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RESUMO

Giardia lamblia é um enteroparasita de prevaléncia
significativa no mundo inteiro. Estudou-se a
reprodutibilidade diagnéstica labor atorial por meio dos
métodos Coprotest®, Direto modificado, Faust e
Hematoxilina Férrica, para o protozoario G. lamblia,
segundo a associagdo com algumas caracteristicas da
populacéo de estudo tais como grupo etéario, género e
distribuicao dos casos segundo a variagdo sazonal nos
meses em que se desenvolveu a pesquisa. Fezes de 200
criancas daregido de Araraquara-SP, foram examinadas
pelos quatro métodos, e os resultados comparados.
Verificou-se que 8% delas, encontravam-se par asitadas
por G lamblia. N&o houve associacdo com 0 género;
quanto aidade ocorreram mais casosno grupo detrésa
cinco anos e a maior fregléncia de casos foi no més de
janeiro. Em relacdo ao diagndstico laboratorial concluiu-
se que os resultados mais confiaveis podem ser obtidos
guando se utiliza duas metodol ogias associadas de 6tima
reprodutibilidade que neste estudo foram Coprotest -
Faust; Direto-Faust e Coprotest-Direto (k > 0,81).

Palavras-chave: Giardia lamblia; métodos diagndsticos;
Coprotest®; Direto modificado; Faust; Hematoxilina Férrica.

INTRODUCAO

Giardia lamblia € um protozoério que se apresenta
sob a forma cistica e trofozoitica. Acomete o intestino
humano e é considerado um parasita cosmopolita.

Segundo levantamento de dados sobre a prevaléncia
da G lamblia, no Estado de S&o Paulo, existem alguns
estudos como o realizado na cidade de Assis, SP no periodo
de 1990 a 1992, sobre enteroparasitoses, que mostrou uma
prevaléncia de 23,3% sendo o parasita mais fregiiente a
G. lamblia com 8,7% de criangas com resultados positivos
(Ludwig et al., 1999). Em Araraquara, SP, estudo realizado
sobre enteroparasitoses em 876 escolares de seisa 21 anos,
apresentou como parasita mais prevalente a G. lamblia com
11,1% de positividade (Capuano et al., 2003). O outro estudo
realizado na regi@o de Araraquara sobre a prevaléncia de
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enteroparasitas detectou 7,0% de positividade de G. lamblia
(Miné et al., 2003). Pesquisa realizada com criangas de
Campinas-SP, atendidas em creches mostrou uma prevaléncia
de 13,5% de G. lamblia entre os enteroparasitas detectados
(Franco et. al., 2001). Em Presidente Prudente, SP, a
prevalénciafoi de 9,2% para G. lamblia em 1000 amostras de
fezes de criangas de zero a 12 anos (Tashima & SimBes 2004).

Castanho et a. (1983), realizaram vérios exames
em um grupo de pacientes sabidamente parasitados por
G. lamblia utilizando o método de Ritchie, repetindo os
exames trés dias seguidos, no sétimo e no décimo quarto
dia. Chegaram a conclusdo de que na giardiase, a realizagéo
de trés exames com interval o de sete dias, permitiu a cancar
80% de sensibilidade, valor maior que o obtido quando os
exames foram realizados em trés dias seguidos. Para os
autores, ndo ha uma explicacéo plausivel para a melhor
eficacia desse periodo na repeticéo dos exames, pois 0s
chamados ciclos de eliminagdo de cistos ndo sdo regulares.
Observaram que a repeticdo com intervalo de sete dias
pareceu ser amelhor combinagdo nos exames, pelo menos,
no que diz respeito ao método do formol-éter ou Método de
Ritchie.

Segundo estudo desenvolvido por Dacinger &
Lopez (1975), pacientes parasitados por G. lamblia
apresentam eliminacéo de cistos nas fezes que varia
diariamente, dentro dos padrées de baixo, médio e grande
namero de cistos. Conseqlientemente, naqueles que
apresentam baixa eliminac&o de cistos, a probabilidade de
terem um exame parasitolégico de fezes com resultado
negativo é maior.

Castanho & Furtado (1981), examinando um grupo
de 14 pacientes, acompanhados durante 30 dias, todos eles
sabidamente portadores de giardiase e nos quais foram
realizados 130 exames, observaram uma variagéo diaria
irregular e inconstante no nimero de cistos nas fezes. Para
alguns pacientes a maioria dos exames teve resultado
positivo, enquanto para outros, teve resultado negativo. No
global, 30% dos exames foram fal sos negativos, mas ndo foi
possivel observar qualquer correlagdo entre a porcentagem
de positividade com o nimero de cistos nas fezes, quando
considerado cada paciente. Utilizando-se de contagem de
cistos por grama de fezes, em cdmara de Neubauer, com uma
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quantidade de fezes padronizada, os autores observaram
pacientes eliminando cerca de 2 x 10° cistos por grama de
fezes. Da mesma forma, outros eliminaram mais de 9,8 x
10° cistos, por grama de fezes. Alguns pacientes apresentaram
uma variagdo extremamente interessante, havendo casos de
exames positivos com mais de 9 x 10° cistos por grama de
fezes, intercalados com véarios exames negativos. Esses dados
mostram gque h& uma variagdo irregular na eliminagdo dos
cistos e essa variagdo acaba sendo responsavel pelas elevadas
médias de falsos negativos para giardiase, nos exames
parasitol gicos de fezes.

Estudo semelhante realizado por Machado et al.
(2001) em Belém, PA em que foram col etadas duas amostras
fecais de 41 criangas assintomaticas (escolares de sete a 15
anos), e utilizando-se os métodos de detec¢do Direto (com
coloracdo por lugol), técnica de Hematoxilina Férrica, Faust
e pesquisa de coproantigeno por Elisa, encontraram nas
amostras pesguisadas uma positividade de 4,9% para G.
lamblia, pela Hematoxilina Férrica, 17,1% pelo método
Direto, 31,7% pelo método de Faust e 26,9% pelatécnica
de ELISA. A diferenca entre o método de Faust e 0 ELISA
ndo foi estatisticamente significativa (p> 0,005). Dessa
forma o trabalho mostrou que a utilizacdio de métodos
coproscépicos na rotina de diagnostico de enteroparasitoses
ainda se faz necessério, pois além de menor custo essas
metodologias sdo capazes de detectar outros
enteroparasitas.

Os objetivos do presente estudo foram comparar
0s métodos coproscépicos, Coprotest®, Direto modificado
(com coloragéo por lugol), Hematoxilina Férrica e Faust para
a deteccdo de G. lamblia em fezes de criancgas daregido de
Araraquara, SP, e descrever a presenca do parasito segundo
algumas caracteristicas da populacgo como grupo etario,
género e variagdo sazonal .

MATERIAL E METODOS
Casuistica - Populacéo estudada (amostra)

Criancas de zero a 12 anos, num total de 158 com
uma amostra de fezes e 42 com duas amostras (200 criangas)
que procuraram o Laboratério de Andlises Clinicas Professor
Antonio Longo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraguara - UNESP (164 criancas) e o Hospital Nestor
Goulart Reis em Américo Brasiliense-SP, (36 criancas) para
realizarem exames parasitol gicos, com solicitagdo médica
no periodo de novembro de 2003 a fevereiro de 2004. (total
de 242 coproculturas).

Cada uma das 242 amostras fecais foram
examinadas pel os seguintes métodos laboratoriais:

1- Coprotest® é um exame parasitol égico desenvolvido pela
empresa NL. Comércio Exterior, com o objetivo de otimizar
a rotina dos laboratérios, facilitando a coleta, o transporte
das amostras e garantindo a qualidade dos resultados. E um
sistema fechado, sem contato direto com aamostra e conta
com uma metodologia répida, prética e higiénica. (NL.
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Comércio exterior, 2002).

2- Direto modificado ou Coprotest Direto, que é mais
concentrado que o método Direto convencional. (Garcia,
2005)

3- Hematoxilina Férrica € umatécnica que permite o estudo
morfol 6gico dos protozoarios apos fixagcdo do material por
método citol dgico e coloragdo pela hematoxilina férrica que
tem grande eletividade para a cromatina nuclear. (Minami
et al., 1985).

4- Faust que se fundamenta no principio da centrifugago
flutuacdo (Faust et a. 1974)

Mediante o prévio consentimento dos responsaveis
pelas criancas (Termo de consentimento livre e esclarecido)
foram realizados os exames de fezes.

Posteriormente foram realizados os testes para se
conhecer a reprodutibilidade de cada método buscando as
suas associacles.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista"Jdlio
de Mesquita Filho" / UNESP - Campus Araraquara
(Protocolo n° 19/2003-CEP/FCF/CAr.).

A selecdo dos métodos empregados nessa pesquisa
foi baseada no levantamento de outras pesquisas que também
0s usaram como métodos padrdes para realizar |evantamentos
epidemiol 6gicos. Também levou-se em conta que o
diagnéstico da G. lamblia é realizado visualizando-se a
morfologia do parasita nas suaformas de cisto e trofozoito
(Castilho et al., 1980; Mello et al, 2000; Machado et al, 2001;
Carvaho et a, 2003).

Planejamento Estatistico

Foram realizadas as quatro metodol ogias para cada
amostrafecal fornecida pelos responsaveis pelas criangas,
sendo que 42 delas tiveram duas amostras de fezes
examinadas e 158 apenas uma amostra examinada (total de
242 coproculturas).

Para os resultados obtidos em dois momentos
diferentes, aplicou-se a estatistica Kappa (k) para obtencéo
da reprodutibilidade (intramétodo).

- Aplicacdo da estatistica Kappa para a concordancia entre
0s métodos:

- Faust (F) e Coprotest (C)

- FeDireto (D)

- F e Hematoxilina (H)

-CeD

-CeH

-DeH

Para o calculo da estatistica Kappa, foi utilizado o
"software" Epi - Info. O nivel de significancia adotado foi
de 1 % para atomada de decisdo. Os valores de Kappa foram
classificados segundo proposta de Landis & Koch (1977)
(Tabelal).
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Tabelal - Interpretacéo do valor de Kappa (Landis& Kock, 1977).

K CONCORDANCIA
<0,00 RUIM
0,00-0,21 FRACA

0,21-0,41 SOFRIVEL
0,41-0,61 REGULAR
0,61-0,81 BOA
0,81-1,00 OTIMA

A apresentacdo dos resultados para descricdo daG.
lamblia, segundo as varidveis idade, género e variacdo
sazonal foi feita por representacdo gréfica

RESULTADOS

Neste estudo foram realizados exames laboratoriais,
de 200 criangas da regido de Araraquara-SP, utilizando as
guatro metodol ogias descritas anteriormente com um total
de 242 coproculturas.

Verificou-se boa concordancia para os métodos
Coprotest, Faust e Direto modificado para resultados de
exames em dois momentos distintos, sendo regular essa
concordancia para Hematoxilina Férrica.

Na aplicagdo do Coprotest (C), frente ao método
de Faust (F) encontrou-se Po = 0,99; P e= 0,82; K = 0,96
(P< 0,01; significativo) com uma reprodutibilidade que foi
classificada como " 6tima" .

Na aplicacdo do método Direto (D), frente ao
método de Faust (F).encontrou-se Po = 1,00; Pe=0,89;
K=1,00 (P< 0,01, significativo) com uma reprodutibilidade
classificada como " étima" .

Na aplicacdo do método Hematoxilina Férrica (H),
frente ao método de Faust encontrou-se Po = 0,97; Pe=0,91;
K=0,72 (P< 0,01, significativo) com reprodutibilidade ser
classificada como " boa" .

Na aplicacdo do método Direto (D), frente ao
método de Coprotest (C) com Po = 0,99; Pe=0,88; K=0,96
(P< 0,01; significativo) e areprodutibilidade foi classificada
como " étima" .

Segundo a aplicacdo do método Hematoxilina
Férrica (H), frente ao Coprotest (C). Po = 0,97; Pe=0,90;
K=0,68 (P< 0,01; significativo) e a reprodutibilidade foi
classificada como " boa" .

Finalmente, quando fez-se a aplicacdo do método
Hematoxilina Férrica (H), frente ao método Direto (D) Po =
0,97; Pe=0,91; K=0,72 (P< 0,01; significativo) a
reprodutibilidade foi classificada como " boa" .

As concordancias dos métodos mostraram-se entre

as classificagdes Boa e Otima, todas significativas.

As concordéancias 6timas foram obtidas entre os
métodos: C-F,D-FeD - C-C-D. (Figural).

A distribuico da presenca de G. lamblia segundo a
faixa etaria é apresentada na (Figura 2).

14
0,841] aoc-F
0.6 4 ab-F
ac-b
0,417] EH-F
0,217] EH-C
0 EH-D

C-F D-F C-D H-F H-C H-D

C - F = Coprotest e Faust
D - F =Direto e Faust
D - F/C- D = Coprotest e Direto

Figura 1. Concordancias étimas obtidas entre os métodos:
C-F,D-F e D-F/C-D.Araraquarae Américo
Brasiliense, SP. 2003/2004.
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Figura2. Percentagem de criangas com coproculturas posi-
tivas para G. lamblia, segundo a faixa etéria, Araraguara e
Américo Brasiliense, SP. 2003/2004.

Os indices mais baixos foram observados em
menores de um ano, provavelmente pela dificuldade de
transmissdo (ingestdo de cistos).

Quanto a distribuicdo da populago de estudo em
relacdo ao género, examinou-se 101 individuos do sexo
masculino e 99 do sexo feminino.

Quanto a distribuicao dos casos positivos para
G. lamblia, segundo o género, ndo houve diferengas, obteve-
Se 0ito amostras positivas para 0 sexo masculino e feminino.

A ocorrénciadeG. lamblia neste estudo foi também
0 mais frequente, juntamente com o protozoario nao
patogénico Entamoeba coli com 8 % (16 criangas).
Encontrou-se 13 criangas positivas paraG. lamblia na cidade
de Araraquara-SP (7,92%) e trés em Américo Brasiliense-
SP (8,33%). Detectou-se nas amostras examinadas a presenga
de formas de outros parasitas como Entamoeba coli em 11
criangas em Araragquara-SP (6,70%) e cinco em Américo
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Brasiliense-SP (13,88%) seguido por Enterobius
vermicularis e Hymenolepis nana, com duas criancas
(1,21%) em Araraquara-SP. Encontrou-se somente uma
crianca eliminando ovos deH. nana, em Américo Brasiliense-
SP (2,77%). O mesmo ocorreu huma crianga em relacdo ao
nematoide Trichuristrichiura (0,6%) em Araraguara-SP.

Embora o estudo tenha sido realizado em um
periodo que compreendeu apenas duas estacdes do ano
(Verdo e Outono) os resultados foram concordantes com os
daliteratura, mostrando uma maior incidéncia nos meses com
temperaturas mais elevadas.

Observou-se um pico no més de janeiro e a seguir,
uma tendéncia decrescente.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo foram baseados nos
exames de fezes de 164 criangas das cidades de Araraquara-
SP e 36 de Américo Brasiliense-SP, num total de 200 criangas,
utilizando quatro técnicas, quanto a ocorréncia de G. lamblia.

O exame de fezes consgtitui a forma classica de
diagndstico laboratorial dessa parasitose e em fezes
liquefeitas os métodos mais utilizados sdo 0 método direto,
que permite a observacdo do movimento da formatrofozoitica
e a coloragdo com hematoxilina férrica que evidencia as
estruturas citoplasmaticas e nucleares de ambas as formas
da G lamblia, enquanto que em material de consisténcia
solida 0 método de concentragdo de Faust e o Coprotest sdo
os mais indicados.

O método Direto utilizado nessa pesquisa foi
otimizado pelo Laborat6rio de Andlises Clinicas Professor
Antonio Longo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraguara-UNESP, setor de Parasitologia Clinica. Essa
mesma técnica € utilizada no Instituto de Medicina Tropical
de S&o Paulo, da FMUSP e foi denominada método Coprotest
Direto que tem apresentado bons resultados. (Garcia, 2005)

Para o método da Hematoxilina Férrica (Minami
et a., 1985) utiliza-se quantidade de material menor que os
demais, no entanto, foram evidenciados menos casos
positivos. Outra desvantagem desse método é que envolve
vérias etapas e por conseguinte, demanda maistempo para
a sua execucao.

A metodologia de Faust, (Faust et al., 1974) um
dos métodos mais utilizados para o diagnéstico de G. lamblia
€ outros protozoarios intestinais, mostrou resultado
satisfatorio; o inconveniente dessa técnica é o uso daacade
platina juntamente com alamparina utilizada para flambéa-la
gue retarda sua execugdo. Pois se a aca de platina ndo for
flambada corretamente, pode provocar contaminagéo
cruzada. Neste estudo o método de Faust aplicado, difere da
proposta original do mesmo autor, pois utiliza o coletor
Coprotest, proporcionando quantidade maior de amostras a
serem examinadas.

No final da década de 1980 foi langado um kit para
exame parasitol 6gico de fezes denominado Coprotest® (NL.
Comeércio Exterior Ltda, Sdo Paulo - Brasil) que mostrou
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ser mais higiénico, pois elimina o contato do técnico do
laboratério com as fezes além de facilitar a filtragdo do
material diretamente do frasco receptor para o tubo de
centrifugacdo (Mello et a, 2000). Este método no presente
estudo, mostrou ser répido e muito eficaz na observacdo dos
cistos de G. lamblia e até no encontro de ovos de helmintos.

Segundo Machado et al. (2001), o ciclo intermitente
do parasita proporciona uma reducdo do percentual de sua
deteccdo dai a necessidade de realizar o diagndstico dessa
parasitose com duas ou mais amostras de fezes com intervalo
de sete dias; um exemplo disso foi observado neste estudo
onde trés das 16 criancas com fezes positivas paraG. lamblia,
apresentaram periodo negativo na primeira amostra.

Avaliando as quatro metodologias deste estudo
verificou-se que as mesmas possuem de " boa" a*" étima"
reprodutibilidade, no entanto, para um diagndstico mais
Seguro seria necessario utilizar no minimo a associagéo de
dois métodos de étima reprodutibilidade e com duas ou mais
amostras de fezes.

Estima-se que cerca de um bilh&o de individuos no
mundo aberguem G. lamblia e E. histolytica, ao lado de
auséncia e/ ou insuficiéncia de condi¢des minimas de
saneamento basico e préticas inadequadas de higiene pessoal
e doméstica que sdo os principais mecanismos de transmissao
dos parasitos intestinais (Assis et a., 2003).

A fregliéncia de G. lamblia encontrada nesse estudo
€ semel hante a encontrada por Capuano et a. (2003), em um
estudo sobre a preval éncia de enteroparasitoses em escolares
do municipio de Araraquara-SP (11,1%) ndo sendo observado
no referido trabalho diferenca significativa quanto ao sexo.

Essa pequena diferenca encontrada nos dois estudos
pode estar relacionada ndo somente a caracteristica da
populagdo de estudo, mas também a boa qualidade da agua
do municipio que melhora o seu padréo a cada ano. O sistema
de tratamento de &gua de Araraquara possui duas estacdes
(ETA), ETA FONTE (capacidade de tratamento de 600 litros/
segundo) e ETA PAIOL (capacidade de tratamento de 80
litros por segundo) e obedece as seguintes etapas de
tratamento: coagulagdo e floculagéo, decantacao, filtragem,
fluoretacéo e cloracéo.

Outro estudo de prevaléncia realizado por Miné
et a. (2003), também na populagdo da regido de Araraquara
mostra 7,0% de individuos parasitados por G. lamblia,
resultado ainda mais préximo do presente estudo.

Quanto a frequéncia do parasita observada nas
diferentes faixas etérias (Figura 2), constata-se que a partir
do primeiro ano de vida, h4 um aumento progressivo na
freqliénciade G. lamblia, sendo que nafaixaeté&riadetrésa
cinco anos, foi amais elevada (38%), provavelmente pelo
fato das criancas desta faixa apresentarem normalmente
habitos higiénicos mais precarios ou auséncia de imunidade
a re-infecgdes (Uchba et al., 2001). Embora mantendo
freqiéncias elevadas do parasita, a partir dos cinco anos
observa-se uma tendéncia a queda progressiva até 0s 12 anos.
Os dados referentes a freqiiéncia da G. lamblia no presente
estudo, sdo semel hantes aos obtidos por Ludwig et al. (1999)
em um trabalho realizado em Assis-SP, quando
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correlacionaram parasitoses intestinais ao saneamento basico
e encontraram uma frequiéncia paraG. lamblia de 8,7%, sendo
a faixa etéria de trés a seis anos a mais predisposta as
enteroparasitoses.

Os resultados do presente estudo mostram que 0
melhor diagndstico laboratorial paraG. lamblia seria por meio
da associagdo de pelo menos dois métodos diagndstico dedtima
reprodutibilidade para cada mostra de fezes. Os métodos de
6tima reprodutibilidade associados foram: Coprotest-Faust;
Direto-Faust e Coprotest-Direto (K> 0,81); a associacdo dos
métodos Hematoxilina Férrica-Faust; Hematoxilina Férrica
Coprotest e Hematoxilina Férrica-Direto também tiveram boa
reprodutibilidade (K> 0,61). Mostram também que houve uma
freqUéncia maior da parasitose em criangas de trés a cinco anos,
N&0 Se encontrou associagao quanto ao género e ocorreu maior
nimero de casos positivos paraG. lamblia no més de janeiro.

ABSTRACT

Avaliation of differents methods diagnostics applied to
Giardia lamblia

The protozoan parasite Giardia lambliaisresponsible for
a common intestinal infection in all regions of the world.
In this study, four laboratory tests were evaluated for
diagnostic reproducibility in the detection of thisinfection:
Coprotest®, Direct modified method, Faust method and
iron-hematoxylin staining. Positive diagnoses wer e tested
for association with factors such as the age group and
gender of the subject and the month when the sample was
taken. Feces of 200 children in the Araraquararegion (SP,
Brazil) were examined by all four methods and the results
compared. G lamblia was found to be the most frequent
parasite and 8.0% of the children showed giardiasis. There
was no appar ent correlation with gender, but most of the
parasiteswere found in three- to five-year-olds. The highest
frequency of infection occurred in January. The most
reliable diagnostic resultsfor G. lamblia wer e achieved by
combining at least two methods of good reproducibility,
i.e. Coprotest-Faust, Direct-Faust or Coprotest-Direct (k
>0.81).

Keywords. Giardia lamblia; diagnostic methods; Coprotest®;
Faust; Direct modified method; Iron Hematoxylin.
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