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MATSUCHITA, Hugo Leonardo Pereira. Ocorréncia e genotipagem de Giardia
duodenalis em criancas do estado do Parand, Brasil. 2014. 56f. Dissertacdo
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RESUMO

As enteroparasitoses ainda constituem um sério problema de saude publica no Brasil,
apresentando maior prevaléncia em populacfes que vivem em condi¢ces precarios de
saneamento béasico. As criancas sdo as mais acometidas, uma vez que possuem
hébitos higiénicos inadequadas e sistema imune menos desenvolvido. Assim, o
parasitismo intestinal torna-se mais frequente e relevante, principalmente pela
possibilidade de reducdo da absorcao intestinal que pode influenciar no crescimento e
desenvolvimento destas criancas. Neste contexto, o parasito Giardia duodenalis tem
grande importancia epidemioldgica, pois é considerado o principal agente causador de
diarreia em criangcas nos paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Com o
advento da biologia molecular, pode-se caracterizar oito grupos genéticos de G.
duodenalis sendo classificados por gendtipos que vdo do A ao H. Este trabalho teve
como objetivo investigar a prevaléncia e os fatores envolvidos na transmissdo de
enteroparasitoses em criancas de 0 a 14 anos de idade do municipio de Sdo Jerénimo
da Serra, Parana, e caracterizar geneticamente os isolados de G. duodenalis. A analise
parasitoldgica foi realizada pelos métodos de Hoffman, Pons e Janer e Faust e cols.
Cada familiar do aluno respondeu a um questionario contendo dados sociodemograficos
e de habitos das criancas. Para tabulacdo dos dados foi utilizado o teste do ¥, com
correcao de Yates. A razédo de chances (Odds Ratio — OR) foi empregada como medida
de associagdo entre a infeccdo por G. duodenalis e as variaveis pesquisadas, com
intervalo de confianca (IC) de 95% e nivel de significancia de 5%. Para a caracterizacao
genotipica, o DNA de amostras positivas foi submetido a técnica de PCR para a
amplificacdo do gene glutamato de desidrogenase (gdh). Os fragmentos amplificados
foram submetidos a digestdo enzimatica pela enzima de restricdo Nla IV para
classificagdo genotipica. Foram analisadas 877 amostras, destas 360 (41%) foram
positivas para alguma enteroparasitose, sendo G. duodenalis observada em 98 (11,2%)
criancas. Quando analisado esses fatores de risco com relacdo as parasitoses
encontradas observou-se que residir em area rural (OR 2,05; 1,50-2,81), ndo lavar as
maos depois de ir ao banheiro (OR 1,72; 1,21-2,44) e néo lavar frutas e legumes (OR
1,68; 1,23-2,29) e ter animal doméstico (OR 2,68; 1,55-4,63) foram considerados fatores
de risco. Das 35 amostras de DNA amplificados, 11 (31,4%) foram classificados como
genotipo All e 24 (68,6%) gendtipo B. Esses resultados sao semelhantes a outros que
demonstraram a circulacdo dos gendtipos All e B em humanos. Contudo, os estudos de
epidemiologia molecular da giardiase ainda sédo escassos no Brasil, principalmente
estudos que relacionam 0s grupos genéticos com o0s aspectos clinicos da doenca.
Assim, este estudo permitiu conhecer a ocorréncia de enteroparasitoses, fatores
associados a sua transmissdo na populacdo estudada, e perfil genético de G.
duodenalis nesta regido. Estas informagbes podem auxiliar o desenvolvimento de
estratégias eficazes visando diminui¢cdo da frequéncia de enteroparasitas na populacao.

Palavras-chave: Giardiase. Enteroparasitas. PCR. Genotipos. Criangas.
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ABSTRACT

Intestinal parasites still constitute a serious public health problem in Brazil, with
higher prevalence in populations living in precarious conditions of sanitation. Children
are the most affected, since they have inadequate hygiene habits and less developed
immune system. Thus, intestinal parasites becomes more frequent and important,
especially for the possibility of reducing the intestinal absorption which can influence
the growth and development of children. In this context, the parasite Giardia
duodenalis has great epidemiological importance as it is considered the main
causative agent of diarrhea in children in developed and developing countries. With
the advent of molecular biology, one can characterize eight genetic groups of G.
duodenalis were classified by genotypes ranging from A to H. This study aimed to
investigate the prevalence and the factors involved in the transmission of intestinal
parasites in children from 0 to 14 years old from the town of Sdo Jer6bnimo da Serra,
State of Parand, and genetically characterize the isolates of G. duodenalis.
Parasitological analysis was performed by the methods of Hoffman, Pons and Janer
and Faust. Each family of the student answered a questionnaire containing
sociodemographic and habits of children data. Data there analysis for x2 test with
Yates correction. The odds ratio (odds ratio - OR) was used as a measure of
association between infection with G. duodenalis and the variables studied, with a
confidence interval (Cl) of 95% and a significance level of 5%. For genotypic
characterization, the DNA positive samples were subjected to PCR to amplify the
glutamate dehydrogenase gene (gdh). The amplified fragments were subjected to
enzymatic digestion by the restriction enzyme Nla IV for genotypic classification. 877
samples were analyzed, of these 360 (41%) were positive for some parasitic
infections, and G. duodenalis observed in 98 (11.2%) children. When analyzed these
risk factors with respect to parasites found it was observed that living in a rural area
(OR 2.05, 1.50 to 2.81), not washing hands after going to the bathroom (OR 1.72; 1
0.21 to 2, 44) and not washing fruits and vegetables (OR 1.68, 1.23 to 2.29) and
have pets (OR 2.68, 1.55 to 4.63) were risk factors. Of the 35 DNA samples amplified
11 (31.4%) were classified as genotypes A Il and 24 (68.6%) genotype B. These
results are similar to others who demonstrated the movement of genotypes A Il and
B in humans. However, studies of molecular epidemiology of giardiasis are still
scarce in Brazil, especially studies that relate the genetic and clinical aspects of the
disease groups. Thus, this study helped identify intestinal parasites, associated with
its transmission in the population studied factors, and genetic profile of G. duodenalis
in this region. This information can aid the development of effective strategies for
reducing the frequency of intestinal parasites in the population.

Keywords: Giardiasis. PCR. Genotype. Children.
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1. INTRODUCAO

As enteroparasitoses estdo entre as doencas infecciosas mais
frequentemente detectadas em varias regides mundiais, afetando cerca de 30% da
populacdo mundial (UNICEF, 2008).

Mesmo sendo um agravo a saude humana, as enteroparasitoses ainda sao
consideradas doencas negligenciadas, pois sao caracterizadas como enfermidades
associadas as precarias condi¢cdes sanitarias, prevalentes em paises e sociedades
socioeconomicamente menos favorecidas, onde sdo escassos 0S recursos
financeiros para as interven¢gdes em saude.

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude no ano de 2025 é provavel
que mais de 50% da populacdo dos paises em desenvolvimento resida em areas
urbanas, proporcionando o aumento populacional em comunidades cada vez mais
desprovidas de recursos socioecondmicos e que agregardo condi¢cdes propicias a
transmissao das enteroparasitoses (OMS, 2000).

Embora as enteroparasitoses possam acometer individuos de todas as
faixas etarias, as criancas em idade pré-escolar e escolar apresentam maior
vulnerabilidade. Segundo a OMS estima-se que aproximadamente 3,5 bilhGes de
pessoas no mundo estdo infectadas por alguma espécie de enteroparasita, sendo
gue destas, cerca de 450 milhdes estdo doentes, a maioria criancas residentes nas
areas tropicais de paises em desenvolvimento (OMS, 2006).

Essa maior suscetibilidade deve-se, em parte, a imaturidade do sistema
imunologico, aos comportamentos e aos habitos tipicos dessa faixa etaria em
relacdo aos aspectos basicos de higiene e constante contato com o solo
contaminado. Alguns trabalhos mostram que em criancas de paises em
desenvolvimento, as infec¢cdes por enteroparasitarias ainda se apresentam com
elevadas taxas de prevaléncia (MILLER et al., 2003; SANCHEZ-VEGA et al., 2006;
SILVA; SILVA, 2009; BOTERO-GARCES et al., 2009).

Os elevados indices de morbidade fazem com que as enteroparasitoses
constituem em um dos principais motivos de demanda por atendimento pediatrico.

Ainda que, as enteroparasitoses nao apresentem alta mortalidade, em determinadas
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situagOes, essas infec¢cdes podem comprometer significativamente a qualidade de
vida e o desenvolvimento infantil (PHIRI et al., 2009; UNICEF, 2004).

Na infancia, as infec¢cbes por enteroparasitas sao clinicamente mais
significativas, visto que, frequentemente, encontram-se associadas a quadros de
diarreia cronica e desnutricdo (STEPHENSON et al., 2000). E sabe-se, que nos
paises em desenvolvimento, onde a desnutricdo € um dos grandes problemas de
salude da populacao, as infec¢des por enteroparasitas tornam-se um fator agravante
dos quadros de diarreia e ma nutricdo na infancia, podendo determinar déficit no
crescimento e retardar o desenvolvimento cognitivo (CROMPTON, 1999).

As enteroparasitoses possuem como agentes etiolégicos alguma espécie de
helminto ou protozoario que afetam o aparelho gastrintestinal. Dentre as varias
espécies de helmintos que podem infectar o homem, os principais sdo Ascaris
lumbricoides, Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Trichuris trichiura,
Enterobius vermicularis e Strongyloides stercoralis (CROMPTON, 1999). Em relacao
as protozoozes intestinais mais frequentes, podem-se destacar as infeccbes
causadas por Entamoeba histolytica, Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp
(OMS, 2004). Contudo, Giardia duodenalis destaca-se como um dos mais
frequentemente observados nos exames coproparasitoldgicos.

De acordo com Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2000), cerca de 200
milhdes de pessoas apresentam giardiase sintomatica no mundo e ha cerca de 500
mil novos registrados anualmente em populacdes residentes na Asia, Africa e
América Latina. Apesar da infeccdo por G. duodenalis apresentar ampla distribuicdo
mundial, os indices de prevaléncia variam nas diferentes regiées do mundo, estando
entre 2 a 5% nos paises desenvolvidos e de 20 a 30% nos paises em
desenvolvimento (THOMPSON et al., 1993).

Sabe-se que entre a populacdo dos paises desenvolvidos, G. duodenalis
também ¢é o principal enteroparasita encontrado na populacéo, sendo a causa mais
frequente de surtos diarreicos associados a agua para consumo (APPELBEE et al.,
2005; SAVIOLI et al., 2006).

Devido a grande importancia clinico-epidemolégica dessa doenca, a
giardiase foi inserida no grupo “WHO Neglected Diseases Initiative” em 2004, onde
reune as doencas negligenciadas nos paises em desenvolvimento e que
demonstram intima relacdo com a miséria e pobreza, com a falta de saneamento

basico e com a qualidade da agua de consumo (KARANIS et al., 2007).
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Um dos principais mecanismos de transmissao de G. duodenalis se faz a
partir da ingestdo de cistos presentes na agua, nos alimentos ou em ambientes
contaminados com fezes que contém o cisto. A agua representa um importante
veiculo para a transmissdo de G. duodenalis, seja pela ingestdo direta ou
indiretamente pelo consumo de alimentos preparados com agua contaminada, além
da contaminacao durante atividades recreativas (KARANIS et al., 2007).

A transmissdo direta de pessoa-a-pessoa também possui grande
importancia, principalmente, na disseminacdo do parasita entre as criancas que
frequentam creches e escolas. Nesses ambientes, as criangcas parasitadas
constituem fontes de infeccdo, podendo transmitir o parasita as outras criangas e
aos seus familiares, além de contaminarem o ambiente (PUPULIN et al., 2004)

Quanto a sintomatologia, a infeccdo por G. duodenalis apresenta um amplo
quadro clinico, podendo variar desde individuos assintomaticos até pacientes
sintométicos que podem apresentar um quadro de diarreia aguda e autolimitante, ou
até mesmo um quadro de diarreia persistente. O principal impacto clinico da
giardiase é observado em individuos malnutridos, imunocomprometidos e em
criancas (THOMPSON, 2000).

Atualmente existem seis espécies descritas e aceitas para o género Giardia,
G. muris, G agilis, G. microti, G. psittaci, G. ardeae, sendo apenas G. duodenalis
parasita 0 homem, podendo também infectar outros mamiferos, incluindo animais
domésticos e silvestres (ADAM, 2001). Com o avanco das pesquisas cientificas,
principalmente ap6s o advento das andlises moleculares, muitos estudos tém
demonstrado que G. duodenalis é um complexo que incluem isolados
morfologicamente indistinguiveis, porém geneticamente distintos (ANDREWS et al.,
1989).

Trabalho pioneiros em relacdo a caracterizagdo molecular verificaram
existéncia de diferencas genéticas entre os isolados de G. duodenalis, quando se
prop6s a distribuicdo em grupos denominados 1, 2 e 3 no continente americano
(NASH; MOWATT, 1992), Polonés e Belga na Europa (HOMAN; MANK, 2001), e
ainda os genotipos A e B na Australia (MAYRHOFER et al., 1995).

Monis e colaboradores (1996) ao realizarem a analise molecular do gene
gue codifica a enzima glutamato desidrogenase (gdh), além de confirmarem o alto

grau de diversidade entre os genoétipos A e B, relataram também a ocorréncia e
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equivaléncia entre os grupos A e B, os gendtipos Polonés e Belga e os grupos 1, 2 e
3.

A partir desses estudos, outras investigacdes mostram que o homem e
outras espécies de mamiferos podem ser infectados pelos genotipos identificados
como A e B, que incluem isolados considerados potencialmente zoono6ticos. A partir
do reconhecimento de diferencas nas sequéncias génicas de isolados previamente
caracterizados como genotipos A e B, foi possivel identificar subgrupos distintos,
dentre os quais se destacam Al, All, Blll e BIV ((LALLE et al., 2005; ELIGIO-GARCIA
et al., 2005; HUNTER; THOMPSON, 2005;MONIS et al., 2003).

O gendtipo Al e B compreendem uma mistura de isolados humanos e de
animais, enquanto o genétipo All é exclusivamente de isolados humanos (MONIS et
al., 2003). Além dos gendtipos A e B, foi possivel o reconhecimento de outros
grupos como genétipos C e D identificados em caes (HOPKINS et al., 1997; MONIS
et al., 1998), o gendtipo E em ruminantes (EY et al., 1997), os genétipos F e G em
gatos e ratos domésticos, e o gendtipo H em focas cinzentas (MONIS et al., 1999;
LASEK-NESSELQUIST et al., 2010).

Atualmente, varios genes tém sido empregados para identificacdo de grupos
genéticos, tais como subunidade menor do RNA ribossémico (SSUrRNA), glutamato
de desidrogenase (gdh), triose fosfato isomerase (tpi), beta-giardina (B-giardina),
fator de elongacéo alfa (ef-1a), entre outros marcadores (CACCIO; RYAN, 2008).

Ainda ndo existe um critério rigido que determine a escolha desses
marcadores, uma vez que todos os locus permitem a distincdo entre 0s genotipos
maiores, isto é, A, B, C, D, E, F, G e H. Entretanto, alguns genes menos
conservados como gdh e tpi possibilitam a diferenciacdo dos sub-gendétipos Al, All,
Blll e BIV (MONIS et al., 2005). O gene codificante da glutamato desidrogenase
(gdh) tem sido um alvo frequente nos estudos de caracterizacdo genotipica de G.
duodenalis (ITAGAKI et al., 2005; LI et al., 2013). Esta enzima atua no metabolismo
de carboidratos e assimilacdo de amobnia, sintese de aminoacidos e também no
catabolismo de organismos eucaridticos. O parasito G. duodenalis utiliza a enzima
GDH exclusivamente na manutencdo do potencial redox intracelular, uma vez que
no metabolismo anaerdbico, a glicose e outros carboidratos sado convertidos em
piruvato através da via Embden-Meyerhoff (LINDMARK, 1980; JARROLL et al.,
1989).
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THOMPSON & MONIS, 2004 propuseram baseados em critérios
morfolégicos, especificidade de hospedeiro e caracterizagdo genética, que o
complexo G. duodenalis fosse separado em seis espécies distintas: G. duodenalis
(gendtipo A), G. entérica (gendtipo B), G. canis (gendtipo C/D), G. bovis (gendtipo
E), G. cati (gendtipo F) e G. simondi (genadtipo G).

Desse modo, a realizacdo de estudos moleculares com G. duodenalis vem
aumentando, visando, principalmente, caracterizar os genoétipos presentes nas
populacdes em que a prevaléncia e a frequéncia de transmissdo deste protozoario
sao altas, permitindo a obtencéo de informacdes relevantes no papel dos animais na
epidemiologia da infeccdo humana e a relacdo dos gendtipos com aspectos
bioldgicos e caracteristicas clinicas da infeccao.

Ainda nao se tem uma concluséo definida quanto as vias de transmisséo dos
diferentes gendtipos e a relacdo epidemiolégica entre os diferentes hospedeiros,
segundo alguns estudos a frequéncia de transmissdo de G. duodenalis entre as
varias espécies de hospedeiros parece ser baixo, embora em certas circunstancias,
possa ocorrer (THOMPSON, 2004). Assim, a transmissao de G. duodenalis ocorre
dentro de cada espécie distinta de hospedeiro, e com isso, o ciclo de transmissao
pessoa-a-pessoa, provavelmente, garantem a maioria dos casos de infeccao
humana (THOMPSON, 2004).

Como citado anteriormente o homem ¢é infectado predominantemente pelos
genatipos identificados como A e B, contudo alguns estudos tém demonstrado que a
prevaléncia dos genoétipos varia consideravelmente de um pais para outro,
entretanto os dados disponiveis ainda nao permitem avaliar com clareza a
distribuicio desses grupos genéticos (CACCIO; RYAN, 2008). Foi verificado que na
Asia e América Latina o genétipo A é predominante (YONG et al., 2000;
LEARMONTH et al., 2003; BERRILI et al., 2004; HAQUE et al., 2005; GRACZYK,;
SCHWAB, 2000; EL-SHAZLY et al., 2004; VOLOTAQO et al., 2007; SOUZA et al.,
2007), enquanto observou-se maior prevaléncia de infeccbes humanas pelo
genétipo B na Australia, Canada, india, Malasia, Etiépia, Egito, Brasil e Argentina
(READ et al.,, 2004; GUY et al.,, 2004; NG et al., 2005; MAHDY et al., 2009;
GELANEW et al., 2007; FORONDA et al., 2008; KOHLI et al., 2008; MINVIELLE et
al., 2008).

No Brasil, dentre as poucas investigagOes realizadas, pode-se citar uma

pesquisa realizada no Estado do Rio de Janeiro, empregando a técnica de PCR e 0
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sequenciamento de fragmentos do gene B-giardina, demonstraram a predominancia
do gendtipo Al em isolados obtidos de fezes humanas e de cédes (VOLOTAO et al.,
2007). Outro estudo realizado no Estado de S&o Paulo analisou a sequéncia do
gene gdh, identificando os gendtipos All e B em isolados humanos, os genétipos C e
D em amostras isoladas de cdes e os gendtipos Al e F em amostras isoladas de
gatos (SOUZA et al., 2007). E um estudo realizado em uma comunidade carente em
Fortaleza, revelou a prevaléncia dos genotipos A e B nesta regidao (KOHLI et al.,
2008). No municipio de Angulo no Parana, encontrou-se a uma maior prevaléncia do
gendtipo A, quando genotipados pelo gene HPS, porém quando analisados pelo
gene B-giardina, observou-se a presenca tanto do gendtipo A quanto do gendtipo B
(UDA-SHIMODA et al., 2014).

Sd0 escassas as investigacdes epidemiolégicas que estabelecem
correlagcdes entre os gendtipos de G. duodenalis responsaveis pelas infeccdes
humanas, e os fatores de risco para a infeccao, tais como sexo, idade, condi¢des
socioeconbémicas e sanitarias. Existem alguns relatos que nas infeccbes humanas os
genadtipos A e B diferem quanto a viruléncia (THOMPSON, 2004), porém, ainda sao
muito poucos 0s estudos propostos que objetivam verificar a associacdo dos
gendtipos com sua sintomatologia. Um estudo realizado na Austrélia, algumas
criancas de creches infectadas pelo genétipo A apresentavam chance 26 vezes
maior de apresentarem diarréia que as infectadas pelo gendétipo B (READ et al.,
2001). Corroborando com estes resultados, estudos realizados na india e na
Espanha revelaram uma correlacao significativa entre a presenca do genotipo A e a
ocorréncia de infec¢des sintomaticas (HAQUE et al., 2005; SAHAGUN et al., 2008).
Entretanto, pesquisas realizadas na Holanda, Etiopia e na Malasia, mostraram a
associacdo entre infeccdes sintomaticas e o genoétipo B (HOMAN; MANK, 2001;
GELANEW et al.,, 2007). Mesmo frente a esses resultados, devem-se levar em
consideracdo os fatores relacionados ao hospedeiro, pois estes podem
desempenhar um papel importante no curso clinico da infeccdo (CEDILLO-RIVERA
et al., 2003). Em um trabalho realizado no Brasil, investigou-se a relagcdo entre os
genotipos A e B e fatores como tipo de moradia, fonte de agua para consumo,
disponibilidade de instalacdo sanitaria, habito de lavar as maos e presenca de
animais domésticos, porém nenhuma relacdo significativa foi encontrada (KOHLI et
al., 2008).
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Uma vez que evidéncias de um determinado isolado de G. duodenalis
possam apresentar maior potencial de patogenicidade, a caracterizacdo genotipica
de isolados humanos pode também contribuir para o conhecimento dos aspectos da
relacdo parasita-hospedeiro, especialmente, no que se refere a viruléncia dos
isolados, permitindo a identificagdo de fatores que influenciam a ocorréncia e a
gravidade da infecgdo em uma determinada populagéo.

Visto que ainda sdo escassos 0s estudos com relacdo entre a variabilidade
genética de G. duodenalis e seus aspectos biologicos, clinicos e epidemiolégicos, a
caracterizacdo genotipica dos isolados de G. duodenalis é de fundamental
importancia para a compreensdo desses aspectos, sendo também um pré-requisito
para a instituicdo de medidas de controle adequadas.

Diante a todas essas consideragfes, 0 presente trabalho foi proposto para
investigar a ocorréncia de enteroparasitas em criangcas com idade de zero a 14 anos,
residentes no municipio de S&o Jerbnimo da Serra, Parand, e de caracterizar
genotipicamente os isolados de Giardia duodenalis presentes nessa populacéo.
Logo, as investigacbes realizadas poderdo fornecer informacdes que iréo
fundamentar acdes educativas em salude com esse grupo, visando a prevencédo de
enteroparasitoses e promovendo a saude infantil e a melhoria das condi¢des de vida

das familias e da comunidade como um todo.

OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral determinar a ocorréncia de
enteroparasitoses em criangas escolares, bem como identificar os fatores de risco
para estes enteroparasitas e caracterizar os genotipos de G. duodenalis nesta

populacao.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo investigar a prevaléncia e os fatores
envolvidos na transmissdo de enteroparasitoses em criangas, e caracterizar
geneticamente isolados de Giardia duodenalis. Foram analisadas amostras de fezes
de 877 criancas, submetidas aos métodos de Hoffman, Pons e Janer e Faust e cols.
Para a caracterizacdo genotipica de G. duodenalis amostras positivas foram
submetidas a técnica de PCR para a amplificacdo das sequéncias do gene
glutamato de desidrogenase (gdh). Os fragmentos amplificados foram submetidos a
digestdo enzimatica pela enzima de restricAo Nla IV para classificacdo de seus
genadtipos. Das 877 amostras analisadas, 360 (41%) foram positivas para alguma
enteroparasitose. Com relacado aos fatores associados a transmissao observou-se
que residir em area rural, utilizar agua nao tratada, ter contato com terra e areia, hao
lavar os alimentos, nédo lavar as méos depois de ir ao banheiro e possuir animais
domésticos sao fatores de risco para as enteroparasitoses encontradas. Foi possivel
amplificar 35 amostras positivas para giardiase, destas, 24 (68,6%) como gendétipo B
e 11 (31,4%) foram classificados como gendtipo All. Nesta populacdo a ocorréncia
de enteroparasitoses € ainda elevada e esté relacionada a baixa condicao higiénica
e moradia em area rural. Este é o primeiro trabalho de epidemiologia molecular de
G. duodenalis realizado nesta regido, e demonstrou a circulacdo dos genotipos B e
All. Estes dados revelam a importancia de pesquisas epidemiolégicas que permitam
o desenvolvimento de estratégias eficazes para diminuicdo da frequéncia de
enteroparasitoses na populacao infantil.

Palavras-chave: Giardiase; Enteroparasitoses; Epidemiologia; PCR; Criancas,

Fatores de risco.
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Abstract

This study aimed to investigate the prevalence and the factors involved in the
transmission of intestinal parasites in children, and genetic characterization of
isolates of Giardia duodenalis. Stool samples from 877 children referred to the
methods of Hoffman, Pons and Janer and Faust were analyzed. For genotypic
characterization of G. duodenalis positive samples were subjected to PCR for
amplification of the gene sequences of glutamate dehydrogenase (gdh). The
amplified fragments were subjected to enzymatic digestion by the restriction enzyme
Nla IV for classification of genotypes. Of the 877 samples analyzed, 360 (41%) were
positive for some parasitic infections. Regarding factors associated with transmission
was observed that living in a rural area, using untreated water, have contact with
earth and sand, not washing food, not washing hands after going to the bathroom
and own pets are risk factors for intestinal parasites found. It was possible to amplify
35 samples positive for giardiasis these, 24 (68.6%) as genotype B, 11 (31.4%) were
classified as genotypes All. In this population intestinal parasites is still high and is
related to poor hygienic condition and rural residence. This is the first study of
molecular epidemiology of G. duodenalis conducted in this region, and demonstrated
the circulation of genotypes B and All. These data demonstrate the importance of
epidemiological research to enable the development of effective strategies to
decrease the frequency of intestinal parasites in children.

Keywords: Giardiasis; Parasites; Epidemiology; PCR; Children.
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1. Introducao

As infeccdes por enteroparasitos ainda é um problema de saude publica no
Brasil, constituindo um agravo preocupante devido ao numero de individuos
infectados e as consequéncias que podem causar'. A giardiase, que tem como
agente etiolégico Giardia duodenalis (sinbnimo: G. lamblia; G. intestinalis), €
considerada a enteroparasitose mais frequente e patogénica no mundo?®. Estima-se
que 200 milhdes de pessoas na Asia, Africa e América Latina estdo infectadas por
este protozoario®, sendo a transmissdo direta fecal-oral e a ingestdo de agua e
alimentos contaminados com cistos os principais mecanismos de transmissao*°®.

Principalmente em criancas menores de cinco anos de idade, a giardiase
pode acarretar episédios de diarréia aguda e em infec¢cdes cronicas levar a perda
acentuada de peso, caréncias nutricionais e, consequentemente, retardo no
desenvolvimento fisico e mental’

Em funcéo da diversidade genética G. duodenalis tem sido subdividida em

H&9%0 sendo A e B

oito diferentes gendtipos ou “assemblages” denominados de A a
0s genétipos encontrados em humanos e em outros mamiferos®.

Esses genotipos sao encontrados em todo o mundo, contudo, a prevaléncia
varia consideravelmente de um pais para outro***2. Em infeccdes humanas na Asia

AlS-ZO

e parte da América Latina predomina o genotipo , enquanto que o gendtipo B

foi o mais prevalente na Australia, Canada, india, Malasia, Etiopia, Egito, Brasil e
Argentina®?2,
Embora poucos, os estudos de caracterizacdo genética de G. duodenalis

realizados no Brasil demonstram que os genotipos variam de regido para regido. No

Rio de Janeiro foi encontrado apenas o gendtipo A, sendo o Al o mais frequente®. O
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contrario foi observado em Araguari-MG onde sé foi encontrado o genétipo B.
Outros estudos, com amostras oriundas de varias cidades do Estado de Sé&o

Paulo®, e do Municipio de Angulo no Estado do Parana®

demonstraram a presenca
tanto do gendétipo A como do B.

Estudo pioneiro de correlacdo entre genotipo e quadro clinico foi realizado na
Holanda em pacientes adultos e criangas, 0os autores observaram uma correlacéo
entre o gendtipo A e diarreia intermitente e genétipo B com diarréia persistente>".
Por outro lado, em Bangladesh observou-se que o gendtipo All estava associado a
quadros de diarréia, enquanto que o B & quadros assintomaticos'®. Na Austrélia, o
gendtipo A apresentou um risco 26 vezes maior de causar diarreia do que o B
Entretanto, a correlacdo entre a patogenicidade e o genotipo, pode ser dependente
da idade dos pacientes, como demonstrado em um trabalho realizado na Espanha
onde se verificou que em paciente com até cinco anos de idade o gendtipo All
estava relacionado a presenca de sintomas e o gendtipo B aos quadros
assintomaticos. Apés essa idade, ndo houve diferenca entre quadro clinico e o
gendtipo do parasita®?.

No Brasil ainda sdo escassas as investigacfes epidemiologicas que
estabelecem correlacfes entre os gendtipos de G. duodenalis responsaveis pelas
infeccbes humanas e os fatores de risco, tais como sexo, idade, condi¢cdes
socioeconfmicas e sanitarias. Um estudo realizado em Fortaleza, Ceara, investigou
a relacdo entre os genotipos A e B, obtidos de criancas, e fatores como tipo de
moradia, fonte de agua para consumo, disponibilidade de instalacdo sanitaria, habito

de lavar as méos e presenca de animais domésticos, ndo sendo encontrada

nenhuma associacao significativa®’.
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Portanto, torna-se relevante a pesquisa que envolva aspectos moleculares de
G. duodenalis, afim de que se possa esclarecer a dinamica de transmisséo entre 0s
diferentes gendtipos podendo, desta forma, estabelecer os grupos de maior
prevaléncia, principais fatores de risco para infeccdo e também possibilitar a
correlagdo com os aspectos clinicos da doenca. Assim, os dados epidemiolégicos
obtidos na populacdo podem fornecer informacdes que contribuam para a
implantacdo de programas de controle levando a promocéo da saude da populagéo

infantil.

2. Materiais e métodos

2.1 Area de estudo

Este trabalho foi realizado no municipio de Sdo Jerébnimo da Serra, Parang,
Brasil (latitude 23° 43’S, longitude 50° 44°W), com area territorial de 824 km?, com
uma populacdo estimada em 11.300 habitantes, sendo 2940 (26%) criangas com

idade entre 0 a 14 anos de idade™®.

2.2 Amostras de fezes

Foram coletadas 877 amostras de fezes de criancas com idade entre 0 e 14
anos, de janeiro de 2010 a dezembro de 2012. As amostras foram analisadas pelos
métodos de Faust e colaboradores®* e Hoffman, Pons e Janer®.

O tamanho da amostra foi calculado utilizando um intervalo de confianca de

95%, para uma populacdo de 2940 individuos, erro padrdao de 2% e prevaléncia de
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10%, resultando em 864 amostras. Os calculos foram realizados utilizando o

software EPIINFO 3.5.2 (CDC, Atlanta, Georgia, EUA).

2.3 Declaracao de ética e variaveis estudadas:

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP-UEL 179/10). Os pais ou 0s
responsaveis pelas criangas responderam um questionario contendo questdes sobre
as caracteristicas gerais das criancas como sexo, idade, nivel socioecondémico,
condicbes ambientais e de moradia, bem como habitos de higiene pessoal,

alimentares e quanto a presenca de cées e gatos domesticos.

2.4 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram armazenados e analisados com o software EPI INFO
3.5.2 (CDC, Atlanta, Georgia, EUA). O teste do qui-quadrado foi utilizado para
comparar duas propor¢des, com nivel de significancia de 5%. Para determinar os
possiveis fatores de riscos associados as enteroparasitoses, utilizou-se a razdo de

chances (Odds Ratio) com um intervalo de confianca de 95%.

2.5 Extracao de DNA e amplificacdo do gene glutamato-desidrogenase (GDH)

O DNA foi extraido de todas as amostras positivas para G. duodenalis pela

microscopia, por fenol-cloroférmio segundo Sambrook et al., com modificacdes®.
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Os fragmentos de 432 pares de base do gene GDH foram amplificados por
reacdo de seminested-PCR (sPCR), utilizando os iniciadores GDHeF (TCA ACG
TYA AYC GYG GYT TCC GT); GDHiF (CAG TAC AAC TCY GCT CTC GG); e
GDHIR (GTT RTC CTT GCA CAT CTC C), como descrito anteriormente?.

Os produtos da reacao final foram visualizados com a coloracdo por Syber
Safe (Invitrogen, ) em gel de agarose a 2%. Como controle negativo foi usado agua
ultra-pura e como controle positivo foi usado DNA extraido da cepa de G. duodenalis

Portland (ATCC 30888, gendtipo Al) mantida em meio de cultura axénico TYI-S-33"".

2.6 Genotipagem de G. duodenalis

A genotipagem foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase -
polimorfismo de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP), com duas unidades de
endonuclease NlalV (New England Biolabs, Inc., USA), durante trés horas a 37 °C?%.

Os produtos digeridos foram visualizados com gel de agarose a 3% e corado

com brometo de etidio®.

3. Resultados

Das 877 amostras analisadas, 360 (41%) foram positivas para
enteroparasitas. Protozoarios forma os mais prevalentes parasitas encontrados
nestas criancas, 257 (71,4%) estavam parasitadas apenas por protozoarios, 44
(12,2%) apenas por helmintos e 59 (16,4%) estavam parasitadas por ambos,

protozoarios e helmintos.
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A tabela 1 mostra os enteroparasitas encontrados e a frequencia com que
foram observados.

Na tabela 2 estdo os resultados das analises das varidveis associadas a
presenca de enteroparasitoses que revelaram que residir em area rural (OR 2,05;
1,50-2,81), utilizar agua nao tratada (OR 1, 40; 1,04-1,89), contato com terra e areia
(OR 1,75; 1,18-2,61), nao lavar frutas e legumes (OR 1,68; 1,23-2,29), ndo lavar as
maos apos ir ao banheiro (OR 1,72; 1,21-2,44) e presenca de animal doméstico (OR
2,68; 1,55-4,63) foram considerados fatores de risco.

A tabela 3 mostra as associacdes entre a presenca de cistos de G. duodenalis
e 0S aspectos sociodemograficos investigados. O Unico fator que se associou a
presenca de Giardia foi a renda familiar, que aumentou em 2,59 vezes o risco de
infeccdo para aqueles que possuiam renda familias abaixo de um salario minimo
(p<0,001)

Pelo método de sPCR foi possivel amplificar o fragmento do gene gdh em 35
amostras (35,7%) das 98 amostras positivas pela microscopia. Pela genotipagem
foram observados os gendtipos All e B em 11/35 (31,4%) e 24/35 (68,6%),

respectivamente.

4, Discussao

Neste estudo apresentaram 41% das amostras analisadas apresentaram
alguma enteroparasitose, sendo a enteroparaistose patogénica mais frequente
encontrada nas criancas estudadas a Giardia duodenalis encontrado em 98 (11,2%)

criancas seguida de Ascaris lumbricoides encontrado em 64 (7,3%) criangcas. No
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Estado do Parana, a prevalencia de giardiase e ascaridiase reportada varia
respectivamente de 11 a 22,8% e 10,2 a 10,6 % em diferentes regies 3%394°.

Em relacdo as variaveis sociodemograficas analisadas neste estudo, foram
identificadas que residir em zona rural (OR=2,05) e a auséncia de agua tratada
(OR=1,40) estavam associados a maior chance de adquirir alguma enteroparasitose.
Sabe-se que a agua € um importante veiculador de patdgenos, logo, a auséncia de
tratamento adequado de agua para consumo e até mesmo para recreacdo, pode
acarretar em um aumento da ocorréncia de enteroparasitoses, principalmente por
protozoarios, devido a facilidade de disseminacéo dos cistos'#*"4?,

Alguns habitos comportamentais e de higiene foram associados a aquisi¢cao
de pelo menos um enteroparasita, como contato com terra ou areia (OR=1,75), ndo
lavar os alimentos com agua (OR=1,68) e nao lavar as méaos depois de ir ao
banheiro (OR=1,72). Esses resultados reforcam a importancia da conscientizacédo da
populacdo com praticas de educacdo em saude que visem a prevencédo da infecc¢éo,
pois é sabido que cistos e ovos de enteroparasitas podem ser facilmente
transmitidos pelo contato com terra e areia contaminadas™***.

A presenca de animais domésticos como cédes e gatos apresentou diferenca
estatisticamente significativa, revelando que criancas que possuem cées (OR=2,33)
ou gatos (OR=1,64) tém maior chance de adquirir alguma enteroparasitose. Esses
animais podem ser hospedeiros de cepas de Giardia duodenalis com carater
zoonotico, além disso, animais criados em condigdes precarias de higiene podem
servir de transportadores mecanicos de cistos e ovos de enteroparasitas que ficam
aderidos em seus pélos, facilitando sua disseminagéo®**3,

Com relacdo a giardiase, € uma doenca cosmopolita e a prevaléncia se

mantém em torno de 2 a 4% em paises desenvolvidos e entre 20 a 30% em paises
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em desenvolvimento*®. A prevaléncia das enteroparasitoses em diferentes regides
do Brasil pode variar significativamente, pode-se observar valores altos no estado de
S&o Paulo, por exemplo no municipio de Botucatu® a prevaléncia encontra-se a
64%, no municipio de Mirassol*® 63,9%, no estado de Sergipe, em Aracaju*’
observa-se uma prevaléncia de 56,6% e encontra-se uma diminuicdo destas
ocorréncia no sul do Brasil, de acordo com outros trabalhos*®®3. Essa diferenca em
diversas regides do pais deve-se a alguns fatores, como o numero de amostras
analisadas, metodologia de analise empregada, habitos sdcio-econdmicos-sanitarios
e ambiental das diversas regides’ **. Porém, deve-se ressaltar que devido ao padr&o
intermitente de excrecdo de cistos de G. duodenalis nas fezes, os valores
encontrados neste estudo podem ter sido subestimados uma vez que foi analisada
apenas uma amostra de fezes de cada crianca.

Em relacdo ao sexo das criancas e o grau de instrucdo dos pais também néo
apresentaram diferenca estatistica significativa, ndo sendo, portanto, caracterizados
como fatores de risco para infeccdo por G. duodenalis, corroborando assim com
outros trabalhos, que também nado encontraram diferenca relacionada a estes
aspectos®®’. Entretanto, a renda familiar foi determinada como fator associado ao
risco para giardiase, criancas cuja renda familiar € menor ou equivalente a um
salario minimo tém 2,59 vezes mais chance de adquirir a infeccdo quando
comparadas com as que tém renda familiar superior a um salario minimo mensal.
Este resultado foi encontrado em outros estudos®*®*°. Entende-se que familias de
baixa renda sdo mais propensas a adquirir enteroparasitoses, devido principalmente
ao local de habitacdo, onde na maioria das vezes sdo desprovidos de saneamento
basico, como esgoto e agua tratada e encanada. Outro fator determinante e que,

também, esta relacionado com a pobreza, reflete-se na dificuldade de acesso ao
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sistema de salde, caréncia de informacdo e educacdo sanitaria®*®>°. Embora a
giardiase seja muito frequente no Brasil, sua caracterizacdo genética ainda é pouco
estudada®!*®. Neste trabalho, a semi-nested PCR resultou na amplificacdo de
fragmentos de 35,7% das amostras. Provavelmente, fatores como tempo de
estocagem do DNA extraido, variando de 1 a 3 anos, baixa eficiéncia da extracédo de
DNA total, pouca quantidade de cistos e, consequentemente, de DNA nas amostras,
a presenca de inibidores de PCR em amostras fecais, podem ter contribuido para
esta baixa sensibilidade, prejudicando assim, a amplificacdo molecular.

Observou-se que o genotipo B (68,6%) foi predominante, corroborando com

Il,27,30 43,56-58

outros trabalhos conduzidos no Brasi e em outras partes do mundo
Contudo, encontrou-se também, em menor proporcdo o genotipo All (31,4%). Outros
trabalhos mostraram que o genétipo A foi mais prevalente em determinadas
regides'® > A prevaléncia de cada gendtipo pode variar de acordo com a regido
ou pais, porém ainda ndo se tem conclusGes definitivas sobre o motivo desta
variacdo genética®. Observou-se também que embora os genétipos A e B sejam
comum em seres humanos, estes genoétipos também pode ser encontrados em
outros animais®®. A OMS considera a giardiase como uma zoonose desde 1979°. De
fato inimeros isolados de Giardia, coletados de diferentes espécies de hospedeiros,
de vérias localizacbes geogréaficas foram genotipados e a ocorréncia do mesmo
gendtipo em humanos e em animais tem sido demonstrada™*®?"3%%% Em nosso
estudo encontramos além do genatipo All, considerado exclusivo de seres humanos,
0 genotipo B que tem potencial zoonatico assim, estudos de epidemiologia molecular

devem ser conduzidos a fim de se determinar a real importancia dos animais na

transmissdo da giardiase nesta regiao.
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Considerando que o Brasil ainda possui poucas pesquisas sobre
epidemiologia molecular sobre G. duodenalis, os resultados obtidos neste estudo
sdo de grande importancia para que se possam conhecer os principais genotipos
circulantes de G. duodenalis, bem como conhecer a prevaléncia de giardiase e
outras enteroparasitoses em criancas da regido norte do Parana, e também que
sirva de suporte para futuros trabalhos que visem relacionar os aspectos
moleculares e clinicos da giardiase. Logo, acredita-se que estes dados possam
contribuir para a melhoria da condicdo sanitaria, desta regido, bem como
proporcionar e incentivar a educacdo em saude, afim que de que possa prevenir a

infeccdo em criancas.
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Tabela 1. Ocorréncia de enteroparasitas em criancas do municipio de S&o Jerénimo
da Serra-PR, pesquisadas de Janeiro de 2010 a Dezembro de 2012.

Enteroparasita Infectados (%) IC (95%)"
Protozoéarios
Entamoeba coli 200 (22,8) 20,1-25,8
lodamoeba butschilii 17 (12,2) 1,2-3,2
Endolimax nana 132 (15,1) 12,8-17,6
Giardia duodenalis 98 (11,2) 9,2-13,5
Helmintos
Ascaris lumbricoides 64 (7,3) 5,7-9,3
Hymenolepis nana 28 3,2) 2,2-4,6
Entamoeba histolytica/dispar 22 (2,5) 1,6-3,8
Ancilostomatideo 21 (2,4) 1,5-3,7
Trichuris trichiura 11 (1,3) 0,7-2,3
Enterobius vermicularis 10 (1,1 0,6-2,2
Strongyloides stercoralis 2 0,2 0,0-0,9

!IC, Intervalo de Confianca (95%)
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Tabela 2. Analise das variaveis socioecondmico e higiénicos associadas a presenca de
enteroparasitoses no periodo de Janeiro de 2010 a Dezembro de 2012 em criangas de Sao

Jerbnimo da Serra, Parana.

Infectados

Nao infectados

Variaveis n % n % p-valor! OR (IC 95%)°

Localizac&o da residéncia
Rural 207 48,1 223 51,9 P<0,001 2,05 (1,50-2,81)
Urbana 99 31,1 219 68,9

Agua tratada
Nao 155 46,0 182 54,0 P=0,028 1,40 (1,04-1,89)
Sim 160 37,9 263 62,2

Sistema de esgoto
Nao 295 42,1 405 57,9 P=0,857 1,08 (0,64-1,82)
Sim 29 40,3 43 59,7

Contato com terra e areia
Sim 309 43,9 395 56,1 P=0,007 1,75 (1,18-2,61)
N&o 41 30,8 92 69,2

Lava as méos antes de comer
Nao 146 45,8 173 54,2 P=0,077 1,30 (0,97-1,75)
Sim 202 39,3 312 60,7

Come frutas e legumes
Sim 328 42,5 444 57,5 P=0,168 1,51 (0,88-2,59)
N&o 21 32,8 43 67,2

Lava os alimentos com 4gua
N&o 130 50,2 129 49,8 P<0.001 1,68 (1,23-2,29)
Sim 213 37,5 355 62,5

Lava as maos depois de usar o

banheiro
No 133 49,8 134 50,2 P=0,002 1,72 (1,21-2,44)
Yes 112 36,6 194 63,4

Presenca de cdo em casa
sim 294 44,1 373 55,9 P<0,001 2,33 (1,44-3,76)
N&o 25 25,3 74 74,7

Presenca de gato em casa
Sim 197 46,6 226 53,4 P=0,001 1,64 (1,22-2,21)
Nao 113 34,7 213 65,3

'OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de Confianca

% Teste do qui-quadrado

*p<0,05
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Tabela 3. Analise da associacdo dos aspectos sociodemografico de criancas com
infeccdo para Giardia duodenalis em criancas de Sao Jerbnimo da Serra, Parana,

analisados entre janeiro de 2010 a dezembro de 2012.

o Positivo Negativo 1 5
Caracteristicas n % n % p-valor OR (IC95%)
Frequéncia 98 11,2 779 88,8
Sexo
Masculino 45 10,3 394 89,7 0,445 0,83 (0,53-1,29)
Feminino 53 12,1 385 87,9

Idade (anos)
0-6 50 12,6 348 87,4 0,388 1,24 (0,79-1,95)
7-14 44 10,4 379 89,6

Escolaridade dos responsaveis
Até 8 anos de estudos 47 10,5 401 89,5 0,243 0,71 (0,41-1,23)
Acima de 8 anos de estudos 25 14,2 151 85,8

Renda familiar
<1 salario minimo® 24 18,3 107 81,7 <0,001 2,59 (1,47-4,54)
>1 salarios minimos 49 8,0 566 92,0

! Teste do qui-quadrado ~ *p<0,05
’OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de Confianca
¥salario minimo no Brasil = US$200,00
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PERFIL SANITARIO DE MORADORES DE SAO JERONIMO DA SERRA — PARANA

Data da coleta das fezes: __ / [
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Nome:s b b Ll L b b e L b b B L L L L
Data de nascimento __/_ / Sexo: () 1. Masculino ( )2. Feminino Idade:
Endereco: : ] ng

Bairro: ' Telefone:

Nome do Responsavel:

1. DADOS DA FAMILIA
1.1.Local de residéncia: ( )1.Regido urbana
1.2.Grau de instru¢do do responsavel:
( ) 1. Fundamental completo
( )2.Médio

(- ) 3. Superior completo

Quantas pessoas moram na casa?

( )2.Regido rural

Qual a renda familiar? (Somar o saldrio de todos os moradores)

1. Até 1 salario minimo( )

2. DADOS DA CASA
2.1.0rigem da dgua de consumo:
2.2. Destino do esgoto:
2.3.Destino do lixo:
2.4.Tem banheiro com privada?

' 2.5.Tem horta em casa?

2.6.Tem corrego/rio/represa perto de casa? ( ) 1. Sim (

2.7.Tem animais em casa? ( )1.Sim (
2.7.1. Tem cachorro? ( )1.Sim (
2.7.2. Tem gato? ( )1.Sim (

3. HAB!TOS DE FOMPORTAMENTO
3.1.Contato com areia ou terra?
3.2.Lava as frutas e legumes antes de comer?

3.3.Come carne crua/mal passada?

3.5.Anda descal¢o na areia/terra

3.6.Lava as m3os antes de comer

(
(
(

( ) 1. Rede publica
( ) 1. Rede publica
( ) 1. Coleta publica
( )1.Sim (
( )1.Sim (

)2.
)2
)2.
)2.
)2.
)2.

)1.
) 1.
)1.

( )2.Pogo
( )2.Pogo

2. de 1 a 3 saldrios minimas ( ) 3. mais de 3 saldrios minimos ( )

( )3.Mina ( ) 4. Rio/Cérrego

( )3.Céu abe&o/Rio/Cérregos'

( ) 2. Deposita em terreno baldio/queima/enterra

Nado

Nao -

N3o — Se sim, qual o nome?

N3o
N3o

Nao

Sim
Sim

Sim

( )1.Sim

( }1.Sim

{( )2.Nao
{ )2.N3o
( )2.N3o

3.4.Tem habito de pescar ou banhar-se em rios/lagos/represas? ( ) 1. Sim

( )2.N3o

( )2 N3o
( )2 Nao



