes genétipos. Esta espécie recebe maior
destaque, pois infecta a maioria dos mamiferos, incluindo o homem, animais de
companhia e de producao, apresentando, portanto, importancia médica e veterinaria.

A espécie G. microti € a mais préxima filogeneticamente de G. lamblia,
seguida por G. ardeae (Adam 2001). Embora G. muris esteja evolutivamente mais
distante de G. lamblia, € a segunda espécie do género com mais citagcdes em artigos

cientificos, pois é utilizada em estudos de modelos experimentais com roedores.



1.5 Caracteristicas morfoldgicas de Giardia lamblia

Os organismos do género Giardia sao unicelulares e classificados como
eucariontes por conterem organelas como nucleo com carioteca conectado ao
reticulo endoplasmatico, citoesqueleto complexo, vacuolos lisossomais periféricos
localizados sob a membrana plasmatica e ribossomos (Gillin, Reiner e Mccaffery
1996). Existem estruturas como complexo de Golgi, que sado ausentes nos
trofozoitos, contudo se mostram presentes no processo de encistamento. Neste
processo, o reticulo endoplasmatico transporta componentes da parede cistica para
a superficie da célula em vesiculas secretoras, denominadas vesiculas de
encistamento-especificas (Reiner, Mccaffery e Gillin 1990, Lujan et al. 1995, Prucca
e Lujan 2009).

O género Giardia é notavel por carecer de uma série de organelas
caracteristicas de eucariotos superiores como nucléolos, mitocondrias e
peroxissomos. A auséncia dessas organelas por muitos anos foi interpretada como
um carater primitivo que colocava o género préximo do ponto de divergéncia entre
procariontes e eucariontes (sendo referido como um “elo perdido”). Contudo,
analises filogenéticas sugerem que esse género é, na verdade, muito derivado e que
a auséncia de mitocdndrias representa uma perda secundaria (Brusca e Brusca
2003).

Carecendo de mitocéndrias ou qualquer componente de fosforilacao
oxidativa, o ciclo do acido tricarboxilico e o sistema citocromo estdo ausentes em
Giardia. Seu metabolismo é anaerdbio (microaerdfilo), obtendo energia através de
fermentacdo (Adam 2001, Carranza e Lujan 2010), tendo a glicose como substrato
primario para a respiracao (Suguri et al. 2001).

Este organismo possui duas formas evolutivas, a forma vegetativa: trofozoita;
e a forma infectante: cistica. A primeira possui caracteristicas parasitarias, pois é ela
gquem coloniza o intestino dos hospedeiros e a segunda, caracteristicas de
resisténcia, pois sobrevive no ambiente (Gillin, Reiner e Mccaffery 1996).

O trofozoita é a forma vegetativa, possui forma de gota e é achatado
dorsoventralmente. Sua superficie ventral porta um disco bilobado, céncavo, de
aparéncia rigida, denominado disco ventral que auxilia na divisdo nuclear (Carranza
e Lujan 2010) (Figura 2). Acreditava-se que a sucgao deste disco era responsavel
pela adesao do trofozoito ao enterdcito, mas hoje se sabe que esta adesao se faz
por ligacdo de leptinas ou adesinas com receptores das células do hospedeiro
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(Figura 3). Esse processo de adeséo envolve fibras curtas (compostas por a e B-
tubulinas), proteinas contrateis e um grupo de proteinas acidas, denominadas
giardinas. Estas Ultimas sdo especificas de Giardia, compreendem
aproximadamente 20% das proteinas do citoesqueleto e possuem a capacidade de
se ligar aos glicosaminoglicanos das células entéricas (Weiland et al. 2003,
Rodriguez-Fuentes et al. 2006 e De-Carvalho et al. 2008).

Figura 2. Fotodocumentacdao de um corte transversal de trofozoito de Giardia lamblia por microscopia
eletrénica. N: nlcleo, F: flagelo, V: vactolos; ER: reticulo endoplasmatico (Adam 2001).

Figura 3. Corte histologico destacando a adesao do trofozoito ao enterocito.
(http://www.pixnio.com/science/microscopy-images/giardia-muris-protozoan/giardia-muris-protozoa)
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O citoesqueleto é o responsavel por manter a forma do parasito, organizando
0s oito corpos basais, os flagelos, o disco ventral e o corpo mediano (Elmendorf et
al. 2005). Esta organizagao confere o formato de meia péra com tamanho de 12 a 15
um de comprimento e 5 a 9 um de largura e uma espessura de 1 a 2 um,
aproximadamente (Figura 4).

Figura 4. Imagem obtida de microscopia eletronica de transmissao do trofozoito de Giardia lamblia. (D)
disco ventral, (N) os dois nucleos, (V) vesiculas periféricas, (A) axonemas flagelares e (setas) os funis
(Benchimol 2004).

O trofozoita s6 perde seu formato piriforme quando é iniciado o processo de
encistamento ou por fatores induzidos como privacao de colesterol, escassez de
nutrientes, ajuste do pH e outras condi¢des de estresse (Gillin et al. 1989, Mccaffery
e Gillin 1994, Lujan, Mowatt e Nash 1997).

A maior parte do corpo celular é ocupada por seus dois nucleos simétricos
(aparentemente idénticos em seu DNA), os quais ndo tém nucléolos, mas sao ativos
para transcricao e se dividem simultaneamente (Kabnick e Peattie 1990, Carranza e
Lujan 2010) (Figura 2).

Os trofozoitas apresentam quatro pares de flagelos compostos de
microtubulos e arranjados bilateralmente, que lhe conferem um batimento flagelar
vigoroso, permitindo uma locomocdo rapida no fluido intestinal. Seus flagelos
surgem na porcao anterior ao nucleo e percorrem o corpo celular até emergirem nas
regides: anterior, lateral posterior, caudal e ventral. A mobilidade agregada a sua
capacidade de aderéncia ao intestino do hospedeiro tornam-se fungcdes essenciais
para o ciclo de vida deste protozoario e seu processo de excistamento (Carranza e
Lujan 2010).
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Os membros do género Giardia possuem um unico par de corpos medianos,
grandes, curvos, caracterizados como um grupo de microtubulos contendo 13
protofilamentos justapostos (Meng et al. 1996). Eles se coram escuros e estao
localizados posteriormente aos discos adesivos. Sua morfologia ajuda a diferenciar
espécies do género Giardia.

Os trofozoitas s&o caracterizados pelo seu denso envoltério, que lhes confere
protecdo contra a bile e enzimas digestivas. Tal envoltério, uma vez aderido ao
epitélio intestinal, interfere na absorcdo de gorduras e de outros nutrientes. Com
isso, os dejetos dos hospedeiros sao gordurosos (esteatorreia), mas ndao contém
sangue. O parasito ndo é capaz de lisar as células do hospedeiro, entretanto parece
alimentar-se das secre¢des mucosas (Brusca e Brusca 2003).

Estimulado pelo pH alcalino, altos niveis de bile e baixos niveis de colesterol,
os trofozoitos iniciam o processo de encistamento no qual produzem proteinas de
parede cistica (CWP, do inglés “cyst wall proteins”). Estas proteinas ficam envolvidas
pelas vesiculas de encistamento que as secretam para formacao da parede do cisto.

Além da CWP, o cisto também é composto por carboidratos e seu citoplasma
contém dois ou quatro nucleos, dependendo de estagio de maturacdo, contracao
flagelar e porcao de fragmentos do disco ventral (Carranza e Lujan 2010). A forma
cistica da Giardia representa o estagio latente do parasito, € aparentemente inerte e
capaz de suportar variagbes ambientais, sendo ele a forma infectante do género
Giardia. Seu formato ovéide ou eliptico atinge tamanhos de 6 a 10 um e sua parede
tem a espessura de 0,3 a 0,5 pym, sendo composta por camadas de filamentos
interna e externa (Carranza e Lujan 2010) (Figura 5).

Figura 5. Cistos de Giardia lamblia, obtidos in vitro, em meio contendo DMSO. (A) Microscopia 6tica dos
cistos apresentando parede birrefringente. (B) Microscopia eletrénica de transmissdo do cisto maduro
apresentando a parede cistica homogeneamente distribuida ao redor da membrana celular (CW). Axonemas
flagelares (seta), nucleo (N), disco ventral desagregado (AD) e vesiculas periféricas (PV). Barras 5uym (A) e 1ym
(B) (Hausen, Freitas e Monteiro-Leal 2006).
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1.6 Aspectos do genoma de Giardia lamblia

O genoma do clone C6 de G. lamblia da cepa WB (ATCC50803) tem
aproximadamente 11,7 MB (megabase) de tamanho e encontra-se distribuido em
cinco cromossomos. O seu DNA encontra-se associado a histonas formando
nucleossomos. Seu genoma é compacto, contendo poucos introns e reliquias
mitocondriais, e cerca de 77% das sequéncias definem a presenca de “Open
Reading Frames” (ORF), pequenas fases abertas de leitura. Embora, o numero de
ORFs (6.470) se assemelhe aos de levedura, o seu genoma é classificado como
simples quando comparado com outros eucariotos.

De modo geral, trata-se de um genoma com maquinaria simplificada para
processos de replicacdo do DNA, transcricdo, processamento de RNA e para a
maioria das vias metabdlicas (Morrinson et al. 2007). O processamento de RNA
possui uma maquinaria menos complexa que outros eucariotos, todavia seu sinal de
poliadenilacdo é semelhante (AGUAAA - Giardia /| AAUAA - Eucariotos) (Adam
2000).

Embora Giardia seja um organismo binucleado, a heterozigosidade entre os
nucleos foi estimada como inferior a 0,01% (Morrinson et al. 2007). Parece que
existem mecanismos biolégicos que favorecem a fidelidade entre as sequéncias
homélogas (Aguiar et al. 2015).

Giardia se reproduz assexuadamente por divisdo binaria, porém estudos
epidemiologicos e moleculares evidenciam genes que participam da meiose e
acredita-se que suas proteinas possuam funcédo alternativa (Logsdon 2008). Tais
dados corroboram a possibilidade de ocorréncias de eventos recombinantes e
reproducdo sexuada, entretanto ainda se desconhece em que momento e a
frequéncia com que ocorrem (Logsdon 2008, Monis et al. 2009).

Além do alto potencial de polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) intrinseco
a Giardia, o género também possui divisdo em espécies e dentre as suas espécies,
a mais estudada, G. lamblia, ainda possui classificacdo em gendétipos.

1.6.1 Genotipos de Giardia lamblia

Para genotipagem de G. lamblia, muitos genes foram propostos. Até o
momento, ja foram descritos na literatura 16 alvos génicos para caracterizacdo
molecular, divididos de acordo com o potencial para discriminar espécies do género
Giardia e/ou discriminar genotipos de G. lamblia (Tabela 2).
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Tabela 2. Alvos génicos utilizados na literatura para caracterizacao de espécies de Giardia e genétipos de
Giardia lamblia (Lujan e Svéard 2011).

Gene Funcao da proteina codificada Potencial discriminatério
M1h1 Envolvida na reparagao do DNA Gendtipos A e B de G. lamblia
Metabolismo de carboidratos e . _
o . ] Todos os gendtipos de G. lamblia,
Gdh assimilacdo de amébnia, sintese _
. G. muris e G. ardeae
de aminoacidos
, . . Todos os gendtipos de G. lamblia,
Tpi Metabolismo de carboidratos S ]
G. microti, G. muris e G. ardeae
, ] Todos os gendétipos de G. lamblia,
B-gia Proteina estrutural ,
G. muris
EF1 Componente do aparelho Todos os gendétipos de G. lamblia,
-a

translacional

G. muris e G. ardeae

Ferredoxina

Metabolismo energético

(Mediador na transferéncia de

Gendtipos A e B de G. lamblia

eletrons)
Histona H2B Compactagao do DNA Gendtipos A e B de G. lamblia
Histona H4 Compactagao do DNA Gendtipos A e B de G. lamblia
_ Gendtipos A e B de G. lamblia, G.
Actina Proteina estrutural
ardeae
a-Tubulina Proteina estrutural Gendtipos A e B de G. lamblia

Chaperonin 60

Proteina de choque térmico

Gendtipos A e B de G. lamblia

Open  reading ] L
Proteina hipotética de choque . _
frame c4 Gendtipos A e B de G. lamblia
térmico
(GLORF-C4)
Todos os gendétipos de G. lamblia,
18S rDNA Pequena subunidade ribossomal G. microti, G. muris, G. ardeae, G.
agilis
Regiao o . _
. o Sequéncia  ribossomal  nao . _
intergénica . Genotipos A e B de G. lamblia
_ codificante
ribossomal
N Envolvida na sintese de Todos os gendtipos de G. lamblia,
Regido ITS . L .
proteinas G. microti, G. muris e G. ardeae
Proteina Envolvida na sintese de . _
_ ] Gendtipos A e B de G. lamblia
ribossomal 1.7a proteinas
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Entretanto, em virtude da alta frequéncia de SNPs, sdo poucos 0s genes
utilizados na literatura para genotipagem. Inicialmente, o gene mais usado era o
SSU-RNA, por ser extremamente conservado (Abe et al. 2005), contudo, a
amplificacdo do locus pela PCR pode apresentar dificuldades (Feng e Xiao 2011).
Assim, para a tipagem de Giardia, os genes amplamente utilizados sdo os que
codificam as proteinas triose fosfato isomerase (tpi) (Sulaiman et al 2003), glutamato
desidrogenase (gdh) (Monis et al. 1999) e beta giardina (B-gia) (Caccio et al. 2002).

As ferramentas de caracterizagdo molecular tém permitido a melhor
compreensao da espécie G. lamblia e sua especificidade pelos hospedeiros
mamiferos.

A grande diversidade encontrada na espécie G. lamblia fez com que suas
subespécies fossem divididas inicialmente em grupos, que atualmente sao
denominados como gendétipos ou "assemblages'. Até o momento a espécie G.
lamblia encontra-se dividida em oito gendtipos, classificados de A a H (Adam 2001,
Lasek-Nesselquist et al 2010, Cardona et al. 2015, Qi et al. 2015).

As primeiras subdivisbes descritas foram nomeadas por Nash e Keister
(1985) como grupos 1, 2 e 3; por Andrews e colaboradores (1989) foram chamados
de grupos I, Il, Il e IV e por Homan e colaboradores (1992) foram denominados
grupos Polonés e Belga. Posteriormente, por genotipagem, foi verificada a
equivaléncia entre os grupos e a nomenclatura foi padronizada como genétipo A1/A2
e B3/B4 (Adam 2001).

G. lamblia apresenta seus genétipos classificados de acordo com a
especificidade pelo hospedeiro (Monis et al. 1999, Thompson et al. 2000). Os
genodtipos A e B sao considerados potencialmente zoonéticos, pois infectam
humanos e outros hospedeiros mamiferos, incluindo animais de estimacao (como
caes e gatos) (Tabela 3). J& foi demonstrada uma alta variedade intragenotipica
nestes dois genotipos (Frazén et al. 2009). Embora a distancia genética entre os
grupos A e B seja maior do que a detectada entre espécies de outros protozoarios
(Mayhofer et al. 1995), ndo existe caracteristica fenotipica que suporte e justifique a
diferenciacdo em duas espécies (Thompson, Hopkins e Homan 2000, Frazén et al.
2009).

Os gendtipos C, D, E, F e G sdo aparentemente hospedeiro-especificos. Os
gendtipos C e D ja foram descrito em caes (Hopkins et al. 1997, Monis et al. 1998); o
gendtipo E foi isolado de animais de pasto ou rebanho (Ey et al. 1996); gendtipo F,
especifico para gatos (Mayrhofer et al. 1995); o gendtipo G foi encontrado
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exclusivamente em ratos e camundongos (Monis et al. 1999); o gendtipo H foi
descrito a partir de fezes de vetebrados marinhos (Lasek-Nesselquist et al. 2010)
(Tabela 3).

Tabela 3. Genétipos de Giardia lamblia e seus respectivos hospedeiros.
Gendtipo  Hospedeiro

A Homem, castor, gato, céo, lémure, ovelha,
bezerro, chinchila, alpaca, cavalo, porco, gado
Homem, castor, porco-da-india, cdo, macaco
Céao

Céao

Gado, ovelha, alpaca, cabra, porco

Gato

Rato

I OO m m O O W

Focas

Estas primeiras divisbes em gendtipos de G. lamblia foram realizadas
segundo a especificidade pelo hospedeiro do qual originava o isolado (Adam, 2001).
Esta subdivisdo foi corroborada em analises de caracteristicas intrinsecas do
parasito, como fatores antigénicos, isoenzimas, mas, principalmente por analise do
DNA, que permite reafirmar a heterogeneidade de G. lamblia (Adam 2001, Feng e
Xiao 2011). E valido ressaltar que a classificagdo do genétipo H ja foi realizada a
partir de ferramentas de tipagem molecular.

Estudos mais antigos acreditavam que seria possivel discriminar os grupos
também por outras caracteristicas extrinsecas, como crescimento in vitro,
susceptibilidade a drogas, viruléncia, patogénese (Gordis et al. 1987, Meloni e
Thompson 1987, Thompson 1988). Entretanto, até os dias atuais, estudos tentam
correlacionar sintomatologia e genoétipos (principalmente A e B), mas esta
associacdo ainda é muito dificil, uma vez que os sintomas da giardiase sao
facilmente confundidos com outras enfermidades.

As ferramentas de caracterizagao molecular também tém cumprido um papel
extremamente importante como estratégia de controle. Em virtude da especificidade
pelo hospedeiro, conhecer a distribuicdo epidemiolégica dos gendtipos auxilia no

direcionamento das medidas de controle, no que tange sua transmissao zoonotica.
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Contudo, mais estudos de caracterizacdo molecular se fazem necessarios a
fim de elucidar a complexidade que envolve a dinamica de transmissdo de G.
lamblia. Embora a divisdo em genoétipos e sua afinidade pelo hospedeiro sejam
mantidos até os dias de hoje, a caracterizacdo genotipica de G. lamblia ainda néo se
encontra totalmente consubstanciada. Estudos recentes vém demonstrando a
infeccdo de alguns genétipos em hospedeiros que transcendem a classificacdo. Os
gendtipos C e D, por exemplo, ja foram relatados em felinos (Read et al. 2004,
Palmer et al. 2008) e humanos (Traub et al. 2009). O gendtipo E recentemente foi
descrito em coelhos (Qi et al. 2015) e primatas ndao humanos (Du et al. 2015), mas ja
havia sido descrito anteriormente em roedores e casos excepcionais em gatos
(Leebad et al. 2010) e humanos (Foronda et al. 2008, Sprong et al. 2009). O
genotipo F foi descrito em porcos (Armson et al. 2009) e bovinos (Cardona et al.
2015).

1.7 Transmissao e ciclo biolégico de Giardia

A transmissao de giardia ocorre pela via fecal-oral e a infeccédo se inicia pela
ingestao de cistos infectantes. Estes cistos iniciam um processo de desencistamento
(ou excistamento) que é sinalizado durante a passagem pela regidao do estdbmago
(caracteristica pelas altas concentracdes de ions de hidrogénio) e é estimulado pela
presencga de bile e tripsina no duodeno (Ankarklev 2010) (Figura 6).

No intestino delgado, a giardia assume a forma de trofozoito que se fixa no
enterocito e se prolifera por divisdo binaria, colonizando a regido do duodeno
(Carranza e Lujan 2010). Os trofozoitos habitam a regido abaixo da entrada do
colédoco (banhados em uma mistura de H*, bile, proteases e outras enzimas
digestivas, além de alimentos ingeridos e seus produtos) e locomovem-se com
auxilio de seus flagelos no fluido luminal (Adam 2001).

Quando carreados pelo fluxo intestinal, os trofozoitos iniciam o processo de
encistamento, motivado principalmente pela alteracdo do pH, niveis de bile e
colesterol. Durante este processo, € ativada uma cascata de expressao de genes.
Os flagelos sao internalizados e motilidade desaparece (Carranza e Lujan 2010).
Vesiculas especificas de encistamento (VSP) desenvolvem e amadurecem e a
porcdo externa fica arredondada e filamentosa e no seu interior encontram seus

quatro ndcleos, os quais ainda ndo completaram a citocinese (Figura 6).
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De uma a duas semanas apdés a infeccdo, os cistos sao liberados ja
infectantes nas fezes (Bingham et al. 1979, Huang e White 2006) (Figura 6). A dose
infectante em humanos € de 10 a 100 cistos e sua eliminacéo pode ser intermitente.
Estas formas evolutivas sdo resistentes e capazes de sobreviver no ambiente de
semanas a meses de acordo com as condicdes que sao expostas (Feng e Xiao
2011, Travalille et al. 2016). Os trofozoitos séo liberados nas fezes ocasionalmente,
principalmente em fezes diarreicas/liquefeitas, entretanto, ndo sdo infectivos e ndo
sobrevivem por muito mais de 20 minutos fora do hospedeiro (Vesy e Peterson
1999, Rey 2008).

A transmissdao de giardia pode ocorrer de forma indireta ou direta. A
transmissdo pela via indireta acontece principalmente pela ingestdo &gua
contaminada ou alimentos com a superficie contaminada. Como a giardiase é uma
zoonose, a transmissao direta de giardia pode ser tanto pessoa-pessoa ou animal-
animal, quanto animal-pessoa e pessoa-animal. Acredita-se que o contato oral com
as formas infectantes ocorre principalmente pelo contato com maos contaminadas
ou habitos animais. Nestes casos, a transmissado é favorecida e intensificada em
locais de aglomeragdo populacional como creches, orfanatos, asilos, canis,
comunidades carentes, entre outros. Os estudos apontam que a disseminacdo da
infeccdo entre membros da familia € facilitada, principalmente quando ha criancas
infectadas (Prado et al. 2005, Wright 2012, Pintor et al. 2015).

Em humanos, também deve ser considerada a transmissdo sexual da
giardiase, ja que praticas que envolvem o contato com superficies contaminadas
com fezes podem levar a contaminacao (Hopkins et al. 1997, Thompson et al. 2000,
Adam 2001, Traub et al. 2004). A taxa de transmissao dos cistos de Giardia € cerca
de 20% maior entre os homossexuais masculinos (Hill 1993).

Todavia, acredita-se que a principal via de transmissao de Giardia sp. seja a
hidrica. Segundo a OMS (2015), mais de 663 milhées de pessoas ndo possuem
abastecimento de agua tratada. Junto com Cryptosporidium spp., Giardia spp. ocupa
o raking de um dos principais problemas de saude publica mundial envolvendo
aguas de abastecimento para consumo e lazer (Thompson et al. 2000, Thurman et
al. 1998). Tais dados fazem com que a infec¢ao por Giardia spp. seja responsavel

por 35,1% dos surtos causadores de diarreia (Baldursson e Karanis 2011).
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Figura 6. Ciclo evolutivo da Giardia lamblia no homem.
(http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/Giardiase.php)

1.8 Giardiase

A infecgéo por G. lamblia ocorre de forma assintomatica em mais da metade
dos casos, principalmente em paises em desenvolvimento onde a exposicao a
infeccdo é mais frequente (Hellard et al. 2000, Cama e Mathison 2015). O sintoma
comumente associado a giardiase é a diarreia. Entretanto, levantamentos em paises
em desenvolvimento apontam que a infeccao por G. lamblia ndo esta associada a
quadros de diarreia (Kotloff et al. 2013). E, embora seja mais frequente em paises
desenvolvidos, episédios de surto ja foram relatados envolvendo individuos
assintomaticos (Geurden 2009, Cama e Mathison 2015, Figgatt et al. 2017).
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Inicialmente, acreditava-se que a patogenia da giardiase estava diretamente
relacionada com a colonizagcdo do intestino delgado. Um grande numero de
trofozoitos aderidos na mucosa gera uma barreira fisica, dificultando a absorcao de
nutrientes, podendo provocar liberagcdo de gordura nas fezes (esteatorreia) (Neves
2011). Entretanto, hoje ja é conhecido o papel de enterotoxinas liberadas pelo
protozodario no comprometimento da absorcédo intestinal.

Com excistamento, os trofozoitos migram com o auxilio de seus flagelos até
alcancar a superficie das microvilosidades do duodeno e do jejuno, onde se fixam ao
enterécito (Faubert 2000). As lectinas da superficie da Giardia ligam-se aos
acucares dos enterocitos (Ghosh et al. 2001), danificando as microvilosidades que,
juntamente com quebra da barreira fisica entre os enterécitos e o lumen intestinal,
promovida pela multiplicacdo rapida dos trofozoitos, interferem na absorcdo de
nutrientes (Faubert 2000), ocasionando ainda danos nos enterdcitos, atrofia das
vilosidades, hiperplasia criptica (Buret et al. 1992), hipermeabilidade intestinal (Chin,
Teoh e Scott 2002, Dagci, Ustun e Taner 2002) e danos na borda em escova,
reduzindo a secreg¢do de enzimas como as dissacaridases (Nain, Dutt e Vinayak
1991).

Sabe-se que os trofozoitos de G. lamblia nao atravessam o epitélio, nao
invadem tecidos ao redor e nem entram na corrente sanguinea, permanecendo
apenas no lumen intestinal (Katz e Taylor 2001). Os sintomas mais frequentes da
giardiase sdo consequéncia dos quadros de diarreia aguda ou crbénica, como coélica
abdominal, flatuléncia, desidratagdo, nausea, vomito e fadiga (Thompson,
Reynoldson e Lymbery 1993, Feng e Xiao 2011).

Os casos de desnutricao sdo comumente vistos em criangas infectadas por
Giardia sp. (Silva et al. 2009), as quais apresentam reducdo de peso, de niveis
séricos de ferro e niveis de zinco (Abou-Shady et al. 2011). A ma absorcédo é
relatada em pelo menos 50% os pacientes com giardiase sintomética (Simsek,
Zeyrek e Kurcer 2004, Celiksoz et al. 2005, Behera et al. 2008), o que pode causar
atrasos de crescimento de até 4 meses apds um episoddio de diarreia (Simsek,
Zeyrek e Kurcer 2004, Celiksoz et al. 2005).

1.9 Resposta imune a infeccao por Giardia lamblia

A defesa do hospedeiro a infeccao por G. lamblia se da pela resposta imune

inata e adaptativa. A primeira barreira para evitar a colonizagdo do intestino e a
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consequente infeccao por Giardia é o sistema imune inato, através de producéo de
muco, éxido nitrico, peristaltismo, defensinas ou fatores citotéxicos, microbiota e da
participacdo de mastécitos e células dendriticas (Faubert 2000, Lopez-Romero et al.
2015).

As células caliciformes epiteliais intestinais liberam muco que proteje da agao
de enzimas digestivas e agentes patogénicos, como a Giardia sp. A camada de
muco e 0os movimentos peristalticos constituem barreiras fisicas contra a adesao do
parasito ao enterocito. Assim, como as células epiteliais intestinais sao renovadas a
cada 3 a 5 dias, os trofozoitos devem ser capazes de se fixar e desafixar para que
Nao permanegam presos o muco e sejam eliminados (Eckmann 2003, Mller e von
Allmen 2005, Roxstrom-Lindquist et al. 2006, Solaymani-Mohammadi e Siger 2010).

As células imunes do intestino podem produzir éxido nitrico (NO) que atuam
nas fungdes imunomoduladora e citotdxicas, como acontece na infec¢ao por Giardia
sp. In vitro, o NO tem demonstrado potencial de inibir o excistamento, além de reagir
com componentes celulares, causando a morte do protozodrio (Eckmann et al.
2000). Pacientes infectados por G. lamblia apresentaram niveis séricos de NO mais
elevados que os controles e que se mantiveram elevados até duas semanas apés o
tratamento (Matowicka-Karna et al. 2011).

Entretanto, aparentemente Giardia sp. desenvolveu mecanismos de evadir do
sistema imune ja que a infeccdo reduz os niveis de iINOS tanto in vitro quanto em
criangas (Stadelmann et al. 2013, Mokrzycka et al. 2010). Giardia consome arginina
(precursora da sintese de NO) como fonte de energia, liberando ornitina (Eckmann
et al. 2000, Ringqvist et al. 2008). Esta ultima compete com a arginina para ser
absorvido pelo epitélio intestinal (Mokrzycka et al. 2010). A diminuicao de absorcao
de arginina provoca apoptose de células do intestino.

As células dendriticas também possuem um importante papel na eliminagéo
de Giardia sp. Produtos excretados e mesmo proteinas do parasito provocam a
maturacdo e migracao das células dendriticas para os pontos de infeccao onde
liberam citocinas imunomoduladoras (Lopez-Romero et al. 2015).

Este parasito causa processos inflamatérios devidos a reagdo do sistema
imune do hospedeiro. Quando Giardia entra em contato com o macréfago, ocorre a
ativacao dos linfocitos T. Estes ativam os linfécitos B, que se diferenciam produzindo
IgA e IgE. A IgE liga-se aos mastécitos presentes na superficie intestinal provocando
degranulacdo dessas células e a liberagdo de substancias como a histamina.
Durante este processo, ocorre uma reacao de hipersensibilidade local (anafilatica)
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que causa edema de mucosa e contragdo de musculos lisos. Esta contracdo de
musculos promove um aumento da motilidade gastrointestinal. Ocorre também uma
maior renovagdo dos enterdcitos. Assim, as vilosidades ficam repletas de células
imaturas e deficientes em enzimas, o que dificulta a absorgdo e, por conseguinte,
agregado ao aumento da motilidade intestinal, leva a diarreia.

As citocinas de resposta imune inata e adaptativa atuam de maneira
complementar ou sobreposta. A IL-6, por exemplo, € uma das principais citocinas na
defesa contra a infecgcdo por Giardia sp., pois possui funcdo na modulacdo da
maturacdo das células B e conversao em IgA e na diferenciacdo das células T.
Embora nao haja evidéncia do papel das células T no curso da infecgao por Giardia
Sp. € 0s mecanismos de agao sejam mal compreendidos, estudos demonstram que
a diminuicdo de células TCD4" contribuem para o desenvolvimento da giardiase
cronica (Lopez-Romero et al. 2015).

1.10 Diagnéstico da infeccao por Giardia lamblia

O diagndstico presuntivo da giardiase consiste na observagdo dos sintomas
de infecgdo do individuo e o diagnédstico definitivo se pela deteccao de cistos (ou
derivados) e, ocasionalmente, trofozoitos de G. lamblia nas fezes. Outras
informacdes epidemiolbgicas sdo relevantes como viagens recentes ou situacdes
envolvendo condi¢des precarias de higiene (Gadner e Hill 2001).

Dentre os métodos de diagnédstico de giardia, o exame parasitolégico de fezes
(EPF) ainda é considerado o padrao-ouro. Entretanto, como o protozoario possui
liberacao intermitente, podem ocorrer casos falso-negativos, sendo recomendado,
portanto, a coleta de trés amostras em dias alternados. Com isso, nos Estados
Unidos, estima-se que os dados de frequéncia sejam subestimados de 4 a 100x
(Huang e White 2006). Ainda, as amostras podem apresentar um baixo numero de
formas evolutivas o que dificulta e pode mascarar a carga parasitaria do hospedeiro
e até mesmo o resultado do diagnéstico (Hawash 2014, Torabi et al 2014).

O EPF se baseia na identificacao de cistos e, ocasionalmente, trofozoitos das
amostras ao microscopio 6ptico. Os primeiros EPF descritos eram feitos por exame
direto das amostras fecais (Cabrine-Santos et al. 2015). Embora apresente baixo
custo e simplicidade da execucdo tem baixa sensibilidade, sendo atualmente

substituida por outros métodos com maior acuracia.
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No Brasil, a sedimentacdo espontanea descrita por Lutz (1919) € um dos
métodos parasitolégicos mais utilizados por ser de execucdo simples e por
possibilitar ndo s6 a identificacdo de ovos de helmintos, como também de cistos de
protozoarios, dentre eles a giardia.

Os métodos de centrifugo-flutuacdo (Faust et al. 1939) e centrifugo-
sedimentacao (Ritchie 1948) sdo os mais utilizados em pesquisa de G. lamblia pois,
através de centrifugacdes, reduzem ou concentram, respectivamente, a presenca de
material organico no campo de observacao, facilitando a visualizagdo do cisto.

O diagnéstico de G. lamblia também pode ser feito pelo método
imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) onde se detectam
anticorpos ou antigenos de G. lamblia, sendo utilizando tanto para amostras fecais
quanto para amostras hidricas (Sogayar e Guimaraes, 2000). Esta técnica apresenta
maior sensibilidade e especificidade em uma Unica amostra (Vidal e Catapani,
2005). Entretanto, em virtude do seu alto custo relativo é indicada apenas em
estudos epidemiologicos ou como teste confirmatorio onde ha o diagnédstico negativo
no EPF e persisténcia de sintomatologia no paciente (Al-Saeed e Issa 2010). Em
locais onde ha grande demanda de exames ou em casos de surtos, a técnica
apresenta um bom custo-beneficio, pois aumenta eficiéncia operacional e permite a
liberacao do resultado mais rapidamente, sem grande impacto econdédmico (Church et
al. 2005, Goni et al. 2012).

Outro método de imunodiagnéstico sdo 0s ensaios por imunocromatografia,
utilizados principalmente em testes rapidos, que detectam antigenos solluveis nas
fezes (coproantigenos).

O diagnostico molecular por PCR visando a deteccdo de genes especificos
para G. lamblia é considerado mais sensivel que o EPF e o imunodiagndstico
(Schuurman et al. 2007, Calderaro et al. 2010, Elsafi et al. 2013). Os genes mais
utilizados para amplificagdo nestes exames sdo: 18SrRNA, GDH (Glutamato
desidrogenase), ssurBRNA (pequena subunidade ribossomal do RNA), B-GIA (Beta-
giardina), TPI (triose fosfato isomerase) (Volotao 2007, Soares e Tasca 2016).

1.11 Tratamento da infeccao por Giardia lamblia

A infeccdo por G. lamblia é assintomatica na maior parte dos casos, o que
dificulta o diagnéstico e tratamento dos individuos infectados. O tratamento de casos

assintomaticos ainda é muito discutido e ndo ha consenso sobre o tema (Huang e
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White 2006). Todavia, a tendéncia é que tanto pacientes sintomaticos quanto
assintomaticos devam ser tratados, uma vez que ambos podem eliminar cistos no
ambiente e disseminar o protozoario (Gardner e Hill 2001, Nash et al. 2001, Prado et
al. 2005, Wright 2012, Pinto et al. 2015).

Existem medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento da infeccao
por G. lamblia (Stover et al. 2012). Entretanto, nenhum destes farmacos foi
idealizado e desenvolvido para o tratamento da giardiase. O principal grupo de
medicamentos utilizados sdo os derivados dos nitroimidazois, que incluem tinidazol,
ornidazol, secnidazol e, o mais amplamente utilizado, metronidazol (Hill 1993,
Farthing 1996, Formiga et al. 2012). O albendazol também é largamente utilizado,
principalmente no Brasil, pois, junto ao metronidazol, s&o disponibilizados nos
postos de saude. Outras investigacdoes estdo em andamento a fim de verificar o
potencial giardicida principalmente de outros anti-parasitarios, assim como plantas e
outros produtos naturais (Edlind et al. 1990, Lemée et al. 2000, Amaral et al. 2006).
O uso da nitazoxanida tem crescido em virtude do seu efeito em um amplo espectro
parasitario. A paromomicina, quinacrina e furazolidona podem ser adotados como

tratamento alternativo (Escobedo e Cimerman 2007).

1.12 Epidemiologia da infeccao por Giardia lamblia

Junto a pneumonia, a diarreia constitui a principal causa de morte de criancas
no mundo, onde mais de 80% das mortes se concentram na Africa e sul da Asia
(WHO 2004). Entre as causas de diarreia se incluem as infec¢des por
enteroparasitos que nao possuem notificacdo compulséria e, dessa forma, tém
permanecido como um problema de saude publica ao longo dos anos.

Dentre as causas de diarreia motivadas por parasitos intestinais, destacam-se
as infeccdes por Giardia. As pesquisas demonstram que a giardiase possui
distribuicdo global, atingindo Bélgica, Alemanha, Itdlia, Portugal, Espanha, Reino
Unido, Estados Unidos, Canada, Arabia Saudita, Coréia do Sul, Australia, Nova
Zelandia, Polonia, Blangladesh, Camboja, China, india, Indonésia, Laos, Malasia,
Nepal, Filipinas, Tailandia, Turquia, Vietnd, Republica Tcheca, Japao, Africa do
Norte, Africa Ocidental, Africa do Sul, Cuba, México, Nicaragua, Argentina,
Colémbia, Peru e Brasil (Hopkins et al. 1997, Bugg et al. 1999, Hellard et al. 2000,
Read, Robertson e Thompson 2002, Abe et al. 2003, Barutzi e Schaper 20083,

Learmonth et al. 2003, Monis et al. 2003, Berrili et al. 2004, Cirak e Bauer 2004, Epe
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et al. 2004, Traub et al. 2004, Crotti et al. 2005, Itoh et al. 2005, Papini et al. 2005,
Almeida et al. 2006, Berrilli et al. 2006, Carlin et al. 2006, De Carvalho, De Carvalho
e Mascarini 2006, Lee et al. 2006, Lefebvre et al. 2006, Shukla et al. 2006, Zygner et
al. 2006, Del Pilar Chaves et al. 2007, Dubna et al. 2007, Giangaspero, Berrilli e
Brandonisio 2007, Inpankaew et al. 2007, Mundim et al. 2007, Teixeira, Heller e
Barreto 2007, Dib, Lu e Wen 2008, Manzardo et al. 2008, Minvielle et al. 2008,
Nematian, Gholamrezanezhad e Nematian 2008, Pelayo et al. 2008, Perez Cordon
et al. 2008, Cook et al. 2009, Davies et al. 2009, EI Guamri et al. 2009, Geurden et
al. 2009, Hoar et al. 2009, Huh, Moon e Lim 2009, Londono, Mejia e Gomez-Marin
2009, Mukherjee et al. 2009, Sagebiel et al. 2009, Samie et al. 2009, Silva et al.
2009, Tashima et al. 2009, Al-Megrin 2010, Church, Neil e Schotthoefer 2010,
Johargy, Ghazi e Mumenah 2010, Santos e Merlini 2010, Siwila et al. 2010, Utzinger
et al. 2010, Al-Mohammed 2011). A maioria dos estudos é realizada com criancgas,
principalmente na faixa etaria de zero a quatro anos, pois nesta fase estdo em fase
de exploracao oral, seu sistema imune ainda encontra-se pouco estimulado e ocorre
o inicio dos seus habitos de higiene independente (Baldursson e Karanis 2011).

A frequéncia da infeccdo por G. lamblia esta diretamente associada a infra-
estrutura sanitaria e qualidade de vida. Estima-se que sua prevaléncia alcance taxas
de 2 a 7% em paises desenvolvidos e pode alcancar cifras superiores a 50% em
paises em desenvolvimento (CDC 2011) (Figura 7). A falta de levantamentos
epidemioldgicos provoca uma cascata de desconhecimento sobre a distribuicao da
infeccdo, entretanto, em 2002, Lane e Lloyd sugeriram que haja cerca de 280
milhées de casos por ano no mundo. Destes, estima-se que mais de 70% (cerca de
200 milhdes) estejam concentrados na Asia, Africa e América Latina (Yason e Rivera
2007) e que ocorram cerca de 500.000 novos casos por ano (OMS 1996).
Entretanto, é esperado que estes numeros estejam subestimados e defasados, pois
s6 no ano de 2010 foram verificados mais de 183 milhdes de novos casos de

giardiase (Torgerson et al. 2015).
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Distribuicao global da giardiase*

|:| Paises desenvolvidos

[] Paises em desenvolvimento

*Levantarento epidemioldgico a partirde estudos até 2012,

Figura 7. Distribuicao global da giardiase a partir de relatos bibliograficos até 2012.

Embora Giardia sp. ndo seja considerado um patdégeno oportunista, as taxas
de prevaléncia em pessoas infectadas pelo HIV na ltdlia variaram de 3,5 a 6,2%
antes da introducao da terapia anti-retroviral altamente ativa (Giangaspero, Berrilli e
Brandonisio 2007). Em pacientes com imunodeficiéncia da Franga, a frequéncia
atinge os 13,9% (Oksenhendler et al. 2008).

1.12.1 Epidemiologia da infeccao por Giardia lamblia no Brasil

O conhecimento da distribuicAo geografica das parasitoses é fundamental
para o direcionamento de medidas especificas de controle. No Brasil, a giardiase
segue como um importante problema de saude publica, mas com prevaléncia ainda
desconhecida. A maioria dos estudos nesse campo resulta de linhas de pesquisa de
grupos individuais, geralmente seccionais, € que visam inquéritos parasitoldégicos de
abrangéncia local. O desconhecimento a cerca da dinamica de transmissao de G.
lamblia dificulta que acbes estratégicas de controle sejam objetivadas para as
potenciais fontes de transmissao. A escassez de trabalhos associada a auséncia de
um inquérito nacional da infeccdo dificulta o conhecimento sobre a evolucado de
parametros relacionados a frequéncia da giardiase na populacéo. Atualmente, ndo é
possivel afirmar se a distribuicdo de G. lamblia encontra-se em crescimento

ascendente ou descendente.
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1.13 Justificativa

As enteroparasitoses de importancia médica incluem um grupo de doencas
causadas por protozoarios e helmintos que tem por habitat o intestino grosso ou
delgado do homem. Apesar da infeccdo por enteroparasitos ser frequentemente
banalizada, ela estda associada a alta morbidade, por comprometimento do estado
nutricional, afetando processos cognitivos, ou induzindo reacdes teciduais (Costa-
Macedo e Rey 1990, Crompton e Nesheim 2002).

A OMS preconiza que o controle das parasitoses intestinais deva passar por
trés vertentes: tratamento, educacdo em saude e melhoria das condicdes de
saneamento basico (SVS 2005).

Dessa forma, quando detectada a infec¢do, o paciente deve ser tratado, a fim
de evitar transmissdo tanto pela via direta quanto indireta. Agregado ao tratamento,
além de politicas publicas, é importante que haja estratégias de educacdo em
saude, pois através do compartiihamento de conhecimento é possivel fornecer
informagcdes sobre caracteristicas bioldégicas e epidemiolégicas de parasitos
intestinais que podem facilitar a compreensdo das vias de infecgédo e,
consequentemente, auxiliar na prevencgao.

Embora sejam muito associadas a areas rurais, as parasitoses intestinais
também constituem um importante problema de saude publica nos centros urbanos.
Este fato se da em razdo do processo crescente de urbanizacdo, verificado nas
cidades de paises em desenvolvimento, o que acarreta a aglomeracao de pessoas
nas periferias das grandes cidades, geralmente em &reas com infra-estrutura
sanitaria precaria.

Estima-se que comunidades carentes sejam as principais afetadas,
principalmente quando tratamos de estados como o Rio de Janeiro que apresenta
localidades com indice de desenvolvimento humano (IDH) de 0,726 (inferior ao de
paises como Gab&do e Argélia na Africa) (FIRJAN 2012). Neste contexto, quando
citamos de comunidades expostas a diversos fatores de risco e com renda domiciliar
per capita de R$382,00 e R$461,00, como é o caso, respectivamente, do Salgueiro
e do municipio de Belford Roxo no Rio de Janeiro, a educagdo em saude torna-se
uma importante ferramenta para auxiliar na prevencao de doencas (FIRJAN 2012).

Dentre as doencas de alta relevancia nestas areas, destaca-se a giardiase,
cujo agente etiolégico para a doenca em humanos é a G. lamblia, um protozoario

que possui distribuicdo global. Em paises desenvolvidos as taxas de prevaléncia sdo
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estimadas entre 2 e 7%, enquanto que em paises em desenvolvimento essas cifras
podem ultrapassar 50% (CDC 2011, OMS 2005). No Brasil a real frequéncia da
infeccdo ainda € desconhecida, pois o0s inquéritos nacionais nao prevéem o
diagnéstico deste protozoario e a literatura carece de levantamentos bibliograficos
dos estudos transversais existentes.

A transmissdao de G. lamblia se da pela via fecal-oral e é favorecida em
ambientes que carecam de instalacées e redes sanitarias adequadas. As criangas
se apresentam como um grupo mais susceptivel a estes tipos de infeccao por se
apresentarem em fase de exploracdo oral, sistema imune pouco estimulado e
habitos de higiene em consolidacao, o que faz com que constitua um grupo de risco
de extrema relevancia (Franco e Cordeiro 1996, Schuster e Chiodini 2001, Carvalho
et al. 2006, Machado et al. 2008).

A espécie de G. lamblia apresenta seus gendtipos classificados de A a H, de
acordo com a especificidade pelo hospedeiro (Monis et al. 1999, Thompson et al.
2000, Lasek-Nesselquist et al. 2010, Feng e Xiao 2011). Os gendtipos A e B séo
considerados potencialmente zoonoéticos, pois infectam humanos e outros
hospedeiros mamiferos, incluindo animais de estimacao (como caes e gatos). Até o
momento os genotipos C, D, E, F, G e H sdo considerados hospedeiro-especificos,
mas muitas duvidas pairam sobre a classificacdo em virtude da caréncia de estudos
de caracterizacao molecular.

Conhecer a epidemiologia dos gendtipos de G. lamblia é de extrema
relevancia a fim de caracterizar a espécie circulante, bem como para direcionar
medidas de controle. A genotipagem permite determinar alteragdes nucleotidicas e
aminoacidicas que propiciaram as adaptacdes evolutivas adquiridas ao longo do
tempo, bem como alicercar estudos de pesquisas em vacinas e farmacos que
tenham como alvo o DNA. Por apresentarem um amplo perfil zoondtico,
determinados genoétipos podem favorecer a ocorréncia de ciclos que envolvem a
presenca de animais. Contudo, ainda ndo existem resultados sélidos que
correlacionem fatores de risco e epidemiologia molecular, bem como trabalhos que
elucidem o real potencial infectivo dos gendtipos deste protozoario em diferentes
espécies de hospedeiros.

Por se tratar de uma zoonose, que pode ser transmitida por contato direto ou
pela via hidrica (principalmente), para que haja o controle da giardiase é necessario
conhecer as caracteristicas genotipicas do agente, sua distribuicao e identificar os
possiveis fatores de risco para a infeccdo. A partir de tal informacéo sera possivel
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estabelecer a dindmica da transmissdo da G. lamblia e consequentemente
estabelecer medidas socio-educativas especificas ndo sé para a realidade da
populacado local, bem como, para o perfil do parasito a ser controlado. Assim,
somente unindo a pesquisa exploratéria, descritiva e explicativa a pesquisa e aos
instrumentos avangados da biotecnologia € possivel combater as doencas da
pobreza, como é o caso da giardiase.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

1- Determinar a dindmica de transmissao de gendétipos de Giardia lamblia de
frequentadores de creche em comunidades no Rio de Janeiro, Brasil.
2- Estabelecer estratégias de educacdo em saude para o controle das

enteroparasitoses, com destaque para giardiase.

2.2 Objetivos Especificos

o Analisar a importancia para a saude publica versus producgéo cientifica sobre o
tema infeccdo por Giardia no Brasil atravées de uma revisdo bibliografica de
carater exploratério e descritivo.

o Realizar o diagnéstico de situacdo quanto a prevaléncia de G. lamblia em
criancas frequentadoras de creche e seus contactantes.

J Investigar a presenca de G. lamblia em agua de consumo a fim de verificar sua
contribuicao na dindmica de transmissao na localidade.

o Realizar analises filogenéticas para determinar o perfil de gendétipo de G.
lamblia circulante nas areas de estudo.

o Idealizar, construir e aplicar ferramentas de educacdo em saude visando o

controle das enteroparasitoses, com destaque para giardiase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Levantamento bibliografico

3.1.1 Bases de dados eletronicas e descritores utilizados

Foi realizada uma revisao a partir de um levantamento bibliografico de carater
exploratério e descritivo, tendo como tema principal a "prevaléncia da infecgao por
Giardia lamblia em humanos no Brasil". Foram usadas as bases de dados
eletronicas Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS)
e Medical Literature Analysis and Retrieval Sistem on-line (Medline). Para reunir
conhecimentos da teméatica proposta, foram usados como descritores de busca para
delimitar o agente etiolégico e abranger os sinbnimos da espécie: "Giardia lamblia or
Giardia duodenalis or Giardia intestinalis". Para definir e limitar a area geografica
estabelecida na pergunta norteadora foi usado o descritor: "Brazil". Por fim, para
restringir a tematica e direcionar o objetivo da pesquisa foi utilizado o descritor:
"prevalence". Todos os descritores foram utilizados nos idiomas: inglés, portugués e
espanhol.

3.1.2 Critérios de inclusdo e exclusao para a revisao bibliografica

Para a sele¢cdo dos manuscritos foi utilizado como critério de inclusdo: artigos
recuperados na integra; artigos publicados em inglés, portugués ou espanhol;
artigos indexados no intervalo temporal de 1995 a 2016. Foram utilizados como
critérios de exclusao estudos de coorte, prospectivos e retrospectivos, estudos de
comparagdo de técnicas diagnosticas e revisdes bibliograficas. Considerando o
exame parasitologico de fezes como o padrao ouro para o diagnéstico da infeccéao
por Giardia sp, foram excluidos os estudos que nédo utilizaram esta metodologia.
Também foram retirados artigos que utilizaram amostras provenientes de animais e
ambientais, amostras hospitalares, de individuos infectados com rotavirus ou HIV,
de pacientes transplantados, de portadores de necessidades especiais € de povos
indigenas. Por fim, artigos duplicados na mesma literatura eletrbnica ou entre as
literaturas eletrénicas utilizadas tiveram as réplicas excluidas, obtendo apenas uma
unidade de cada estudo incluido.
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3.2 Local de estudo

O estudo foi realizado no estado do Rio de Janeiro em duas localidades: 1)
Comunidade do Salgueiro, localizada no bairro da Tijuca na cidade do Rio de
Janeiro (Figura 8); 2) Bairro Bom Pastor, no municipio de Belford Roxo (Figura 9).
Em ambas foi incluida no estudo a Unica creche que atende a regiao.

Creche 1: Comunidade do Salgueiro

Na comunidade do Salgueiro (Figura 8) o
estudo foi realizado entre os anos de
2014 e 2016. A creche municipal atende
criangcas com idades de 10 meses a 4
anos, por um periodo de nove horas (8 as
17h) onde eram alimentadas e

higienizadas antes de retornarem ao lar.

O numero de pré-escolares inscritoS € Figura 8. Localizacio da creche onde foi
realizado o estudo na Comunidade do Salgueiro,

frequentadores da creche oscilaram entre bairro Tijuca, Rio de Janeiro/RJ.

0s anos de estudos: a) 2014: 95 criancas; b) 2015: 125 criancas; c¢) 120 criancas.

A instituicdo contava com funciondrios distribuidos nas fungdes de cozinheiro,
merendeiro, auxiliar de limpeza, professores, recreadores, coordenacao e direcdo. O
numero de funcionarios em 2014 eram 36 e nos anos de 2015 e 2016, 30.

Foram obtidas 210 amostras de fezes de pré-escolares. Destas criangas
foram obtidos os seguintes dados: nome completo, sexo, data de nascimento,
endereco residencial. Durante o periodo também foram coletadas 54 amostras de
funcionarios e 85 de contactantes dos frequentadores de creche (criangas e

funcionarios).

Creche 2: Bairro Bom Pastor
No bairro Bom Pastor (Figura 9) o

¢

estudo foi realizado no ano de 2015. A N
2 “ @/
creche municipal atendia 70 criangas na « ™ - 2. 04T

“QC,C, Bom Pastor,

faixa etaria de 4 a 6 anos. As criancas

frequentavam a creche meio periodo e o

Figura 9. Localizacado da creche onde foi

realizado o estudo no bairro Bom Pastor, Belford
Roxo/RJ.
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tarde). Para funcionamento da creche ela possuia 10 funcionarios distribuidos nas
funcdes de cozinheiro/nutricdo, auxiliar de limpeza, professores, coordenacédo e
direcéo.

Foram coletadas 34 amostras de pré-escolares, 8 de funcionarios e 44
amostras de contactantes dos frequentadores da creche (criancas e funcionarios).

3.3 Consideracoées éticas

Antes do inicio da realizacdo do projeto, foram realizadas reunides com os
funcionarios e com os pais e/ou responsaveis, nesta ordem. A equipe da pesquisa
informou que as fezes cedidas seriam utilizadas para fins de diagnéstico e pesquisa
e que seria obtido o material genético (DNA) unicamente para pesquisa. Também
foram explicadas as acbes de educagdo de saude que seriam realizadas com os
pré-escolares.

Aqueles que aceitaram participar do estudo foram incluidos na pesquisa apés
assinatura propria ou do responsavel (menores de 18 anos) do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, consubstanciado pelo parecer de ética CAAE:
19705613.9.0000.5248.

A equipe esteve a disposicao para esclarecer duvidas sobre o estudo e as
enteropasitoses, bem como sobre a utilizagdo do material biolégico e os resultados
obtidos com o estudo.

3.4 Material de educacao em saude

Baseado nos resultados obtidos pelo exame parasitolégico de fezes, onde foi
observada uma alta frequéncia principalmente dos parasitos patogénicos Giardia
lamblia e Ascaris lumbricoides foram idealizados e construidos materiais de
educacdao em saude que priorizassem o conhecimento e reconhecimento: dos
agentes, das vias de transmissao e das formas de transmissao.

As atividades de educacdo em saude foram divididas em trés momentos
realizados em um espaco temporal de 30, 60 e 90 dias. As acdes foram realizadas

em espagos comuns das respectivas creches e foram incluidos neste estudo pré-
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escolares na faixa etaria de 3 a 4 anos da Comunidade do Salgueiro e pré-escolares
na faixa etaria de 4 a 5 anos do municipio de Belford Roxo.

O primeiro momento das atividades tinha como objetivo: 1) apresentar um
problema "invisivel". Para isso foi elabora uma caixa preta para deteccdo de sujeira
cujo principio baseia-se em aplicar alcool em gel com tinta marca texto para
demonstrar que na luz branca nada é visto, mas com as maos no interior da caixa
expostas a luz negra € possivel ver as marcagdes da tinta. 2) apresentar formas
evolutivas e a morfologia de Giardia sp e A. lumbricoides. Para esta atividade foram
construidos com biscuit trofozoito e cisto de Giardia sp, bem como ovo infértil, ovo
fértil e verme adulto. Foram utilizadas também amostras biolégicas de verme adulto
de A. lumbricoides. 3) apresentar o sitio da infec¢do. Foi construido uma maquete do
intestino com trofozoitos de Giardia sp. aderidos para demonstrar sua fixacao na
mucosa intestinal. 4) apresentar formas de prevencgao. Para tal, foi construido um
Jogo de tabuleiro em tamanho humano que apresentava situagcdées que aumentavam
a exposicao do individuo a infeccdo por enteroparasitos (associacdo negativa no
jogo: "casa revés") e situagbes que previnem a infecgdo (associacao positiva no
jogo: "casa sorte").

O segundo momento tinha como finalidade verificar que se os pré-escolares
apresentavam memoria das atividades do primeiro momento. Foram fornecidas
massa de modelar para que as criancas reproduzissem o que o0 que recordavam do
primeiro momento. Posteriormente foram fornecidos desenhos para colorir de cisto e
trofozoito de Giardia sp. e verme adulto de A. lumbricoides.

O terceiro momento foi idealizado para verificar se o0s pré-escolares
demonstraram algum aprendizado a partir dos momentos anteriores. Para isso, foi
realizada a estratégia do "grupo focal" realizada com grupos de 5 a 7 criangas, com
os quais foi realizada uma conversa instigando que as criangas verbalizassem o0s
conceitos anteriormente apresentados. Foram feitas as seguintes perguntas: "o que
sao parasitos intestinais?", "onde o parasito fica dentro da pessoa?”’, "como 0
parasito vai parar na barriga?", "como evitar que o parasito va para a barriga?".
Posteriormente, através de uma apresentacdo em slides foram apresentadas aos
pré-escolares figuras com as formas evolutivas de Giardia sp e de A. lumbricoides
com diferentes coloracdes, disposicoes e tamanhos a fim de verificar se as criancas

eram capazes de reconhecé-las.
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3.4.1 Jogo do tabuleiro em tamanho humano

Foi idealizado e construido um jogo de tabuleiro em tamanho humano que
demonstrava habitos positivos e negativos a cerca da transmissdo e prevencao as
enteroparasitoses. O material se baseava em um jogo de tabuleiro onde os pides
sao substituidos pelos competidores e o objetivo é alcancar primeiro o fim. O
"tabuleiro" apresentava "casas sorte" com imagens de ac¢des que previnem a
infeccdo por parasitos intestinais que proporcionavam ao competidor avancar
"casas" no "tabuleiro". O "tabuleiro" também contava com "casas revés" com figuras
exemplificando atividades que favorecem a infeccao por enteroparasitos e indicando
retrocesso de "casas" no jogo.

Material utilizado na construcéo do jogo
. 43 Folhas em EVA 600x400x2 mm, sendo 8 Folhas em EVA na cor
azul (cor especifica para habitos que favorecem a transmissao de enteroparasitos);

4 folhas em EVA na cor verde (cor especifica para habitos que previnem a
transmissao de enteroparasitos); 31 folhas em EVA na cor preta (cor utilizada ao
longo caminho do jogo sem informacdes);

. 43 Folhas A4 e A3 impressas em impressora laser com as frases
indicando os habitos e agdo do competidor, figuras ilustrando os habitos e setas
(indicativa de percurso);

. Cola Quente;

. Tesoura.

Metodologia de construcao do jogo

1. Recortar cada uma das palavras das frases e figuras impressas em
folha A4 e A3
2. Colar com cola quente as palavras de forma a construir as frases com

as informacbes relativas as formas de prevencdo. Colar ao lado das
frases/informacdes figuras sobre transmissdo de enteroparasitos. As informacoes
associadas a habitos de prevencao foram fixadas nas folhas de EVA de cor verde,
enquanto que as associadas a habitos que favorecem a transmissdo de
enteroparasitos, nas azuis.

3. As setas foram cortadas e coladas nas folhas em EVA pretas, a fim de
indicar a direcao unica de trajeto no jogo.
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Material utilizado para confeccao do dado usado jogo

. Uma caixa de papeldao em formato de cubo com aresta de 15cm;

. Duas Folhas em EVA 600x400x2 mm;

. 2m de Viés na cor verde;

. 21 figuras idénticas do trofozoito de Giardia sp com 2cm de diamentro;
. Cola Quente;

. Tesoura.

Metodologia de construcao do dado

1. Recortar 8 quadrados de EVA com 15 cm de lado;

2. Colar com cola quente os quadrados na lateral externa da caixa de
papelao;

3. Colar com cola quente o viés nos espagos nas arestas entre os

quadrados de EVA ajustando a medida;

4. Recortar 21 circunferéncias de EVA, com cerca de 2cm. Colar com
cola quente as circunferéncias nas faces do cubo, na seguinte disposicao: fase 1 = 1
circunferéncia, fase 2 = 2 circunferéncia, fase 3 = 3 circunferéncia, fase 4 = 4
circunferéncia, fase 5 = 5 circunferéncia, fase 6 = 6 circunferéncia.

5. Recortar as figuras dos trofozoitos de Giardia sp e colar com cola
guente em cima das circunferéncias de EVA.

3.4.2 Pecas de material sintético representando helmintos e protozodrios em

tamanho aumentado

Foram confeccionadas pegas em material sintético de parasitos intestinais em
tamanho aumentado a fim de elucidar caracteristicas da morfologia e biologia celular
de protozoarios e helmintos.

Material utilizado na construcdo das pecas sintéticas de Giardia sp

. Forma plastica de ovo de pascoa n?15 e n°6

. Biscuit

. Tinta guache

. Cola quente

. Fotos das pecas construidas

. Folhas impressas com a legenda indicando a espécie do parasito

confeccionado com material sintético
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. Tesoura
. Contact

Metodologia para a construcao de Giardia lamblia sintética

A) Trofozoito

1. Cobrir a forma de ovo de pascoa N°15 com biscuit, moldando a fim de
obter o formato piriforme e deixar secar;

2. Usando o biscuit, com movimentos giratérios e de prolongamento
produzir os oito flagelos da giardia com biscuit com cerca de 20cm cada e deixar
secar;

3. Usando o biscuit, com movimentos giratérios e de prolongamento
produzir os dois corpos basais com cerca de 10cm cada;

4, Usando o biscuit, construir uma estrutura plana em forma oval para
mimetizar o disco ventral;

5. Usando o biscuit, construir duas circunferéncias planas (de diamentro
de cerce de 3cm) para serem utilizadas como nucleos;

6. Pintar com tinta guache com cores diferentes cada uma das estruturas
e deixar secar;

7. Colar as estruturas com cola quente a fim de construir a giardia de

material sintético.

B) Cisto

1. Cobrir a forma de ovo de pascoa N°6 por dentro com biscuit a fim de
obter um formato ovoide para a producao da parede cistica. Deixar secar;

2. Usando o biscuit, construir quatro circunferéncias planas (de diamentro
de cerce de 1cm) para serem utilizadas como nucleos. Deixar secar;

3. Usando o biscuit, com movimentos giratérios e de prolongamento
produzir os dois corpos basais com cerca de 1cm cada. Deixar secar;

4, Usando o biscuit, com movimentos giratérios e de prolongamento
produzir os dois axonemas com cerca de 3cm cada. Deixar secar;

5. Usando o biscuit, com movimentos giratérios construir uma estrutura
ovoide e achata-la dorso ventralmente para mimetizar o citoplasma. Importante nao
deixar que citoplasma encoste na parede cistica. Deixar secar;

6. Pintar com tinta guache com cores diferentes cada uma das estruturas.
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Material utilizado na construcdo das pecas sintéticas de Ascaris lumbricoides

. Forma plastica de ovo de pascoa n°6

. Biscuit

. Tinta guache

. Cola quente

. Fotos das pecas construidas

. Folhas impressas com a legenda indicando a espécie do parasito

confeccionado com material sintético
. Tesoura
. Contact

Metodologia para a construcao de Ascaris lumbricoides sintética

A) Verme adulto:
1. Com movimentos giratérios e de prolongamento produzir a forma do
verme adulto de A. lumbricoides com biscuit e deixar secar

2. Com tinta guache pintar de uma Unica cor e deixar secar

B) Ovo Embrionado

1. Com o biscuit construir uma meia esfera de interior oco, a fim de obter
um formato subglobular e deixar secar. Lembrar de fazer pequenas protuberancias
na parte externa da peca sintética, representando a camada externa mamilonada do
oVvo;

2. Utilizando de molde a estrutura produzida no item 1, cobrir com biscuit
pela area interna, a fim de obter um formato ovoéide, representando a camada
intermediaria (quitinosa) do ovo, e deixar secar;

3. Utilizando de molde a estrutura produzida no item 2, cobrir com biscuit
pela area interna, a fim de obter um formato ovdide, representando a camada interna
(delgada) do ovo, e deixar secar

4, Usando o biscuit, com movimentos giratérios e de prolongamento
formar uma larva, enovela-la e deixar secar;

5. Pintar com tinta guache cada estrutura com cor diferente;

6. Colar com cola quente a larva dentro da forma redonda
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C) Ovo Infértil

1. Cobrir com biscuit a forma do ovo de pascoa N°6 pela area externa, a
fim de obter um formato ovdide, representando a camada externa do ovo, e deixar
secar;

2. Utilizando de molde a estrutura produzida no item 1, cobrir com biscuit
pela &rea interna, a fim de obter um formato ovodide, representando a camada
intermediaria do ovo, e deixar secar;

3. Utilizando de molde a estrutura produzida no item 2, cobrir com biscuit
pela area interna, a fim de obter um formato ovéide, representando a camada interna
(delgada) do ovo, e deixar secar

4. Usando o biscuit, com movimentos giratérios construir uma estrutura
ovoide e achaté-la dorso ventralmente para mimetizar o citoplasma e deixar secar;

5. Pintar com tinta guache cada uma das estruturas com cores diferentes
e deixar secar. Lembrar de fazer pintas na estrutura construida no item 4, a fim de
representar os granulos no citoplasma;

6. Colar as estruturas com cola quente;

Apés a confeccao das pecas, confeccionar as legendas:

7. Recortar e colar as fotos ao lado da legenda impressa;

8. Usar contact para plastificar

3.4.3 Maquete do intestino com trofozoitos de giardia aderidos em tamanho

aumentado

A maquete do intestino com trofozoitos de giardia aderidos em tamanho
aumentado foi confeccionada com intuito de demonstrar as criangas a morfologia do
intestino e suas vilosidades e a forma evolutiva de G. lamblia que colonizam o

duodeno.

Material utilizado para construcao da maquete do intestino

. 1 caixa de papeldo com dimensdes de 75cm por 60cm em forma de

maleta, do tipo correio (montavel);

. 3 metros de tecido do tipo feltro;

. 2 metros de tecido do tipo napa azul;
. 1 metro de conduite 1/2";

. 1 metro de tecido do tipo elastano;
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. 2 metros de cordao encerado;
. 200g de algodao;

. Lantejoulas;
. Micangas;
. Cola Quente.

Metodologia para a construcdo da maquete do intestino

1. Forrar, utilizando a cola quente, a caixa de papelao tipo maleta na area

externa com tecido napa;

2. Forrar com cola quente a caixa por dentro com tecido tipo feltro da cor
salmao;

3. Forrar com cola quente o conduite com tecido tipo feltro;

4, Para confeccionar as giardias:

a) Preencher a elanca com algoddo colada com cola quente até assumir
forma de péra.

b) Colar com cola quente 4 pares de pedacos de barbante amarelo para
representar os flagelos.

c) Colar com cola quente duas lantejoulas e no centro de cada uma colar uma
micanga para representar os nucleos

d) Colar com cola quente atras de cada giardia um pedaco de velcro
recortado em forma de circulo para permitir a fixagao no feltro.

5. Fixar as giardias na maquete

3.4.4 Caixa preta para deteccao de sujeira

Material utilizado na construcdo e utilizacdo da caixa preta

. 1 caixa de papeldao com dimensdes 40cm X 50cm X 30cm;
. 1 lampada de luz negra;

. 1 soquete/bocal de lampada;

. 1 tomada;

. 1 metro de fio;

. 1 interruptor;

. 1 frasco de tinta guache preta de 100mL

. 1 rolo de papel de PVC;
. 2 pedacos de papeldao de 15cm X 5¢m;
. 1 par de meias;
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. Meio metro de tecido;

. Cola quente;
. carga de tinta marca-texto na cor amarela;
. alcool 70% em gel.

Metodologia para a construcdo da caixa preta

1. Pintar a caixa de papeldao com a tinta preta na sua area interna e na
area externa.

2. Fazer dois orificios de 15cm de diametro na area frontal da caixa
(30cm X 50cm), distando 10cm entre eles;

3. Recortar as meias de forma a deixar apenas o cano alto. Colar a meia
na area interna da caixa ao redor do orificio construido;

4, Fazer um corte oval de 10cm de comprimento por 5cm de largura na
parte superior da caixa (40cm X 50cm);

5. Cortar o rolo de papel PVC ao meio. Colar com cola quente cada uma
das metades do rolo em um pedacgo de papeldo de forma a construir uma estrutura
de fronte ovoide que encaixe no corte realizado no item anterior. Revestir a estrutura
com o pano, colando-o com cola quente. Encaixar a estrutura final ao corte e fixa-la
com cola quente.

6. Fazer as ligagbes elétricas ligando o fio a tomada, posteriormente ao
interruptor e, por fim ligando o fio ao soquete da lampada. Encaixar a lampada e
fixar o soquete com a lampada no interior da caixa;

7. Colar todos os lados da caixa de forma que ela ndo abra.

Atencao: é importante que nao entre luz no interior da caixa.

Utilizacao da caixa preta

1. Misturar a carga de tinta marca-texto amarelo ao alcool em gel;

2. Colocar a mistura de alcool em gel e marca-texto nas maos e mistura-
la (como se estivesse ensaboando as maos);

3. acender a luz negra da caixa;

4. introduzir as maos nos orificio, através dos "canos" das meias.

Atencao: Devem ser visualizadas placas amarelas nos locais onde ha a

presenca de sujeira.
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3.4.5 Desenhos para colorir das formas evolutivas de Ascaris lumbricoides e
Giardia lamblia

Os desenhos foram retirados da internet e impressos em folha A4. Os
desenhos escolhidos para a atividade de colorir foram: um cisto e um trofozoito de

G. lamblia e um ovo e um verme adulto de A. lumbricoides.

3.4.6 Massa de modelar para construcdao das formas evolutivas de Ascaris

lumbricoides e Giardia lamblia

Massa de modelar em cores sortidas foi distribuida aos alunos para que eles
produzissem as formas evolutivas dos parasitos que se recordavam das atividades

anteriores.

3.4.7 Utilizacao das ferramentas de educacdao em saude

Os materiais desenvolvidos foram apresentados a criangas as quais foram
estimuladas a realizar as atividades propostas. A estratégia de execucdo destas
atividades seguiu um cronograma que permitisse uma apresentacdo seguida de
acoes que fomentassem recordar das parasitoses e suas vias de transmissao
apresentados.

As atividades de educacao em saude foram divididas em trés momentos. O
primeiro momento se caracterizava na apresentacdo das enteroparasitoses com
destaque em G. lamblia e A. lumbricoides. Foram destacadas morfologia, sitio da
infeccdo, vias de transmissao, formas de prevencéo.

1) Foi apresentado o material sintético representando um ovo néao
embrionado, um ovo embrionado e um verme adulto de A. lumbricoides e um cisto e
um trofozoito de G. lamblia para apresentar a morfologia do enteroparasitos
encontrados. Foi estimulada a interacdo com a maquete do intestino com trofozoito
de G. lamblia aderidos em tamanho aumentado para apresentar o tecido onde se
estabelece a infec¢do, bem como exemplificar o aspecto bioldégico de aderéncia da
G. lamblia. Foi utilizado o jogo de tabuleiro em tamanho humano onde foram
apresentadas as formas de prevencdo com destaque positivo e acbes que
favorecem a transmissao com destaque negativo. Também foi utilizada a caixa preta
de deteccdo de sujeira para exemplificar a possibilidade de contaminacdo sem
qualquer percepcao a olho nu. 2) Foram fornecidas massas de modelar para as

criancas sugerindo que produzissem 0s enteroparasitos apresentados no momento
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anterior. Também foram distribuidos desenhos das formas evolutivas de G. lamblia e
A. lumbricoides para colorir e estimular a fixagdo do conhecimento sobre a
morfologia. 3) Foi utilizada a estratégia de grupo focal na qual as criancas foram
distribuidas em pequenos grupos e foi estimulada a conversa sobre
enteroparasitoses. As criancas que ndo estavam compondo o grupo focal, foi
fornecido papel e canetas de colorir para que desenhassem o que haviam aprendido
nas atividades de educacédo em saude.

3.5 Acondicionamento das amostras clinicas e Exames Parasitologicos de
Fezes

Foi coletada uma unica amostra de fezes de cada paciente. As amostras
foram acondicionadas refrigeradas em coletores sem adicdo de conservantes por
até 12 horas e submetidas ao diagnostico parasitolégico de fezes pelos métodos:

1) Em 2014: Lutz (1919), Baermann (1917) e Moraes (1948), Kato-Katz
(1972) e Faust et al. (1939);

2) Em 2015 e 2016: Ritchie (1948) e Kato-Katz (1972).

3.6 Extracao do DNA

A extracdo do DNA dos cistos das amostras foi realizada com o uso QlAamp
DNA mini kit (Qiagen GmbH, Germany - Cat. No. 51504), segundo as instru¢des do
fabricante, com excecao da temperatura de lise, que foi aumentada para 95°C, e do
volume de tampao AE utilizado para eluicdo do DNA, que foi diminuido para 100 pL.
O DNA isolado foi armazenado a 4°C até o momento de uso.

3.7 Reacao em Cadeia da Polimerase

O DNA extraido foi submetido a reacdao em cadeia da polimerase (PCR) e a
Nested-PCR para amplificacao de fragmentos dos genes conservados que codificam
a proteina Glutamato Desidrogenase (gdh) e Beta-Giardina (B-gia). O volume final
utilizado para cada reacdo foi de 50uL, contendo tampdo de PCR 1X. As
concentracbes de dNTP, MgCl2, Tag DNA polimerase (Invitrogen, Brasil - Lot
CAUBI1f, CK8B10; Thermo Scientific, Brasil - Lot 00375202), DNA, assim como, as
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condigdes da reagdo variaram de acordo com os pares de iniciadores (primers)
(Tabela 4). Foram usados como controles positivos, DNA extraido do cultivo axénico
de G. lamblia do clone C6 da cepa WB ATCC50803, e como controle negativos,
DNAs de extraidos do cultivo axénico de Entamoeba histolytica e Trichomonas
vaginalis. A eficacia da PCR e da Nested PCR foi verificada por eletroforese em gel

de agarose, na concentracao de 1%.

Tabela 4. Sequéncias de oligonucleotideos dos iniciadores e condicGes para a reacdao em cadeia da
polimerase empregada na amplificacdo do DNA extraidos das amostras clinicas e dos controles.

Locus Nome Sequéncia (5>3’) MgCl. Desnaturacdo Hibridizacdo Extensdao Ciclos Produto Referéncias
(mM) (bp)
PCR Gdh goH1  TTCCGTRTYCAGTACAACTC 3 94°C/30s 55°C/30s  72°C/imin 35 754 Caccid et al. 2008
Nested - PCR  Gdh GDH3  ATGACYGAGCTYCAGAGECACGT 3 94°C/30s 55°C/30s  72°C/imin 35 532 Caccid et al. 2008
PCR B-gia &7 ANGCCCGACGACCTCACCCGCAGTEC 3 94°C/30s 62°C/30s  72°C/imin 35 753 Caccio et al. 2002
Nested - PCR  B-gia  B-GIAF  GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 3 94°C/30s 55°C/30s  72°C/imin 35 511 Lalle et al. 2005

B-GIAR CTCGACGAGCTTCGTGTT

3.8 Purificacao do produto amplificado, sequenciamento do DNA e analise
das sequéncias

Os produtos obtidos na PCR, para cada par de “primers”, foram purificados
usando o kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Germany - Lot
1404/005), segundo as instrucbes do fabricante, com excecdo do tempo de
incubacdo em tampao NE que foi elevada para cinco minutos. Os produtos
purificados foram submetidos a reagdo de sequenciamento com utilizacdo do
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA
— Lot n? 0811248, 1404369, 1608389). As etapas seguintes de precipitacdo e
eletroforese foram realizadas no servico de sequenciamento da Plataforma de
Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ (Otto et al. 2007). Cada um dos
experimentos foi realizado em triplicata e repetido trés vezes a fim de garantir a
reprodutibilidade dos resultados.

Os eletroferogramas obtidos foram analisados e sua qualidade foi verificada
através do programa Chromas 2.4. A caracterizacdo das sequéncias foi realizada
através da Basic Local Alignment Search Tool usando nucleotideo (BLASTn) e os
consensos foram obtidos pelo CAP3 Sequence Assembly Program
(http://doua.prabi.fr/software/cap3). As sequéncias nucleotidicas da Glutamato
Desidrogenase (gdh) e da B-giardina (B-gia) de G. lamblia foram alinhadas pelo
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algoritmo CLUSTAL W (Thompson et al. 1994) no pacote do programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 7.0 (Kumar et al. 2016).

A analise filogenética foi realizada através do programa MEGA 7.0 e a
estimativa de distancia utilizada foi a equacao de Jin e Nei (1990) (modelo Kimura 2-
parametros). As sequéncias dos novos isolados foram alinhadas usando como
referéncia sequéncias de G. lamblia do GenBank pertencentes aos genétipos A, B e
E. Como "outgroups" foram usadas Giardia psittaci, Giardia muris e Trichomonas
vaginalis. Os respectivos numeros de acesso das sequéncias encontram-se entre
barras verticais nas arvores filogenéticas.

As arvores filogenéticas foram construidas utilizando o algoritmo de neighbor-
joining (Saitou e Nei 1987). O melhor modelo estatistico para ser utilizado foi
definido a partir do menor valor de BIC encontrado (do inglés Bayesian Information
Criterion) no MEGA (Kumar et al. 2016), sendo Kimura 2-parametros eleito para
ambos 0s genes. Para cada construcdo, a veracidade de cada ramo foi conferida
pelo limite de confianca por analise de bootstrap (1000 repeticdes) (Felsenstein
1985).

3.9 Analises estatisticas dos dados clinicos, diagnostico parasitolégico e
caracterizacao molecular de Giardia lamblia

As analises estatisticas de frequéncia de enteroparasitos, bem como a
associacao entre a infeccdo por G. lamblia com sexo, faixa etaria e ano do estudo
foram realizadas no programa Epi infoTM 7 (US 2015).

Em virtude do tamanho amostral, foi utilizado o teste Qui-Quadrado corrigido
por Yates para as medidas de associacao entre infecgdo por G. lamblia e: 1) sexo
dos pré-escolares (masculino e feminino), 2) ano do estudo (2014, 2015 e 2016), 3)
idade dos pré-escolares (menores de um ano, entre 1 a 2 anos, entre 2 e 3 anos e
entre 3 e 4 anos). Ainda, para associacao entre a infeccao e a idade foi utilizado o
teste de Qui-Quadrado de tendéncia linear.

A associacdo entre a frequéncia dos genétipos de G. lamblia e 0 ano de

estudo também foi realizada pelo teste Qui-Quadrado corrigido por Yates.
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3.10 Obtencao e diagndéstico de amostras de agua de consumo da
Comunidade do Salgueiro

A éarea de estudo do trabalho (Comunidade do Salgueiro) possui trés fontes
principais de abastecimento de agua: 1) agua de abastecimento da CEDAE que
atende principalmente as moradias mais préximas a zona do asfalto; 2) agua
proveniente da mina de agua localizada na zona mais afastada do asfalto (parte alta)
e atende principalmente a regiao leste da Comunidade; 3) agua de pocgos artesianos
que se encontram distribuidos por todo o territério. Recursos alternativos de
armazenamento de agua também sao utilizados, como caixas e baldes.

Nao foram obtidas amostras de agua de pocos e de armazenamento
alternativos, pois apresentavam recursos extremamente limitados sendo, portanto,
priorizado o consumo humano.

Foram estabelecidos cinco pontos de coleta de amostras de agua: a creche
onde foi realizado o estudo e a residéncia de quatro agentes comunitarios de saude
(ACS).

A agua da creche provém de abastecimento da CEDAE e é utilizada para
higienizagédo de alimentos e consumo por funcionarios e pré-escolares. As amostras
da caixa d'agua foram submetidas a trés tipos de diagndstico: parasitolégico,
imunolégico e molecular.

Para o diagnéstico parasitoldégico da agua foi utilizado um cartucho de monta
e fio rebubinado com porosidade de 0,1um (Acqua Leve MS9,75.FP1) pelo qual foi
filtrado um volume de 1.200L de agua, durante o tempo de uma hora, com a vazao
no ponto de coleta de 20L/min. O fio do filtro desenrolado foi lavado com Tween 80
0,01% e a solugédo obtida da lavagem foi condicionada em um frasco cbnico para
sedimentar espontaneamente. O sedimento foi analisado para deteccéao direta de
formas evolutivas por microscopia (25 laminas), e também pelos métodos ELISA e
PCR.

Foi realizado o diagnéstico imunolégico especifico para antigenos de Giardia
sp e Cryptosporidium sp, com o uso dos kits: Giardia Ridascreen® (Biopharm,
Germany - Lot C1101) e Cryptosporidium Il test (Techlab®, Blacksburg, Lot No
1005046), respectivamente. A amostra de agua foi diluida na proporcao 1:1 com o
eluente do fabricante a fim de se obter um volume final de 100uL que foi aplicado no
poco da placa. As etapas seguintes foram realizadas segundo as instru¢cées do
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fabricante. A partir da leitura do ELISA (A = 450/620nm) foi considerada reacao
negativa para DO<0,090 e reacao positiva para DO>0,090.

Para o diagnéstico molecular, foi extraido o DNA da amostra de agua
(conforme descrito no item 3.4) e submetido a PCR para os genes conservados gadh
e B-gia (conforme descrito no item 3.5). As amostras positivas pela PCR foram
submetidas ao sequenciamento (conforme descrito no item 3.6)

Em virtude da distribuicdo espacial das residéncias dos ACS, um dos
logradouros possui abastecimento de agua da CEDAE, enquanto que os outros trés
eram abastecidos por agua de uma mina natural com tubulagédo improvisada pelos
préprios moradores. Foram coletadas seis amostras de agua utilizadas para
consumo nestas residéncias em um volume de 2L cada. A amostra foi centrifugada a
11000g por 10min em tubos de 50mL e os sedimentos obtidos foram agrupados e
armazenados a -20°C em tubos de microcentrifuga de 2mL até o momento do
processamento.

O volume de aproximadamente 200-300uL da aliquota foi submetido ao
diagnéstico molecular conforme ja descrito acima. As amostras positivas tiveram o

fragmento de DNA sequenciado e genotipado.

3.11 Georreferenciamento

Como o estudo foi realizado em areas de aglomeracao populacional, as
informacdes geograficas e cartograficas ndao se encontram disponiveis em
ferramentas convencionais de organizacbes de processamento e captura de
imagem. Agregado, a proximidade das residéncias impede a captura com precisao
das coordenadas geogréficas por GPS.

Os mapas foram gerados no programa Epi infoTM 7 e o detalhamento
geografico foi cedido pela unidade de saude que realiza a cobertura na regido. O
endereco dos individuos participantes do estudo foi obtido através de questionario. A
identificacdo das residéncias foi realizada com ajuda dos agentes comunitarios de
saude.

Foram associadas as informacdes 1) logradouro e resultado do EPF para o
georreferenciamentos das enteroparasitoses na comunidade; 2) logradouro e
genodtipos de G. lamblia para o georreferenciamento do perfil genotipico do

protozoario na comunidade.
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4 RESULTADOS

4.1 Revisao bibliografica sobre prevaléncia da infeccao por Giardia lamblia
em humanos no Brasil

Na base eletrénica Medline, a pesquisa foi realizada no dia quatro de abril de
2016, com inicio as 13h09, onde foram encontrados 69 artigos e zero artigos
duplicados nesta base. Enquanto que na base LILACS, com pesquisa nos dias seis
de abril de 2016 e onze de abril de 2016, com inicio as 15h17 e 13h37,
respectivamente, foram encontrados 206 artigos e 50 artigos duplicados nesta base.
Ao comparar as duas bases, foram encontrados 63 artigos repetidos. Ao aplicar os
critérios de exclusao, foram obtidos 76 artigos (Tabela 5).

Poucos sao os artigos publicados anualmente que abordam a prevaléncia de
G. lamblia (Figura 10). No ano de 2009 foi observado a maior frequéncia de
publicacbes (10) e 2000, 2001 e 2003 apresentaram a menor frequéncia (1) quando
comparado com a média/moda de frequéncia esperada (3). O ano de 2016 nao foi
utilizado para comparacdo uma vez que no periodo da busca o ano ainda nao havia

terminado.

Numero de trabalhos publicados
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= N{mero de trabalhos

10 publicados

Figura 10. Numero de trabalhos cientificos publicados que apresentam frequéncia de infeccao por
Giardia lamblia.

No Brasil, a infeccdo por G. lamblia foi a mais frequente em 40,8% dos
estudos que avaliaram a frequéncia de enteroparasitos investigados pelo EPF. Ao

considerar a prevaléncia de protozodrios intestinais, este numero se eleva para
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53,95%. Mais de 65% dos trabalhos apresentam uma prevaléncia da infec¢do por G.
lamblia oscilando de 0,9 a 19,2%. Entretanto, as taxas de frequéncia variam de
acordo com a regido brasileira estudada.

Numericamente a regidao Sudeste deteve o maior numero de trabalhos
publicados (44) e a regiao Centro-Oeste, 0 menor niumero (Figura 11). Entretanto, ao
estabelecer uma relacdo entre 0 numero de estudos e o numero de habitantes
destas regides é possivel notar que a regido Sul deteve o maior numero de artigos
publicados e a regidao Nordeste, o menor. Das 27 unidades federativas, 15 néao
possuem estudos indicando a prevaléncia de G. lamblia e outros dois estados

possuem um unico estudo.
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Figura 11. Niumero de trabalhos cientificos publicos no Brasil por regiao geografica.

No recorte temporal estabelecido nao foi possivel encontrar nenhum estudo
com frequéncia da infec¢ao por Giardia no estado do Espirito Santo, localizado na
regiao Sudeste. O estado de Sao Paulo foi o que apresentou o maior numero de
trabalhos (n=22), entretanto, ao estabelecer uma relacdo per capita, o estado de
Minas Gerais assume a lideranca na regido Sudeste. Nos trabalhos realizados em
regibes do estado de Sao Paulo, foi possivel observar que a prevaléncia varia
significativamente em funcao da localidade estudada (5,5% a 63,3%). O mesmo é
observado nos estados de Minas Gerais (4,3% a 78,3%) e Rio de Janeiro (4,2% a
27,7%).

Na regido Sul, a maior parte dos estudos se concentra no estado do Parana.
Entretanto, ao estabelecer a relacdo com o tamanho da populacdo dos estados,
Parana e Rio Grande do Sul possuem a mesma propor¢cao de trabalhos por
habitante. A prevaléncia nesta regiao oscila de 2,7% a 30,3%. Esta mesma variagao
pode ser observada individualmente no estado do Rio Grande do Sul (2,7% a
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30,3%), enquanto que nos outros estados a média fica em torno dos 15%, Parana
(2,7% a 18,2%), Santa Catarina (5,5% a 18,9%).

Dos poucos estudos realizados na regidao Centro-Oeste, dois se concentram
no Distrito Federal e um no Mato Grosso do Sul. Nos estados do Mato Grosso e
Goias nao foi encontrado nenhum trabalho. As prevaléncias encontradas foram de
12%, 14,8% e 30,4%.

Na regido Norte, o Unico dos sete estados que apresenta estudos
recuperados foi o Amazonas (n= 7), onde a prevaléncia varia de 1 a 29%. A
auséncia de estudos na regido dificulta 0 conhecimento da distribuicao da infeccao
por G. lamblia.

Dos nove estados da regiao Nordeste, apenas Sergipe, Pernambuco e Bahia
apresentaram estudos, mas em um quantitativo baixo (n=7). O estado de
Pernambuco possui apenas um estudo; Sergipe, dois; e Bahia, quatro. Embora o
estado da Bahia apresente mais trabalhos, na relacao per capita, o estado de
Sergipe tem maior razdo. Com o numero de trabalhos disponiveis ndo é possivel
inferir as reais taxas de prevaléncia, principalmente em virtude da variacao de 0,9 a
48,3% de frequéncia da infecgao.

Grande parte dos estudos foi realizado somente com criancas (63,2%) e
alguns estudos (5,3%) avaliam criancas e adultos, mas apresentam as taxas de
forma discriminada.

Criangas com menos de um ano ja se apresentam infectadas (Costa-Macedo et
al 1998, Muniz-Junqueira et al 2002) e a frequéncia desta infeccao é maior em
criangas com mais de 6 meses quando comparada com individuos com menos de 6
meses (Costa-Macedo et al 1997). Com o aumento progressivo da idade ocorre um
aumento substancial da frequéncia desta infeccao até os 3-4 anos (Guimaraes et al
1995, Franco et al 1996, Costa-Macedo et al 1998, Ludwing et al 1999, Uchdba et al
2001, Guimaraes et al 2002, Tashima et al 2004, Mascarini et al 2006, Santos et al
2012). Poucos estudos apontam para maiores prevaléncias em criangas menores de
2 anos (Prado et al 2003, Carvalho et al 2006), pois este aumento esta associado a
formacao de habitos de higiene independente, como o0 uso do vaso sanitario (Black
et al 1977, Thompson 1994) e o maior contato fisico com o ambiente (Monteiro et al,
1988). Segundo a Unicef (1995) individuos até 5 anos refletem o grau de
contaminacdo de uma dada regido, pois apresentam maior vulnerabilidade e baixa
capacidade de deslocamento.
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Um alta frequéncia também é encontrada até os 6 anos (Muniz-Junqueira et al
2002, Falavigna et al 2008, Maia et al 2009, Uchda et al 2009, Magalhaes et al 2013)
e na faixa etaria de 12 a 18 anos ainda é possivel encontrar maiores prevaléncias
quando comparado com a faixa etaria adulta (Branco et al 2012, Anaruma-Filho et al
2007, Casavechia et al 2016).

Mesmo em local com alta endemicidade, com o aumento da idade parece
ocorre reducdo da frequéncia de G. lamblia o que pode ter associacdo com a
imunidade imuno-mediada (excessiva exposi¢cao ao parasito) e com os cuidados de
higiene pessoal (Figura 12).

Frequenciarelativa da infeccao por Giardia lamblia em
funcao da idade
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Figura 12. Frequéncia da infeccao por Giardia lamblia em funcéo da idade do individuo estudado.

A oscilacao nos valores de prevaléncia é esperada, uma vez que o0s estudos
se diferenciam pelas técnicas de exame parasitolégico de fezes utilizadas e
principalmente pelo perfil socioecondmico da populacao estudada. Muitos trabalhos
sao realizados em areas com populacdo em extrema vulnerabilidade, como
comunidades e zonas rurais, marcadas por auséncia de redes de esgoto e
abastecimento de agua de tratada (Cardoso et al. 1995, Guimaraes et al. 1995,
Costa-Macedo et al. 1997, Machado et al. 1999, Rocha et al. 2000, Uchoa et al.
2001, Prado et al. 2003, Santos-Junior et al. 2006, Anaruma-Filho et al. 2007,
Volotao et al. 2007, Andrade et al. 2008, Machado et al. 2008, Korkes et al. 2009,
Monteiro et al. 2009, Uchoa et al. 2009, Rosa et al. 2012). Como criangas constituem
o principal grupo acometido, ambientes de aglomeracado de individuos nesta faixa
etaria também sao alvos destes estudos apresentando maiores taxas de prevaléncia
(Cardoso et al. 1995, Guimaraes et al. 1995, Dérea et al. 1996, Franco et al. 1996,
Costa-Macedo et al. 1997, Moura et al. 1997, Ferreira et al. 1997, Machado et al.
1998, Costa-Macedo et al. 1998, Machado et al. 1999, Rocha et al. 2000, Guimaraes
et al. 2002, Prado et al. 2003, Quadros et al. 2004, Bencke et al. 2006, Carvalho et
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al. 2006, Mascarini et al. 2006, Volotao et al. 2007, Barcante et al. 2008, Matos et al.
2008, Andrade et al. 2008, Monteiro et al. 2009, Tashima et al. 2009, Uchoa et al.
2009, Silva et al. 2010, Bellotto et al. 2011, Gongalves et al. 2011, Gomes et al.
2011, Santos et al. 2012, Magalhaes et al. 2013). Outros estudos foram realizados
com populagées de maior escolaridade e melhores habitos de higiene onde a
frequéncia da infeccao por G. lamblia era esperada mais baixa (Cardoso et al. 1995,
Moura et al. 1997, Machado et al. 1999, Takizawa et al. 2009). O uso rotineiro de
anti-parasitarios pode contribuir para subestimar as reais taxas de prevaléncia (Boia
et al. 1999).

A infecgédo por G. lamblia pode ser observada em todo o territorio brasileiro,
entretanto outros inquéritos parasitoldgicos padronizados devem ser realizados a fim
de identificar a real distribuicAo dessa enteroparasitose ou o real impacto da
transmissao da giardiase na populagéao, assim como de outras.

Assim, como as reais taxas de prevaléncia da infeccdo por G. lamblia no
Brasil sdo desconhecidas, a giadiase segue como um problema de saude publica
silencioso, cuja solucao esta centrada em dois principais pontos: saneamento basico
e atencao individual, ou seja, educacao em saude.
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Tabela 5. Informacoes sobre os artigos incluidos na revisao de carater explorativo e descritivo. A tabela dispoes das seguintes informagoes: ano de publicagao, autores
do manuescrito, titulo do trabalho, revista cientifica na qual foi publicado, local do estudo, faixa etaria da populacao avaliada, prevaléncia de Giardia encontrada e técnica
de exame parasitologico utilizada para diagndstico parasitoldgico.

0 . . Local do Populagao Prevaléncia de A -
N Ano Autores Titulo Revista estudo estudada Giardia Técnica utilizada
de Sa Cardoso G, de Prevalence and epidemiologic aspects of Rev Soc Aracaju/SE Criancas (2- 32,78% Centrifugo-
Santana AD, de Aguir giardiasis in day care centers in the Bras Med 5anos) sedimentacao
01 1995 CP. Municipality of Aracaju, SE, Brazil Trop (Ritchie);
Centrifugo-flutuacao
(Faust)
Kobayashi J, Prevalence of intestinal parasitic infection in Rev Inst Campinas/SP Todos 10% Centrifugo-
Hasegawa H, Forli five farms in Holambra, Sao Paulo, Brazil. Med Trop (Até sedimentacao
02 1995 AA, Nishimura NF, Sao Paulo 16an0s=12,2%  (Ritchie)
Yamanaka A, >16an0s=9,3%)
Shimabukuro T, Sato
Y. 10,4%
Guimaraes S, Sogayar Ocurrence of Giardia lamblia in children of Rev Inst Botucatu/SP Criancas (0- 63,3% Sedimentacao
03 1995 MI. municipal day-care centers from Botucatu, Med Trop 6anos) espontanea;
Sao Paulo state, Brazil Sao Paulo Adultos Centrifugo-flutuacao
(Funcionarios) (Faust)
Franco RM, Cordeiro Giardiases and cryptosporidiasis in child Rev Soc Campinas/SP Criancas (2- 13,5% Centrifugo-
04 1996 NS. care settings in the municipality of Bras Med 60meses) sedimentacao
Campinas, Séo Paulo State Trop (Ritchie)
Dorea RCC, Salata E, Control of parasitic infections among school Rev Soc Botucatu/SP Criancas (7- 10% Centrifugo-flutuacao
05 1996 Padovani CR, dos children in the peri-urban area of Botucatu, Bras Med 18anos) (Faust);
Anjos GL. Sao Paulo, Brazil. Trop Sedimentacao
espontanea
Moura EC, Bragazza Prevalence of intestinal parasitosis in J Pediatr Campinas/SP Criancas 8,2% Sedimentacao
LM, Coelho MF, Aun schoolchildren. (Rio J) escolares espontanea;
SM. Centrifugo-flutuacao
(Willis);
06 1997 Centrifugo-flutuacao
(Faust);
Centrifugo-
sedimentacao
(Formol-éter)
Schmitt ML, Paes Intestinal parasites prevalence in schoolars Rev bras Sao Criancas (0- 5,53% Centrifugo-
07 1997 MAS. from Sao Joaquim, Santa Catarina, Brazil anal clin Joaquim/SC 17anos) sedimentacao
(Ritchie)
de Rezende CH, Enteroparasitoses in food handlers of the Rev Panam Uberlandia/MG Adultos 8% (c1) Sedimentacao
08 1997 Costa-Cruz JM, public schools in Uberlandia (Minas Gerais), Salud (manipuladores 2% (c2) espontanea
Gennari-Cardoso ML.  Brazil. Publica de alimento) 3% (c3)

52



da Costa-Macedo LM, Frequency and precocity of human intestinal Rev Inst Rio de Criancas (s1ano) 4,2% Centrifugo-
09 1997 ReylL. parasitism in a group of infants from Rio de Med Trop Janeiro/RJ sedimentacao (MIFC)
Janeiro, Brazil Sao Paulo
Ferreira CB, Marcal Intestinal parasitoses in schoolchildren of Rev Soc Uberlandia/MG  Criancas  (pré- 12,6% Sedimentacao
10 1997 Junior O. Martinésia District, Uberlandia, MG: a pilot Bras Med escolares e espontanea
study. Trop escolares - 8a
série)
Machado ER, Costa- Strongyloides stercoralis and other Mem Inst Uberlandia/MG Criancas (pré- 78,3% Sedimentacao
11 1998 Cruz JM. enteroparasites in children at Uberlandia Oswaldo escolares) espontanea
City, State of Minas Gerais, Brazil Cruz
Costa-Macedo LM, Intestinal parasitoses in low-income children Cad Saude Rio de Criancas 25,3% Centrifugo-
Machado-Silva JR, under five years of age in Rio de Janeiro, Publica Janeiro/RJ (<5anos) sedimentacao (Blagg)
12 1998 Rodrigues-Silva R, Brazil
Oliveira LM, Ripper
Vianna MS.
Saldiva SR, Silveira Ascaris-Trichuris association and Paediatr Séao Miguel Criancas (1- 44,5% Sedimentacao
AS, Philippi ST, malnutrition in Brazilian children. Perinat Arcanjo/SP 12anos) espontanea
13 1999 Torres DM, Mangini Epidemiol
AC, Dias RM; da Silva
RM, Buratini MN,
Massad E.
Boia MN, da Motta LP, Cross-sectional study of intestinal parasites Cad Saude Novo Airao/AM Todos 17,4% Sedimentacao
14 1999 Salazar MD, Mutis MP, and Chagas’' disease in the Municipality of Publica espontanea
Coutinho RB, Coura Novo Airdo, State of Amazonas, Brazil
JR.
Ludwig, KM, Frei F, Correlation between sanitation conditions Rev Soc Assis/SP Todos 8,7% Sedimentacao
15 1999 Alvares Filho F, and enteroparasitoses in the population of Bras Med espontanea
Ribeiro-Paes JT. Assis, Sdo Paulo State, Brazil Trop
Machado RC, Marcari Giardiasis and helminthiasis in children of Rev Soc Mirassol/SP Criancas (2- Centrifugo-flutuacao
EL, de Cristante both public and privative day-care centers Bras Med 15anos) (Faust);
16 1999 S, Crisante V, and junior and high schools in the city of Trop 2-6anos-ACARI 61,1% Sedimentacao
Carareto CM. Mirassol, Sdo Paulo State, Brazil 2-6anos-ARCO- espontanea
IRIS 9,7%
Rocha RS, Silva JG, Assessment of schistosomiasis and other Rev Soc Bambui/MG Criancas 6,2% Exame direto
Peixoto SV, Caldeira intestinal parasitoses in school children of Bras Med (escolares 0-
17 2000 RL, Firmo JO, the Bambui municipality, Minas Gerais, Trop 15anos)
Carvalho O dos S, Brazil.
Katz N.
Uchéa CMA, Lobo Intestinal parasitism: prevalence in day-care Rev Inst Niteroi/RJ Criancas 38,3% Centrifugo-flutuacao
AGB, BastosOMP, centers of Niteroi city, Rio de Janeiro - Brazil Adolfo Funcionarios 4.6% (Faust);
18 2001 MatosAD. Sedimentac peJic Sedimentacao
ao espontanea
espontanea
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Guimaraes S, Sogayar Detection of anti-Giardia lamblia serum Rev Saude Botucatu/SP Criancas (0- 63,3% Sedimentacao
19 2002 MI. antibody among children of day care centers. Publica 6anos) espontanea;
Centrifugo-flutuacao
(Faust)
Muniz-Junqueira MI, Relationship between protein-energy Rev Soc Varjao/DF Criancas 30,4% Sedimentacao
20 2002 Queiroz EFO. malnutrition, vitamin A, and parasitoses in Bras Med (s6anos) espontanea;
living in Brasilia Trop Centrifugo-flutuacao
(Faust)
Muniz PT,Ferreira UM, Intestinal parasitic infections in young Ann Trop Séao Paulo/SP Criancas(0- 5,5% Sedimentacao
21 2002 Ferreira CS, children in Sao Paulo, Brazil: prevalences, Med 59meses) espontanea
Conde WL, Monteiro temporal trends and associations with Parasitol
CA. physical growth.
Prado MS, Strina A, Risk factors for infection with Giardia Epidemiol Salvador/BA Criancas (2- 13,7% Sedimentacao
22 2003 Barreto ML, Oliveira- duodenalis in pre-school children in the city infect 45meses) espontanea
Assis AM, Paz LM, of Salvador, Brazil.
Cairncross S.
Morrone FB, Carneiro Study of enteroparasites infection frequency Rev Inst Alegre/RS Criancas pré- 20,3% Sedimentacao
23 2004 JA, dos Reis C, and chemotherapeutic agents used in Med Trop escolares espontanea
Cardozo CM, Ubal C, pediatric patients in a community living in Sao Paulo
de Carli GA. Porto Alegre, RS, Brazil.
Quadros RM, Marques Intestinal parasites in nursey schools of Rev Soc Lages/SC Criancas 14% Centrifugo-flutuacao
24 2004 S, Arruda AAR, Delfes Lages, southern Brazil Bras Med (Faust);
PSWR, Medeiros IAA. Trop Sedimentacao
espontanea
Tashima NT, Simées Enteroparasitic occurrence in fecal samples Rev Inst Presidente Criancas (0- 7,3% Sedimentacao
25 2004 MJ. analyzed at the University of Western Sao Med Trop Prudente/SP 12anos) espontanea;
Paulo-UNOESTE Clinical Laboratory, Sao Paulo Centrifugo-flutuacao
Presidente Prudente, Sao Paulo State, Brazil. (Faust)
Falavigna-Guilherme Intestinal parasites and commensals of Acta sci Vilas Rurais/PR Todos 14,3% Sedimentacao
AL, Araujo SM, settled populations in three land settlements Health sci 18% espontanea;
26 2004 Pupulim ART, Lima (Vilas Rurais) of Parana state, Brazil 26,3% Centrifugo-flutuacao
Junior JE, Falavigna M=12,7% (Faust)
DLM.
Araujo CF, Fernandez Prevalence of intestinal parasitosis in the city Rev Soc Eirunepé/AM Todos 1% Sedimentacao
27 2005 CL. of Eirunepé, Amazon. Bras Med espontanea
Trop
Nascimento SA, Blastocystis hominis and other intestinal Rev Inst Pitanga/PR Todos 18,2% Direto;
Moitinho M da L. parasites in a community of Pitanga City, Med Trop Centrifugo-flutuacao
Parana State, Brazil Sao Paulo (Faust);
28 2005 Sedimentacao
espontanea;
Centrifugo-

sedimentacao
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(Ritchie)

Bencke A, Artuso GL, Enteroparasites in schoolchildren living in a Rev patol Porto 2,7% Sedimentacao
29 2006 Reis RS, Barbieri NL, suburban community of Porto Alegre, RS, trop Alegre/RS Criancas (6- espontanea
Rott MB. Brazil 14anos)
Carvalho TB, Carvalho Occurrence of enteroparasites in day care Rev Inst Botucatu/SP Criancas (0- 26,88% Sedimentacao
LR, Mascarini LM. centers in Botucatu (Sao Paulo State, Brazill Med Trop 6anos) espontanea;
with emphasis on Cryptosporidium sp., Sao Paulo Centrifugo-flutuacao
30 2006 Giardia duodenalis and Enterobius (Faust);
vermicularis Centrifugo-
sedimentacao
(Ritchie)
Mascarini LM, Giardiasis and cryptosporidiosis in children Rev Soc Botucatu/SP Criancas (0- 23,7% (2002) Centrifugo-flutuacao
31 2006 Donalisio MR. institutionalized at daycare centers in the Bras Med 83meses) 21,4% (2003) (Faust);
state of Sao Paulo Trop Todos Sedimentacao
espontanea
Santos Junior GO, Intestinal parasitoses in children from a rural Rev patol Ipira/BA Criancas (0- 48,3% Sedimentacao
32 2006 Silva MM, Santos area of Bahia, Brazil, by the method of trop 6anos) espontanea
FLN. spontaneous sedimentation
Carvalho-Costa FA, Giardia lamblia and other intestinal parasitic Rev Inst Santa Isabel do Criancas (6- 29% Centrifugo-
Goncalves AQ, infections and their relationships with Med Trop Rio Negro/AM 84meses) sedimentacao
33 2007 Lassance SL, Silva nutritional status in children in Brazilian Sao Paulo (Ritchie)
Neto LM, Salmazo CA, Amazon
Bdia MN.
Volotao AC, Costa- Genotyping of Giardia duodenalis from Acta Trop Rio de Criancas pré- 27,7% Centrifugo-flutuacao
Macedo LM, Haddad human and animal samples from Brazil using Janeiro/RJ escolares (Faust);
34 2007 FS, Brandao A, Dbeta-giardin gene: a phylogenetic analysis. Centrifugo-
Peralta JM, sedimentacao
Fernandes O. (Ritchie)
Teixeira JC, Heller L, Giardia duodenalis infection: risk factors for Cad Saude Juiz de Criancas (1- 18% Sedimentacao
35 2007 Barreto ML. children living in sub-standard settlements in Publica Fora/MG 5anos) espontanea
Brazil.
Carvalho-Costa FA, Detection of Cryptosporidium spp and other Rev Soc Rio de Criancas 4,7% Direto;
Gongalves AQ, intestinal parasites in children with acute Bras Med Janeiro/RJ (s60meses) Centrifugo-
36 2007 Lassance SL, de diarrhea and severe dehydration in Rio de Trop sedimentacao
Albuquerque CP, Janeiro. (Ritchie)
Leite JP, Boia MN.
Anaruma Filho F, Intestinal parasitosis in flood risk areas from Rev patol Campinas/SP Todos 15,85% Centrifugo-
37 2007 Corréa CRS, Ribeiro Campinas, Sao Paulo State, Brazil trop sedimentacao
MCSA, Chieffi PP (Ritchie)
Machado ER, Santos Enteroparasites and commensals among Rev Soc Uberlandia/MG  Criancas (0- 27,5% Sedimentacao
38 2008 DS, Costa-Cruz JM. children in four peripheral districts of Bras Med 15anos) espontanea
Uberlandia, State of Minas Gerais. Trop
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Barcante TA, Intestinal parasites in children attending day- Rev patol Vespasiano/MG Criancas (1- 9,1% Centrifugo-
Cavalcanti DV, Silva care centers in Vespasiano, Minas Gerais trop 5anos) sedimentacao (Blagg)
GAV, Lopes PB, State
39 2008 Barros RF, Ribeiro
GP, Neubert LF,
Barcante JMP.
Falavigna DLM, Intestinal parasites in ecotourism region of Braz arch Ubirata/PR Todos 4,6% Sedimentacao
40 2008 Almeida AA, Iwazaki the state of Parana, Brazil biol technol espontanea;
RS, Araujo SM. Centrifugo-flutuacao
(Willis)
Matos SM, Assis AM, Giardia duodenalis infection and Cad Saude Salvador/BA Criancas 13,5% Sedimentacao
41 2008 Prado M da S, Strina anthropometric status in preschoolers in Publica (s48meses) espontanea
A, Santos LA, Jesus Salvador, Bahia State, Brazil.
SR, Barreto ML.
Andrade F, Rode G, Intestinal parasitism in a public day care Rev patol Blumenau/SC Criancas (0- 18,9% Centrifugo-
Silva Filho HH, center in Blumenau city (Brazil) with trop 6anos) sedimentacao
42 2008 Greinert-Goulart JA. emphasis in Cryptosporidium spp and other (Ritchie);
protozoans Sedimentacao
espontanea
Machado ER, Souza Enteroparasites and commensals among Parasitol Abadia dos Todos 5,8% Sedimentacao
43 2008 TS, Costa JM, Costa- individuals living in rural and urban areas in latinoam Dourados/MG espontanea
Cruz JM. Abadia dos Dourados, Minas Gerais state,
Brazil
Korkes F, Kumagai Relationship between intestinal parasitic J Trop Sao Paulo Criancas (2- 16,7% Exame direto;
FU, Belfort RN, infection in children and soil contamination Pediatr 14anos) Sedimentacao
44 2009 Szejnfeld D, Abud TG, in an urban slum. espoqténea;
Kleinman A, Florez Centrifugo-flutuacao
GM, Szejnfeld T, (Faust)
Chieffi PP.
Takizawa Md, Enteroparasitosis and their ethnographic Rev Inst Cascavel/PR Adultos (14- 8,4% Sedimentacao
Falavigna DL, Gomes relationship to food handlers in a tourist and Med Trop 75anos) espontanea;
45 2009 ML. economic center in Parana, Southern Brazil. Sao Paulo Centrifugo-
sedimentacao
(Ritchie)
Tashima NT, Simées Classic and molecular study of Giardia Rev Inst Presidente Criancas (0- 14,85% Sedimentacao
MJ, Leite CQ, duodenalis in children from a daycare center Med Trop Prudente/SP 6anos) espontéanea;
46 2009 Fluminhan A, in the region of Presidente Prudente, Sdao Sao Paulo Centrifugo-flutuacao
Nogueira MA, Paulo, Brazil. (Faust)
Malaspina AC.
Silva EF, Silva EB, Enteroparasitosis in children of rural area of Rev patol Coari/AM Criancas 9,9% Sedimentacao
47 2009 Almeida KS, Sousa the Coari city, Amazonas, Brazil trop (s15anos) espontanea
JJN, Freitas FLC.
48 2009 Martins LPA, Serapido Initial evaluation of some enteroparasitosis Rev méd Berilo - Vale do Todos 8,1% Centrifugo-
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AATB, Valenciano RF, prevalence in the community of Palmital, Minas Jequitinhonha/ sedimentacao
Oliveira GT, Santos Berilo, MG Gerais MG (Ritchie)
KJA, Castanho REP.
Silva RR, da Silva CA, Association between nutritional status, Trans R Jequitinhonha/ Criancas (6- 26,3% Sedimentacao
de Jesus Pereira CA, environmental and socio-economic factors Soc Trop MG 71meses) espontanea
49 2009 de Carvalho Nicolato and Giardia lamblia infections among Med Hyg
RL, Negrao-Corréa D, children aged 6-71 months in Brazil.
Lamounier JA,
Carneiro M.
Maia MM, Fausto MA, Intestinal parasitic infection and associated Ann Trop Manaus/AM Criancas (0- 21,5% Sedimentacao
50 2009 Vieira EL, Benetton risk factors, among children presenting at Med 10anos) espontanea
ML, Carneiro M. outpatient clinics in Manaus, Amazonas Parasitol
state, Brazil.
Takizawa MGMH, Enteroparasites in fecal and subungual Acta sci.,, Cascavel/PR Manipuladores 3,2% Sedimentacao
Falavigna DLM, matter from food handlers, Parana State, Health sci de alimento (14- espontanea;
51 2009 Gomes ML. Brazil 75anos) Centrifugo-
sedimentacao
(Ritchie)
Monteiro AMC, Silva Intestinal parasitic infections in children Rev patol Coari/AM Criancas (0- 4,4% Sedimentacao
EF, Almeida KS, attending day care centers located in trop 10anos) espontanea
52 2009 Sousa JJN, Mathias peripheral neighborhoods in the municipality
LA, Baptista F, Freitas of Coari, state of Amazonas, Brazil
FLC.
Uchoa CMA, Intestinal parasitism in children and Rev patol Niteréi/RJ Criancas 30,06% Centrifugo-flutuacao
Albuquerque MC, employees of communitarian day-care trop (2meses-6anos) 1,75% (Faust);
53 2009 Carvalho FM, Falcao centers of Niteroi City, Brazil Funcionarios Sedimentacao
AO, Silva P, Bastos (25-60anos) espontanea
OMP.
Silva LP, Silva RMG. Occurrence of enteroparasites in Centers Biosci j Patos/MG Criancas (0- 32% Sedimentacao
54 2010 Education Child of the Municipality of Patos (Online) 6anos) espontanea;
of Minas, MG, Brazil
Santos SA, Merlini LS. Prevalence of enteroparasitosis in the Ciénc Maria Todos 3,5% Sedimentacao
55 2010 population of Maria Helena, Parana State saude Helena/PR espontanea; 3
coletiva Centrifugo-flutuacao
(Faust)
Machado ER, Freitas Strongyloides stercoralis and other Rev patol Uberlandia Todos 10,6% Sedimentacao
56 2010 CV, Costa-Cruz JM. enteroparasites in individuals of rural area of trop espontanea
Uberlandia, Minas Gerais State, Brazil
Gomes PDMF, Enteroparasites in schoolchildren of Aguas Rev patol Bonito/MS Todos 14,8% Centrifugo-
57 2011 Nunes VLB, Knechtel do Miranda district, municipality of Bonito, trop sedimentacao (Blagg)
DS, Brilhante AF. Mato Grosso do Sul, Brazil
58 2011 Belloto MVT, Santos Enteroparasitoses in a population of Rev Pan- Mirassol/SP Criancas (2-15 15,16% Centrifugo-flutuacao
Junior JE, Macedo students from a public school in the Amazénica anos) (Faust);
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EA, Ponce A, Galisteu Municipality of Mirassol, Sdao Paulo State, Saude Sedimentacao
KJ, Castro E, Tauyr Brazil (Online) espontanea
LV, Rossit ARB,
Machado RLD.
Gongalves AL, Prevalence of intestinal parasites in Rev Soc Uberlandia/MG  Criancas 19,2% Sedimentacao
59 2011 Belizario TL, Pimentel preschool children in the region of Bras Med espontanea
J de B, Penatti MP, Uberlandia, State of Minas Gerais, Brazil. Trop
Pedroso Rdos S.
Valverde JG, Gomes- Prevalence and epidemiology of intestinal Ann Trop Santa Ilsabel do Todos 12,3% Centrifugo-
Silva A, De Carvalho parasitism, as revealed by three distinct Med Rio Negro/AM sedimentacao
Moreira CJ, Leles techniques in an endemic area in the Parasitol (Ritchie)
60 2011 De Souza D, Jaeger Brazilian Amazon.
LH, Martins PP,
Meneses VF, Bodia
MN, Carvalho-Costa
FA.
Rosa APP, Silva FCA, Prevalence of intestinal parasites inc hildren Rev  bras Guaratingueta/ Criancas 23,9% Sedimentacao
61 2012 Fernandes MSP,Dias  of a poor community in cuty of Guaratingueta anal clin SP espontanea
MCM, Cuglianna AM. - SP, Brazil
Berne AC, Scaini CJ, Presence of coccidia and other intestinal Rev patol Rio Grande/RS Criancas (pré- 30,3% Centrifugo-flutuacao
VillelaMM, Pepe MS, parasites in a population of children in Rio trop escolares) (Faust);
62 2012 Haupenthal LE, Gatti Grande, Rio Grande do Sul State, Brazil Centrifugo-
F, Berne MEA. sedimentacao
(Ritchie)
Branco N, Leal DA, A parasitological survey of natural water Vector Campos Todos 5,9% Sedimentacao
Franco RM. springs and inhabitants of a tourist city in borne Jordao/SP espontanea
southeastern Brazil. zoonotic Centrifugo-
dis sedimentacao
63 2012 (Ritchie);
Centrifugo-flutuacao
(Faust);
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(Willis)
Souza VM, Sales IR, Giardia lamblia and respiratory allergies: a J Pediatr Recife/PE Criancas (5- 45,45% Sedimentacao
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64 2012 VM, Rizzo JA, Silva high incidence of protozoan infections.
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Pierotti FF, Solé D,
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Santos CK, Grama DF, Epidemiological, parasitological and Trans R Araguari/MG Criancas (0- 51,8% Centrifugo-flutuacao
65 2012 Limongi JE, Costa molecular aspects of Giardia duodenalis Soc Trop 5anos) (Faust)
FC, Couto TR, Soares infection in children attending public daycare Med Hyg
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centers in southeastern Brazil.
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Almeida PHA, Santana Prevalence of rootozoa and enteric helminth Arq Feira de Todos 3,3% Sedimentacao
66 2012 PCS, Silva AV. inpeople of sdo cristovao, feira de santana, ciéncias Santana/BA espontanea
Brazil saude
UNIPAR
Mata-Santos, T, Gatti Prevalence of enteroparasites in children Rev Inst Rio Grande/RS Criancas 4,9% Centrifugo-
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CS, Martins LH, Mata- southern city Sedimentac¢ (Ritchie)
67 2013 Santos HA, Fenalti ao
JM, Oliveira Neto IC, espontanea
Mendoza-Sassi RA,
Scaini CJ.
Lima Junior AO, High occurrence of giardiasis in children Rev Inst Araras/SP Criancas (4- 96,6%-2005 Sedimentacao
68 2013 Kaiser J, Catisti R. living on a 'landless farm workers' settlement Med Trop 15anos) 64,3% - 2006 espontanea;
in Araras, Sao Paulo, Brazil. Sao Paulo Centrifugo-flutuacao
(Faust)
Magalhdes RF, Amaro Occurrence of intestinal parasites in children UNOPAR Vale do Criancas 24,7% Sedimentacao
69 2013 PF, Soares EB, Lopes from daycare centers at Vale do Aco? MG, Cient., Aco/MG espontanea
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EC, Gomes ML. Health Res. Centrifugo-flutuacao
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Santos AA, Gurgel- Factors associated with the occurrence of Rev patol Ceilandia Criancas 4- 9% Sedimentacao
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Machado ER. federal district of Brazil Fundo/DF
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KC, Jardim- among rotavirus vaccinated infants from a Health 11meses) espontanea
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MB, Rodrigues A,
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Gabbay YB, and parasite research. Sao Paulo Centrifugo-flutuacao
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4.2 Caracteristicas observadas nas localidades onde foi realizado o estudo

4.2.1 Comunidade do Salgueiro

No Salgueiro observa-se uma aglomeracao populacional no territério, bem
como nas residéncias, caracteristica comum a maioria das comunidades do Rio de
Janeiro. Existem residéncias com condi¢cdes precarias de estrutura, localizadas
principalmente nas dreas mais afastadas do asfalto, assim como moradias sem
abastecimento de agua e luz elétrica (Figura 13).

A Comunidade do Salgueiro carece de politicas de saneamento basico. Cerca
de 2/3 da Comunidade nao possui abastecimento de agua da CEDAE e nenhuma
residéncia possui rede de esgoto adequada. A coleta de lixo era irregular até o ano
de 2015, tendo sido parcialmente atendida no ano de 2016. Mais especificamente,
existem apenas trés pontos onde ocorre esta coleta, que ficam localizados nas areas
mais proximas a zona do asfalto, mantendo-se a disseminagao de lixo nas demais
localidades (Figura 13).

A presenca de animais errantes € uma realidade no Salgueiro, ndo apenas
animais domésticos, como caes e gatos, mas também animais como cavalos,

porcos, galinhas, além de ratos e camundongos (Figura 13).
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Figura 13. Fotodocumentacao de algumas localidades da Comunidade do Salgueiro, Rio de Janeiro. A)
Residéncias com condigbes precarias de moradia. B) Presenca de animais errantes. C) Abastecimento de agua
irregular. D) Aglomeragao populacional no territorio. E) Presenca de lixo.

4.2.2 Bairro Bom Pastor

O bairro Bom Pastor possui como caracteristica geografica ser
majoritariamente plano, mas nao ha aglomeragdo populacional no territorio.
Entretanto, € comum a aglomerag&o nas residéncias, principalmente nos domicilios
com renda familiar mais baixa (Figura 14).

O bairro, assim como boa parte do municipio de Belford Roxo, ndo possui

redes de coleta e tratamento de esgoto. As casas sdo abastecidas com agua da
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CEDAE, contudo a falta de agua é frequente. A coleta de lixo é realizada trés vezes
na semana, atendendo a quase totalidade da extensdo do bairro. Entretanto, ha
areas com acumulo de lixo, com destaque para a regiao préxima ao rio que corta o
bairro. Existem ruas sem asfaltamento e a auséncia de pavimentacdo favorece
enchentes e alagamentos (Figura 14).

Sao observados animais errantes na localidade, principalmente caes, gatos,

mas também cavalos e porcos especialmente nas regides préximas ao rio.

Figura 14. Fotodocumentacao de alguns aspectos do bairro Bom Pastor, Belford Roxo. A) Auséncia de
redes adequadas de coleta de esgoto. B) Auséncia de pavimentagao.
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4.3 Acoes de educacao em saude na pré-escola como estratégia de
compartilhar saberes sobre as enteroparasitoses patogénicas

4.3.1 Pré-escolares do Bairro Bom Pastor, Belford Roxo/RJ

Na creche localizada em Bom Pastor no municipio de Belford Roxo foram
incluidos todos os pré-escolares (faixa etaria 4 a 5 anos). As criangas demonstraram
atencéo e aprendizado ao longo das atividades. No primeiro momento, 68 criangas
participaram das atividades. Elas interagiram com todas as acbes propostas,
demonstrando interesse, concentracdo, focalizacdo, e, ao término de cada
atividades, elas demonstravam meméria, sendo capazes de verbalizar a
nomenclatura dos enteroparasitos apresentados ("Giardia" e "Lumbriga"), o local da
infeccdo ("intestino"), formas de prevencao ("lavar a mao antes de comer") (Figura
15 e Figura 16).

Figura 15. Primeiro momento das atividades de educacdo em saude: Jogo prevengao das
enteroparasitoses em tamanho humano. A) Apresentagdo do jogo aos pré-escolares; B) Inicio da atividade
com os pré-escolares; C) Participagdo dos pré-escolares no jogo.
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Figura 16. Primeiro momento das atividades de educacdo em saude: Intestino com giardias aderidas em
tamanho aumentado e apresentacdao de pecas sintéticas e conservadas. A) Material apresentado aos pré-
escolares: Intestino com giardias aderidas, material sintético para ilustrar helmintos e protozoarios e vermes
conservados em formol 10%; B) Apresentagdo do intestino em tamanho aumento com giardias aderidas; C)
apresentacdo do material sintético para ilustrar helmintos e protozoéarios e vermes conservados em formol 10%;
D) Interacéo dos pré-escolares com o material.

No segundo momento, estavam presentes 65 pré-escolares que
demonstraram se recordar do primeiro momento, relembrando todos os conceitos
citados acima. Para corroborar a memadria adquirida as criangas confeccionaram
pecas de massa de modelar onde era possivel verificar os detalhes de morfologia
que lembravam e posteriormente nos desenhos para colorir era reforgada a
nomenclatura dos parasitos e suas formas de prevengao (Figura 17).
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Figura 17. Segundo momento das atividades de educacdao em saude. A) e B) Criancas colorindo desenhos
das duas formas evolutivas de Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia; C) Pré-escolares manuseando massa de
modelar com o objetivo de demonstrar o que foi aprendido nas atividades; D) Término e apresentacdo dos
desenhos coloridos pelos pré-escolares; E) e F) Formas evolutivas de Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia
produzidas com massa de modelar pelos pré-escolares.

No terceiro momento, os pré-escolares foram divididos em grupos focais com
5 a 7 criangas (Figura 18). As criangas de todos os grupos focais demonstraram
aprendizado do conteudo ao conseguir reproduzir 0os conceitos com clareza e
coeréncia. Para as criangas que ndo estavam compondo o grupo focal foi pedido
que desenhassem o0s parasitos intestinais. O trofozoito de G. lamblia e o ovo
embrionado de A. lumbricoides foram as formas evolutivas mais desenhadas pelas
criangas (Figura 19). Portanto, nesta localidade com esta faixa etaria de pré-
escolares, o material de educacdo em saude utilizado foi eficiente para produzir
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atencao, meméria e aprendizagem com relacao as vias de transmissao, prevencao,
local por parasitos intestinais.

Figura 18. Terceiro momento das atividades de educacdao em saude: Grupo focal. A) Interacao com os
pré-escolares para estimular a verbalizacao do conteudo aprendido; B) Interagdao dos pré-escolares com
material visual diversificado para verificar o aprendizado.
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Figura 19. Terceiro momento das atividades de educacao em saude: Desenhos produzidos pelos pré-
escolares.
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4.3.2 Pré-escolares da Comunidade do Salgueiro, Rio de Janeiro/RJ

As criancas da Comunidade do Salgueiro que estavam na faixa etaria de 3 a
4 anos (N=40) foram incluidas na etapa do estudo relativa a avaliacdo do impacto
das atividades de educacdao em saude. No primeiro momento o material educativo
produzido (vide material e métodos) foi apresentado as criancas para que pudessem
se familiarizar com as atividades que seriam propostas (Figura 20).

Para ilustrar a morfologia dos principais enteroparasitos encontrados nos
EPF, foi apresentado o material sintético representando um ovo ndo embrionado, um
ovo embrionado e um verme adulto de A. lumbricoides e um cisto e um trofozoito de
G. lamblia. Foi demonstrada a interacao do protétipo em tamanho aumentado de um
trofozoito de G. lamblia com a maquete do intestino, visando demonstrar o sitio onde
ocorre a infeccdo. As criancas eram estimuladas a simular o aspecto biolégico da
aderéncia da G. lamblia a mucosa intestinal com o objetivo de representar o modo
como se estabelece a infeccdo. Foi utilizado o jogo de tabuleiro em tamanho
humano onde as formas de prevencao foram apresentadas com destaque positivo e
acOes que favorecem a transmissao, como negativo. Também foi utilizada a caixa
preta de detecgao de sujeira para exemplificar a possibilidade de contaminacao sem
qualquer percepcao a olho nu.

As criancas da creche ndao demonstraram atencdo ou aprendizado com as
atividades de educagéao utilizadas. Durante o "primeiro momento" de atividades os
pré-escolares ndo demonstraram interesse nas formas evolutivas produzidas de
material sintético, ndo demonstraram compreensado sobre a maquete do intestino,
ndao demonstraram concentracao para o jogo de tabuleiro ou para a caixa preta de
deteccao de sujeira, muito provavelmente por este material ndo ser adequado a

faixa etaria das criancas.
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Figura 20. Apresentacao das atividades de educacédo em satde com os pré-escolares da Comunidade do
Salgueiro.

Durante a realizagao do primeiro momento nao foi possivel obter das criangas
a verbalizagdo dos nomes dos enteroparasitos, qualquer conhecimento de
morfologia, vias de transmissdo ou prevencao (Figura 21). Dessa forma, o segundo
momento de atividades ndo teve sucesso na sua realizacdo e o terceiro momento

nao foi realizado.
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Figura 21. Realizagdo das atividade de educacdo em saude com os pré-escolares da Comunidade do
Salgueiro.

4.4 Inquérito parasitologico em frequentadores de creche e seus
contactantes no Bairro Bom Pastor em Belford Roxo/RJ

No ano de 2015, a creche localizada no Bairro Bom Pastor no Municipio de
Belford Roxo atendia 70 criangas. Foram obtidas amostras de 35 pré-escolares, das
quais 5 foram positivas para G. lamblia (14,29%), 4 para o complexo Entamoeba sp
(11,43%), 5 para Endolimax nana (14,29%), 2 para A. lumbricoides (5,71%), 1 para
Trichuris trichiura (2,86%).
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Também foram submetidas ao EPF amostras de 61 contactantes, dos quais
29 eram criancas e 32, adultos. Entre as criancas 4 foram positivas para G. lamblia;
1, para E. nana; 3, para A. lumbricoides; 1, para T. trichiura. Entre os adultos, 4

foram positivos para o complexo Entamoeba sp e 10, para E. nana (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia de parasitos intestinais em criangas frequentadoras de creche e seus contactantes
(criangas e adultos).

Numero de individuos infectados/total de avaliados (%)

2015

Criancas Contactantes das criangas

frequentadoras da frequentadoras de creche

creche Criangas Adultos

(N=35/70) (N=29) (N=32)

Giardia lamblia 5/35 (14,3%) 4/29 (13,8%) 0/32 (0,0%)
Entamoeba sp 4/35 (11,4%) 1/29 (3,4%) 0/32 (0,0%)

Endolimax nana 5/35 (14,3%) 1/29 (3,4%) 10/32 (31,3%)

Ascaris lumbricoides 2/35 (5,7%) 3/29 (10,3%) 0/32 (0,0%)
Trichuris trichiura 1/35 (2,9%) 1/29 (3,4%) 0/32 (0,0%)

Nao foi verificada a presenca de helmintos circulando entre os adultos. Foi
encontrada uma alta frequéncia de E. nana entre os adultos contactantes dos pré-
escolares quando comparada com a frequéncia em criangas. O oposto foi observado
na frequéncia da infeccao pelo complexo Entamoeba sp e por G. lamblia.

Entre as criangcas contactantes dos pré-escolares com diagnostico positivo
para G. lamblia foi possivel observar que elas pertencem a familias cujo o pré-
escolar também se apresenta infectado por G. lamblia. Entretanto, mesmo em
clusters familiares com criangas parasitadas por G. lamblia, nao foram encontrados
adultos infectados por este parasito.
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4.5 Caracterizacao molecular de Giardia lamblia proveniente dos cistos das
amostras clinicas do municipio de Belford Roxo

As amostras clinicas com resultado positivo para a presenca de formas
evolutivas pelo EPF foram submetidas a PCR para amplificacdo dos genes
conservados gdh e B-gia. De um total de 9 amostras positivas para Giardia, uma
amostra proveniente de um contactante ndo foi sequenciada com sucesso para
ambos o0s genes.

Assim, foram obtidas 8 sequéncias tanto para o gene B-gia quanto para o
gene gdh. As 8 amostras foram agrupadas no genétipo A e o resultado foi
corroborado entre os genes (Figura 22).

Utilizando o modelo Kimura 2-Parametros, foi observada uma distancia de
0,119 e 0,059 entre os gendtipo A e E, 0,154 e 0,060 entre os gendtipos B e E e
0,159 e 0,073 entre os genobtipos A e B para os genes gdh e B-gia, rescpetivamente.
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Figura 22. Arvore filogenética de Giardia lamblia agrupando as sequéncias dos isolados provenientes de
amostras de fezes de criancas e contactantes do municipio de Belford Roxo, RJ. As arvores foram
construidas a partir do algoritmo de Neighbor-joining com veracidade analisada por bootstrap de 1000
repeticoes. A: Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que codifica a proteina glutamato

desidrogenase (gene gdh). B: Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que codifica a
proteina Beta-giardina (gene B-giardina).

4.6 Inquérito parasitologico em frequentadores de creche e seus
contactantes na Comunidade do Salgueiro.

Creches sdo ambientes de baixa transitividade de pré-escolares ao longo de
um ano letivo completo. Entretanto, estes ambientes apresentam alta transitividade
em periodos mais longos. Anualmente, a creche recebe uma turma inteiramente
nova para compor o bercario e sao formadas todas as criangas integrantes do
Maternal Il. Esta transi¢cdo corresponde a cerca de um terco dos frequentadores de
creche. Agregado, ndo é observada a permanéncia dos dois tercos restantes, que
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sdo altamente rotativos ao longo dos anos por questdes sociais, de seguranca
publica, de deslocamento e logistica familiar.

Assim, o estudo realizado na creche da Comunidade do Salgueiro foi dividido
em trés e analisado de forma independente, uma vez que o tamanho amostral de

criancas que participariam do estudo longitudinal seria consideravelmente baixo.

4.6.1 No ano de 2014

No ano de 2014 a creche da Comunidade do Salgueiro possuia 95 pré-
escolares matriculados e 36 funcionarios. Foram avaliadas pelo estudo 89 destas
criangas, 44 contactantes destas criancas externos a creche, 35 funcionérios e 9
contactantes dos funcionarios.

Entre os 89 pré-escolares que tiveram amostras de fezes coletadas, 55
exames apresentaram diagnéstico positivo para pelo menos um enteroparasito,
sendo que 44/89 dos sujeitos estavam infectados por Giardia, 9/89 por A.
lumbricoides, 4/89 por E. nana e 3/89 pelo complexo E. histolytica/dispar (Figura 23).
Foram identificados 5 casos de coinfeccao, sendo 2 por G. lamblia e A. lumbricoides,
dois por E. histolytica/dispar e A. lumbricoides, um por A. lumbricoides e E. nana.

o T
40
35 + = Giardia lambiia
30 +

B Entamoeba
25 1 histolyticaldispar
0 - Entamoeba colf
15 1
10 4

B Endolimax nana

® Ascans lumbricoides

Frequéncia de enteroparasitos
Figura 23. Frequéncia de enteroparasitos em criancas frequentadoras de uma creche localizada na

Comunidade do Salgueiro no ano de 2014. Foi observada uma frequéncia de 49,4% de Giardia lamblia, 3,4%
do complexo Entamoeba histolytica/dispar, 4,5% de Endolimax nana e 9,0% de Ascaris lumbricoides.

O grupo de contactantes foi estratificado segundo a faixa etaria: 1) pre-
escolares - criangas de 0 a 4 anos (N=6); 2) escolares - criancas com 5 anos ou
mais (N=11); 3) adultos (acima de 18 anos) (N=27). No grupo 1 foi verificado 1/6
caso positivo para G. lamblia. No grupo 2, 4/11 individuos estavam parasitados por
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E. nana, 3/11 por E. histolytica/dispar, 1/11 por A. lumbricoides. No grupo 3, 3/27

individuos estavam positivos para E. nana e outros 3/27 para E. coli (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncia de enteroparasitos encontrada em pré-escolares e contactantes no ano de 2014 na
Comunidade do Salgueiro.

Numero (n) de individuos infectados/
total de avaliados (%)
2014

Criancas Contactantes das criancas
frequentadoras da frequentadoras de creche
creche , - , ,
(N=89/95) Criancas até Criancas acima Adultos
4 anos de 5 anos (N=27)
(N=6) (N=11)

Giardia lamblia 44/89 (49,4%)  1/6 (16,7%) 0/11 (0,0%) 0/27 (0,0%)

Complexo
Entamoeba
histolytica/dispar

Entamoeba coli

Endolimax nana

Ascaris
lumbricoides

Trichuris trichiura

3/89 (3,4%)

0/89 (0,0%)

4/89 (4,5%)

9/89 (10,1%)

0/89 (0,0%)

0/6 (0,0%)

0/6 (0,0%)

0/6 (0,0%)
0/6 (0,0%)

0/6 (0,0%)

3/11 (27,3%)

0/11 (0,0%)

4/11 (36,7%)

1/11 (9,1%)

0/11 (0,0%)

3/27 (0,0%)

0/27 (0,0%)

3/27 (0%)
0/27 (0,0%)

0/27 (0,0%)

Todos os funcionarios da creche avaliados (35), bem como todos o0s seus
contactantes (9), ndo apresentaram formas evolutivas de enteroparasitos no EPF.

Todos os individuos com diagnéstico positivo para parasitos patogénicos
foram tratados. Destes, foram realizados exames parasitoldégicos para controle de
cura em 16 casos, avaliados 20 a 40 dias apds o tratamento. Seis casos em que o
exame foi positivo foram submetidos a um novo ciclo de tratamento. Todas estas
eram positivas para G. lamblia e 5 se mantiveram positivas no controle de cura
subsequente (60 dias). Das criangas positivas para A. lumbricoides uma foi positiva
no controle de cura (30 dias), mas nao foram obtidas amostras de fezes para outros

exames de controles de cura (Tabela 8).
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Tabela 8. Resultados dos exames parasitologicos de fezes (EPF) utilizados para diagnostico de
enteroparasitos e para controle de cura das criancas frequentadoras da creche do Salgueiro no ano de
2014.

Individuo Resultado do 1° Controle de Cura 2° Controle de Cura

(N°) EPF (30 dias) (60 dias)
5 Giardia Neg N&o realizado
9 Giardia Giardia Giardia
13 A. lumbricoides Neg N&o realizado
19 Giardia Giardia Giardia
22 Neg Neg N&o realizado
27 Giardia Giardia Nao realizado
30 E. nana Neg N&o realizado
32 Giardia Neg N&o realizado
34 Giardia Giardia Giardia
37 Giardia Neg N&o realizado
39 Giardia Neg N&o realizado
41 Giardia Giardia Giardia
44 Giardia Neg N&o realizado
Entamoeba sp e _
65 . Neg Nao realizado
A. lumbricoides
72 Giardia e Giardia Giardia
A. lumbricoides
85 Giardia Neg N&o realizado
88 A. lumbricoides A. lumbricoides N&o realizado

A. lumbricoides - Ascaris lumbricoides; E. nana - Endolimax nana; neg -

negativo

4.6.2 No ano de 2015

Em 2015 a creche atendia a 125 criancas e 30 funcionarios. Foram incluidas
no estudo amostras de 105 pré-escolares, 22 contactantes destas criancas externos
a creche, 19 funcionarios e 9 contactantes dos funcionarios

Entre os 105 pré-escolares, 50 foram positivos para pelo menos um
enteroparasito. Destes, 41/105 foram positivos para Giardia, 5/105 para E. coli,
1/105 para complexo E. histolytica/dispar, 9/105 para E. nana e 6/105 para A.

lumbricoides (Figura 24). Foram encontrados 9 casos de coinfec¢do, sendo um
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infectado por G. lamblia e E. coli, 3 por Giardia e E. nana, 2 por Giardia e A.
lumbricoides, um por E. col e A. lumbricoides e outros dois casos de individuos
poliparasitados um por Giardia, E. coli e A. lumbricoides e outro por E.
histolytica/dispar, E. nana e A. lumbricoides.

60
S .
50 Giardia lamblia
40 B Entamoeba
histolytica/dispar
30 Entamoeba coli
20 B Endolimax nana
10 ™ Ascaris lumbricoides
0 -
Frequéncia de enteroparasitos (%)

Figura 24. Frequéncia de enteroparasitos em criancas frequentadoras de uma creche localizada na
Comunidade do Salgueiro no ano de 2015. Foi observada uma frequéncia de 39,0% de Giardia lamblia, 0,9%
do complexo Entamoeba histolytica/dispar, 4,8% Entamoeba coli, 8,6% de Endolimax nana e 5,7% de Ascaris
lumbricoides.

Os contactantes foram estratificados nos mesmos grupos etarios de 2014. No
grupo 1 foi verificado 1/3 individuos infectados por E. nana. No grupo 2, 2/13
individuos se apresentaram infectados por E. histolytica/dispar, E. coli e E. nana,
1/13 por A. lumbricoides e E. coli, 1/13 por E. nana e E. histolytica/dispar e 1/13 por
E. nana. No grupo 3, 2/6 individuos foram positivos para E. coli e 1/6 para E. nana
(Tabela 9).
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Tabela 9. Frequéncia de enteroparasitos encontrada em pré-escolares e contactantes no ano de 2015 na

Comunidade do Salgueiro.

Numero de individuos infectados/total de avaliados

(%)
2015
Criancas Contactantes das criancgas frequentadoras de
frequentadoras da creche
(N=c1r8c5;71e25) Criancas até Criancas acima  Adultos
4 anos de 5 anos (N=6)
(N=3) (N=13)

Giardia lamblia 41/105 (39,0%)
Complexo Entamoeba

hystolitica/dispar 1/105 (0,9%)

Entamoeba coli 5/105 (4,8%)

Endolimax nana 9/105 (8,6%)

Ascaris lumbricoides 6/105 (5,7%)

Trichuris trichiura 0/105 (0%)

0/3 (0,0%)

0/3 (0,0%)

0/3 (0,0%)

1/3 (0,0%)
0/3 (0,0%)

0/3 (0,0%)

0/13 (0,0%)

0/13 (0,0%)

2/13 (15,4%)

3/13 (23,1%)

113 (7,7%)

0/13 (0,0%)

0/6 (0,0%)

0/6 (0,0%)

2/6 (33,3%)

1/6 (16,7%)
0/6 (0,0%)

0/6 (0,0%)

O resultado do EPF dos funcionarios apresentou um total de 2/19 individuos
infectados por E. coli e 1/19 infectado por Giardia e E. coli. Entre os contactantes
dos funcionarios, apenas 1/9 individuos se apresentaram positivos apresentando-se
co-infectado por E. nana e E. coli.

Todos os individuos com diagnéstico positivo para parasitos patogénicos
foram tratados. Foram realizados 29 EPF de controle de cura apés 30 dias do
tratamento, onde 17 foram positivos para pelo menos um enteroparasito. Foram
encontrados no controle de cura (30 dias): 3 casos de infeccado por A. lumbricoides
no controle de cura, embora a primeira infeccdo diagnosticada tenha sido E. nana
(2) e Giardia (1); 14 de Giardia, sendo 4 casos de coinfec¢do por Giardia e E. nana e
um casos de Giardia e Entamoeba sp e, ainda, dois destes tenham apresentado
primeira infecgdo por E. nana. Assim, das criangas positivas para G. lamblia no
primeiro EPF, 12 se reapresentaram positivas no controle de cura (30 dias) e destas
7 se mantiveram positivas no subsequente controle de cura (60 dias) (Tabela 10).
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Tabela 10. Comparacao dos resultados obtidos no exame parasitologico de fezes e nos controles de cura
das criangas frequentadoras da creche do Salgueiro no ano de 2015.

Individuo Resultado do EPF Resultado do 1° Controle Resultado do 2° Controle

(N°) de Cura (30 dias) de Cura (60 dias)
90 E. nana Giardia Negativo
99 Giardia Giardia Negativo
107 Giardia Giardia Giardia
127 Giardia Giardia e Entamoeba sp Giardia
156 Giardia Giardia e E. nana Negativo
159 Giardia Giardia e E. nana Giardia
166 Giardia e E. nana Giardia Negativo
174 Giardia Giardia Giardia
176 Giardia Giardia Negativo
180 Giardia Giardia e E. nana Giardia
187 Giardia e E. nana Giardia Giardia
199 Giardia Giardia Negativo
211 E. nana Giardia e E. nana Negativo
214 Giardia Giardia Giardia

Das 125 criancas matriculadas em 2015, 45 ja frequentavam a creche em
2014 e foram reavaliadas amostras de 19 pré-escolares. Do quadro de funcionarios
de 2014, 29 permaneceram no ano de 2015, mas foram reavaliados 9 funcionarios.

4.6.3 No ano de 2016

No ano de 2016 s6 foram realizados EPF de 16 criangcas e um contactante.
Todas as criancas eram novas na creche e o contactante era a primeira vez que
participava do estudo. Duas criancas se apresentaram positivas para Giardia, duas
para E. colie uma para T. trichiura.

Além da reducao natural de adesdo em estudos prolongados, a obtencao de
amostras clinicas para a realizacdo do estudo no citado ano foi impactada

diretamente por questbes de seguranca publica.
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4.6.4 Comparacao da frequéncia de enteroparasitos no periodo de 2014 a 2016

No periodo de 2014 a 2016 o enteroparasito mais frequente foi G. lamblia,
sendo diagnostica em um total de 88 EPF. Destes 88 exames apenas um era
proveniente de individuo adulto (funcionario da creche), enquanto que 87 provinham
das amostras dos pré-escolares (Tabela 11).

O segundo parasito patogénico mais encontrado foi A. lumbricoides em 14
exames de pré-escolares da creche e 2 provenientes de contactantes ambos com 10

anos.

Tabela 11. Frequéncia de enteroparasitos encontrada nos anos de 2014, 2015 e 2016 na Comunidade do
Salgueiro.

Numero de criangas infectadas/total de criancas avaliadas (%)

2014 2015 2016
(N=89/95) (N=105/125) (N=16/75)
Giardia lamblia 44/89 (49,4%) 41/105 (39,0%) 2/16 (12,5%)
Complexo Entamoeba o o o
hystolitica/dispar 3/89 (3,4%) 1/105 (0,9%) 0/16 (0,0%)
Entamoeba coli 0/89 (0,0%) 5/105 (4,8%) 2/16 (18,7%)
Endolimax nana 4/89 (4,5%) 9/105 (8,6%) 0/16 (0,0%)
Ascaris lumbricoides 9/89 (10,1%) 6/105 (5,7%) 0/16 (0,0%)
Trichuris trichiura 0/89 (0,0%) 0/105 (0,0%) 1/16 (6,2%)

Para as analises estatisticas foram realizadas medidas de associacao apenas
para a infecgdo por G. lamblia em virtude da sua alta frequéncia em relacdo as
demais enteroparasitoses.

Embora tenha sido observado um maior nimero de casos de infecgao por G.
lamblia em criancas do sexo feminino, ndo houve diferenga estatistica entre a
infeccdo por G. lamblia e sexo dos pré-escolares ao longo do estudo, sendo
encontrado um valor de p= 0,734.

Ao estabelecer uma associacdo entre a infeccdo por G. lamblia e a faixa
etaria das criancas, foi possivel verificar que a faixa etaria de 1 a 2 anos foi a mais
acometida no estudo. Ainda, foi possivel verificar uma tendéncia linear de queda da
infeccdo com o aumento da idade (p=0,008).
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Houve uma reducéo estatisticamente significante da frequéncia de G. lamblia
ao longo do estudo (p=0,0173). Entretanto, o tamanho amostral do ano de 2016 foi

consideravelmente menor.

4.7 Georreferenciamento das criancas infectadas por enteroparasitos e
distribuicao espacial dos genétipos de Giardia lamblia na Comunidade do

Salgueiro

Nos mapas obtidos pelo programa Epilnfo 7.0 foram identificados os pontos
referentes as residéncias das criangas frequentadoras da creche cujo o logradouro
era passivel de localizacao.

4.7.1 No ano de 2014

As espécies patogénicas identificadas, G. lamblia e A. Ilumbricoides,
encontram-se distribuidas em toda a Comunidade. Trés criangas georreferenciadas
se apresentavam fora do limite geografico da Comunidade, mas todas em areas
limitrofes a Comunidade e residentes da area de atendimento do Programa Saude
da Familia. Duas delas foram positivas para G. lamblia.

Na rua de acesso a creche, em um trecho inferior a 60m, foram verificados
cinco casos de infeccao por G. lamblia e um por A. lumbricoides. Na rua Carvalho
Cruz foram encontrados dois casos de infeccao por A. lumbricoides em residéncias
vizinhas e também um caso de infeccao por G. lamblia. Nas proximidades da quadra
poliesportiva, na rua Pedro Rosa, foram encontrados cinco diagndsticos positivos
para G. lamblia. Ainda, nas duas ruas que delimitam a citada Pedro Rosa foram
encontrados outros dois casos da mesma infeccdo. Na rua Francisco Graca e na rua
da Quitanda foram encontrados trés e dois casos de infeccdo por G. lamblia,
respectivamente. Os demais casos se distribuiram de maneira dispersa na
Comunidade. Embora tenha sido visto a ocorréncia de casos proximos de infeccao
pelo mesmo agente, ndo foi possivel estabelecer nenhum cluster especifico de

circulagdo das espécies de enteroparasitos (Figura 25).
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Giardia
Ascaris
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9 Nao realizou EPF

Nao consta na lista

Figura 25. Georreferenciamento de residéncias das criancas frequentadoras de creche participantes do
estudo em 2014. Em vermelho marcados os logradouros das criangas com diagnéstico positivo para Giardia no
exame parasitologico de fezes; em azul marcados os logradouros das criangas com diagndstico positivo para
Ascaris lumbricoides no exame parasitologico de fezes; Em verde marcados os logradouros das criangas com
diagnéstico negativo no exame parasitoldgico de fezes; Em amarelo marcados os logradouros das criangas que
nao realizaram exame parasitoldgico de fezes.

4.7.2 No ano de 2015

Assim como no ano de 2014, foi georreferenciada a ocorréncia dos
enteroparasitos mais frequentes: G. lamblia e A. Ilumbricoides. Dos 125
frequentadores da creche foi obtido o endereco do logradouro de 74 individuos.
Entre os 74 pré-escolares, 59 estavam contidos entre as 105 criangas que
forneceram amostras para a realizacao de EPF.

Os 22 casos de infeccao por G. lamblia encontram-se distribuidos por toda a
localidade. Na Rua Francisco Graga, na Rua Olimpia, na Travessa Luiza, Vila do
Vovo foi possivel identificar dois casos ou mais da infeccdo, demonstrando a

possibilidade da mesma fonte de transmissdo. Todavia, ndo foi possivel estabelecer
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"cluster" de transmissdo para infeccao por G. lamblia. Da mesma forma, nao foi
possivel verificar "cluster" de transmisséo e fonte de contaminagéo para infecgéo por

A. lumbricoides, pois os 3 casos identificados encontram-se dispersos (Figura 26).

Giardia

Ascaris.
9 Negativo
9'Néo realizou EPF

N&o consta na lista

Figura 26. Georreferenciamento de residéncias das criancas frequentadoras de creche participantes do
estudo em 2015. Em vermelho marcados os logradouros das criangas com diagnéstico positivo para Giardia no
exame parasitologico de fezes; em azul marcados os logradouros das criangas com diagndstico positivo para
Ascaris lumbricoides no exame parasitolégico de fezes; Em verde marcados os logradouros das criangas com
diagnéstico negativo no exame parasitoldgico de fezes; Em amarelo marcados os logradouros das criangas que
nao realizaram exame parasitoldgico de fezes.

4.8 Deteccao de Giardia lamblia em amostras de agua provenientes da
Comunidade do Salgueiro

Foram coletadas amostras de agua da creche onde foi realizado o estudo e
da residéncia de quatro agentes comunitarios de saude (ACS). A agua de consumo
da creche ndo apresentou formas evolutivas de helmintos ou protozoarios pelo
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diagnéstico parasitolégico, nao foram detectados antigenos de Giardia ou
Cryptosporidium pelo imunodiagnéstico e nao foi verificada a presenca de DNA de
G. lamblia pelo diagnostico molecular.

Nao foram obtidas amostras de agua das residéncias do agente comunitario
de saude, pois o0 volume de agua necessario para o diagnéstico parasitolégico é alto
em relacdo a oferta que abastece a casa. A partir do diagndstico molecular, foi
detectada a presenca de DNA de G. lamblia em duas residéncias abastecidas por
agua proveniente da mina. As outras duas amostras, de abastecimento da CEDAE e
da mina, foram negativas pela PCR.

O DNA amplificado das amostras de agua foi purificado e sequenciado e
caracterizado como genoétipo A em relagdo a sequéncia referéncia do GenBank
(Figura 27). Para o gene gdh foram usadas como referéncia sequéncias de G.
lamblia provenientes de hospedeiros vertebrados: KC960644.1 (ovelha),
KM190756.1 (humano), KC960649.1 (ovelha), DQ090539.1 (humano) e sequéncias
de G. lamblia provenientes de amostras de agua: KM190761.1, KP687777.1,
KR698085.1, KX228483.1. Foram utilizados como "outgroup" sequéncias de G.
psittaci (AB714978.1) e T. vaginalis (AF533886.1).

Para o gene B-gia foram usadas como referéncia sequéncias de G. lamblia
provenientes de humanos: AB480877.1, FJ009208, KT948087.1, KJ125000.1 e
sequéncias provenientes de amostras de agua: KM190801.2, KF963566.1,
KF963546.1, KY483964.1, KF963547.1.
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Figura 27: Arvore filogenética de Giardia lamblia agrupando isolados provenientes de amostras de agua
de consumo de residéncias de Agentes Comunitarios de Saude da Comunidade do Salgueiro no Rio de
Janeiro, RJ. As arvores foram construidas a partir do algoritmo de Neighbor-joining com veracidade analisada
por bootstrap de 1000 repetigbes. A: Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que codifica
a proteina glutamato desidrogenase (gene gdh). B: Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do
gene que codifica a proteina Beta-giardina (gene B-giardina).
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4.9 Caracterizacao molecular de Giardia lamblia proveniente dos cistos das
amostras clinicas da Comunidade do Salgueiro

Todas as amostras clinicas positivas para a presenca de cistos de Giardia
pelo EPF nos anos 2014, 2015 e 2016 (112 criancas) foram incluidas para
caracterizacdo molecular (Tabela 12). Estas foram submetidas a PCR para
amplificacdo dos genes conservados: gdh e B-gia (Figura 28). Das 87 provenientes
do primeiro exame parasitolégico, uma amostra de 2016 nao foi amplificada para
nenhum dos genes. Entre as 14 do primeiro controle de cura, 4 amostras (uma de
2014 e trés de 2015) nao foram amplificadas para o gene B-gia, sendo 3 delas néo
amplificadas também pelo gdh (uma de 2014 e duas de 2015) (Figura 28). Das 11
do segundo controle de cura, 3 amostras ndo foram amplificadas pelo alvo B-gia
(uma de 2014 e duas de 2015), sendo duas delas ndo amplificadas pelo gdh
também (uma de 2014 e uma de 2015) (Figura 28). A Unica amostra de adulto
positiva para G. lamblia do estudo foi caracterizada por ambos o0os genes com

SucCesso.
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A) Amostras positivas para Giardia larmbilia no B) Amostras positivas para Giardiz fambiia no
exame parasitologico ao longo do estudo primeiro exame parasitologico caracterizadas a
caracterizadas a partir de dois genes partirde dois genes conservadas
canservadas
B8-gia gdh 8-gia gdh
104 Z 86
112 37
C) Amostras positivas para Giardia fambiia no D) Amostras positivas para Grardia iambiia no
primeira contrale de cura caracterizadas a partir sequnda contole de cura caracterizadas a
dedois genes conservados partirde dois genes conservados
B-gia gdh B-gia agdh
10 1 3 1
14 11

Figura 28. Comparacgao do numero de amostras positivas para Giardia lamblia pelo exame parasitoléogico
e genotipadas pelos alvos B-gia e gdh. A) Total de amostras positivas para Giardia lamblia pelo diagndéstico
parasitolégico ao longo do estudo. B) Amostras positivas para Giardia lamblia pelo diagndstico parasitolégico
provenientes do primeiro exame. C) Amostras positivas para Giardia lamblia pelo diagnéstico parasitolégico
provenientes do primeiro controle de cura. D) Amostras positivas para Giardia lamblia pelo diagnostico
parasitolégico provenientes do segundo controle de cura.

A partir da caracterizacao utilizando os genes -gia e gdh, foram obtidos 86
sequéncias consenso provenientes de isolados da primeira amostra coletada, que
permitiram os seguintes agrupamentos: 44 no gendtipo A, 21 no gendtipo B e 21 no
genotipo E (Figura 29, Figura 30, Figura 31, Tabela 12). Os isolados obtidos tanto no
1° controle de cura (11 consensos gerados do gene gdh e 10 do gene B-gia) quanto
no 2° controle de cura (9 consensos gerados do gene gdh e 8 do gene B-gia) foram
agrupados apenas no genotipo A (Figura 32, Figura 33, Tabela 12). Assim, foram
obtidas 104 sequéncias para o gene B-gia e 106 para o gene gdh. Entre os genes
houve divergéncia de tipagem entre 4 amostras (Figura 28, Figura 29, Figura 30).

A partir do modelo Kimura 2-Parametros foi possivel verificar que a distancia
dos gendtipos A e E foi de 0,032 e 0,055, dos gendtipo A e B 0,178 e 0,079 e dos
gendétipos B e E 0,137 e 0,055 para os fragmentos dos genes gdh e f-gia,

respectivamente.
87



Foi possivel verificar uma mudanca no perfil dos gendétipos identificados de G.
lamblia isolado das fezes das criancas. Entretanto, ndo foi observada diferenca
significativa da frequéncia dos gendtipos nos anos do estudo (2014, 2015 e 2016). A
nao deteccao do gendtipo B no ano de 2014 e a sua detecgdo no ano 2015 fez
aumentar sua propor¢cdo e provocar uma reducdo na taxa de deteccdo dos
genotipos A e E (p<0,001) (Figura 31).

A Unica sequéncia consenso obtida a partir de isolado de amostra de
funcionario foi agrupada no genétipo B, apresentando um perfil genotipico muito
similar aos consensos gerados dos isolados das amostras de fezes dos pré-
escolares que também se agruparam no gendétipo B, principalmente em relagdo as
sequéncias de B-gia dos isolados S100, S129, S169, S187 e S190 e das sequéncias
de gdh dos isolados S111, S122 e S129 com os quais apresentou apenas duas

substituicdes de nucleotideos como diferenca (Figura 34, Figura 35).
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Figura 29. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que codifica a proteina
Glutamato desidrogenase (gene gdh). Os isolados eram provenientes de amostras de fezes provenientes
de criancas frequentadoras de creche da Comunidade do Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ. As arvores
foram construidas a partir do algoritmo de Neighbor-joining com veracidade analisada por bootstrap de
1000 repeticbes. A: Arvore filogenética demonstrando os agrupamentos em gendtipos dos isolados de amostras
de fezes de criangas. B: Arvore filogenética destacando os isolados agrupados no gendtipo A. C: Arvore
filogenética destacando os isolados agrupados no gendétipo E. D: Arvore filogenética destacando os isolados
agrupados no gendtipo B.
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Figura 30. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que codifica a proteina
Beta giardina (gene B-gia). Os isolados eram provenientes de amostras de fezes provenientes de
criancas frequentadoras de creche da Comunidade do Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ. As arvores
foram construidas a partir do algoritmo de Neighbor-joining com veracidade analisada por
bootstrap de 1000 repeticées. A: Arvore filogenética demonstrando os agrupamentos em genétipos dos
isolados de amostras de fezes de criangas. B: Arvore filogenética destacando os isolados agrupados no
genétipo A. C: Arvore filogenética destacando os isolados agrupados no genétipo E. D: Arvore filogenética
destacando os isolados agrupados no gendtipo B.
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Tabela 12. Comparacao entre o numero de amostras com diagnostico positivo para Giardia lamblia pelo
exame parasitolégico e nimero de amostras amplificadas, com a respectiva genotipagem.

Amostras positivas para
G. lamblia no 1° EPF

Amostras amplificadas pelo gene Amostras caracterizadas como

B-gia gdh Gendtipo A Gendtipo B Gendtipo E
2014 44 44 44 29 - 15
2015 41 41 41 14 21 6
2016 2 1 1 1 - -
N° de amostras positivas ~ Amostras amplificadas pelo gene Amostras caracterizadas como
para G. lamblia no 1° . — — —
controle de cura B-gia gdh Genotipo A Genotipo B Genotipo E
2014 6 5 5 5 - -
2015 8 5 6 6* - -
2016 - - - - - -
N° de amostras positivas ~Amostras amplificadas pelo gene Amostras caracterizadas como
para G. lamblia no 2° : — — —
controle de cura B-gia gah Genotipo A Gendtipo B Gendtipo E
2014 5 4 4 4 - -
2015 6 4 5 5* - -
2016 - - - - - -

*Uma das amostras caracterizadas apenas pelo gene gdh.
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Figura 31. Frequéncia dos genotipos de Giardia lamblia encontrada em criancas frequentadoras de

creche da Comunidade do Salgueiro, RJ.
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Figura 32. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene
que codifica a proteina Glutamato Desidrogenase (gene gdh). Os isolados
eram provenientes de amostras de fezes de criancas frequentadoras de
creche da Comunidade do Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ e seus
repectivos controles de cura apds o tratamento. As arvores foram
construidas a partir do algoritmo de Neighbor-joining com veracidade
analisada por bootstrap de 1000 repeticoes. A: Arvore filogenética
demonstrando os agrupamentos em genotipos dos isolados de amostras de
fezes de criangas, incluindo os controles de cura. B: Arvore filogenética
destacando os isolados dos controles de cura agrupados no gendtipo A.
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Figura 33. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene que
codifica a proteina Beta giardina (gene B-gia). Os isolados eram provenientes
de amostras de fezes de criancas frequentadoras de creche da Comunidade do
Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ e seus repectivos controles de cura apés o
tratamento. As arvores foram construidas a partir do algoritmo de Neighbor-
joining com veracidade analisada por bootstrap de 1000 repeticoes. A: Arvore
filogenética demonstrando os agrupamentos em genotipos dos isolados de amostras
de fezes de criancas, incluindo os controles de cura. B: Arvore filogenética
destacando os isolados dos controles de cura agrupados no gendtipo A.
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Figura 34. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do
gene que codifica a proteina Glutamato Desidrogenase (gene gdh). Os
isolados eram provenientes de amostras de fezes de criancas e um
funcionario frequentadoras de creche da Comunidade do Salgueiro
no Rio de Janeiro, RJ. As arvores foram construidas a partir do
algoritmo de Neighbor-joining com veracidade analisada por
bootstrap de 1000 repeticées. A: Arvore filogenética demonstrando os
agrupamentos em gendtipos dos isolados de amostras de fezes de
criangas e o funcionarios. B: Arvore filogenética destacando o isolado da
amostra de funcionario agrupado no genétipo B.
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Figura 35. Arvore construida a partir de sequéncias
nucleotidicas do gene que codifica a proteina Beta giardina
(gene B-gia). Os isolados eram provenientes de amostras de
fezes de criancas e um funcionario frequentadoras de creche
da Comunidade do Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ. As
arvores foram construidas a partir do algoritmo de Neighbor-
joining com veracidade analisada por bootstrap de 1000
repeticoes. A: Arvore filogenética demonstrando os agrupamentos
em gendtipos dos isolados de amostras de fezes de criangas e o
funcionarios. B: Arvore filogenética destacando o isolado da
amostra de funcionario agrupado no genétipo B.
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4.10 Comparacao entre os isolados das amostras clinicas e amostras de agua
da Comunidade do Salgueiro

Ao realizar o alinhamento e agrupamento dos isolados de G. lamblia das
amostras dos pré-escolares (e seus respectivos controles de cura), do funcionario e
das amostras de agua, foi possivel verificar que os isolados das amostras hidricas
apresentam um perfil genotipico semelhante aos das amostras das criancas que se
foram tipadas com genétipo A, para ambos os genes (Figura 36, Figura 37). Os
isolados das amostras de agua possuiram sequéncias idénticas aos S027, S033,
S072, S094 para ambos os genes utilizados.

Nenhuma amostra de agua se agrupou no cluster do isolado proveniente de
um funcionario. Tal resultado era esperado, uma vez que nenhum dos funcionarios
que trabalham na creche reside na Comunidade, local do qual foram obtidas as
amostras hidricas.
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Figura 36. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do gene
que codifica a proteina Glutamato Desidrogenase (gene gdh). Os isolados
eram provenientes de amostras clinicas e de agua da Comunidade do
Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ. As arvores foram construidas a partir do
algoritmo de Neighbor-joining com veracidade analisada por bootstrap de
1000 repeticoes. A: Arvore filogenética demonstrando os agrupamentos em
gendtipos dos isolados de amostras de fezes e deagua. B: Arvore filogenética
destacando os isolados das amostras de agua agrupado no gendtipo A.

99



S041
s

S041_CC1
39| I s041_cc2

054
2] _|S0%
4slsoan

Giardia lamblia Genotype A [KM190682.1]
st18

stz7_cct

s136

65| S149

[s154

S180_CC2

sta7_cct

Giardia lamblia Genotype A [EU014384.1]
Water sample G2

Giardia lamblia Genotype A [KF963566. 1|
S005

s012

so27

S034_CC1

5046

5080

s077

%] |s107.cc2
s138
S187_0C2
057
99| 5061
s072.C01
5086
082
Water sample C3
Giardia lamblia Genotype A [KF963547.1]
Giardia lamblia Genotype A [KP687765.1]
5009_CC1
s019_0C1
083
5043
053
{8072
soos
s1z7
$174_CC1
s S153
Mlsies
Giardia lamblia Genotype A [KTe48087.1]
S009_CC2
s019_CC2

soa1
s019

5009

Giardia lamblia Genotype A [FJ009208.1]
L sos0

s032

5038

S041

2 Is041_cct

as| 15041 cc2
054

o] 5035
4315040

Giardia lamblia Genotype A [KM190682.1|
S118
s127_CC1
S136
S149
S154
5180_CC2
$187_CC1
S198
S212
S§223
Giardia lamblia Genotype A [EU014384.1|
Water sample C2
Giardia lamblia Genotype A [KF963566.1|
S005
So012
027
S034_CC1
S046
S060
S077
$§107_CC2
S138
5187_CC2

S057

09| S061
S072_CC1
S086

g

S082
Water sample C3
Giardia lamblia Genotype A [KF963547.1|
Giardia lamblia Genotype A [KP687765.1|
S009_CC1
S019_CC1
S033
S043
S053
S072
S094
S127
S174_CC1

1{8153
S166

Giardia lamblia Genotype A |[KT948087.1|
S009_CC2
5019_CC2
S034
S044
S055
S074
$107_CC1
§127_CC2
S180
S212_CC1
S147

Giardia lamblia Genotype E [KJ125000.1]
Giardia lamblia Genotype E [DQ116616.1|
Giardia lamblia Genotype BJHM165226.1|
S093
Giardia lamblia Genotype B [KP687756. 1
st07
0l s131
st78
s185
s208
Giardia lamblia Genotype B [KY483964.1]
Giardia lamblia Genotype B [KT948083. 1|
Giardia lamblia Genotype B [KP026313.1]
100

3

5| 129

s169
s187
5190
Scontactante_funcionario
sto1
9| | Giardia lambia Genotype B [AY072727.1]
fi| s111
s175
st91
s200
Giardia lambia Genotype B [KM190801.2]
s204
4] |s201
s152
| s122
s104
Giardia lamblia Genotype B [AB480877.1]

0

Giardia muris |AY258618.1]

—
00100

Giardia psittaci |AB714977.1|

St112

S085

S062

S051

5034_CC2

S031

S019

S009

Giardia lamblia Genotype A |FJ009208.1|
L—s080

Genétipo E
97

Gendtipo B

Giardia muris |AY258618.1|
Giardia psittaci [AB714977.1|

0.0100

Figura 37. Arvore construida a partir de sequéncias nucleotidicas do
gene que codifica a proteina Beta giardina (gene B-gia). Os isolados
eram provenientes de amostras clinicas e de agua da Comunidade do
Salgueiro no Rio de Janeiro, RJ. As arvores foram construidas a partir
do algoritmo de Neighbor-joining com veracidade analisada por
bootstrap de 1000 repeticées. A: Arvore filogenética demonstrando os
agrupamentos em genétipos dos isolados de amostras de fezes e deagua.
B: Arvore filogenética destacando os isolados das amostras de éagua
agrupado no gendtipo A.
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5 DISCUSSAO

A transmissao de G. lamblia ocorre pela via fecal oral podendo acontecer de
forma direta ou indireta. Locais com altas taxas da infeccdo, como o do nosso
estudo, apontam para transmissao hidrica e/ou para transmissao por contato intra ou
interespecifico, por se tratar de uma zoonose. A pergunta que surge, e que tem
implicacdes para a vigilancia e estratégias de prevencao, € qual a importancia de se
determinar qual o ciclo predominante? Mas, Conhecer o gendtipo circulante em
humanos, em animais e na agua pode indicar que rotas de transmissdo estédo
ocorrendo e prover subsideos para o direcionamento das medidas de protegéo.
Entre as estas estratégias estdo o saneamento basico adequado, tratamento dos
individuos infectados e educacado em saude. O saber compartilhado sobre a infecgao

permite ao individuo conhecimento sobre as formas de (auto) prevencao.

5.1 Ferramentas de educacao em saude como estratégia de controle da
infeccao por enteroparasitos, principalmente Giardia lamblia e Ascaris
lumbricoides

De maneira geral, o conhecimento sobre o tema "parasitoses intestinais" néo
desperta interesse na populagdo, pois o facil acesso a medicamentos para
tratamento, agregado a baixa mortalidade associada, faz com que outras
enfermidades apresentem maior relevancia, como as cardiopatias.

Os estudos apontam que a estimulacdo cognitiva dos individuos deve ser
iniciada ainda na pré-escola e que este estimulo é fundamental para o
desenvolvimento de aspectos motores, comportamentais e de aprendizagem na
escola e na vida (Nelson et al. 2007). Em ambientes de vulnerabilidade social a
necessidade é agravada, pois, muitas vezes, € na creche ou na escola onde ocorre
0 Uunico estimulo cognitivo (Coleman et al. 2012). Nao sdo necessarias estratégias
muito sofisticadas para melhorar o aprendizado em pré-escolares, mas sim acoes
condizentes com sua faixa etaria (Diamond et al. 2007). Neste sentido, como
ferramenta de controle, as atividades de educagdo em saude também devem se
inserir no contexto pré-escolar, a fim de fornecer os primeiros conhecimentos sobre

vias de transmissao e formas de prevencao.
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Em nosso estudo, o primeiro momento das agdes de educagdo em saude
teve por objetivo demonstrar a morfologia das formas evolutivas dos enteroparasitos
mais frequentes, A. lumbricoides e G. lamblia, bem como seu sitio de infec¢do no
hospedeiro.

Em ambas as creches, as criancas nao detinham conhecimento sobre as vias
de transmissao, sitio da infeccdo e formas de prevencédo, o que reflete a negligéncia
na difusdo do tema de adultos para criangas ou ainda uma cascata de
desconhecimento sobre o assunto. Na creche de Belford Roxo as criangas fizeram
uma rapida associacdo entre o A. lumbricoides e a forma de uma "minhoca". O
geohelminto é facilmente popularizado e comumente conhecido como "lombriga",
pois 0 verme adulto pode ser visto a olho nu quando expelido, fato também
observado por outros autores (Moraes-Neto et al. 2010). Ainda, as criancas
conseguiram assimilar que tanto o verme quanto o protozoario G. lamblia habitam
"dentro da barriga" (regido do intestino) e, com o auxilio de uma maquete,
visualizaram que este ultimo se fixa a parede do intestino. Assim como observado
por Toscani e colaboradores, em 2007, o jogo de tabuleiro foi uma ferramenta
importante para compartilhar saberes sobre a prevencéo de maneira ludica.

No segundo momento das atividades, as caracteristicas morfoldégicas de
ambos os enteroparasitos foram ressaltadas pelos pré-escolares de Belford Roxo
através de desenhos e esculturas de massa de modelar, demonstrando que
recordavam das atividades realizadas no primeiro momento. Agregado, as criancas
conseguiram verbalizar o nome dos enteroparasitos ("giardia" e "lombriga") e o
"interior da barriga" como local da infec¢do. Ao fim do terceiro momento as criangcas
conseguiam verbalizar "o que séo parasitos intestinais", "onde o parasito fica dentro
da pessoa", "como o parasito vai parar na barriga", "como evitar que o parasito va
para a barriga". Ainda, os pré-escolares se recordavam dos nomes dos parasitos e
conseguiam realizar a associacdo entre o parasito e suas diferentes formas
evolutivas.

Diferentemente do observado em Belford Roxo, as criangas da Comunidade
do Salgueiro ndo demonstraram interesse, atencao ou aprendizado pelas atividades
realizadas no primeiro encontro de realizacdo das acdes de educacdo em saude, 0
que acarretou no insucesso da segunda atividade e, em decorréncia disto,
inviabilizou a realizagcdo da terceira. Por outro lado os dois grupos estudados nao
eram homogéneos, posto que as atividades de educacao em saude no Salgueiro

incluiram criancas na faixa etaria de 3 a 4 anos, enquanto que em Belford Roxo
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foram incluidas criangcas entre 4 a 5 anos. Embora haja uma faixa etaria de
intersecdo entre as creches, a diferenca de idade entre os grupos de criancas
estudadas constitui um fator limitante na comparacéo entre as localidades, uma vez
que pode haver diferenca de atencdo e memoria entre criancas de 4 e 5 anos
(Oliveira et al. 2008).

As questbes como violéncia urbana, violéncia doméstica, alimentagédo de
baixa qualidade e baixo nivel socioecondmico foram fatores comuns em ambas as
localidades, ndo sendo consideradas, portanto, como variaveis intervenientes.
Entretanto, ndo € possivel descartar fatores intrinsecos da convivéncia familiar
desses individuos, bem como o estimulo de aprendizado promovido pelos
educadores da creche.

Entretanto, ndo podemos descartar caracteristicas observadas que
diferenciam as populacdes das duas localidades estudadas. De maneira geral, os
pré-escolares do municipio de Belford Roxo se apresentavam receptivos, eram
comunicativos e demonstravam muito interesse ndao sé nas atividades propostas,
mas também na interagdo com os membros da nossa equipe. As criancas bringavam
juntas nas atividades e na sala de aula ficavam dispostas em mesa para quatro
individuos. Aparentemente, estas criangas apresentavam uma relacdo harmoénica
com 0s pais e responsaveis que as buscavam na creche. Ja os pré-escolares da
Comunidade do Sagueiro pareciam nao se sentir a vontade tanto na presenca da
nossa equipe quanto na presenca de outros adultos. Essas criancas nao interagem
entre elas e ndo foi observada grande afetividade entre os pais e responsaveis com
0s pré-escolares na hora de retorno ao lar.

Na creche de Belford Roxo o programa pedagdgico proposto pelo Ministério
da Educacao para a faixa etéria é trabalhado de forma ludica. Foram identificadas
estratégias semelhantes as utilizadas neste estudo, como o jogo de tabuleiro, para
abordagem de outros temas. Na creche da Comunidade do Salgueiro a abordagem
e realizada de forma diferente, sendo utilizada uma mesma proposta para as
diferentes faixas etarias abrigadas na instituicdo. Possivelmente, a intimidade com o
tipo de atividade e o estimulo que os pré-escolares de Belford Roxo recebem na
creche pode ter facilitado na abordagem das acdes de educacdo em saude usadas.

E valido destacar ainda que na creche da Comunidade do Salgueiro foi
observada uma frequéncia mais elevada de infeccdo por enteroparasitos, com
destaque para G. lamblia, quando comparado com a creche de Belford Roxo. A

associacao entre a infeccdo parasitaria e o déficit cognitivo é relatada na literatura
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(Connolly et al. 1993, Hutchinson et al. 1997). A dificuldade de atencdo e
aprendizado encontrada na Comunidade do Salgueiro poderia ter alguma influéncia
da infeccdo por G. lamblia, uma vez que ha evidencias de que esta infeccao
ocorrendo no primeiro ano de vida pode impactar no desenvolvimento cognitivo
infantil nos anos seguintes (Berkman et al. 2003).

O tratamento dos individuos infectados constitui uma estratégia importante no
controle da transmissédo de enteroparasitos. Todavia, na Comunidade do Salgueiro
nao foi observada reducado significativa das taxas de frequéncia de G. lamblia,
mesmo apods o tratamento dos individuos infectados e intervencdo de acdes de
educacgao em saude voltadas para auto-prevencao, ratificando que, para mudar este
cenario, sao necessarias melhorias de saneamento basico, principalmente
tratamento de agua e redes de esgoto.

Embora no Salgueiro as atividades de educacdo em saude ndo tenham
apresentado um rendimento considerado satisfatério, é descrito ser importante que o
aprendizado sobre transmissao e profilaxia se inicie na faixa etaria pré-escolar, a fim
de permitir a auto-prevencao (Ferreira e Andrade 2005). Neste contexto, 0 ambiente
escolar permite a interacao entre funcionarios e alunos, e pode proporcionar uma
mudanca de habitos de risco e favorecer habitos de higiene na instituicao (Moraes-
Neto et al. 2010, Souza et al. 2012). Assim, estas organizacdes sociais sao
estratégicas para acoes de educacao em saude a fim de formar individuos para
propagar conhecimento sobre a transmissdo das parasitoses intestinais,
principalmente no que tange as formas de prevencgao.

Permanece como perspectiva do nosso estudo a realizacdo de agdes de
educacdao em saude com criancas na faixa etaria dos 3 a 4 anos de outras
instituicbes com baixa e alta frequéncia de infec¢do por enteroparasitos, a fim de
verificar se o0s pré-escolares sao capazes de compreender e assimilar as
informacdes. Assim, sera possivel inferir se a atengdo, memdéria e aprendizado
destes individuos possuem associacdo apenas com a faixa etaria ou se ha o
impacto precoce das parasitoses intestinais neste processo neurolégico.

5.2 Alta frequéncia de enteroparasitos, principalmente Giardia lamblia, em
criancas em idade pré-escolar

No Brasil, grande parte dos estudos é realizada somente com criancas

(63,2%, Fantinatti et al. resultados ndo publicados). A infeccao por G. lamblia e A.
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lumbricoides sao as que mais acometem individuos de diversas faixas etérias (Dorea
et al. 1996, Moura et al. 1997, Schmitt et al. 1997, Costa-Macedo et al. 1997,
Machado et al. 1998, Costa-Macedo et al. 1998, Boia et al. 1999, Ludwig et al. 1999,
Uchéa et al. 2001, Muniz-Junqueira et al. 2002, Muniz et al. 2002, Morrone et al.
2004, Quadros et al. 2004, Tashima et al. 2004, Bencke et al. 2006, Santos-Junior et
al. 2006, Carvalho-Costa et al. 2007, Anaruma-Filho et al. 2007, Machado et al.
2008, Uchba et al. 2009, Silva et al. 2010, Mata-Santos et al. 2013). Dos estudos
envolvendo inquéritos parasitologicos realizados no periodo de 1995 a 2016 (n=76),
G. lamblia foi o protozoario intestinal patogénico mais prevalente em 55,3% (n=42)
deles.

Corroborando os achados da literatura (Costa-Macedo et al. 1998, Guimaraes
et al. 2002, Carvalho et al. 2006, Machado et al. 2008, Valverde et al. 2011, Santos
et al. 2012, Casavechia et al. 2016), o enteroparasito mais frequentemente
encontrado entre os pré-escolares (10 meses a 4 anos) na Comunidade do
Salgueiro foi G. lamblia.

Costa-Macedo e colaboradores (1997) observaram que dentre as criangas
menores de um ano, a maior prevaléncia é observada naquelas acima de 6 meses.
Na comunidade do Salgueiro, 31% das criancas entre 10 meses e um ano estavam
parasitadas. Uma das explicagbes € o fato da exposicdo a infeccao estar
intimamente associada a fase de exploragdo oral (Franco e Cordeiro 1996, De
Carvalho et al. 2006).

Em idade pré-escolar, os estudos apontam que as maiores frequéncias se
concentrem em criancas de 3 a 4 anos (Guimaraes et al. 1995, Franco et al. 1996,
Costa-Macedo et al. 1998, Ludwig et al. 1999, Uchéa et al. 2001, Guimaraes et al.
2002, Tashima et al. 2004, Mascarini et al. 2006, Machado et al. 2008, Santos et al.
2012). Todavia, no presente estudo, a faixa etaria que apresentou maior prevaléncia
foi entre 1 e 2 anos (58,3%), concordando com os achados de Prado e
colaboradores (2003) e Carvalho e colaboradores (2006). Nesta faixa etaria aumenta
o contato fisico com o ambiente, principalmente devido a locomogéao (engatinhar)
(Monteiro et al. 1988, Silva et al. 2009). As altas frequéncias encontradas na faixa
etaria de 2 a 4 anos, como as do presente estudo (23,7%: 2 a 3 anos; 26,9%: 3 a 4
anos), estao intimamente associadas a iniciagdo dos habitos de higiene (abandono
da fralda e uso do sanitario) (Monteiro et al. 1988). As criancas menores de 5 anos
refletem o grau de contaminacao do territério, pois apresentam pouca capacidade de

locomogao e maior vulnerabilidade (Unicef 1995).
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A faixa etaria estudada possui pouca autonomia relacionada aos habitos de
higiene e, como esperado, nao foi observada diferenca significativa da infeccao por
G. lamblia em relacdo ao sexo dos pré-escolares (Gomes et al. 2010, Santos et al.
2010, Bellot et al. 2011, Lander et al. 2012, Magalhaes et al. 2013, Casavechia et al.
2016). Takizawa e colaboradores (2009) relataram maior frequéncia da infeccéao por
enteroparasitos em individuos adultos do sexo masculino; todavia, o numero de
homens estudados correspondeu a um terco da amostra. Em criancas do sexo
masculino, também ja foi observada maior prevaléncia deste tipo de infeccao e os
autores a associaram a negligéncia de habitos dos meninos (Borges et al. 2011,
Nkrumah e Nguah 2011, Berne et al. 2012).

Em nosso estudo néo foi possivel estabelecer associacdo entre consisténcia
das amostras de fezes e a infec¢do por G. lamblia. As criangas ndo apresentavam,
necessariamente, sindrome diarreica com sinais tipicamente associados a giardiase,
como, por exemplo, esteatorreia. Em concordancia, o estudo GEMS (do inglés:
Global Enteric Multicenter Study), realizado com criancas de até 5 anos em sete
paises em desenvolvimento localizados na Asia e Africa, apontou que os casos de
infeccdo por G. lamblia foram mais frequentes em pacientes sem diarreia quando
comparados com pacientes diarreicos (Kotloff et al. 2013).

Além da alta frequéncia de G. lamblia, também foi evidenciada uma alta taxa
de infecgdo por A. lumbricoides. Por se tratar de um geohelminto, a infeccdo esta
diretamente associada a falta de saneamento basico, com destaque a auséncia de
pavimentacdo e de rede de esgoto canalizada.

Estima-se que existam 819 milhdes de pessoas infectadas por
A. lumbricoides no mundo (Pullan et al. 2014). No Brasil, as reais taxas de
prevaléncia sdo desconhecidas, entretanto, este geohelminto foi responsavel por
885 o6bitos no periodo de 1996 a 2015, sendo que mais de 70% dos falecimentos
ocorreram na faixa etaria de 0 a 4 anos (Brasil 2015), ou seja, a mesma faixa etaria
do presente estudo. Este dado alarmante mostra o risco ao qual as criangas
parasitadas estao expostas.

A infecgao por A. lumbricoides pode provocar diarréia e dores abdominais, e
em casos de alta carga parasitaria pode causar suboclusdo intestinal, sendo
frequente a necessidade de remocao da secao do intestino obstruida. Os oito casos
diagnosticados com este verme em nosso estudo apresentavam alta carga

parasitaria, mas nao foi necessario procedimento cirurgico.
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A ocorréncia de A. lumbricoides costuma coexistir com a de T. trichiura, uma
vez que possuem um ciclo evolutivo similar (Aradjo e Fernandez 2005). Todavia,
Santos-Junior e colaboradores (2006) e Borges e colaboradores (2011) encontraram
uma baixa frequéncia de T. trichiura em relacdo a de A. lumbricoides. No presente
trabalho a infeccao por T. trichiura foi observada na Comunidade do Salgueiro
apenas no ano de 2016 (um pré-escolar) e no municipio de Belford Roxo foram
detectados dois casos (um pré-escolar e uma crianga contactante).

Similar a discrepancia que ocorre entre a frequéncia dos geohelmintos A.
lumbricoides e T. trichiura, na Comunidade do Salgueiro, foi observado em relagéao
as taxas de G. lamblia e outros protozoarios de transmissao por via hidrica, como a
Entamoeba sp.

5.3 Baixa frequéncia da infeccao por enteroparasitos em adultos e a
importancia do contactante na transmissao para os pré-escolares

Entre os adultos considerados como contactantes externos a creche foi
observada uma baixa frequéncia de enteroparasitos, ndo sendo encontrado nenhum
caso de infecgdo por G. lamblia. A reducao da infeccao por giardia apds o periodo
da infancia pode ser decorrente do desenvolvimento da imunidade a antigenos do
parasito, ou mesmo da melhoria dos habitos de higiene, que é associado a reducao
da transmissao por via hidrica (Boskovitz e Pardo 1976).

Entre os contactantes adultos dos pré-escolares, tanto da Comunidade do
Salgueiro quanto de Belford Roxo, foram identificados casos de infecgéo por E. nana
e E. coli, conforme também observado por Uchba e colaboradores (2009). Embora
nao patogénicos, a presenca destas infecgdes indica que estes individuos estédo
expostos a contaminacao fecal-oral, e, consequentemente, a outros protozoarios
entéricos patogénicos como G. lamblia e E. hystolitica.

As criangas consideradas contactantes dos pré-escolares do estudo se
apresentaram infectadas pelo mesmo grupo de enteroparasitos que o0s
frequentadores de creche. No municipio de Belford Roxo as criangas contactantes
infectadas por G. lamblia eram contactantes de pré-escolares também infectados
pelo mesmo parasito. De 4 criangas, 3 possuiam até 2 anos, encontrando-se a outra
com 10 anos. Em uma das familias havia casos positivos de um pré-escolar (4 anos)

e de seu irmao mais novo (2 anos), enquanto o irmao mais velho (6 anos) nao teve o
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exame parasitolégico positivo. Os contactantes adultos, mesmo de familias com
criangas parasitadas, foram negativos ao EPF.

Em nosso estudo nao foi investigado o numero de individuos por domicilio,
todavia foi possivel observar que as criangas contactantes infectadas por G. lamblia
pertenciam a familias com pré-escolares também infectados. Entretanto, os
membros adultos da mesma familia apresentaram diagnéstico negativo para
enteparasitos patogénicos. A presencga da infecgdo por G. lamblia em membros da
mesma familia aponta tanto para mesma fonte de contaminagédo, quanto para a
transmissdo por contato (pessoa-pessoa) dentro do domicilio, que pode ser mais
intensa em residéncias com maior de individuos (Moura et al. 1997, Schimitt et al.
1997, Prado et al. 2003, Silva et al. 2009, Santos et al. 2012). Tal conclusdo pode
ser corroborada pelo fato de todos os individuos apresentarem o mesmo perfil de
genotipo (gendtipo “A”).

Diferentemente, os demais individuos infectados por enteroparasitos
patogénicos entre 0os contactantes representavam casos isolados, ndo existindo um
"cluster" familiar de transmissdo. Investigacbes mais amplas ainda devem ser
realizadas entre os membros da familia, bem como com os animais de estimacéo e
a fonte de consumo de agua e alimentos para que se possa inferir que a infecgao
nao é fruto de uma contaminacao na prépria residéncia.

Na Comunidade do Salgueiro ndo foi possivel estabelecer relacdo entre a
infeccdo de pré-escolares e de criancas contactantes (irmaos e primos), uma vez
que nao houve coincidéncia de resultados de EPF. Houve apenas um caso de
infeccao por G. lamblia em uma das trés criangas contactantes em idade pré-escolar
analisada (10 meses a 4 anos). Os casos de infeccao por Entamoeba sp e A.
lumbricoides foram identificados em criancas com mais de 5 anos e nao foram
identificados no respectivo pré-escolar.

Corroborando os achados entre os adultos contactantes externos a creche, a
frequéncia de infeccdo por enteroparasitos foi baixa entre os contactantes da
instituicdo, ou seja, os funcionarios. E importante salientar que os funcionarios da
creche nao residem no territério da Comunidade e que o Unico caso positivo de G.
lamblia ocorreu em 2015, proveniente de uma funcionaria que ingressou na creche
no mesmo ano. E valido ressaltar que o no ano de 2015 a razédo de pré-escolares
por funcionario da creche do Salgueiro se elevou o que também pode favorecer a
transmissdo caso ndo haja cuidados de higiene.
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De maneira geral, conforme observado pelo resultado EPF dos contactantes
adultos, parece que o contato constante com o parasito pode levar ao
desenvolvimento de uma imunidade efetora que possibilita autolimitar a infeccéo ou
controla-la com uma carga parasitaria baixa, ndo detectavel pelo diagndstico
parasitoldgico.

No ano de 2014, como nao houve funcionarios com diagndstico parasitolégico
positivo, a transmissdo funcionario-crianca foi considerada menos provavel. Em
2015, o caso pontual da infeccdo na funcionaria da creche nos sugere que esta
poderia ter ocorrido recentemente ao periodo de coleta da amostra e seu organismo
conseguiria posteriormente eliminar esta infeccao. Ainda, é possivel inferir que a
funcionaria possa ter se infectado fora do territério do Salgueiro e que o seu contato
com as criancas poderia facilitar a infeccao por outra cepa de G. lamblia.

5.4 Caracterizacao molecular de isolados de Giardia lamblia provenientes da
Comunidade do Salgueiro e do municipio de Belford Roxo

A transmissdo de G. lamblia é favorecida em locais com auséncia de
saneamento basico (tratamento de agua e redes de esgoto), mas sabe-se que tanto
o contato intra-especifico quanto o interespecifico também pode facilitar a
disseminagao da giardiase (Feng e Xiao 2011). Essas multiplas fontes aumentam o
risco de infeccao por G. lamblia e podem explicar a alta prevaléncia de infeccao
observada no presente estudo. A caracterizagdo molecular de G. lamblia € uma
ferramenta que permite identificar os diferentes genétipos de giardia sendo aplicavel
para identificacdo de fontes infeccdo e de rotas de trasmissdo, todavia ainda é
pouco utilizada. A partir de um levantamento do “Medical Literature Analysis and
Retrieval System on-line” (Medline) com os MeSH Terms "Giardia" and
"assemblage" and "Brazil" é possivel verificar que existem apenas 25 trabalhos
publicados, denotando como ainda € uma area pouco explorada.

Atualmente a espécie G. lamblia encontra-se classificada em oito genoétipos
de A a H segundo suas caracteristicas gendmicas que, ainda, permitem a mesma
divisdo de acordo com o hospedeiro que infecta (Adam 2001, Feng e Xiao 2011).

Para a caracterizacao de gendétipos de G. lamblia ja foram descritos 16 alvos
génicos: M1h1, GDH, Tpi, B-gia, EF1-a, Ferredoxina, Histona H2B, Histona H4,
Actina, a-Tubulina, Chaperonin 60, GLORF-C4, 18S rDNA, Regiao ITS, Regiao
intergénica ribossomal, proteina ribossomal 1.7a. Todavia apenas os genes GDH, -
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gia, TPI, EF1- a, ITS e 18S rDNA sao capazes de diferenciar todos os genoétipos de
G. lamblia (Lujan e Svard 2011). O gene de multiplas cépias 18s rDNA foi utilizado
por muito tempo para tipagem de G. lamblia, mas com o passar dos anos foi
gradativamente sendo substituido por genes de cépia Unica e atualmente é mais
usado para diagnéstico molecular. Atualmente, os genes mais utilizados para
genotipagem de G. lamblia sao B-gia, gdh e tpi, entretanto como entre alguns
gendtipos a diferenga € mais sutil e por vezes pode ocorrer divergéncia entre os
genes recomenda-se a utilizacdo de uma caracterizacdo com mais de um desses
alvos ("multilocus") (Feng e Xiao 2011).

Neste estudo se utilizou os alvos génicos gdh e B-gia. Para a construcao de
arvores filogenéticas a partir do alinhamento dos fragmentos destes genes e obter
evidéncias de selegdo positiva foram definidas pelo modelo Kimura 2-parédmetro,
pois foi o que apresentou menor valor de BIC (do inglés Bayesian Information
Criterion) no MEGA (Kumar et al. 2016).

Na comunidade do Salgueiro, no primeiro ano do nosso estudo (2014), foram
identificados somente os gendtipos A e E circulando nas criancas. No segundo ano
(2015), foram encontrados nao s6 os gendtipos A e E, mas também o gendtipo B.

E amplamente aceito que a distancia filogenética entre o genétipo B e os
genodtipos A e E é tdo grande quanto a distancia observada entre espécies de
protozoarios (Thompson et al. 1994). O gene B-gia é o mais indicado para realizar a
diferenciacao entre os genétipos A e E, embora permita a discriminagao de todos os
genotipos, como o gene gdh.

A espécie G. lamblia apresenta um alto potencial intrinseco de mutacao e
gerar alguns SNPs, principalmente em seu cromossomo 4 (Cooper et al. 2007).
Apesar da tendéncia de homogeneidade genética entre isolados do mesmo
gendtipo, a discordancia na classificagdo dos genoétipos de acordo com o alvo é
relatada, conforme observado em seis amostras do estudo, onde quatro discordaram
entre os gendtipos A e E (S56, S85, S174 e S198) e duas que foram caracterizadas
apenas pelo gene gdh (S174 e S180) (Caccio et al. 2008).

O achado do gendétipo A corrobora os resultados de Volotao e colaboradores
(2007) que haviam relatado a circulacao deste gendtipo utilizando o gene B-gia em
criangcas de Comunidade no Rio de Janeiro. Este genétipo ja foi descrito em uma
variedade maior de hospedeiros mamiferos, apresentando o maior potencial
antropozoonético (Feng e Xiao 2011). Tal fato alicerca a prevaléncia geral deste
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genotipo encontrada no estudo na Comunidade do Salgueiro (51,7%), e ajuda a
explicar sua circulagdo em 2014 e nos anos subsequentes.

A partir do gene gdh, entre os isolados de G. lamblia agrupados como
gendtipo A, foi possivel verificar alteragdes nucleotidicas capazes de separa-los em
dois ramos. A distancia filogenética encontrada principalmente entre o grupo de
isolados S005, S009, S012, S019, S027, S031, S033, S035, S040, S041, S046,
S053, S054, S055, S056, S061, S062, S072, S074, S077, S082, S086, S094, S118,
S127, S136, S149, S153, S154, S166, S174, S180, S212 e S223 e o grupo de
isolados S034, S043, S044, S051, S057, S060, S080, S138, S147 sugere que haja a
circulacdo de dois perfis principais de gendtipo A para este gene na populacédo
estudada.

Ao analisar o fragmento do gene 3-gia foi possivel verificar que a maioria dos
isolados se agrupava em dois ramos, onde se encontravam as amostras S118,
S136, S149, S154, S198 e S212 e as amostras S005, S009, S012, S019, S027,
S031, S033, S034, S043, S044, S046, S051, S053, S055, S057, S060, S061, S062,
S072, S074, S077, S080, S082, S085, S086, S094, S112, S127, S138, S147, S153,
S166, S180 e S223. Diferentemente do gene gdh, as poucas diferencas observadas
entre os grupos nao justificam a circulacédo de dois perfis desse gene. Entretanto,
outros quatro isolados (S035, S040, S041, S054) apresentaram uma distancia
filogenética maior dos demais isolados.

Embora tenham sido observadas estas diferencas entre o perfil do genétipo A
nos isolados, a ramificacao dos isolados ndo seguiu um mesmo padrdo entre 0s
diferentes genes. Ainda, n&do foi possivel estabelecer nenhum “cluster" de
transmissao destes grupos na Comunidade do Salgueiro.

O gendtipo A foi o Unico isolado no municipio de Belford Roxo e o perfil do
gendtipo encontrado apresentou alta similaridade com os isolados da Comunidade
do Salgueiro, demonstrando que sua circulacdo ndo esta restrita a uma Uunica
localidade do Rio de Janeiro apesar da distancia geogréfica (36,5 km). A distribuicao
deste gendtipo no Brasil ja foi relatada diversas vezes em diferentes regides (Souza
et al. 2007, Kohli et al. 2008, Volotao et al. 2011, Colli et al. 2015, David et al. 2015,
Oliveira-Arbex et al. 2016, Scalia et al. 2016, Coronato Nunes et al. 2016, Faria et al.
2016, Quadros et al. 2016).

No Rio de Janeiro, em agosto de 2016, foi relatada pela primeira vez a
infeccdo pelo gendtipo B em isolados provenientes de humanos (Faria et al. 2016).
Coincidentemente, em 2015, foi isolado pela primeira vez o gendtipo B na
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Comunidade do Salgueiro nas amostras das criangas. Corroborando, para o gene
gdh os isolados do nosso estudo apresentaram 99% de identidade com os isolados
do estudo de Faria e colaboradores (2016) (Nr de acesso: KX085495). E valido
ressaltar que o gendtipo B identificado em 2015 apresentou a maior frequéncia
relativa (50%) e a similaridade entre as sequéncias poderia sugerir um surto deste
gendtipo na localidade, uma vez que os isolados estdo evolutivamente préximos e
que este gendtipo ndo havia sido detectado no ano anterior.

Neste ano de 2015, um funcionario que era novo na creche estava infectado
com G. lamblia e o isolado foi caracterizado como genétipo B. A sequéncia do
fragmento tanto do gene gdh quanto do B-gia apresentou 100% de identidade com
alguns isolados de amostras de criancgas.

No presente estudo também foi identificada a presenca do gendétipo E de G.
lamblia em amostras de criancas (Fantinatti et al. 2016). Este gendtipo nunca havia
sido descrito no Rio de Janeiro e sua infecgdo até o momento s6 estava associada a
hospedeiros ungulados ou biungulados (Feng e Xiao 2011).

Embora o gene que codifica a proteina beta-giardina seja o mais indicado
para o agrupamento do gendétipo E, o gene que codifica a glutamato desidrogenase
corroborou os achados, demonstrando potencial satisfatorio de discriminagéo entre
genotipo A e E neste estudo.

O genétipo E ja foi descrito em fezes de bovinos, ovelhas, roedores e, mais
recentemente, em fezes de coelhos e primatas ndo humanos (Trout et al. 2004, Lalle
et al. 2005, Thompson et al. 2010, Zhao et al. 2014, Du et al. 2015, Qi et al. 2015,
Wang et al. 2016). Em casos pontuais, o genétipo E foi relatado em humanos na
Europa e no Egito utilizando apenas o gene tpi (Foronda et al. 2008, Sprong et al.
2009). Mais recentemente, também foi relatado no Brasil, no estado de Minas
Gerais, com o alvo B-gia (Scalia et al. 2016). Todavia, a baixa frequéncia relatada,
associada ao fato das amostras destes estudos serem provenientes de locais de
fazenda, poderiam sugerir a ocorréncia de pseudoparasitismo.

Como o gendtipo E ndo havia sido isolado anteriormente em nosso
laboratério, a possibilidade de contaminacao pode ser descartada. O achado deste
gendtipo em 15 casos sugere seu potencial infectivo no hospedeiro humano. Ainda,
no segundo ano de estudo (2015), na mesma localidade, outros casos da infeccao
por este gendtipo foram relatados (6), corroborando sua circulagdo na Comunidade
e sugerindo a transmissao direta entre os individuos. Por outro lado, a Comunidade
apresenta uma horta comunitaria, a qual é adubada com fezes de equinos da propria
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regiao, o que nos sugere a possibilidade de infeccao também através do consumo
de alimentos contaminados com cistos provenientes destes animais. Entretanto,
como as fezes de animais errantes ainda nao foram investigadas, mais estudos séo
necessarios para confirmar tal hipétese.

Aparentemente o perfil infectivo do genétipo E vem sofrendo alteragdes em
relacdo ao estabelecido na literatura (Trout et al. 2004, Thompson et al. 2010, Du et
al. 2015, Qi et al. 2015). No entanto, néo € possivel afirmar se o genétipo E sofreu (e
vem sofrendo) mudancas que favoreceram a infeccdo em humanos (bem como em
outros hospedeiros) ou se estas infeccdoes sempre ocorreram, mas nao foram
relatadas anteriormente, por falta de estratégias metodoldgicas adequadas. Outras
informacgdes sobre sintomas, viruléncia e patogénese e epidemiologia do gendtipo E
em humanos ainda precisam ser investigada.

Para auxiliar na compreensdo das possiveis rotas de transmissdo dos
gendtipos (A, B, E ou outros) serdo coletadas e caracterizadas molecularmente
isolados de G. lamblia provenientes de fezes de animais domésticos e errantes a fim
de verificar se existe a participacdo de outras espécies animais na transmissao e
disseminacgao da giardiase.

Ap6s o tratamento, a realizagdo do controle de cura € extremamente
importante para certificar o sucesso terapéutico. Dessa forma, através do controle de
cura é possivel verificar casos de persisténcia parasitaria que podem ser frutos de
subdose de medicamento, resisténcia parasitaria ou reinfeccao (Zaat et al. 1995,
Arglello-Garcia et al. 2004).

No presente estudo, na Comunidade do Salgueiro, todos os individuos (n=10)
que apresentaram persisténcia da infeccdo tiveram seus isolados G. lamblia
provenientes de controle de cura caracterizados como gendtipo A. A auséncia de
alteracdes entre as sequéncias dos isolados dos controles de cura em relagdo aos
isolados da primeira amostra coletada nos sugere a ocorréncia de falha terapéutica,
entretanto ndo € se pode descartar a possibilidade de reinfeccdo em um curto
espago temporal, uma vez que nao foram observadas mutagbes. Entretanto a
identificacdo de gendtipos diferentes ou de numerosas alteracées dos fragmentos
génicos nos induz a crer que tratam-se de episddios de reinfeccao.

Usando tanto o alvo B-gia quanto o gdh, o isolado S187 foi caracterizado
como genétipo B enquanto que seu controle de cura como genétipo A. Da mesma
forma, com o gene B-gia, o isolado S174 genotipado como E e seu controle de cura
como A. Diferencas também foram vistas nos isolados S180_CC2 e S127_CCi,

113



embora caracterizados como genétipo A (gene B-gia), apresentaram distancia de
0,032 em relacdo aos isolados provenientes das amostras que lhes antecederam. A
partir do gene gadh, o isolado S034 apresentou 100% de identidade com o isolado
S034 _CC2 (segundo controle de cura). Entretanto, em virtude da diferenca
observada para o S034_CC1, nos sugere que tanto o S034_CC1 quanto S034_CC2
seja fruto de reinfeccao. Em relacao ao isolado S107, a primeira amostra apresentou
alteracoes em relacao aos seus respectivos controles de cura, que foram idénticos,
0 que aventa a possibilidade de reinfeccao ap6s o primeiro tratamento e persisténcia
da infecg¢ao entre o primeiro e 0 segundo controle de cura.

A partir do alvo gdh, os isolados S009, S019, S041, S074, S127, S174 e S180
tanto as amostras de antes do tratamento, quanto as obtidas ap6s o tratamento,
apresentaram alto grau de identidade (igual ou superior 99%). O mesmo foi
observado para os isolados S009, S019, S034, S041, S107 e S212 sequenciados
usando o gene B-gia.

Os casos de persisténcia da infeccao por G. lamblia ap6s o tratamento com
metronidazol ainda serdo mais explorados em estudos futuros a fim de investigar se
constituem casos de reinfecgdo ou resisténcia parasitaria ao farmaco utilizado.
Genes associados a resisténcia parasitaria in vitro serdo investigados nos isolados
das amostras clinicas para verificar se ja ocorre a circulacdo de cepas resistentes no
Rio de Janeiro. Agregado, uma vez que todos os controles de cura identificados
foram caracterizados como genoétipo A, mais estudos serdo realizados para
investigar se existe associacao entre o perfil de gendétipo e a resisténcia parasitaria.

5.5 Importancia da agua de consumo na transmissao de Giardia lamblia na
Comunidade do Salgueiro

G. lamblia € um enteroparasito caracteristico por transmissao hidrica, sendo
responsavel por 35,2% dos surtos de protozoarios transmitidos pela agua
(Baldursson e Karanis 2011). Em fontes de abastecimento de agua tratada espera-
se encontrar menor frequéncia de protozoarios, diferentemente do que ocorre com
fontes de abastecimento n&o tratado (Baldursson e Karanis 2011, Yang et al. 2012,
Efstratiou et al. 2017b). Os paises desenvolvidos possuem 6rgaos e sistemas de
regulacao para presenca de protozoarios (Efstratiou et al. 2017b). Ja os paises em
desenvolvimento nao possuem relatérios quanto a presenca de protozoarios na

agua de abastecimento ou a ocorréncia de surtos (Baldursson e Karanis 2011,
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Efstratiou et al. 2017b). Em virtude da alta frequéncia de G. lamblia encontrada na
Comunidade do Salgueiro, a contaminagdo por agua poderia ser uma das
possibilidades para explicar a dindmica de transmissao.

A metodologia utilizada para o0 monitoramento de protozoarios em amostras
de agua tem evoluido ao longo dos ultimos 40 anos e as técnicas utilizadas neste
trabalho estdo entre as mais empregadas neste tipo de estudo (Efstratiou et al.
2017a).

O abastecimento de a4gua na Comunidade é realizado por diferentes formas
de captacdo. A regidao mais plana recebe agua da CEDAE, que tem controle de
qualidade adequado, mas que é assegurado somente até a chegada no destino
final. Entretanto, a agua chega com dificuldade em boa parte do territério e as
regibes mais afastadas do asfalto ndo possuem agua encanada. Os moradores
improvisam do Salgueiro, a captacao de agua de uma mina localizada no territério
que chega as residéncias sem recursos tecnolégicos, apenas pela acao da
gravidade, o que fornece agua para a regidao leste. Ainda, muitos moradores
constroem pocos artesanais ou improvisam estratégias de armazenamento de agua
inclusive para consumo.

A alta frequéncia de G. lamblia encontrada entre os pré-escolares da creche
suscitou nos levou a analisar a qualidade da agua de consumo, no que se referia a
presenca de parasitos. Entretanto, as analises realizadas na agua da creche (exame
parasitolégico, ELISA e PCR), que possui abastecimento da CEDAE em virtude da
sua localizagdo geografica (proxima ao asfalto), foram negativas para presenca de
giardia. Como a 4gua da CEDAE recebe tratamento satisfatério (CEDAE 2017), foi
possivel inferir que ndo ha contaminacao nas redes que canalizam a agua até a
torneira (Baldursson e Karanis 2011). Consequentemente, o consumo direto ou
indireto (lavagem de alimentos consumidos crus) de agua na creche aparentemente
nao possui importancia na transmissao do protozoario na localidade.

Para o diagnostico de agua proveniente de residéncias foi realizado apenas o
método de PCR, ja que volume necessario para o exame parasitoldégico era muito
elevado, e este seria subtraido do consumo familiar. Corroborando o resultado da
analise obtida da agua da creche, a amostra de agua de residéncia que também
possuia abastecimento da CEDAE também teve diagnéstico molecular negativo.

As analises de agua de residéncias que possuem abastecimento da mina
foram positivas em duas casas e negativa em uma. A divergéncia entre os

resultados pode ser justificada caso a agua da mina esteja livre de G. lamblia e a
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contaminacdo observada no abastecimento seja proveniente da canalizacédo
(Baldursson e Karanis 2011). Mas nao se pode descartar a possibilidade da agua da
mina estar contaminada pelo protozoério e, em virtude do baixo volume utilizado ou
pela presenga de inibidores, ndo tenha sido possivel amplificar o DNA do parasito
em uma das amostras.

Cabe ressaltar que, embora tenha sido avaliado um baixo namero de
amostras hidricas, a frequéncia encontrada nas amostras de agua de consumo das
residéncias da Comunidade foi elevada (50%), sendo superior as observadas em
paises do norte da Africa (31,6%) (Samie et al. 2014).

No estudo, as duas amostras de agua da Comunidade do Salgueiro positivas
para a presenca de DNA de G. lamblia foram agrupadas no genétipo A, e a
circulacao deste gendtipo em fontes hidricas ja foi relatado na literatura (Ehsan et al.
2015, Koehler et al. 2016, Koloren et al. 2016, Triviio-Valencia et al. 2016, Hatam-
Nahavandi et al. 2017). Os estudos de amostras de agua de residéncias ndao sao
muito comuns na literatura. Mais frequentemente, os isolados de G. lamblia séo
genotipados a fim de investigar hospedeiros responsaveis pela contaminagao fecal
de rios e outros corpos d'agua (Adamska et al. 2015, Mahmoudi et al. 2015, Koehler
et al. 2016, Koloren et al. 2016). Mesmo que em paises desenvolvidos ocorra 0
tratamento da 4gua antes de chegar a torneira das casas, os estudos realizados na
Bélgica e Australia apontam a necessidade de avaliar bacias hidrograficas e outros
reservatérios de agua, como minas, pois estes também servem como fontes
primarias para o abastecimento de agua das residéncias (Ehsan et al. 2015, Koehler
et al. 2016).

Para ambos os alvos as amostras de agua se agruparam no mesmo ramo das
amostras clinicas, apresentando identidade de até 100% com algumas delas (S027,
S033, S072, S094). Tal fato demonstra a possibilidade de contaminacao do recurso
hidrico por fezes humanas e/ou contaminacdo humana pelos recursos hidricos. Nao
€ possivel descartar a contaminacao por material fecal de outros mamiferos, como
caes, gatos, porcos ou cavalos. O tempo no qual esta dinamica de transmissao pode
estar ocorrendo na Comunidade ndo € possivel estimar. Os isolados das amostras
de agua sao filogeneticamente muito préximos dos isolados das amostras de fezes
de criancgas, 0 que aponta que esta contaminacao pode ser recente, uma vez que G.
lamblia apresenta um alto potencial de sofrer e acumular mutacées (Cooper et al.
2007).

116



O diagnéstico ambiental mais amplo da Comunidade do Salgueiro segue
como perspectiva deste estudo. Da mina que apresentou amostras com G. lamblia
deve ser realizado o diagnostico da nascente bem como da agua recebida nas
residéncias, a fim de verificar se a contaminacao ocorre ja no ponto inicial ou se esta
contaminacdo acontece ao longo da distribuicdo. Outras residéncias com
abstecimento da CEDAE devem ser investigadas para certificar a qualidade da agua
recebida principalmente nas casas onde esta captacao é adaptada. A caracterizacéao
dos isolados de G. lamblia podem ajudar a mapear a contaminagcdo por este
protozoario, e, principalmente, verificar se ocorre a transmissao de outros gendétipos,

com destaque o gendtipo E ainda ndo descrito em fontes de agua no Brasil.
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6

CONCLUSOES

G. lamblia é um dos enteroparasitos mais frequentes nos estudos realizados no
Brasil e sua prevaléncia pode variar de acordo com o local do estudo, faixa
etaria da populacéo estudado e a técnica de EPF utilizada para o diagnéstico.
G. lamblia foi o enteroparasito mais frequente encontrado no estudo, seguido
pelo helminto A. lumbricoides. A frequéncia de G. lamblia em pré-escolares foi
de 49,4% e 39%, nos anos de 2014 e 2015, respectivamente, na Comunidade
do Salgueiro e de 14% no municipio de Belford Roxo.

Das amostras de residéncia analisadas da Comunidade do Salgueiro 50%
apresentaram diagndstico molecular positivo para G. lamblia, caracterizadas
como gendtipo A, demonstrando que a via hidrica contribui pra a dindmica de
transmissao deste protozoario na localidade.

Foram identificados circulando em criangas os gendtipos A, B e E na
Comunidade do Salgueiro e o genétipo A no municipio de Belford Roxo. Na
Comunidade do Salgueiro no ano de 2014 foram isolados apenas os genoétipos
A e E e a proporcao entre estes gendtipos foi mantida em 2015 embora suas
frequéncias tenham apresentado reducéo. A néo identificagdo do genétipo B no
ano de 2014 e sua alta frequéncia em 2015 sugere a ocorréncia de um surto
por este gendtipo. A identificagdo do gendtipo E circulando em humanos
aponta para possibilidades de ciclos antropozoonéticos.

Idealizar, construir e aplicar ferramentas de educacdo em saude visando o
controle das enteroparasitoses, com destaque para giardiase.

Na Comunidade do Salgueiro as atividades de educacao em saude realizadas
com as criancas nao despertaram atencdo, memoria, tampouco aprendizado.
Entretanto, os mesmos materiais apresentados as criancas de Belford Roxo
estimularam atencao e os pré-escolares demonstraram formacao de memdria e
aprendizado dos conceitos. Estratégias de educacdo em saude devem
comecar em idade pré-escolar, pricipalmente na faixa etaria entre 4 a 5 anos.
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7 PERSPECTIVAS:

o Realizar as atividades de educacdo em saude propostas com individuos da
mesma faixa etédria em ambas as localidades: Comunidade do Salgueiro e
Belford Roxo.

J Investigar novas amostras de dgua de consumo e de fontes de abastecimento
a fim de verificar os genétipos de Giardia lamblia transmitidos por via hidrica na
localidade.

o Investigar os genétipos de Giardia lamblia circulantes em outros hospedeiros
presentes nas localidades (caes, gatos, cavalos, porcos).

o Investigar a presenca de formas evolutivas de Giardia e de outros
enteroparasitos no solo.

o Estabelecer a dindmica de transmissao de Giardia lamblia nas areas de estudo.

o Investigar se existem casos de resisténcia parasitaria ao tratamento com
metronidazol.

o Investigar a associacao entre o perfil de genétipos e a resisténcia parasitaria de
Giardia lamblia.
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9 APENDICES E/OU ANEXOS

9.1 Dados Suplementares

9.1.1 Georreferenciamento dos genotipos de Giardia lamblia isolados das

amostras clinicas

No ano de 2014, ao observar apenas os casos da infeccdo por G. lamblia e
estratificando sua distribuicao espacial pelos genétipos nota-se que ambos os
gendtipos encontrados, A e E, encontram-se distribuidos pela Comunidade de forma
dispersa. Em virtude da maior prevaléncia do gendtipo A, ele encontra-se mais
amplamente distribuido no territério. Todavia, ndo foi possivel estabelecer nenhum
cluster especifico de circulagdo dos citados genétipos (Figura 38).

Em 2015, na Travessa Luiza foi possivel verificar dois "clusters" de infeccao,
sendo um pelo gendtipo A e outro pelo gendtipo B. Também é possivel observar a
circulacdo do genétipo A nas areas mais proximas da zona do asfalto (Rua
Junquilhos) e nas areas mais distantes a ocorréncia do genétipo E. Contudo, a
coexisténcia dos gendtipos pode ser vista na Rua Francisco Graca e na Vila do
Vové, demonstrando o potencial de dispersao do protozoério (Figura 39).

153



¢ Genoétipo A
? Genoétipo E

Figura 38. Georreferenciamento de residéncias das criancas frequentadoras de creche infectadas
segundo o genotipo de Giardia lamblia em 2014. Em azul marcados o logradouro das criangas que foram
isoladas cepas de Giardia lamblia caracterizadas como genétipo A; Em amarelo marcados o logradouro das
criangcas que foram isoladas cepas de Giardia lamblia caracterizadas como genétipo.
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9-Genétipo A
Genétipo B
9 Genotipo E

Figura 39. Georreferenciamento de residéncias das criancas frequentadoras de creche infectadas por
genotipos de Giardia lamblia em 2015. Em azul marcados o logradouro das criangas que foram isoladas cepas
de Giardia lamblia caracterizadas como genétipo A; Em roxo marcados o logradouro das criangas que foram
isoladas cepas de Giardia lamblia caracterizadas como genétipo B; Em amarelo marcados o logradouro das
criancas que foram isoladas cepas de Giardia lamblia caracterizadas como genétipo.
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9.2 Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Parasitoses intestinais: dindmica de transmissdo, resisténcia terapéutica e educacdo
em salde como medida de controle.

Pesquisador: Alda Maria Da-Cruz

Area Temitica:

Versdao: 3

CAAE: 18705613.9.0000.5248

Instituigio Proponente: Fundagio Oswalde Cruz - FICCRUZIOC
Patrecinador Principal: Fundagio Oswalde Cruz - FIDCRUZIOC

DADOS DO PARECER

Nimero do Farecer: §90.703
Data da Relatoria: 10/706/2014

Apresentagio do Projeto:

Oz helmintos & protozoarios intestinais de interesse meédico m grande imporidncia epidemiclogica em
fungio da prevaléncia & morbidade elevadas. A Organizacio Mundial de Salde estima que mais de dois
bilhdes de pesscas esigjam parasitadas no mundo (WHD 2011), mas nao ha numercs oficiais referentes ao
Brasil. Embora sejam muito associadas a areas rurais, as parasitoses intestinais também constituem
imporiante problema de sadde publica nos centros urbanos, geralmente em areas com infra-estrutura
sanitaria precaria. As parasitoses estio associadas 3 alta morbidade. por comprometiments do estado
nutricional, afetando processos cognitivos, ou induzindo reagh:':EE teciduais, como, por exemplo, nl:ls.tmg.in

intestinal e diamréia.

A falta de conhecimento sobre a real s'rtual;.in epidemiclogica das parasitoses intestinais faz com que o
agravo seja "desvalorado” quanto a sua importdncia em salde plbica. Aliado, recentes estudos de
taxenomia molecular apentam para um perfil zoonotico de transmissac de Giardia lamblia, bem como
emergéncia de cepas de resistentes ao nitroimidazol com pessibilidade de recirculagdo destes parasitos em
comunidades fechadas. Este projeto tem por objetive estudar a dindmica de ransmissic de enteroparasitos

com foco em G, lamblia.
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A proposta inclui:

1) quantificacio da prevaléncia de parasitos intestinais;

2) Avaliagio da resposta terapéutica e identificagio de casos de resisténcia medicamentosa;
3)Caracterizagdo genofipica de 3. lamblia em ambientes de escolalcreche e identificagio dos genes pfor e
ferredoxina associados 3 resisténcia ao nitroimidazois;

4) Verificagio de alteragiies na expressio do mRMA e das proteinas pfor e ferredoxing;

B Imp—lemenlagﬁu de medidas de educa-g:ﬁn em salde nos vetores universidade-escola e vice versa.

Metodologia Proposta:

Serdo estudados, sem distingdo de sexo, criangas frequentadoras de creche e seus contactantes. Ja foram
comtactadas creches de unidades do municipic do Rio de Janeiro, localizadas em comunidades (Salgusira);
& do municipio de Paty de Alferes(baimo do Groto). Consideragies éticas. Agqueles que aceitarem participar
do estudo serio incluidos na pesquisa apds assinatura de um termo de concordancia formal (assinatura do
responsavel no caso dos menores de 18 anos). como assinatura de um Termo de Consentimente Livre &
Esclarecide. Os individuos serSo avaliados quanto a aspectos clinices e nutricionais. Obtengdo das

amostras e diagnostico parasitologico de fezes.

As amostras serde acondicicnadas em coletores com e sem adigdo de conservantes. Serdo utilizados
métados para exame parasitoldgico de fezes que visam a deteccido de ovos e de larvas de halmintos, cistos
de protozoarios e, quando indicado, trofozoitos. Tratamentio dos casos positivos. Os pacientes serao
tratados com drogas recomendadas pelo Ministério da Salde e o confrole de cura sera realizado logo ao
término do fratamento (24h) bem como apos 7, 30 e 180 dias, para avaliagdo de reinfecgies. Educacio e
saude como controle. Serdo construidos materiais didaticos visando propiciar aos estudantes e profissionais
de salde e educagie, informacdo sobre os aspectos bioldgices de parasitoses, sobretudo no que tange s
caracteristicas morfoldgicas, formas evolutivas, agio patogénica, impacto para a salde & o desempenho
escolar. Obtengdo do DMNA de G. lamblia & sequenciamanto dos genes associados & resisténcia. As
amostras fecais positivas para giardia terdo seu DMA extraido pelo uso do QlAamp DMA mini kit (Qiagen),

segundo as instrughes do fabricante & seu RNA extraido pelo uso do Trizol.

O DMA sera submetido & reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e o produto amplificade purificado e

submetide ao sequenciamento para os genes associados A resisténcia (piruvato-
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ferredoxinacxidoredutase e ferredoxina), utilizando um gene conservado como controle (beta-giardina). A
partir dos eletroferogramas obtidos serio desenhadas arvores filogenéticas a fim de tragar o perfil
epidemioldgice das populagdes e dendogramas a fim de analisar & comparar as alteragies nucleatidicas e
aminoacidicas antes & apds o tratamento. Os RMAs extraidos serdo submetidos & tScnica de Morthem
blotting & ac SD5-page a fim de verificar a expressdo dos genes e das proteinas, relacionados a piruvato-
farredoxina-oxidoredutase & ferredoxina. Se observada alterag::':EE, o RMA sera submetido a RT-PCR e o
produte submetido a PCR em tempo real, para os mesmos genes, a fim de guantificar a expressioc do RMNA

mensageiro de cada gene. A dosagem de proteinas sera feita pela técnica de ELISA.

Critério de Inclusio:
Criangas frequentadoras de creche/escola comunitaria ou escolas. Adultos funciondrios da creche.

Contactantes das criangas: familiares, responsaveis, animais domésticos.

Assim, proposta engloba dois bragos distintos, abrangendo pesquisa académica e pesquisa agin, onde
ambas pretendem contribuir para reduzir a ransmissdo e contribuir para a melhora das estratégias de

controle de parasitos intestinais.

Objetive da Pesquisa:

Hipotese:

Qual a frequencia de parasitoses intestinais em criangas de pnpul.:i-;.E-Eﬁ fechadas do Ric de Jameiro? Qual a
prevaléncia & o perfil epidemiclégico das regides estudadas, em humanos, animais & no ambiente? Qual o
genotipo de G. lamblia circulante em cada populagio? Existe resisténcia parasitaria ao trataments com
secnidazol nas populagdes estudadas? Existe algum genctipo de G. lamblia associade a resisténcia
parasitaria a drogas? Quais s3o as alteragies (de expressio de mRMA, de expressic de proteina, de
aminodcido & de nucleotidens) encontradas nos casos de persisténcia da infecgdo por G. lamblia? Existe
semelhanga entre as alteragdes encontradas em amostras clinicas, antes e apos o tratamento, & as
encontradas em cepas axénicas, controle & sob press3o de secnidazel? Existemn cepas resistentes ja

circulantes nestas populages?

Objetivo Primaric:
Este projeto tem por cbjetive estudar a dindmica de transmiss3o de parasitos intestinais, bem como

avaliagdo do papel da educacdo em salde e da resisténcia terapéutica nas medidas de
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controle. 4 proposta engloba dois bragos distintos, abrangendo pesquisa académica e pesguisa agdo, onde
ambas pretendem contribuir para reduzir a fransmissac e para a melhoria das estrategias de conirole de

parasitos intestinais.

Objetive Secundario:

1) Quantificacdo da prevaléncia de helmintos e protozodrios intestinais;

2) Avaliagio da resposta terapéutica e identificagdo de casos de resisténcia medicamentosa;

3) Caracterizagio genotipica de G. lamblia em ambientes de escolalcreche e identificagdo dos genes pfor e
ferredoxina assocciados & resisténcia aos nitroimidazois;

4) Verficagio de alteragies na expressio do mRMNA e das proteinas pfor e ferredoxina;

5) Implementagio de medidas de educacdo em salde nos vetores universidade-escola e vice versa.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Possiveis efeitos colaterais referentes ac uso de drogas indicadas para o tratamento das infecgdes por

enteroparasitos.

Beneficios:

1)Diagnastico de exame parasitolégico de fezes dos voluntarios;

2)Tratamento para enterocparasitoses dos voluntarios positives no EPF;

3)Diagnosfico do controle de cura dos voluntarios tratados:4)Difusdo de conhecimento em educacdo e

saude (medidas de prevengio e controle)para voluntarios, profissionais da area da salde e educagao.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
O projeto esta suficientemente clarc em seus propésitos e devidamente fundamentado. E do Grupo I, e,
portanto, nac necessita de submiss3c a COMEP antes de ser iniciade. Messa segunda versao do projeio, a

pesquisadora responsavel incluiu os documentos solicitados no primeirs parecer.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram apresentados a folha de rosto, projeto de pesquisa, cronograma atualizado,orgamento da

Enderego:  Av. Brasll 4036, Sala 705 (Expansio)

Balrmo: Manguinhos CEP: 1 .0p40-380
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pesgquisa, termo de consentiments ivre e esclarecido.

Recomendagies:
Apresentar relatérios parciais (anuais) e relatario final do projeto de pesquisa & responsabilidade indelegavel

do pesquisador principal.

Qualquer modificagio ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida & apreciagio do
CEP Fiocruz/IOC.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto, o Comite de Etica em Fesquiza do Institute Oswaldo Cruz (CEP FIODCRUZIOC), em sua
184a Reunido Ordindria, realizada em 10.08.2014, de acordo com as atribuigdes definidas na Resclugio
CHS 466/12, manifesta-se pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagio da CONEP:

M3o

Consideragtes Finais a critérie do CEP:

O sujeito de pesquisa ou seu representants, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de

Consentimento Livre & Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na uliima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento

Livre & Esclarecide- TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referide Termo.

Enderego:  Av. Brasll 4036, Sala 705 (Expansio)

Balrro:  Manguinhos CEP: 21.040-360
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RIQ DE JAMEIRD, 26 de Junho de 2014

Assinado por:

Jose Henrique da Silva Pilotio
{Coordenador)
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9.3 Artigo Publicado

The Joumal of Infectious Discases

BRIEF REPDRT

Identification of Giardia lamblia
Assemblage E in Humans Points to a
New Anthropozoonotic Cycle

Maria Fantinasi,' Alezamdre B Bele” Octawie Fomandes.” amd Alda M. Da Ciws™”
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(rimrdia mblia is a pathogen transmilled by water and food
thal causes inleclion worldwide. Cigrdic genolypes are dassi
fed into & assemblages (A-H)L Assemblages A and B are detect
ed in humans, bul they are potentially oonolic because Lhey
infect sdher mammalian hosts Gardia i samples from 44 chil
dren was genolyped. Conserved Iragments of the genes encod
ing frpierdin and glulamate debydrogenase were sequenced
and their alignment were carried oul wilh sequences deposiled
in (ienBank. As expected for Rio de Janeiro, the majority of
samples were realed 1o assemiblage A, Surprisingly. assemblage
E was detected in 15 samples. Deteclion of assemblage Ein ha
mans suggess a new eoomlic route of (iardia lansmission.

Keywords.  (riardio lamhlia: fgiardin gene; assemblage 1
molecular charsderizalion.

Ciigrdia lamblia is a walerborme protocoan thal infects Lhe in

Leslinal Lracl. Transmission oocurs Lhrowgh the fecal oral
roule, which is lavored by substandard sanilation conditions
and overcrowding. In devdoped couniries, the estimated glob

al distribution ranges [rom 2% Lo 7% of the popualalion, bt it
can reach up Lo 30% ol the population living in kw-inceme
countries [1]. Evidence of zoonelic lansmission increases
the risk [or giardiasis.

Currently, 8 7. [omblic assemblages {A-H) are recogniced.
Assemblages A and B possess anthropaeconotic proflbes be
case Ly have been described as infecting humans and other
hosts, incleding dogs and cats. The alher assemblages were
identified i spedlbc bosts: O and [ were lound in dogs; E, in
prazing or herd animals; F, in cals G, in rals and mice; and,
mare recently, H, in sels [1, 2].
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As Lhe gemuypic chamcierization studies progress, evidence
Lhal a particular assemblage is able o infect hoss nol ye de
scribed is mountling, which also suggesls new lransmission
roules. In Lhis vay, assernblage E was recently described in mb
bits, nunhuman primates, and humans |3, 4], while assemblage
F was deteded in cattle [5]. Herein, we evaluated the distriba
Lion of €5, mwblia genolypes in children inhabiling an urban
slum and suggest an addilional roule of anthrpozeenolic
feml-oral iansmission.

MATERIALS AND METHODS

Subpects and Detection of Inteshnal Parasies in Stool

The sudy was developed in a communily of Rio de Janeino,
Brazil. The slum has a limiled drinking waler supply and no
sewage network coverage, and [ew sireels are paved. Siay ani
mals, such as dogs, cals, rodents, pigs, horses, and wiike are
commamby found moving threaghoul locatim. The comanuanily
hax a vegelable garden that is lertilized with leces ol hoowved
animials.

All nursery allendees were inviled 1o participate in Uhis study.
Samples were oblained from B9 ol 95 preschoolers {age range.
10 months o 4 years) amd 35 of 36 employees. A colleclor ac
companied by instructions was provided for the guandians of
children and nursery wolunteers. One Sl sample from each
participant was examined [or inlesinal protoesa and hel
minLhes. Bindogical samples were oldamesd aller inlormed con
senl was oblained [rom each subject or guardians of the
children. All the procedures were approved by the ethical com
millee for human research {Institoue Cewalde Cne, Fundacio
Orswabdo Cr).

Molecular Characherization
(i lamblic DNA [om cysis was extracled wsing Lhe Qlomp

I3A Stod Mini Kit (Ofagen, (ermany), wilth modilwalions
(lysis temperalure, 957 elution buller, 100 pl). Purified
[MA was stored al 4°C unlil wse. Conserved (ragments
[rom the genes encoding, glulamale debydrogenase (pdh) and
p-piardin (fgia) were amplified by polymerase chain reaciion
{PCR), as described elsewhere |68, except for the use of re
combinant Tayg DMA polymerse (Invitrogen, Brasl; Supple
mentary Tabde 1). A positive conlrel conssted of DMA from
an axenic culture of ¢ emblia strmin WEB ATCCS0803, and a
negalive control consisted of [MNA [rom axenic cultures of
Trichomonras vaginalis and Entamoeba kistotplica.

The amplicons ohiamed for each pair of primers wene puri
fied wsing NudenSpin Gel and a PCR Clan-up kil [Macherey
Magel. Ciermany). with a minor change in incubation duration
(inireased 1o 5 minules). The purified prsducts were subjecled
L sequencing in buh direclions in triplicate, using the ABI
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Prism Higlye Terminatlor Cycle Sequencing kil on an ARl 3730
agtomalic DN A sequencer { Applied Bivsysiems, Foster City,
California). The oblained sequences were deposited in Gen
Bank umber accession numbers KUG2 1380 KLUS2 1367
Eeciropherograms were analyred wsing Chranas 24 (Tech
nelysium, South Brishane, Awsiralia); charcerization of Lhe se
gquences was performed wsing the nudeotide Basic Local
Alignment Search Tool, and the contigs were ohiained by the
CAPS Sequence Assembly Program. Hudeolide ssquences of
path and Feia were aligned by the Clusial W algorithm [rom Mo
lecular Evalutionary CGenetics Analysic (MEGA) 606 [9]. The
phylogenetic analysis was performed osing MEGA and the
range eslimalion equations wsed were JIN and NEI (Kimura
2-parmmeter model). Phylogenelic rees were consirucied
wsing Lhe neighbor- joining algorithm, wilh boolsimp analyss
(1000 replicales). The sequences [rom the new isolates werne
aligned using reference sequences of (2 fomblic fnom GenBank
o gemolype A (pedh: KOS60643, AYITR7IS, KMI9OT54,
ELU27RG08, and [FRIB456; fpie: EUDIA384, HMI653327,
JOSTREET, and JO9ITRGER), genolype B (gaf: DMOOS0539,
JEFIRAST, DW0R0540, DN)S2I5R0, KMIS0TL7, and KPES9R51;
figicc KPO26314, HMI65226, and KPI26313), and genotype E
(el KCB60649, KUB60651, and KOS60652 fiu: MM 16616,
KB60635, and KOS60641 ). The oulgroups wsed were Ciardia
prsittaci (galle: ABTIASTE; Sgia: ABTIA977), Ciardia muris (S
AY25R618), and Trichomonas vaginalis {pdh: AFS33886).

RESULTS

& lawbiia Frequency Amang Children
Parasilological sxaminalion was perlormed in 35 esnployees and
#9 preschookers in the day-care unil. Filly-lour preschoolers wene
infecied by 2 kaa | intestinal pasasile, and 44 (49.4%) wene pos
itive lor (riardia species. Mone ol Lhe employ

W [

Genotypic Characterization of €. fxmivtia Strains
A ozl of 44 samples postive lor G ewhlia had their D38 s
latel, and the conserved Irmgments of Sgix and gah wene amiplifsed
aml seqquenced. For both gah and Hpia, 29 sequenoes were grouaped
in assemblage A, while 15 sequences were grouped in assemiblage
E [ Figares 1 and 2. In both genes, the samples were grouped sim
ilarly, excepl samples 30 and 32, demonstrating the reproducibil
ity ol Lhe arrangement showed by the 2 phylogenetic rees.

Transmission of {r. lumblia & Gored by absence ol sewage sys

Lems and waler treatment. Additionally, close conlact with stray
animals or howled animals @dliates the ocourmence ol anthno

P dic L i cycles. These mulliples sources in

crease Lhe risk [or € lamblia inleclion and can explain the
high prevalence of inlection ebserved in the present study.
Herein, the syslemalic gemdyping of Giardia strains enabled
s Lo ilemtily assemblage E in human stool.

Previous stisfies condocted in Bio de Janeiro Stale demon
straled thal gemslype A was the most prevalent assemblage iden
tified in humans [10]. As expected, 29 of 44 (& lamblia isolates
weere clustered as assemblage A by using path and Syia conserved
penes. Assemblage B was nol detected in our study, although it is
[requenily vbwerved in homans in other regions [11]. Surpris
ingly, 15 sequences were grouped into assemblage 1

Simce the establishment of the assemblage A (G classilotion,
penolype E has been considered livestock specific [1]. Although
Lhe gene encoding, - giardin is the gene mos indicaled 1o det
ermine assemblage E cludering, Lhe gene encoding glulamale
dehydrogenase has also been widely wsed. Through gene
seqquencing, assemnblage E has been described in gool from catile,
Jl'n:q:ll, rodentl, and, maore recenidly, [rom rabbils amd monbuman
primates. [hespile the tendency loward genelic homogeneily
amemy isalales of Lhe sune asemblage, soane reports have den
Lified disagreemnenis when all Lhe sequences are compared [6]. €
[ambliz has an inlrinsic potential Lo mulate and generale some
single- nudeotide polymorphisms, incleding on chrmoseme 4
[12]. Moreower, genolypes may vary according Lo Lhe gene chosen
[or charaderizalion, as occurred with samples 30 and 32 [6].
More recenl descriptions indicale a change in Lhe infecive as
semblage E profile and even the potential 1o infect human
hweitz, which has nol been previously described [3, 13-15).

Ume might question why genotype B was ol frequently iden
Lified in humans. In previous studies, [ew dusters were detecled,
andl Lhere was pour reproducibililty between the multibcus
penes chosen for anabysis [4,6]. 1L is widely accepted thal geno
Lype B is phylogenetically disiant from genotypes A and
E. However, Lhe real phylogenetic dislance between genolypes
A and E is unclear. Because Lhe P giardin gene is considened
mamsl indicalive of assemblage E clusiering, il was chosen lor
construcling the phylogenelic trees. IL is imporianl Lo siness
Lhal (7. lamblia assmblage samples were never sequenced in
wur laburalory, which could discharge conlamination dwe s
A manipulation. Mullilooss analysis amplilying spedic lar
pets increases Lhe likdibood of amplilying a mix of genolypes
Lhial, in urn, @n be confirmed by moliihos siralegy.

In condusion, our resulls demonsirate thal bomans can e
infected by an additional €5, lamblia geosype belonging Lo as
semblage E. Any relalionship with epidemiology, symploms,
virulence, and pathogenesis of genolype E in humans needs
L be imvestigated. Fulure genolype grouping sudies using a
higher number of samples [nm dillerent species and the iden
Lification ol sther gene largets presenting a betler discrimina
Lien potential could corroborate owr mesulis 1L should be
siressed Lhal, similar e assemblage A, ascemblage E may also
present a zoonolic and anthropossonotic prodile.

Supplementary Data
Supplementary maierials are available & bitpdjid.cafordjearnalsong.
Consising of data peovided by the asthor o benelit the reader, the posiad
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