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RESUMO

As parasitoses intestinais ainda constituem um dos principais problemas de satde publica,
apresentando-se de forma endémica em diversas areas do Brasil. Podem apresentar estreita
relacdo com fatores sociodemogréaficos e higiénico-sanitarios, tais como: precarias condi¢oes
socioeconémicas, consumo de &gua contaminada, auséncia de saneamento béasico e outros,
sendo frequentemente a populagdo infantil a mais atingida. O objetivo deste trabalho foi
investigar, através do uso da tecnologia XMAP, a prevaléncia de Cryptosporidium sp, Giardia
lamblia e Entamoeba histolytica em criancas nas cidades de Crato-CE, Picos-PI e Ouricuri-
PE, do Semiarido Brasileiro, e os principais fatores envolvidos na epidemiologia dessas
enteroparasitoses. Foram analisadas 600 amostras de fezes de criangas com ou sem diarreia,
de ambos os sexos, e com faixa etaria de dois a 36 meses, para verificar a presenca dos
protozoarios. O diagndstico molecular foi realizado por tecnologia XMAP. Em seguida, foram
analisados parametros socioecondmicos e sanitarios. Observou-se a presenca de pelo menos
um parasita em 26% das amostras. A espécie de maior prevaléncia foi G. lamblia (85,3%),
sequida de Cryptosporidium sp. (15,4%) e E. histolytica (6,4%). Essas infeccOes
caracterizaram-se pelo predominio monoparasitario em 93,5% das criangas infectadas. Diante
os dados observados, ficou evidente a associacao direta entre os fatores renda salarial familiar,
tipo de esgoto presente na residéncia e tratamento da agua antes de utiliza-la para beber e a
prevaléncia dos protozoarios na populagdo estudada.

Palavras-chave:. Cryptosporidium sp, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia



ABSTRACT

Intestinal parasites still constitute a major public health problem, as an endemic form in
several areas of Brazil. They may have close relationship with sociodemographic and
hygienic and sanitary factors, such as poor socioeconomic conditions, consumption of
contaminated water, lack of sanitation and others, often being the child the most affected
population. The objective of this study was to investigate through the use of the XMAP
technology the prevalence of Cryptosporidium sp, Giardia lamblia e Entamoeba histolytica in
children in the cities of Crato-CE, Picos-PI and Ouricuri-PE, from the Brazilian semiarid, and
the main factors involved in intestinal parasites epidemiology. We analyzed 600 stool samples
from children with or without diarrhea, of both sexes and aged from two to 36 months for the
presence of protozoa E. histolytica, Cryptosporidium sp, and G. lamblia. The molecular
diagnostic tests were done by XMAP technology. Then socioeconomic and health parameters
were analyzed. It was observed the presence of a parasite at least 26% of the samples. Giardia
lamblia was most prevalent (85.3%), followed by Cryptosporidium spp (15.4%) and
Entamoeba histolytica (6.4%). These infections were characterized by the predominance of
monoparasites (93.5%) in the infected children. Given the observed data, it became apparent
the direct relationship between the family wage income, type of sewage present in the
residence and treatment of water before using it for drinking and the prevalence of protozoa in
the population studied.

Keywords: Cryptosporidium sp, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia.
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1 INTRODUCAO

Nos paises em desenvolvimento, em virtude das precarias condi¢es de saneamento e
da mé qualidade das aguas, as doencas diarreicas de veiculagdo ou transmissao hidrica, tém
sido responsaveis por varios surtos epidémicos e pelas elevadas taxas de mortalidade infantil,
relacionada a dgua de consumo humano. Criancas pequenas, principalmente as menores de
trés meses de idade e pessoas idosas sdo bastante susceptiveis ao desenvolvimento destas
doencgas (FREITAS et al., 2001).

Diarreia € uma das causas lideres mundiais de morbidade e mortalidade infantis.
Segundo o relatorio divulgado pelo Fundo das Nacgdes Unidas para a Infancia (UNICEF) em
2013, mais de 1.600 criancas com idade inferior a 5 anos morreram por dia no mundo em
2012, devido a falta de acesso a gua potavel e a auséncia de saneamento basico, matando
mais criancas do que a AIDS, a malaria e o sarampo juntos. Doencas diarreicas continuam
sendo uma das causas lideres em mortes infantis, chegando a uma perda de mais de 580.000
criancas em 2012 (UNICEF, 2013). As doencas transmitidas pela agua sdo responsaveis por
mais da metade das internacdes hospitalares no Brasil e por quase a metade das mortes de
criangas de até um ano de idade (ZANCUL et al., 2006). Trés quartos de todas as mortes
infantis por diarreia ocorre em apenas 15 paises. O tratamento efetivo de doencas diarreicas
inclui solucdes salinas de reidratacdo oral para prevenir a desidratacdo de ameaca a vida,
suplemento de zinco para reduzir a duracdo e a severidade de episodios diarreicos e prevenir
infeccbes futuras e a alimentacdo continua da crianca durante o uso do suplemento de
reidratacdo e zinco. Infelizmente, estes tratamentos permanecem inacessiveis a grande
maioria de criancas nos paises mais pobres. Mais preocupante é a falta de progresso na
expansdo da cobertura de tratamento desde 2000 (UNICEF, 2013).

Do ponto de vista social, as doencas diarreicas causadas por parasitoses representam
um grave problema de salde publica. Elas sdo responsaveis pela diminuicdo da qualidade de
vida da populacdo causando grandes perdas econdmicas, diminui¢cdo de sua produtividade,
dificuldade de aprendizado, prejuizo da fungdo de alguns Orgdos vitais, além de contribuir
para o aumento da desnutricdo (MOTTA; SILVA, 2002).

No Brasil, a diarreia foi responsavel por 17,3% dos Obitos infantis entre 1985-1987,
caindo para 4,2% em 2003-2005. No mundo, chegou a atingir uma queda de mais de 50% no
namero de mortes infantis, de 1,3 milhdes em 2000 para 0,6 milhGes em 2012, gragas ao

emprego da terapia de reidratacdo oral (UNICEF, 2013). Apesar do emprego dessa terapia, a
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proporcdo de mortes por diarreia ainda é trés vezes maior na regido Nordeste, hoje, quando
comparada a regido Sudeste, evidenciando diferencgas regionais quanto ao acesso e qualidade
da atencdo a saude e que determinantes sociais estdo relacionados com a prevaléncia dessa
doenca (FIOCRUZ, 2008).

A amamentacdo representa um papel importante na prevencdo das doengas diarreica
em criangas. As criangas amamentadas, especialmente as menores de 3 meses de idade,
sofrem muito menos episodios de diarreia que criancas que ndo foram amamentadas. A
exposicdo muito cedo, e frequente, a patdgenos intestinais inicia um ciclo que afeta a
digestéo, a absorgédo de nutrientes, o crescimento e a imunidade (GUERRANT et al., 2008).
InfeccBes repetidas, com diarreia evidente ou enteropatia subclinica, produzem desnutricdo
aguda e cronica, que leva a infec¢bes mais frequentes e severas (PREIDIS et al., 2011).

De acordo com a determinacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a sindrome
da diarreia é caracterizada por trés ou mais evacuagdes liquidas por dia. A etiologia das
doencas diarreicas pode ser multipla. Por conseguinte quando esta doenca é causada por
agentes infecciosos pode conduzir varios graus de disfuncdo da barreira intestinal, acarretando
na diminuicdo da capacidade absortiva de nutrientes e alteracdes na morfologia intestinal
(GUERRANT et al., 2008; FIELD, 2003). Os principais problemas de contaminacdo da agua
estdo relacionados aos agentes bioldgicos patogénicos introduzidos ocasionalmente,
representados principalmente pelas bactérias, virus e parasitos.

Por muitos anos o diagndstico de parasitismo intestinal foi feito por analises de
microscopia. Apesar da microscopia ter a vantagem do baixo custo, sua sensitividade depende
da gravidade da infeccdo e o nivel de experiéncia do microscopista. Coloracdes sdo usadas
para melhorar a deteccdo de organismos especificos. Muitos laboratérios tém substituido
métodos de diagndstico, baseados em microscopia das amostras fecais, por ensaios mais
sensiveis e especificos como ELISA. Analises por PCR podem detectar a grande maioria de
infeccbes por protozoarios e sdo mais sensiveis que meétodos de deteccdo com uso de
anticorpos, apesar de que esses ensaios ainda ndo sao praticados rotineiramente nas clinicas.
Diagndsticos moleculares sdo utilizados principalmente em laboratérios de pesquisas e sdo
altamente sensiveis e especificos na deteccdo de infeccGes em pequenas amostras
(PAWLOWSKI; WARREN; GUERRANT, 2009).

Os mecanismos pelos quais 0s enteropatdgenos produzem diarreia sdo diversos, mas
pode-se dividi-los entre 0s que promovem respostas inflamatérias sem causar dano

morfoldgico e os que alteram a estrutura da mucosa intestinal, com ou sem invasdo tecidual.
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Durante infec¢des parasitarias podem ocorrer mudangas na motilidade intestinal, que
funcionam como uma resposta patoldgica, conduzindo a diarreia, € também como uma
resposta adaptativa do intestino, objetivando alterar o ambiente do parasita e, assim, contribuir
para a sua expulsdo (FARTHING et al., 1997).

Os protozoarios apresentam diferentes graus de patogenecidade, podendo ter uma
viruléncia elevada, como nas infec¢bes causadas por Cryptosporidium sp, que geralmente
estdo associadas as infec¢bes sintomaticas, viruléncia intermediaria, como nas infeccdes
causadas pela Giardia lamblia ou, ainda, inexistente como as observadas em algumas cepas
de Entamoeba histolytica (MOTTA,; SILVA, 2002).

1.1 Cryptosporidium spp

O género Cryptosporidium descrito por Tyzzer em 1907, agrupa espécies de
protozoarios intestinais que parasitam animais vertebrados (MORGAN-RYAN et al., 2002).
Criptosporidiose € uma doenca protozodria zoondtica causada por espécies coccideas desse
género, e é registrada em mais de 40 paises (GUERRANT et al., 2002). Na criptosporidiose, 0
estado imunolégico do hospedeiro exerce um papel fundamental na definicdo do quadro
clinico. Dentre as cinco espécies comuns de Cryptosporidium em humanos, Cryptosporidium
parvum e Cryptosporidium hominis sdo responsaveis por mais de 90% dos casos de
criptosporidiose humana (RYAN et al., 2004).

Vaérios sdo os fatores que influenciam a epidemiologia dessa protozooze: tamanho
reduzido e variado dos oocistos, permitindo sua passagem por filtros usualmente empregados
nos processos de tratamento de agua; oocistos esporulados ja infectantes quando eliminados
com as fezes; sua resisténcia a diferentes desinfetantes usados no processo de tratamento de
agua (PEREIRA et al., 2008). O emprego de fezes de animais como adubo organico em
culturas vegetais pode causar infecgédo direta pela formacao de aerossdis ou contaminar aguas
superficiais e subterraneas. A ingestdo de agua contaminada mostra-se a principal via de
infeccdo humana (FAYER et al., 2000).

O parasito tem distribuicdo mundial e pode ser encontrado tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. No ambiente, os oocistos de Cryptosporidium spp.
podem sobreviver por até um ano a 4°C (TAMBURRINI et al., 1999); na 4gua, permanecem

viaveis por até 176 dias; em agua do mar, por 35 dias; em fezes, sobrevivem 130 dias. Com
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congelamento a -22°C, uma pequena proporc¢ao de oocistos ainda permanece viva e capaz de
resistir por 775 horas. A dessecacdo € o Unico fator que realmente afeta a sobrevivéncia deles.
Com 4 horas de dessecacdo, 100% dos oocistos morrem (EISENBERG et al., 2005). A

irradiacdo solar também representa um importante fator na inativacdo de oocistos de

Cryptosporidium spp. (KING et al., 2008).
O ciclo de vida de Cryptosporidium é completado em um Unico hospedeiro,

envolvendo ambas as fases assexual e sexual (Figura 1) (ROSSLE, LATIF, 2013). A

infeccdo comeca com a ingestdo do oocistos pelo hospedeiro.

Figural. Ciclo de vida de Cryptosporidium sp. consistido de fases assexual e sexual.
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(Adaptado de LATIF, ROSSLE, 2013)

Oocisto é a fase exdgena, contendo quatro esporozoitos revestidos por uma parede de
duas camadas. Essa fase é estavel, capaz de sobreviver as rotinas do tratamento de aguas

residuais, e é resistente a inativacdo por desinfetantes usados na agua de beber (GUERRANT

et al., 2002).
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Apos a ingestdo dos oocistos atraves de dgua ou comida contaminadas ou do contato
direto com pessoas ou animais infectados, esses oocistos sofrem excistacdo, liberando os
quatro esporozoitos no intestino delgado (ileo). Os esporozoitos se anexam a superficie
luminal das células epiteliais e diferenciam-se assexuadamente em trofozoitos que produziréo
dois tipos diferentes de merontes por merogonia. O meronte tipo | forma oito merozoitos, que
entram nas células epiteliais adjacentes e se desenvolvem em merontes tipo Il ou completam
outro ciclo do meronte tipo Il. Os merontes tipo Il produzem quatro merozoitos que se tornam
micro ou macrogamontes (RYAN et al., 2004).

Fertilizacdo entre gamontes resulta na formacdo de um zigoto que se desenvolve em
oocisto contendo quatro esporozoitos. Dois tipos de oocistos sdo produzidos, oocistos com
parede grossa que sdo excretados nas fezes, e oocistos com parede fina que recirculam no
trato intestinal causando autoinfeccdo (TZIPORI, WARD, 2002). Esse fendmeno pode
explicar o mecanismo de infec¢do persistente em pacientes com AIDS na auséncia de
exposicéo subsequente aos oocistos.

Cryptosporidium desfaz a barreira intestinal e aumenta a sua permeabilidade,
causando uma absorcdo prejudicada e um aumento da secrecdo de fluidos e eletrdlitos, e
nutrientes, o que leva a desnutri¢do e diarreia liquida. Além disso, a ligacdo de esporozoitos
moveis ao epitélio gastrico induz a formagdo de vaclolos parasitoforos e essa estrutura
peculiar fornece protecdo ao Cryptosporidium contra o severo ambiente do trato
gastrointestinal do hospedeiro (ROSSLE, LATIF, 2013).

1.2 Giardia lamblia

A infeccdo por Giardia lamblia é endémica em vérias partes do mundo. Mesmo em
paises industrializados, como os Estados Unidos, a giardiase é considerada como a
enteroparasitose mais frequente na infancia, ocorrendo principalmente nos primeiros anos de
vida (MACEDO et al., 2003). O cisto viavel é a forma infectante capaz de sobreviver em
ambiente externo adequado por longos periodos. Os trofozoitos, formas que causam a doenca,
apenas aderem ao epitelio do enterdcito, ndo apresentando capacidade invasora ou destrutiva
direta. O mecanismo pelo qual a Giardia lamblia causa diarreia e méa absorgéo intestinal

permanece controverso e é provavel que seja multifatorial (Figura 2) (ADAM, 2001).
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Figura 2. Ciclo de vida de Giardia lamblia.
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(Fonte: Division of Parasitic Diseases, 2003)

Giardia é um dos enteroparasitos mais frequentemente observados nos exames
parasitolégicos devido a facilidade com que os cistos sdo acidentalmente ingeridos com a
agua e alimentos contaminados com fezes. A infeccdo por Giardia é cosmopolita, ocorrendo
em areas desenvolvidas e em desenvolvimento. Os indices de prevaléncia variam de 2% nos
paises desenvolvidos até 30% nos paises em desenvolvimento. Essa infeccdo é a causa mais
frequente de surtos epidémicos de diarreia associados a agua para consumo (NETO;
AMATO; GRYSCHEK; TUON, 2008).
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Infeccdes por Giardia lamblia se iniciam pela ingestdo de cistos em &gua ou comida
contaminadas, ou através do contato oral direto com fezes contaminadas. A excistacdo desses
cistos no intestino delgado superior libera os trofozoitos, que se proliferam enquanto ligados
as células epiteliais do intestino. O parasita ndo € invasivo e nenhuma toxina ou fatores de
viruléncia foram claramente definidos. Giardia possui duas fases com diferencas bioquimicas
e estruturais em seu desenvolvimento: a movel, trofozoitos flagelados que sdo responsaveis
pela manifestacdo clinica da doenca; e as formas de cisto, a fase infectante do microrganismo,
na qual os trofozoitos sdo envolvidos por uma parede rigida e protetora que confere ao
parasita a capacidade de sobreviver fora do intestino do hospedeiro (ADAM, 2001).

Giardia apresentam dois mecanismos de adaptacdo para sobreviver dentro e fora do
intestino do hospedeiro, a variacdo antigénica e a encistacdo, respectivamente. A primeira
consiste na troca continua de antigenos especificos da superficie, sendo importante para a
invasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro (NASH, 2002). Encistacdo, por outro lado,
compreende a formagdo de uma resistente parede em volta do cisto que permite ao parasita
sobreviver em condi¢des ambientais hostis externas e garante a transmissao da infeccdo para
hospedeiros susceptiveis (NASH et al., 1997).

A infeccdo assintomatica é a forma mais comum, principalmente nas areas onde o
parasita € endémico. A giardiase aguda é autolimitada (a cura ocorre em duas a quatro
semanas) e caracteriza-se por diarreia em mais de 90% dos casos (apresentando-se como fezes
liquidas, com muco e sem sangue), acompanhada por perda de peso em 60 a 70% dos
individuos, nduseas, desconforto e distensdo abdominais e flatuléncia. Entretanto, pode haver
evolucédo para esteatorreia (FARTHING, 1996). Em 30 a 50% dos casos, a diarreia torna-se
persistente e cronica, com consequente parada ou retardo do crescimento devido a ma
absorcdo intestinal. Fatores imunoldgicos do hospedeiro podem ter importancia na
determinacdo do curso da infeccdo. Pacientes com imunodeficiéncias variadas geralmente
apresentam maior predisposicdo e manifestacdes clinicas prolongadas, com baixa resposta
terapéutica (MOTTA, SILVA, 2002).
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1.3 Entamoeba histolytica

A amebiase, causada pelo parasita intestinal Entamoeba histolytica, possui
distribuicdo cosmopolita, com maior prevaléncia nas regides tropicais e subtropicais, onde
ocorre com maior gravidade. Essa incidéncia parece ndo estar relacionada com os fatores
climéticos, mas sim com as precérias condi¢cGes de higiene e educacdo sanitaria, fruto do
subdesenvolvimento dessas regifes. A amebiase constitui problema de saude publica no
México, India, Bangladesh, leste e sul da Africa, Vietnam e América do Sul (ZLOBL, 2001).

Em muitas infeccbes de E. histolytica o parasita vive como comensal no intestino,
sendo o individuo infectado considerado portador assintomatico. Os pacientes sintomaticos
apresentam formas invasoras, que sdo responsaveis por alteracdes intestinais e extraintestinais
(QUE, REED, 1997), caracterizadas por uma grande diversidade de quadros clinicos. A
ingestdo de cistos viaveis de E. histolytica causa a infeccdo, mas o trofozoito é a forma que
promove a invasdo da mucosa intestinal e, assim, a doenca por esse parasita. Adultos e
criancas sdo igualmente susceptiveis a infeccdo, que atinge 10% a 12% da populacdo mundial,
mas apenas cerca de 10% dos infectados apresentam sintomatologia. A ocorréncia de infeccao
assintomatica por E. histolytica patogénica em areas endémicas explica-se pela elevada
prevaléncia de anticorpos séricos anti-ameba (MOTTA, SILVA, 2002).

E. histolytica apresenta em seu ciclo de vida quatro estagios evolutivos: trofozoitos,
pré-cistos, cistos e metacistos. Os cistos e trofozoitos sdo fases bem definidas do parasito e 0s

pré-cistos e metacistos, fases intermediarias (Figura 3).
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Figura 3. O ciclo de vida de Entamoeba histolytica
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A infeccdo geralmente comeca através da ingestdo de cistos junto com &gua ou
alimentos contaminados com fezes de humanos. Os cistos sobrevivem a acao do suco gastrico
e, chegando ao final do intestino delgado ou inicio do intestino grosso onde a tensdo de
oxigénio é baixa, através de uma pequena fenda na parede cistica, liberam o metacisto. Este
sofre sucessivas divisdes nucleares e citoplasmaticas, dando origem a quatro e depois oito
trofozoitos, chamados trofozoitos metacisticos. Estes, normalmente, residem no intestino
grosso, aderidos ao muco colénico e as células epiteliais. A E. histolytica geralmente persiste
por meses ou anos no intestino como comensais, no entanto, ocasionalmente o parasita
penetra na mucosa do intestino, induzindo a colite ou disseminando-se para outros Orgaos
(STANLEY, 2003).
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Para completar o ciclo normal, os trofozoitos se desprendem da mucosa e caem na luz
intestinal, diferenciando-se em pré-cistos. O encistamento ocorre no colon e o ciclo de vida se
completa quando o cisto infeccioso & eliminado juntamente com as fezes para 0 meio
ambiente. Os cistos, dependendo das condi¢cGes ambientais, permanecem infectantes de
semanas a meses (WALSH, 1988).

A manifestacdo clinica observada com maior frequéncia é a colite amebiana aguda,
Em geral, ocorre inicio gradual com dor abdominal e diarreia com fezes liquidas contendo
sangue e muco. Podem estar associados tenesmo, vomitos e flatuléncia. Os sintomas duram de
uma a duas semanas. Poucos doentes tem febre, contrastando com a disenteria bacteriana.
Ocasionalmente, pode haver diarreia profusa conduzindo a desidratagdo rapida. A aparéncia
caracteristica de Ulceras hemorréagicas puntiformes com mucosa ao redor relativamente
normal a endoscopia do reto ou sigmoide pode auxiliar no diagnostico. Uma complicacdo rara
é a evolugdo para colite fulminante, caracterizada por diarreia sanguinolenta intensa e febre,
com progressdo da ulceracdo superficial do intestino para necrose transmural (MOTTA,
SILVA, 2002).

1.4 Técnicas moleculares para diagnéstico de Cryptosporidium,Giardia lamblia, e
Entamoeba histolytica

A tecnologia Luminex-xMAP trata-se de uma nova técnica que combina
processamento Optico e de fluidos em processamento de sinal digital, sendo capaz de realizar
maltiplos ensaios em pequenas quantidades de amostras. Tal tecnologia permite nimeros
altos de testes bioldgicos a serem conduzidos e analisados rapidamente, sendo a primeira a
utilizar comercialmente microesferas diferentemente coradas, mas com o mesmo tamanho,
para obter perfis multi-analito para proteinas e acidos nucleicos.

Essa tecnologia foi originalmente desenvolvida utilizando os principios do sistema do
citbmetro de fluxo, como lasers, fluidica e Optica. Entretanto, diferentemente dos demais
citbmetros de fluxo baseados em ensaios com microesferas que usam uma combinacdo de
tamanhos e intensidades de cores diferentes para identificar uma Unica microesfera, a
tecnologia XMAP usa microesferas de um Unico tamanho com processo proprio de coloragédo
para criar 500 misturas unicas de corantes que sdo utilizadas para identificar uma Unica
microesfera (Figura 4) (LUMINEXCORP, 2014). A utilizacdo da tecnologia Luminex
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permite uma complexacdo multipla de até 500 bioensaios dentro de uma Unica amostra de
forma répida e precisa (LUMINEXCORP, 2014).

A tecnologia XMAP incorpora microesferas de poliestireno que sdo internamente
coradas com quantidades precisas de dois ou trés corantes fluorescentes com espectros
distintos. As caracteristicas espectrais Unicas dentro de conjuntos individuais das microesferas
permite que cada uma seja especificamente diferenciada de todas as outras em uma reagédo de
multiplex. Uma vez que as elas podem ser distinguidas por seus enderecos espectrais e cada
um desses enderecos é associado a um anticorpo ou sonda de &cido nucleico especifico, as
microesferas podem ser combinadas em uma Unica reacdo para medir maltiplos analitos
simultaneamente (SHERRY, 2010).

A configuracdo de um ensaio XMAP consiste em um conjunto de suspensdo onde
fragmentos especificos capturados sdo covalentemente acoplados a superficie das
microesferas internamente coradas. Apds finalizadas as incubacGes com o reagente de
deteccdo, as microesferas sdo separadas dentro do analisador Luminex e interceptadas com
dois lasers - um para classificacdo da identidade da microesfera (regido) e o outro para a
quantificacdo do fluoroforo ligado.

A utilizacdo dessa plataforma no diagnostico de enteroparasitoses permite a execucao
rapida e precisa dos testes, possuindo, ainda, uma reprodutibilidade muito maior do que as

demais técnicas até entdo disponiveis.

Figura 4. Microesferas de Luminex
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Determinar a prevaléncia de Cryptosporidium sp., Giardia lamblia e Entamoeba
histolytica, isolados de fezes de criancas com e sem diarreia aguda no semiérido nordestino,
além de investigar possiveis associacbes com aspectos socioecondémicos e clinicos da

infeccdo.

2.2 Objetivos Especificos

Implementar o diagndstico dos protozoarios Cryptosporidium sp, Giardia lamblia e
Entamoeba histolytica por ensaios de PCR-Luminex

Determinar a prevaléncia de Cryptosporodium sp., Giardia lamblia e Entamoeba histolytica
obtidos a partir de fezes de criancas com e sem quadro clinico de diarreia no semiarido
nordestino;

Avaliar a correlacédo entre a prevaléncia dos parasitas encontrados e fatores socioeconémicos;
Avaliar relacdes entre as condi¢bes higiénico-sanitarias das criancas com a presenca dos

agentes etioldgicos citados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Consideracdes éticas e desenho do estudo

Esse estudo fez parte de um projeto intitulado "Intervengdo com micronutrientes e
impacto a longo prazo no Brasil - Subprojeto 2A", aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara (COMEPE, parecer n° 283/05 - ANEXO 1).

Todos os responsaveis pelas criancas receberam orientacdo sobre o projeto antes da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - ANEXO 2)

Esta andlise compreendeu a participacdo das cidades de Crato (CE), Picos (PI) e
Ouricuri (PE), que sdo representantes do Semiarido Brasileiro. Este estudo foi do tipo
observacional, analitico, caso-controle e incluiu 600 criancas atendidas em unidades de saude
de cada municipio, sendo 297 criangas com diarreia (casos) e 303 criancas sem diarreia
(controles), a diarreia foi definida como sendo trés ou mais evacuacdes liquidas num periodo
de 24 horas.

Foram incluidas nesse estudo criancas de 2 a 36 meses de idade que tiveram o
consentimento dos pais ou de respectivos responsaveis no periodo de setembro de 2009 a
marco de 2010. Protocolos de campo e laboratorial para pesquisa foram desenvolvidos e
varias equipes foram treinadas para execucdo das atividades. Um questionario (ANEXO 3)
com informacBes demogréaficas, epidemioldgica, clinico, nutricional e laboratorial foi

aplicado e amostras de fezes foram coletadas de cada crianca para posterior analise molecular.

3.2 Transporte e armazenamento

Amostras de fezes foram coletadas de todas as criangas nas unidades de saude das
cidades onde foram armazenadas a -20°C. Posteriormente, as amostras foram acondicionadas
em caixas de gelo e transportadas para o Instituto de Biomedicina do Semi-Arido Brasileiro
(IBISAB). Todas as amostras foram fracionadas sem diluicdo e armazenadas a -20°C até

serem realizados os testes moleculares.
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3.3 Extracdo de DNA

O DNA de protozoario foi extraido a partir de amostras de fezes, utilizando o kit
QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA), de acordo com as instrucfes do
fabricante. Foi utilizada, inicialmente, uma incubagdo da amostra no tampdo de lise ASL a
95°C ao invés de 70°C, opcdo recomendada pelo fabricante com o objetivo de facilitar a acéo
do tampdo de lise em células dificeis de lisar, aumentando de trés a cinco vezes a
concentracdo final de DNA gendmico de enteropatdgenos.

O processo de purificacdo do DNA envolveu, ainda, a digestdo de proteinas, ligagcdo
do DNA a membrana de silica-gel proveniente do kit, lavagens com tampdes adequados para
remocao de impurezas e eluicdo do DNA. As proteinas foram diferidas e degradadas durante a
incubacdo com Proteinase K. Condic¢des tamponantes foram ajustadas para permitir a ligacéo
6tima do DNA a membrana QIAamp, e as amostras foram colocadas na coluna. O DNA foi
absorvido a membrana durante centrifugacdo. As condi¢des do lisado, como concentracdo de
sais e pH, dificultam a ligacdo de proteinas digeridas e outras impurezas a membrana. Com o
intuito de remover qualquer impureza residual, o DNA absorvido foi, entdo, lavado em dois
passos de centrifugacdo. No primeiro deles, o tampdo AWL1 foi adicionado a membrana e
submetidos a centrifugacdo durante 1 minuto. A membrana ligada ao DNA foi transferida
para um novo tubo coletor e o filtrado foi descartado. No passo seguinte, o tampao AW?2 foi
adicionado a membrana e submetidos a centrifugacdo durante 3 minutos. Para que nenhum
excesso de tampdo permanecesse na amostra antes da eluicdo final, o filtrado foi descartado e
o filtro foi colocado de volta ao mesmo tubo coletor e submetido a uma nova centrifugacao de
1 minuto. A membrana contendo o DNA concentrado e purificado foi transferida para um
novo tudo de 1,5mL. Adicionou-se, entdo, o tampédo de eluicdo AL e incubou-se por 1 minuto
a temperatura ambiente. A concentracao de sal do tampéo permite a eluicdo do DNA ligado a
membrana, livre de proteinas, nucleases, inibidores e outras impurezas. A centrifugacéo
durante 1 minuto completou o processo. O produto obtido foi armazenado a -20°C para

posterior analise (Figura 5).
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Figura 5. Fluxograma da técnica de extracdo de DNA fecal utilizando o QlAamp DNA
Stool Mini Kit.
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Apos a realizacdo da extracdo de DNA das amostras selecionadas, procedeu-se a
quantificacdo de DNA no espectrofotdbmetro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific). O teste
indica a qualidade e a quantidade do material ao final do processo. O DNA extraido foi
avaliado nos comprimentos de onda de 260, 280 e 320nm. A leitura em 260nm nos fornece a

quantidade de DNA da amostra como resultado da multiplicagdo do valor observado pelo
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fator de diluicdo e pela constante 50 para leitura final na concentracdo de mg/mL. A razéo
260/280nm fornece uma estimativa da qualidade e pureza da amostra extraida, demonstrando
se ela apresenta ou ndo contaminacdo de acido ribonucléico (ribonucleic acid — RNA),
proteina ou reagentes, como o acido etilenodiamino-tetra-acético (ethylenediaminetetraacetic
acid — EDTA), por exemplo. A leitura em 320nm reduz a influéncia da leitura da absorbéncia
do background. A leitura de DNA deve ter razdo 260/280>1,8 para demonstrar falta de
contaminantes (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Este procedimento é essencial para permitir
andlise do grau de pureza e da quantidade do DNA extraido. Como a extracdo foi realizada a
partir de amostras fecais, e estas possuem substancias que podem ser inibidores da PCR, a
determinacdo correta do grau de pureza das amostras € essencial pois do contrario pode
interferir na realizacdo e nos resultados obtidos na PCR. O DNA extraido foi armazenado a -
20°C até a sua utilizacao.

3.4 Diagndstico molecular por tecnologia XMAP

Foi utilizada a técnica de Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) do tipo Multiplex
para a deteccdo dos genes de diagndstico, com os regentes do Qiagen multiplex PCR kit
(Valencia, CA). A técnica de Multiplex-PCR é uma das variantes do PCR que usa multiplos
pares de iniciadores de DNA para a deteccdo de varios genes em uma Unica reacgao, ocorrendo
assim, a amplificacdo simultanea de sequéncias de DNA de tamanhos diferentes. Cada reacao
incluia 12,5 pL da enzima Multiplex PCR Mastermix, 1,0 pL do mix de pares de iniciadores
especificos para os genes de cada agente mencionado (Tabela 1), 5,5 uL de agua mili-Q
autoclavada, 2,0 uL de solugdo Q e 4,0 uL de DNA da amostra. Primer mix ¢ constituido 0,4
uM primers de E. histolytica, 0,6 uM primers de Giardia lamblia, 1,0 uM iniciadores de
Cryptosporidium spp. No protocolo do multiplex-PCR foi incluido um passo inicial de
desnaturagdo (95 °C) por 15 minutos, seguido por 40 ciclos com as seguintes etapas:
desnaturacdo (95 °C) por 30 segundos, anelamento (55°C) por 30 segundos e extensdo (72
°C) por 30 segundos, e por fim uma extensdo (72 °C) por 10 minutos e manutengéo a 4° C.
Este protocolo foi desenvolvido pelo grupo dos pesquisadores americanos Eric Houpt e Mami
Taniuchi, da Universidade da Virginia, Estados Unidos. Entdo, utilizou-se a tecnologia XMAP
(Perfil de Multiplos Analitos) para analisar os produtos do multiplex, através do uso do

equipamento BioPlex 200 (Bio-Rad, Estados Unidos).
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Tabela 1 - Genes de diagndstico relacionados com os protozoarios, iniciadores utilizados
e tamanhos dos produtos obtidos.

AGENTE GENES | NOME DOS SEQUENCIA DE PRIMERS (5—3)
ALVOS | INICIADORES
G. lamblia 188 G62F GACGGCTCAGGACAACGGTT
RRNA G62R* TTGCCAGCGGTGTCCG
G62P CCCGCGGCGGTCCCTGCTAG
E histolvtica 188 EHI34F AACAGTAATAGTTTCTTTGGTTAGTAAA
, RRNA EHI34R* | CTTAGAATGTCATTTCTCAATTCAT
EH134P ATTAGTACAAAATGGCCAATTCATTCA
CRYPTOSPORIDIUM | COWP CISIF CAAATTGATACCGTTIGTCCTICTG
SPP- C151R* GGCATGTCGATTCTAATTCAGCT
C151P TGCCATACATTGTTGTCCTGACAAATTG

*Primers biotinilados para os ensaios de PCR Multiplex-Luminex . Fonte: Taniuchi, M. et al., 2011

Esta tecnologia emprega a técnica de PCR associada a hibridizacdo de seus produtos
com o uso de microesferas de poliestireno que apresentam a possibilidade de deteccdo
simultdnea de até 100 produtos de DNA. Para tanto, cada microesfera teria uma dupla de
fluorescéncias de intensidades Unicas que seria acoplada por carboxilacdo a uma sonda
nucleotidica especifica. Esta sonda nucleotidica seria hibridizada especificamente a um
produto de PCR amplificado em reacéo prévia. Além da sonda, um dos iniciadores da reacao
de PCR seria biotinilado para futura marcacdo de intensidade por estreptavidina (TANIUCHI
et al., 2012; LIU et al.,2011a, 2011b). Apds a hibridizacdo das microesferas com os produtos
de PCR, o material obtido foi levado ao leitor do BioPlex 200 que detectou o DNA dos
agentes infecciosos. Para a realizacdo dos testes foram adicionados a cada reacdo dois

controles negativos e um controle positivo para garantir a eficiéncia dos testes.

3.5 Leitura do Luminex

Dados do Luminex foram registrados como média de intensidade da fluorescéncia
(MIF). E calculado o valor corrigido MIF (cMIF) a partir da normalizacdo da retirada da
fluorescéncia do background (controle negativo). Desta forma, tem-se cMIF = [MIF (amostra)
- MIF (background)] / MIF (background). Logo amostras com cMIF acima de 3 s&o
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consideradas amostras positivas e amostras abaixo deste valor sdo consideradas negativas
(TANIUCHI et al., 2011).

3.6 Analises Estatistica

O teste de Fisher foi empregado para comparar a propor¢do de ocorréncia de uma
variavel entre os grupos atraves dos programas Epi Info 7.0 (Center for Disease and Control,
Estados Unidos) e MedCalc (MedCalc Software, Estados Unidos). Foi utilizado o intervalo de

confianca de 95% e o teste foi considerado estatisticamente significante com p < 0.05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da populacdo estudada

Baseando-se em trabalhos ja publicados na literatura cientifica, percebe-se a escassez
de informacGes concretas sobre a prevaléncia de parasitoses intestinais (CARVALHO et al,
2002) em diferentes regides do Brasil, sobretudo na regido do Semiéarido Brasileiro, regido a
qual foi destinada este estudo.

Os poucos trabalhos publicados geralmente se restringem a amostras de bases
populacionais mal definidas, como escolares que estdo entre uma ampla faixa etaria, usuarios
de servicos de salde, alunos de escolas publicas (CASTRO et al, 2005) e comunidades
urbanas carentes.

Durante o periodo de setembro de 2009 a mar¢o de 2010, 600 criancas na faixa etaria
entre dois e 36 meses foram incluidas no estudo, sendo 200 provenientes de area urbana de
cada cidade estudada (Crato-CE, Picos-Pl e Ouricuri-PE). Considerando as 600 fichas
epidemioldgicas preenchidas, 65,8% das criancas estudadas estavam na faixa etaria entre 12 e
36 meses. Em relacdo ao sexo das criancas estudadas, 50,4% foram do sexo masculino e

49,6% do sexo feminino (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuigdo da populacédo de estudo de acordo com o sexo e a idade.

Parametros = o
Sexo
Masculino 302 50.4
Feminino 297 495
Nio informado 1 0.1
Idade (meses)
2-6 90 15
6-12 115 192
12-24 215 35.8
24-36 180 30
Total 600 100.0

Quando questionados sobre a ocorréncia de trés ou mais fezes liquidas nas Gltimas 24

horas, 297 (49,5%) do pais ou responsaveis responderam "sim" (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo da populacdo de acordo com a ocorréncia de trés ou mais fezes

nas Ultimas 24 horas.

Ocorréncia de 3 ou mais fezes 0 o
liquidas em 24 horas N (%)
Sim 297 49,5
Né&o 303 50,5
Total 600 100,0

Considerando esse critério para a definicdo dos grupos a serem analisados, as criancas
incluidas nesse estudo foram divididas em casos (297) e controles (303).
Na caracterizagdo da populacdo estudada, foram observados fatores socioecondémicos.

O fator que apresentou diferencas significativas foi a renda familiar, uma vez que esta reflete
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um indice de condi¢do socioecondmica bastante sensivel para detectar os efeitos da
distribuic@o de parasitoses intestinais, apesar de ndo estar obrigatoriamente relacionada a falta
de orientacdo sanitaria. Dentre as 156 criancas que apresentaram a presenca de pelo menos
um parasita, 94,2% eram provenientes de familias com renda de até dois salarios minimos
(Figura 6). Para o célculo da significancia desse fator, foi criada a Tabela 4 em que esses
dados foram reagrupados entre criancas com renda mensal até dois salarios minimos e
criancas com renda mensal acima de dois salarios minimos. Foi realizado, entdo, o Teste de
Fisher (p = 0,008), em que pode-se comprovar a associacdo da presenca de parasita com a
renda familiar. No estudo de Heller (2004), ficou demonstrado que a renda familiar consiste
em fator de protecdo para as enteroparasitoses intestinais, em concordancia com o autor, neste
estudo observou-se o decrescente nimero de enteroparasitoses intestinais a medida que a

renda familiar aumenta.

Figura 6 - Distribuicao da populagdo baseada na renda familiar em salarios minimos.
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A populacédo foi distribuida de acordo com sua renda familiar. As colunas em roxo escuro representam 0s
percentuais da populacdo que ndo apresentou protozoarios, dentro daquele respectivo intervalo de renda familiar.
As colunas em cor clara representam os percentuais da populagdo que apresentou pelo menos um protozoario,

dentro do respectivo intervalo de salarios minimos.
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Tabela 4 — Distribuicdo da populacdo segundo a renda familiar e a presenca de

parasitas.
Renda familiar (em salarios Presenca de parasitas Total (%)
minimos) Nio (%) Sim (%)
Até2 384 (86.5) 147 (94.2) 531(88.3)
Acima de 2 60 (13.5) 9(5.8) 69 (11.5)
Total 444 (74.0) 156 (26.0) 600 (100.0)

Para verificar a significancia, foi realizado o Teste de Fisher, p = 0,008).

4.2 Caracterizacao da sub-populagdo caso-controle

Entre as 297 criangas do grupo caso estudadas, 150 (50,5%) eram do sexo feminino.

Os valores observados entre o grupo controle foram semelhantes aos ja citados, com 51,2%

sendo do sexo masculino (Tabela 5).

Em relacdo a idade das criancas analisadas, todos os grupos etérios entre dois e 36

meses foram incluidos. A maior proporcao de criancas foi observada na faixa etaria entre 12 e

36 meses. Entre os casos, 64,7% das criancas tinham idade superior a 12 meses. No grupo

controle esse percentual foi de 67% (Tabela 5).

N&o ocorreu diferenca significativa (p>0,05) na deteccdo de protozodrios intestinais

entre 0s sexos masculino (73%) e feminino (83%).
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Tabela 5 - Caracterizacao da sub-populacéo caso-controle segundo o sexo e a idade.

Casos Controles
Parametros

N°. % N°. %
Sexo
Masculino 147 495 155 51.2
Feminino 150 50.5 147 48.5
Niaoinformado 0 0.0 1 03
Idade (meses)
2-6 46 155 - 145
6-12 59 19.8 56 18.5
12-24 108 36.4 107 353
24-36 84 283 96 31,7
Total 297 100.0 303 100.0

4.3 Caracterizacao das condicdes higiénico-sanitarias das criancas estudadas

Foram analisados, também, fatores de saneamento basico e as condi¢bes de higiene
nas residéncias das criancas estudadas. Entre as 444 criancas nas quais ndo foram detectados
0s parasitas estudados, 419 (94,4%) possuiam &gua encanada (Tabela 6).

Para o quesito "o que faz antes de utilizar a 4gua para beber", 287 (64,6%) das
criangas sem parasitas eram provenientes de familias que usavam filtro. Entre as 156 criangas
diagnosticadas positivamente, um valor significativo de 51 (32,6%) respondeu que nao
realizavam nenhuma acgéo para tratar a 4gua antes de beber, como pode ser visto na Figura 7.
Para avaliar a significancia desse resultado, a Tabela 7 foi criada e os dados foram
reorganizados entre tratamento da agua antes de beber e a auséncia de tratamento. A partir
dessa nova tabela foi possivel realizar o Teste de Fisher (p = 0,027), comprovando a
significancia da associacdo entre tratar a dgua antes de utiliza-la para beber e a presenca de
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parasita. Esse resultado pode estar relacionado com o tratamento convencional realizado pela
rede de abastecimento de &gua do local que ndo inviabiliza os cistos de protozoarios
(HELLER et al., 2004).

Tabela 6 - Distribui¢do da populagdo quanto a presenca de parasitas e a origem da 4gua
de beber.

: " Presenca de parasitas .
Origem da iagua de beber Nao (%) Sim (%) Total (%)
1- Agua encanada 419 (94.4) 152 (97.5) 571 (93.2)
2 - Poco profundo 7(1.6) 2(1.3) 9(1.5)
3- Cacimba 1(0.2) 0 (0.0) 1(0.2)
4 - Carroca 4(1.0) 0 (0.0) 4 (0.6)
6 - Cisterna 3 (0.6) 0 (0.0) 3 (0.5)

8 - Agua mineral 8 (1.8) 1(0.6) 9 (1.5
9 - Nio sabe 1(0.2) 0 (0.0) 1(0.2)
10 - Outra fonte 1(0.2) 1 (0.6) 2(0.3)

Total 444 (74.0) 156 (26.0) 600 (100)
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Figura 7 - Distribuicdo da populacdo em relagdo ao tipo de tratamento da 4gua antes de

utiliza-la para beber.
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As colunas na cor roxo escuro representam o percentual da populagdo estudada que ndo apresentaram

protozodrios. As colunas na cor clara representam o percentual das criangas que apresentaram pelo menos um

protozoario.

Tabela 7 - Distribuicdo da populacdo quanto a realizacdo de tratamento da dgua antes

de utiliza-la para beber e a presenca de parasita.

O que faz antes de utilizar a Presenca de parasitas Total (%)
agua para beber Nio (%) Sim (%)
Tratamento 338(76.1) 105 (67.3) 443 (73.8)
Sem tratamento 106 (23.9) 51(32.7) 157 (26.2)
Total 444 (74.0) 156 (26.0) 600 (100,0)

Dentre as 156 criancas que apresentaram pelo menos um parasita, 51 (32,7%) ndo tratavam a agua antes de

utiliza-la para beber. Foi realizado o Teste de Fisher para avaliar a significancia e foi encontrado um valor de p =

0,027.

Quanto ao quesito tipo de esgoto presente, ndo houve uma diferenca significativa no
percentual total de respostas para fossa (47,5%) e rede/esgoto publico (47,3%) em suas
residéncias, como pode ser visto na Figura 8. Esse percentual assemelhou-se a outros
descritos na literatura (VASCONCELOQS, 2011). Contudo, quando analisada a diferenca da
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presenca de parasita para esses dois tipos de esgoto (Tabela 8), foi possivel obter valores
significativos (Teste de Fisher, p = 0,000012). Esse resultado apenas confirma os riscos do
uso de fossas como sistema de esgoto, uma vez que estas ndo apresentam um tratamento
completo como em uma estacdo de tratamento de esgotos, constituindo um tratamento
primério de esgoto doméstico (AISSE, 2000). A presenca de fossa indica um ambiente
domiciliar desfavordvel do ponto de vista do tratamento dos dejetos pelo aumento da
probabilidade de contaminacdo dessas criancas, uma vez que a via fecal-oral é o principal

meio de infeccdo dos parasitas aqui estudados (JOMBO et al., 2007).

Figura 8 - Distribuicdo da populacdo de acordo com o tipo de esgoto presente na

residéncia.
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Tabela 8 - Distribuicao da populagéo que possui fossa ou rede/esgoto publico em relacao
a presenca de parasita.

Presenca de parasitas
Tipo de esgoto presente Total (%)
Nio (%) Sim (%)
Fossa 191(44.7) 94 (66.2) 285(50.1)
Rede/esgoto piiblico 236 (53.3) 48 (33.8) 284 (49.9)

Total 427(75.1)  142(249)  569(100.0)

Para verificar a significancia da associagdo entre o tipo de esgoto presente na residéncia e a presenga de pelo
menos um parasita nas criancgas estudadas, foi realizado o Teste de Fisher, p = 0,000012.

4.4 Prevaléncia de enteroparasitas na populacao

Como descrito nos itens 3.4 e 3.5 da Metodologia, o diagnostico molecular de E.
histolytica, Cryptosporidium sp, e G. lamblia foi baseado nos resultados do Multiplex-PCR
analisados pela tecnologia XMAP através do uso do equipamento BioPlex 200, onde
considerou-se diagndstico positivo pela presenca de pelo menos um dos genes alvos. Desse
modo, obteve-se 444 amostras negativas para a presenca de pelo menos um dos trés
enteroparasitas estudados, e 156 amostras positivas. Segundo os resultados obtidos, a taxa de
infeccdo na populacdo estudada foi de 26%. Comparando essa taxa com a de infecgéo de
enteroparasitas encontrados em outras cidades do Brasil (MARQUES et al, 2005), incluindo
algumas do Nordeste Brasileiro, admite-se que os resultados das cidades de Crato (CE),
Ouricuri (PE) e Picos (PI) encontra-se dentro dos indices dos resultados de enteroparasitas do
Brasil. Entre as 156 amostras com resultado positivo, 10 (6,4%) apresentaram a presenca de
Entamoeba histolytica, 24 (15,4%) foram positivas para Cryptosporidium sp, e 133 (85,3%)
para Giardia lamblia; havendo casos onde criangas apresentavam o diagndstico positivo para
mais de um parasita (Tabela 9).

Para E. histolytica, foram obtidos resultados para 292 casos e 298 controles
analisados. No grupo de casos, 4 (1,4%) foram positivos. Entre os controles, o percentual de

positividade para esse enteroparasita foi de 5 (1,7%).
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Em relacéo a presenca de Cryptosporidium sp, um total de 290 casos e 297 controles
apresentaram resultados. A positividade entre os casos foi de 8 (2,7%), enquanto entre os
controles foi de 16 (5,4%).

Para o enteroparasita G. lamblia, foram obtidos resultados para 290 casos e 297
controles. Desses 290 casos, 80 (27,6%) apresentarem positividade. Entre os 297 controles,
53 (17,8%) foram positivos. A prevaléncia total encontrada para G. lamblia entre as 156
criancas com resultado positivo para a presenca de pelo menos um dos parasitas estudados foi
de 133 (85,3%). Esse valor engloba tanto as infec¢fes monoparasitarias por G. lamblia quanto
as poliparasitarias que envolveram a associa¢do desse protozoario com Cryptosporidium sp.
e/ou E. histolytica. Esse valor (85,3%) esta de acordo com as taxas de prevaléncia relatadas
para a regido Nordeste (de 53,0 % a 89,9%), representando as mais elevadas quando
comparadas as demais regides do Brasil (MACEDO et al., 2003).

Observando a Figura 9, verifica-se a predominancia do enteroparasita G. lamblia
sobre os demais. A elevada prevaléncia desse protozoario pode ser explicada pela falta de
individuos sintomaticos, porque liberam ativamente os cistos nas fezes, uma vez que ndo sédo
tratados (SOGAYAR; GUIMARAES, 2005), a resisténcia e a elevada infectividade dos
cistos, visto que sdo liberados em grande nimero nas fezes.

Dentre as 156 criangas infectadas com pelo menos um dos parasitas pesquisados, 146
(93,5%) apresentaram infeccdo simples e 10 (6,5%) associadas. Na Figura 9, podem ser
observadas as prevaléncias das infecgdes simples e das associacdes, por espécie. O hospedeiro
humano pode albergar diferentes espécies de enteroparasitas e o fato de o ambiente externo
apresentar graus elevados de contaminagdo aumenta a probabilidade de infeccgcbes com
poliparasitismo (MASCARINI, YOSHIDA, 1999). No estudo realizado, verificou-se o
predominio de infec¢bes monoparasitarias.

Nas ultimas décadas, tém-se registrado profundas mudancas na forca de trabalho da
populacdo em diversas cidades, em funcdo da maior urbanizacdo. Isso se reflete no fato de
que 95,2% das criancas possuem agua encanada, o que contribui para a frequéncia de
enteroparasitoses observadas, nestas criangas estudadas, ter ficado abaixo da observada em
outros trabalhos, como a frequéncia de 19,7% para E. histolytica encontrada por COURA et al
(1994).
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Tabela 9 - Prevaléncias das infec¢des simples e das associacfes de protozoarios
intestinais na populagéo positiva (n=156); e amostras negativas para todos os parasitas
(n=444).

Presenca de parasitas N° (%)

Positivo para apenas um parasita

Entamoeba histolytica 6 1
Cryptosporidium spp 17 2,8
Giardia lamblia 123 20,5
Positivo para associacdes

E. histolytica + Cryptosporidium spp 0 0,0
G. lamblia + E. histolytica 3 0,5
G. lamblia + Cryptosporidium spp 6 1
G. lamblia + E. histolytica +

Cryptosporidium spp 1 0.2
Total 156 26,0
Negativo 444 74,0
Total 600 100,0

Figura 9 - Prevaléncias das infec¢bes simples e associacfes, por espécie de protozoarios

intestinais, na populacao.
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5 Concluséao

Diante os resultados observados, conclui-se que a tecnologia XMAP pode ser utilizada
no diagnodstico de protozoarios presentes em amostras de fezes, em decorréncia da sua
especificidade e sensibilidade.

Dentre os parasitas estudados, Giardia lamblia apresentou a maior frequéncia, tanto
em infecgBes monoparasitarias quanto em infec¢bes com poliparasitismo.

Através dos valores obtidos, também pode-se concluir que, de modo geral, a
prevaléncia de protozoarios nas criancas analisadas foi baixa se comparada a estudos
anteriores, representando uma queda no ndmero de infeccBes por esses protozoarios. 1sso
pode estar relacionado a fatores como o consumo de agua tratada pela maior parte da
populacdo estudada e a presenca de rede de esgoto. Desse modo, observa-se a existéncia de
uma relacdo direta entre a frequéncia de enteroparasitoses nas criancas e ao fator
socioeconémico renda familiar, e a fatores higiénico-sanitarios como: a origem da agua de
beber, tratamento realizado antes de utilizar a &gua para beber e o tipo de saneamento presente
nas residéncias.

Estudos a respeito de possiveis mecanismos genéticos relacionados a infeccdo por
esses parasitas poderdo fornecer informacgdes para possiveis intervencfes terapéuticas ou

preventivas.
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FORMULARIO

ETIOLOGIA DE DIARREIA DO SEMI-ARIDO

Caso ndo exista resposta para alguma pergunta, escreva ND como resposta.

# Questao Cdédigo Resposta
01 Data da Aplicacdo do (dd/mmm/aa)
Questionario
Informagdes sobre a crianga:
02 Data de nascimento (dd/mmm/aa)
1=masculino;
03 Sexo 2=feminino
l=amamentacgao
04 Alimentacao da criangca exclusiva:
2=amamentacao nao-
exclusiva;
3=ndo amamenta mais;
4=nunca foi
amamentada;
9=nd&o sabe
05 Se a resposta anterior for meses
3 (n&o amamenta mais),
por quanto tempo a
crianca foi amamentada?
Antropometria:
06 Peso kg
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07 Altura cm
08 Circunferéncia da cabeca cm
Informacgdes sobre o responsavel:
09 Grau de parentesco com a 1=mée; 2=pai;
Crianga 3=avd (6), 4:ViZinha(0);
5=tia (0), 6=outro
Caso a resposta a questédo
10 . :
anterior seja 6 (outro
parentesco), favor
especificar.
Idade da méae da crianca anos
11
1= n&o estudou;
12 Grau de escolaridade da 2=primario incompleto:
mae 3=primario completo;
4=secundario
incompleto;
5=secundario completo,
6=superior incompleto;
7=superior completo;
9=nd&o sabe
13 Idade da primeira anos
gestacao
Condicdes socio-econdmicas e higiénico-sanitarias da familia da crianca:
1=taipa; 2=alvenaria;
14 Qual o tipo de casa em 3=mista; 4=outra:
gue a crianga vive? 9=n3o sabe
15 Caso a resposta a questao

anterior seja 4 (outro tipo de
habitacéo), favor

especificar.
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16 Numero total de
comodos/compartimentos
da casa
17 | Numero total de habitantes
da casa (criangas e
adultos)
18 Numero de habitantes da
casa menores de 5 anos
19 Renda familiar (em 1=<%; 2=%asl;
salarios minimos) 3=las2; 4=2as3;
5=3asb; 6=>5;
9=n&o sabe
1= 4gua encanada;
20 | A agua de beber da casa é 2=pogo profundo:
proveniente de 3=cacimba:
4=carroga;
5=rio/agude;
6=cisterna;
7=carro pipa;
8=agua mineral;
9=nd&o sabe;
10=outra fonte
21 Caso a resposta a questéo
anterior seja 10 (outra fonte
de agua), favor especificar.
22 O que faz antes de utilizar | 1=ferve; 2=usa filtro;
a dgua para beber? 3=usa solugéo de cloro;
4=nenhuma acao;
5=outra; 9=ndo sabe
23 Caso a resposta a questéo

anterior seja 5 (outra acao),

favor especificar.
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24 Tipo de esgotamento 1=fossa;
sanitario da casa 2=rede/esgoto publico
(sanear);
3=sem sistema de
esgoto
25 Ha sanitario dentro da 1=sim; 2=ndo
casa?
26 Existe agua corrente e 1=sim; 2=ndo
sabdo para lavar as maos
perto do sanitario?
27 Com qual frequéncia agua 1=sempre;
corrente e sabdo sao 2=frequentemente;
utilizados para lavar as 3=poucas vezes;
~ 4= raramente;
maos?
5=nunca,
9=n&o sabe
28 Criangas menores de 5 1=sempre;
anos defecam no ch&o da 2=frequentemente;
casa/quintal? 3=poucas vezes;
4=ndo ou raramente,
9=n&o sabe
29 Animais costumam ficar 1=sim; 2=ndo;
dentro de casa ou ao redor 9=né&o sabe
(no quintal)?
30 Caso a resposta a questao
anterior seja 1 (sim), favor
especificar qual(is)
animal(is).
Condig¢des clinicas da crianca
31 Sua crianca apresentou 3 1=sim; 2=ndo

ou mais fezes liquidas nas
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ultimas 24 horas? (CASO A
RESPOSTA SEJA NAO, VA
PARA A QUESTAO 38)

32 | Caso aresposta a questao
anterior seja 1 (sim), favor
especificar a quantos dias
a crianca vem
apresentando diarréia.
33 Quantas evacuacdes em
24 horas? (Maior nimero
recordado)
34 Sinais/sintomas observados pelo guardido ou reportados pela crianca:
341 Dor abdominal 1=sim;
34.2 Vémito 2=ndo;
9=n&o sabe
34.3 Muco nas fezes
34.4 Sangue nas fezes
345 Fraqueza
34.6 Inquietacéo
34.7 Tosse ou sintomas
respiratérios
34.8 Desidratagéo 1=moderada;
(Entrevistador, favor se 2=grave;
reportar a tabela 1, em 7=grau néo identificado;
anexo, para classificacdo de | 8=ndo esta desidratada;
desidratacio ao final do 9=n&o sabe

guestionario)

34.9

Febre 1=sim;




57

2=nao;

9=nao sabe

34.9.1 | Caso tenha realizado medida Medida em °C (ou ND) )
com termémetro, informe a
maior medida recordada.
34.10 | Outros sintomas ou doencas 1=sim;
concomitantes 2=ndo;
9=né&o sabe
35 Caso a resposta a questao
34.10 seja 1 (sim), favor
especificar.
36 A crianca recebeu algum 1=sim;
tratamento durante a 2=n&o;
diarréia? 9=ndo sabe
37 Caso a resposta a questéo
36 seja 1 (sim), favor
especificar.
38 Sua crianga apresentou 1=sim;
diarréia nos ultimos 14 2=nao;
dias? 9=nao sabe

Situacdo vacinal da crianca

39. A criangarecebeu as seguintes vacinas? 1=sim; 2=ndo; 9=ndo sabe
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39.1

BCG
(ao nascer, contra formas

graves de tuberculose)

ao nascer

39.2

SRC
(sarampo, rubéola, caxumba,

12 meses)

12 meses

39.3

Hepatite B
(ao nascer, reforcosem 1 e 6

meses)

1 més 6 meses

39.4

VORH

(vacina oral contra rotavirus

humano; 2 e 4 meses)

2 meses 4 meses

39.5

Hib
(meningite e outras infecgbes
causadas pelo Haemophilus
influenzae tipo B; 2, 4 e 6

meses)

4 meses
2 meses 6 meses

39.6

DPT: “Triplice”

(difteria, tétano, coqueluche:
2,4, 6 e 15 meses)

2 meses 4 meses 6 meses 15 meses

39.7

VOP: “Gotinha”
(vacina oral contra pdlio; 2, 4,

6 e 15 meses)

2 meses 4 meses 6 meses 15 meses

Questdes para o entrevistador

40

Foi coletada amostra de

fezes?

1=sim; 2=nao

41

Foi coletada amostra de

saliva?

1=sim; 2=nao

42

A crianga foi classificada

COmo caso ou controle?

1=caso; 2=controle




Entrevistador:

Assinatura:
ANEXO
Tabela 1: Classificacdo dos graus de desidratagédo
PERGUNTAS RESPOSTAS*
A B C

Diarréias Até 4 dejecdes De 4 a 10 dejecbes + de 10 dejecdes
liquidas/dia L] liquidas/dia [] liguidas/dia []
Vémitos Ausente  [] Pouca quantidade[ ] Muito frequente[]
Sede Normal ] Aumentada [] N&o pode beber[]
Urina Normal ] Pouca, escura [] Nenhuma em 6h]
Olhos Normais  [] Fundos ] Muito fundos [
Boca e Lingua Molhadas ] Secas ] Ressecadas ]

Pele Pressionada, volta ao Pressionada, volta Pressionada, volta
normal [] lentamente [ ] muito lentamente_]

Desidratacédo

Caso apresente estes Caso apresente dois ou  Caso apresente dois ou

sintomas: mais destes sintomas mais destes sintomas

NAO SIM, MODERADA SIM, GRAVE

*As respostas A, B e C correspondem a intensidades crescentes dos sinais e sintomas de

desidratacao.






