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RESUMO

Os enteroparasitos sdo considerados um problema de saude publica e séo
comumente associados a regides com baixo nivel socioeconémico. O presente
estudo teve como objetivo determinar e comparar o limiar de positividade e a
sensibilidade dos métodos de centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco (Faust et
al.) e sedimentacao espontanea (Lutz) para o diagnéstico de cistos de Giardia
duodenalis. Para obtencdo de amostras fecais com quantidades conhecidas de
cistos de G. duodenalis, amostras positivas para o parasito foram purificadas e
quantificadas, posteriormente aliquotas com diferentes quantidades foram
adicionadas a amostras fecais negativas para parasitos. Ap0s a contaminacao
de oito amostras negativas com quantidades variando entre 1.000 e 200.000
cistos por grama de fezes (c/g/f), as mesmas foram submetidas aos métodos
de Faust et al. e Lutz, onde o primeiro se mostrou mais sensivel para a
deteccdo de cistos de G. duodenalis. O limiar de positividade do método de
Faust et al. foi de 11.000 c/g/f, e do método de Lutz foi de 100.000 c/g/f,
portanto cargas parasitérias inferiores a esses limiares levariam a resultados
falso-negativos. O método de Lutz ndo € adequado para o diagnéstico de
giardiase, portanto deve ser sempre utilizado em conjunto com o método de
Faut et al.

Palavras-chave: Giardia duodenalis, sensibilidade, limiar de positividade, Faust

et al., Lutz.



ABSTRACT

The intestinal parasites are considered a public health problem and are
commonly associated with regions with low socioeconomic status. The present
study aimed to determine and compare the positivity threshold and sensitivity of
the methods of zinc sulfate centrifugal flotation (Faust et al.) and spontaneous
sedimentation (Lutz) for the diagnosis of Giardia duodenalis. To obtain fecal
samples containing known amounts G. duodenalis cysts, the samples with the
parasite were purified and quantified, then aliquots with different amounts were
added to fecal samples negative for parasites. After the contamination of eight
negative samples with amounts ranging between 1.000 and 200.000 cysts per
gram of feces, they were subjected to methods of Faust et al. and Lutz, where
the first was more sensitive for the detection of G. duodenalis cysts. The
positivity threshold of the method of Faust et al. was 11.000 c/g/f, and the
method of Lutz was 100.000 c/g/f, so parasitic loads below those thresholds
would lead to false-negative results. The method of Lutz is not suitable for the
diagnosis of giardiasis, therefore must always be associated with the method
Faut et al.

Keywords: Giardia duodenalis, sensitivity, positivity threshold, Faust et al., Lutz.
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1. INTRODUCAO

As enteroparasitoses sdo consideradas um problema de salde publica
devida sua alta prevaléncia e sua ampla distribuicdo geografica (MASCARINI;
DONALISIO, 2006; DAGCI ET AL., 2008; CABRAL-MIRANDA ET AL., 2010), podendo
acarretar ma-absorcdo de nutrientes, anemia, diarréia crénica, desnutricdo e
dores abominais (BUSCHINI ET AL., 2007). Estima-se que 3,5 bilhGes de pessoas
estdo infectadas por parasitos intestinais em todo o mundo, e dessas, 450
milhdes estado doentes, sendo a maioria criancas (WHO, 2013).

O diagnéstico de enteroparasitos € realizado principalmente através de
exames coproparasitolégicos, 0os quais sdo exames de baixo custo, de simples
execucao e com boa sensibilidade (WHO, 1987; NUNEZ ET AL., 1997; SAVIOLI ET
AL., 2006; TRABELSI ET AL., 2012). Existem diversos métodos para a realizacdo de
exames coproparasitolégicos, sendo que cada um possui especificidade e
sensibilidade diferente para cada parasito e nenhum método isolado é capaz
de diagnosticar todas as formas parasitarias (CHAVES ET AL., 1979; NUNES ET
AL., 1993; SouzA; AMOR, 2010).

Giardia duodenalis (sin. Giardia lamblia ou Giardia intestinalis) € uma
espécie de enteroprotozodrio cosmopolita e estima-se que infecta cerca de 2.8
milhGes pessoas a cada ano, principalmente criancas na faixa etaria de 0-5
anos de idade (ALl; HiLL, 2003). A maioria dos infectados sdo assintomaticos,
porém podem ocorrer manifestacdes clinicas como diarreia crénica, ma-
absorcdo de nutrientes e perda de peso (CARDOSO ET AL., 1995; ALl; HiLL,
2003). O diagnéstico da giardiase € realizado, principalmente, pela
demonstracdo de trofozoitos ou cistos do parasito nas fezes, através de
exames coproparasitolégicos, porém o diagnéstico se torna mais dificil, uma
vez que, 0 parasito libera os cistos nas fezes de forma intermitente e o
diagnostico exige experiéncia do laboratorista (FLANAGAN, 1992; TIMOTHY; HILL,
2001).

No Brasil a prevaléncia de G. duodenalis é relatada variando de 2,7% a
74,1% (UCHOA ET AL., 2001; BENCKE ET AL., 2006; BISCEGLI ET AL., 2009;

MONTEIRO ET AL., 2009; DAMAZIO ET AL., 2010), porém esse tipo de comparacao



€ inviavel, visto que ndo existe uma padronizacdo dos métodos
coproparasitoldgicos utilizados, o numero de coletas realizadas e nem mesmo
0 numero de laminas a serem examinadas em cada método. Essa falta de
padronizacdo torna os dados epidemiolégicos ndo confiaveis, prejudicando a
elaboracdo de medidas de controle.

O método de Faust et al. (FAUST ET AL., 1938) é considerado mais
sensivel para a detec¢do de cistos de protozodrios quando comparado ao
método de Lutz ou Hoffman, Pons e Janer (Lutz, 1919; HOFFMAN ET AL., 1934;
NUNES ET AL., 1993; CANTOS ET AL., 2011) porém de acordo com Souza e Amor
(2010) o método mais e/ou somente utilizado na rotina laboratorial € o método
de Lutz.

Apesar da elevada importancia em se conhecer o limiar de positividade
dos métodos de Faust et al. e Lutz para a deteccéo de cistos de G. duodenalis
nao existe nenhum trabalho publicado. Sabendo-se disso, o objetivo do
presente trabalho foi determinar e comparar o limiar de positividade e a
sensibilidade dos métodos de Faust et al. e Lutz para o diagndstico de cistos
de G. duodenalis.



2. MATERIAL E METODOS

Amostras de fezes provenientes de criancas participantes do projeto de
extensdo “Epidemiologia e Controle de Entero e Ectoparasitoses em Criancas
de Centros Municipais de Educacao Infantil” foram processadas pelos métodos
de centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco (Faust et al.) e sedimentacéo
espontanea (Lutz) no laboratério de Parasitologia da Universidade Federal do
Parand. As amostras positivas para G. duodenalis foram submetidas ao
método de purificacdo de cistos descrito por Roberts-Thomson (ROBERTS-
THOMSON ET AL., 1976). ApOGs a purificacdo, as suspensfes resultantes,
contendo cistos de G. duodenalis, foram quantificadas em Camara de
Neubauer.

Para obter amostras de fezes com quantidades conhecidas de cistos de
G. duodenalis por grama de fezes (c/g/f), variando de 1.000 a 200.000 c/g/f,
amostras de fezes negativas para enteroparasitos foram pesadas em balanca
analitica Shimadzu AY220, e a partir do peso foi calculado a quantidade a ser
adicionada das suspencfes de cistos de G. duodenalis. As fezes negativas
foram homogeneizadas com as suspensfes até que uma consisténcia pastosa
fosse obtida, para que houvesse uma distribuicdo uniforme dos cistos na
amostra fecal.

As amostras fecais contaminadas experimentalmente com cistos de G.
duodenalis, juntamente com outras amostras de fezes negativas para
enteroparasitos, foram processadas pelos métodos Faust et al. e Lutz por trés
profissionais com experiéncia em Parasitologia, sendo dois bioquimicos e um
bidlogo. Cada profissional examinou trés laminas da mesma amostra fecal para
cada método. O estudo foi conduzido de maneira duplo-cego (VIDAL; CATAPANI,
2005).

Os dados foram analisados quanto a sensibilidade e especificidade para

diagnéstico de cistos de G. duodenalis.



O teste de McNemar foi utilizado para avaliar a discordancia entre
método de Faust et al. e 0 método de Lutz na deteccdo de cistos de G.

duodenalis.

3. RESULTADOS

Em todas as amostras fecais negativas (n=4) e na amostra contendo
1.000 c/g/f o resultado dos trés profissionais em todas as laminas examinadas
foi negativo para cistos de G. duodenalis, tanto no método de Faust et al.
quanto no método de Lutz (Tabela 1).

O resultado foi positivo na amostra com 10.000 c/g/f somente no método
de Faust et al. e por apenas um profissional, o qual identificou cisto de G.
duodenalis na segunda lamina examinada. Ja na amostra contendo 11.000
c/g/f o resultado foi positivo para os trés avaliadores apenas no método de
Faust et al., porém os cistos ndo foram observados em todas as laminas
examinadas.

A partir da amostra contendo 30.000 c/g/f todos os resultados foram
positivos para G. duodenalis pelos trés profissionais no método de Faust et al.,
porém somente a partir de 100.000 c/g/f os avaliadores puderam identificar os
cistos no método de Lutz e nem todas as laminas examinadas nesse método
foram positivas.

No presente estudo observou-se que ha discordancia de diagndstico
entre os dois métodos (p < 0,0001), tendo o método de Faust et al.
diagnosticado maior proporcéo de cistos de G. duodenalis quando comparado

ao método de Lutz.
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TABELA 1 - RESULTADOS OBSERVADOS NOS EXAMES
COPROPARASITOLOGICOS PARA DETECCAO DE CISTOS DE G.
duodenalis PELOS METODOS DE FAUST et al. E LUTZ PELOS TRES
PROFISSIONAIS AO EXAMINAR TRES LAMINAS DA MESMA AMOSTRA
FECAL

Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
negativa 1.000 10.000 11.000 30.000 50.000 100.000 150.000 | 200.000
(n=4) cistos/g cistos/g cistos/g cistos/g cistos/g cistos/g cistos/g cistos/g

F L F L F L F L F L F L F L F L F L

Profissional 1

Lamina 1 - - - - - - - - + - + - + [+ [+ ]+ ]+ ]+
Lamina 2 - - - - - - + - + - + - + + + + + +
Lamina 3 - - - - - - + - + - + - + - + + + +

Profissional 2

Lamina 1 - - - - - - + - + - + - + + + + + +
Lamina 2 - - - - + - + - + - + - + - + + + T
Lamina 3 - - - - - - + - + - + - + + + + T T

Profissional 3

Lamina 1 - - - - - - + - + - + - + - + + T T
Lamina 2 - - - - - - + - + - + R + + + - T +
Lamina 3 - - - - - - - - + - + - + - + + + +

F Método de Faust et al.

L Método de Lutz ou Hoffman, Pons e Janer
- Resultado negativo

+ Resultado positivo
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4. DISCUSAO

No presente trabalho o método de Faust et al. foi mais sensivel para a
deteccado de cistos de G. duodenalis (76,34%) em relacdo ao método de Lutz
(37,5%). Em estudo similar Chaves et al. (1979) e Souza et al. (2003) néo
observaram diferenca estatistica entre os meétodos para o diagnéstico de
protozoarios, porém nesses estudos a carga parasitaria nao foi determinada.

Para determinar o limiar de positividade foi observado que o exame de
trés laminas foi essencial, tanto do método de Faust et al. quanto o de Lutz,
visto em que algumas amostras somente foi possivel observar o parasito na
segunda ou terceira lamina. Portanto, o exame de no minimo trés laminas é
fundamental para aumentar a sensibilidade do exame, corroborando estudo
publicado por Tibirica et al. (2009).

O limiar de positividade do método de Faust et al. de 11.000 c/g/f para o
diagnostico de G. duodenalis foi proximo ao trabalho realizado por Castanho
(2004), o qual utilizando metodologia diferente encontrou positividade em
amostras com 10.000 c/g/f, porém nesse estudo a carga parasitaria foi apenas
estimada, ao contrario do presente estudo onde as amostras foram previamente
purificadas, concentrando as amostras, e posteriormente quantificadas.
Portanto, cargas parasitarias inferiores a esse limiar de positividade levariam a
resultados falso-negativos pelo método de Faust et al., o qual € considerado o
melhor método para diagnéstico de cistos de G. duodenalis, uma vez que
fornece um campo com menor quantidade de detritos (FAUST ET AL., 1939;
SHRIVASTAY, 1954).

Para o método de Lutz, o qual é muitas vezes o Unico utilizado na rotina
laboratorial, foi necessaria uma alta carga parasitaria (100.000 c/g/f) para que o
resultado fosse positivo, portanto esse método ndo é indicado para o
diagnostico de infec¢des por G. duodenalis.

Outro fator que deve ser considerado para a realizagcdo de exames
coproparasitolégicos de rotina, é que devido a liberacdo intermitente de cistos
de G. duodenalis nas fezes, o0 exame de apenas uma uUnica amostra de fecal

pode induzir resultados falso-negativos, portanto a analise de amostras
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multiplas aumenta a sensibilidade do método (HIATT ET AL., 1995; TRABELSI ET
AL., 2012).

Novos métodos diagndsticos foram desenvolvidos para a pesquisa de G.
duodenalis, como o método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay),
0 qual tem sido amplamente estudado e tem mostrado uma alta sensibilidade
(UNGAR ET AL., 1984; DUTT ET AL., 1991; HIATT ET AL., 1995; CASTANHO, 2004;
VIDAL; CATAPANI, 2005; CHAKAROVA, 2010). Apesar do método de ELISA ser
mais sensivel para o diagnostico de G. duodenalis quando comparado ao
método de Faust et al. (Souza ET AL., 2003; CASTANHO, 2004; VIDAL; CATAPANI,
2005) tal método ndo é indicado para a realizacdo de exames
coproparasitolégicos de rotina nos laboratérios de analises clinicas, pois além
ser mais caro ndo permite o diagndstico de mais de um enteroparasito na
mesma amostra fecal (MACHADO ET AL., 2001; VIDAL; CATAPANI, 2005; EL-NAHAS
ETAL., 2013).
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5. CONCLUSOES

O limiar de positividade para deteccdo de cistos de G. duodenalis foi
determinado pela primeira vez para os meéetodos de Faust et al. e Lutz, tal
informacdo € essencial para tentar reduzir os resultados falso-negativos na
rotina laboratorial.

Os resultados corroboram que o método de Faust et al. € mais sensivel
que o método de Lutz para o diagndstico de giardiase, uma vez que possibilita
a identificacdo de cistos de G. duodenalis em amostras fecais contendo a partir
de 11.000 c/g/f. Portanto os laboratérios de analises clinicas ndo devem utilizar
apenas o método de Lutz para processar as amostras de fezes na rotina,
devendo sempre associar mais de um método coproparasitolégico, para, dessa
forma, ampliar a pesquisa dos enteroparasitos e minimizar os resultados falso-
negativos. Além disso, outro ponto importante é a necessidade de examinar no
minimo trés laminas para cada método coproparasitologicos empregado.

Estes dados poderédo ser usados em futuros trabalhos para a discusséo
da prevaléncia dessa importante parasitose intestinal, além de contribuir para

uma padronizacéo dos métodos coproparasitologicos utilizados na rotina laboratorial.
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