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RESUMO

Um dos grandes problemas de saude publica consiste nas doengas causadas por enteroparasitos,
tendo como principais manifestagcdes clinicas dor de barriga e diarreia. Dentre os mais
susceptiveis a aquisi¢cdo, ligada a presenca dos parasitos entéricos, destacam-se as criangas em
idade escolar. A microscopia Optica ¢ o padrao de referéncia para o diagndstico parasitologico de
fezes na rotina laboratorial e atualmente métodos moleculares tém sido utilizados como
ferramente para auxiliar no diagnodstico de algumas espécies e tracar diferentes perfis
epidemioldgicos dos parasitos intestinais. O presente estudo teve como objetivo diagnosticar
enteroparasitos em criangas de escolas do municipio de Bocaiuva do Sul e Colombo, estado do
Parand, Brasil. Para os exames parasitologicos de fezes foi utilizado o método de Ritchie. As
amostras positivas para Giardia duodenalis e Blastocystis spp. foram submetidas a extracao do
DNA, PCR, purificagdo, sequenciamento e genotipagem. Das 414 amostras analisadas, 32,4%
(134/414) tiveram resultado positivo, totalizando 11 espécies parasitarias. As criangas
provenientes de areas rurais apresentaram maior risco de infec¢do o que possivelmente estaria
associado ao baixo saneamento basico; 32,6% (59/181) foram do sexo masculino. Blastocystis
spp. foi detectado em 61,2% (90/134), Endolimax nana 17,2% (23/134), Entamoeba coli 17,2%
(23/134), G. duodenalis 11,2% (15/134), Entamoeba hartmanni 8,2% (11/134), lodamoeba
biitschilii 4,5% (6/134), Trichuris trichiura 3,7% (5/134), Ascaris lumbricoides 3% (4/134),
complexo Entamoeba hystolytica 2,2% (3/134) e Cryptosporidium spp. 0,7% (1/134) e
Enterobius vermicularis 0,7% (1/134). Nos resultados de biologia molecular para G. duodenalis,
foram caracterizadas as subassembleias BIIl e BIV e para Blastocystis spp., os subtipos ST1,
ST2, ST3, ST4 e ST7. A prevaléncia geral, somados os dois municipios, foi alta, sendo que,
Blastocystis spp. foi a espécie parasitaria mais frequente e prevalente em criangas das escola de
ambos os municipios e o ST7 de Blastocystis spp. foi registrado pela primeira vez no estado do
Parana. Portanto o diagndstico e genotipagem de enteroparasitos (Blastocystis spp. € G.
duodenalis) ¢ importante para avaliar a patogenicidade da infec¢do bem como a sua

rastreabilidade.

Palavras-chave: Exame Parasitologico de Fezes, Giardia duodenalis, Blastocystis, genotipagem,

Parana, Brasil.



ABSTRACT
One of the major public health problems consists of diseases caused by enteroparasites, the main
clinical manifestations of which are belly pain and diarrhea. Among those most susceptible to
acquisition, linked to the presence of enteric parasites, school children stand out. Optical
microscopy is the reference standard for the parasitological diagnosis of feces in the laboratory
routine and currently molecular methods have been used as a tool to assist in the diagnosis of
some species and to draw different epidemiological profiles of intestinal parasites. The present
study aimed to diagnose enteroparasites in children from schools in the municipality of Bocaiuva
do Sul and Colombo, state of Parand, Brazil. For parasitological examinations of feces, the
Ritchie method was used. Positive samples for Giardia duodenalis and Blastocystis spp. were
submitted to DNA extraction, PCR, purification, sequencing and genotyping. Of the 414 samples
analyzed, 32.4% (134/414) had a positive result, totaling 11 parasitic species. Children from rural
areas had a higher risk of infection, which could possibly be associated with low basic sanitation;
32.6% (59/181) were male. Blastocystis spp. was detected in 61.2% (90/134), Endolimax nana
17.2% (23/134), Entamoeba coli 17.2% (23/134), G. duodenalis 11.2% (15/134), Entamoeba
hartmanni 8.2% (11/134), lodamoeba biitschilii 4.5% (6/134), Trichuris trichiura 3.7% (5/134),
Ascaris lumbricoides 3% (4/134), Entamoeba hystolytica 2 complex , 2% (3/134) and
Cryptosporidium spp. 0.7% (1/134) and Enterobius vermicularis 0.7% (1/134). In the molecular
biology results for G. duodenalis, the subassemblies BIII and BIV and for Blastocystis spp., The
subtypes ST1, ST2, ST3, ST4 and ST7 were characterized. The overall prevalence, added to the
two municipalities, was high, with Blastocystis spp. was the most frequent and prevalent parasitic
species in children from schools in both municipalities and the ST7 of Blastocystis spp. was first
registered in the state of Parana. Therefore, the diagnosis and genotyping of enteroparasites
(Blastocystis spp. And G. duodenalis) is important to assess the pathogenicity of the infection as

well as its traceability.

Keywords: Parasitological examination of feces, Giardia duodenalis, Blastocystis spp.,

genotyping, Parana, Brazil.
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1- INTRODUCAO

As infecgdes causadas por protozoarios e helmintos intestinais (enteroparasitoses) estao
entre as doengas parasitarias mais prevalentes nos paises tropicais e subtropicais, constituindo um
importante problema de Satde Publica e configurando-se como uma preocupacao
socioecondmica mundial (OMS, 2017a). Estima-se que 3,5 bilhdes de pessoas estejam
acometidas por enteroparasitos e, dessas, 450 milhdes apresentam manifesta¢des clinicas (OMS,
2013a). Aproximadamente, 16 milhdes de mortes anuais sdo causadas por infec¢do atribuidas a
parasitos intestinais, onde entre helmintos de importancia em satde publica destacam-se Ascaris
lumbricoides (lombriga), Trichuris trichiura (verme-chicote), Necator americanus e Ancylostoma
duodenale (ancilostomos); entre os protozoarios, Giardia duodenalis, Blastocystis spp. e
Entamoeba histolytica sao tidos como causadores de obitos (CROMPTON, 1988; LOZANO, et
al. 2012; OMS, 2013a). Segundo Ferreira, Chieffi e Aratjo (2012), estes protozoarios e/ou
helmintos necessitam permanecer no trato digestério, de humanos ou outros animais, a0 menos
parte de seu ciclo evolutivo. Para que esta interagdo seja efetiva, da forma como a entende-se na
atualidade, houve um longo processo de coevolugdo e adaptagdo ao parasitismo (GIESBRECHT,
LAMBRIS e RICKLIN, 2008)

As doengas causadas por esses parasitos sao muitas vezes denominadas de Doengas
Tropicais Negligenciadas (DTNs), as quais correspondem a um grupo de enfermidades
infecciosas que acomete, predominantemente, as populagdes mais pobres, muitas vezes vivendo
em areas rurais remotas, favelas urbanas ou em zonas de conflito, com pouca voz politica e
visibilidade social (OMS, 2017b; HOTEZ et al., 2020). As DTNs tém baixas prioridades em
saude publica, por falta de investimentos solidos e continuos em pesquisa e desenvolvimento que
possam levar a prevencao ou cura, ndo representando um mercado comercial atraente para que a
industria privada priorize nelas os seus investimentos (OMS, 2009a; WERNECK,
HASSELMANN e GOUVEA, 2011). As mesmas estariam relacionadas diretamente as condi¢des
sanitarias extremamente precarias, as quais simbolizam um grande problema de satde global em
paises do terceiro mundo. Dentre os acometidos pelas parasitoses, criangas constituem uma
parcela da populagdo biologicamente vulneraveis por possuirem um sistema imunoldgico menos
apto a reconhecer e combater estes agentes patogénicos, habitos de higiene deficiente,
ocasionando quadros de diarreia cronica, desnutri¢cao dentre outros agravos (CUERVO, AERTS e
HALPERN, 2005; OMS, 2013b; BIANCHINI et al., 2018).
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Entre os principais fatores de risco associados as infec¢des parasitarias estdo a falta de
saneamento basico, deficientes caracteristicas socio-economico-educacionais, aglomeragao de
pessoas, o consumo de agua nao tratada e a contaminagao dos alimentos (PAES e SILVA, 1999;
LOPES et al., 2006), desigualdades socioecondmicas e desordenado processo de urbanizagao
(FONSECA et al. 2010).

Décadas anteriores & implementagdo do Sistema Unico de Satde (SUS), a prioridade era
resolver os problemas ligados, principalmente, aos ambientes fisicos e sociais em que a criancas
se encontravam inseridas. Nesta mesma época as taxas de mortalidade e morbidade eram altas e,
sobretudo por doengas evitaveis como as infe¢des parasitarias e bacterianas (YUNES, 1983;
PEREIRA ¢ ALBUQUERQUE, 1983; DOS SANTOS, 2010). Acredita-se que a diminui¢ao da
mortalidade e morbidade por doencas parasitarias teve grande influéncia com a adogdo de
politicas publicas de satide como o SUS, instituido em 1988. Nesse periodo pela Constitui¢ao
Federal (Secao II, da Saude do Capitulo II, do titulo VIII da Ordem Social, artigo 196), foi
definida a satide como um direito de todos e dever do estado, garantindo assim mediante politicas
sociais e econdmicas, a redu¢do de riscos de doengas e de outros agravos, bem como acesso
universal e igualitirio das agdes e servicos para a sua promog¢ao protecdo € recuperagao
(BRASIL, 1988).

O SUS ¢ o principal gestor das infeccdes por parasitoses intestinais (IPIs), apesar da
relacdo destas com outros setores, como o de saneamento (BRASIL, 2011; OMS, 2020). Segundo
a OMS, (2005) o combate as IPIs poderia aumentar a renda per capita em torno de 45% do
salario, ja que melhoraria a produtividade da populagdo, e interfereria também no melhor
rendimento escolar.

Assim, em 2005, 20 anos apds a criagdo do SUS, o Brasil elaborou o “Plano Nacional de
Vigilancia e Controle das Enteroparasitoses”, que visava reduzir suas morbimortalidade cujas
prevaléncias, em conjunto, estimavam-se, que variavam entre 15 a 80% para os diferentes
estados, sendo que estas estavam diretamente ligadas a ocupagdo social e populagdo alvo
(BRASIL, 2005). Uma dessas pesquisas foi realizada por meio de um “Inquérito Nacional de
Prevaléncia de Esquistossomose Mansoni e Geo-helmintoses”, pelo Centro de Pesquisas René
Rachou/Fiocruz de Minas Gerais, cujo intuito foi realizar 225 mil exames parasitologicos de
fezes em criangas das escolas de 7 a 14 anos, de 541 municipios nas 27 unidades da federagao,

onde observaram uma prevaléncia que variou de 2 a 17% (CPQRR-FIOCRUZ, 2018).
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Devido ao fato de no Brasil os Exames Parasitologicos de Fezes (EPFs) ndo serem
frequentemente realizados na rotina laboratorial e a maioria das espécies parasitarias ndo serem
classificadas como de registro compulsorio as estimativas de infec¢des no pais podem ser dubias,
mesmo sendo preconizada a vigilancia das mesmas (BRASIL, 2005). Exemplificando, na Regido
Sul do Brasil, no Estado de Santa Catarina, alguns trabalhos demonstraram que, a prevaléncia de
enteroparasitos em criancas pode variar de 20,5 a 70,5% sendo, que as formas parasitarias (cistos
e ovos) comumente encontradas neste estudo, independente dos EPFs, foram de Giardia
duodenalis e Ascaris lumbricoides (QUADROS et al., 2004; BATISTA, TREVISOL e
TREVISOL, 2009; BUSNELLO e TEIXEIRA-LETTIERI, 2009). Para o Rio Grande do Sul essa
mesma prevaléncia variou de 10% a 58% (BASSO et al. 2008; CAVAGNOLLI et al. 2015;
ANTUNES e LIBARDONI, 2017) onde destaca-se, além daqueles acima citados, Endolimax
nana que apesar de ser considerada ameba comensal no presente trabalho estd descrito como
parasito. No Parana a prevaléncia foi similar ao encontrado nos outros estados, variando de 11 a
75% (FERREIRA et al., 2004; BUSCHINI et al., 2007). Assim, embora essas estimativas
preditem a ocorréncia de espécies parasitarias, as mesmas sdo pontuais e podem variar de acordo
com os objetivos do estudo, EPF utilizado, populacdo alvo, entre outros.

Para alguns enteroparasitos, principalmente protozoarios, a biologia molecular tem sido
utilizada para determinar as diversidades genéticas destes (OISHI et al., 2019; QI et al., 2020).
Técnicas moleculares, como a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), vém se mostrando como
ferramentas auxiliares no estudo da patogenicidade e propagagao desses parasitos dado ao fato de
poderem ser encontrados em distintos hospedeiros e, em alguns casos, sendo espécie-especificos
(GHOSH et al., 2000; NOEL et al., 2003). Por exemplo, a assembleia B de G. duodenalis tem
sido associada a humanos, gatos e cachorros (COELHO et al., 2017; CACCIO, LALLE e
SVARD, 2018) e sobretudo a subassembleia BIV, tem sido descrita como a mais prevalente entre
as 8 (oito) conhecidas (COLLI et al., 2015; MATSUCHITA et al., 2017; QI et al., 2020), tendo
como principais sintomas a diarreia, perda de apetite e dor abdominal (KOHLI et al., 2008;
CODREAN et al., 2019). Quanto aos subtipos de Blastocystis spp., a maior prevaléncia tem sido
associada aos subtipos ST1, ST3 e ST4 (SEYER et al. 2017; BARBOSA et al. 2018; OISHI et al.
2019) e, apesar da controvérsia sobre as acdes patogénicas, estudos comprovaram a associagao
entre de Blastocystis spp. com diarreia, dor abdominal e sindrome do intestino irritavel

(DOGRUMAN et al., 2009; STENSVOLD et al.,, 2011; SEGUI et al., 2017, AHMED e
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KARANIS, 2018) e os mesmos tém sido relatados em distintos hospedeiros, como humanos,
cachorros e ruminantes (BARBOSA et al., 2018).

Na Regido Metropolitana de Curitiba (RMC) ha poucos estudos sobre a prevaléncia de
enteroparasitos (ALMEIDA et al., 1955; COELHO et al., 1975; OGLIARI e PASSOS, 2002;
OISHI et al., 2019) que de forma geral relatam que as mesmas podem variar de de 24,8 a 89,7%,
com destaque para a detec¢do de formas parasitarias de 4. lumbricoides, T. trichiura, E. coli e
Blastocystis spp. A ampliacdo de estudos para esta regido podera fornecer dados para comporem
estratégias de vigilancia epidemioldgica das enteroparasitoses.

Dentre os municipios que compdem a RMC encontram-se Bocaitva do Sul e Colombo. O
primeiro dista 40 km de Curitiba. No local existem trés unidades basicas de saude, uma clinica
especializada, um consultério, um Hospital Geral e uma unidade moével pré-hospitalar, onde as
internagdes devido a diarreias sdo de 0,2 para cada 1.000 habitantes (IBGE, 2017). O municipio
de Colombo dista 21,3km da capital. Quanto ao sistema de satde, o municipio conta com 35
estabelecimentos de saide do SUS. As taxas de internagdo, devido a diarreias, sao de 0,4 para
cada 1.000 habitantes (IBGE, 2017).

Como mencionado anteriormente os quadros de diarreia podem estar associados a
presenca de protozoarios € helmintos, porém até o momento ndo héa estudos realizados nesses
municipios. Para fornecer os primeiros dados sobre enteroparasitoses na regido, essa pesquisa foi
realizada de 2017 a 2019 avaliando fatores socioeconomicos (BARBOSA et al., 2017) para
determinar possiveis fatores de risco. Cabe destacar que a regido e fatores socioecondmicos ja
foram apontados como influentes na prevaléncia desses enteroparasitos (COLE et al., 2009;
DAMAZIO, SOARES e SOUZA, 2016). Como forma de investigagio de espécies parasitarias foi
utilizado o EPF. Embora o padronizado na rotina clinica e comumente utilizado em pesquisas,
sejam os métodos de Hoffman, Pons & Janer (HPJ), Faust e Kato-Katz (SCOLARI et al., 2000;
BOSQUI et al., 2015; BARBOSA et al., 2018; MENEZES et al., 2018), optou-se pelo método de
Ritchie por apresentar maior sensibilidade e especificidade em relagdo aqueles outros
(AZEVEDO et al., 2017) que, segundo Alarcon et al. (2007), sofrem interferéncia do uso de agua
podendo levar a um subdiagndstico. Somado a isso foi utilizada a técnica de Ziehl-Neelsen por
ter maior sensibilidade para deteccdo de oocistos que nao é possivel observar pelos métodos

convencionais, que utilizam o Lugol (DE CARVALHO, CARVALHO e MASCARINI, 2006).
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A necessidade de genotipagem de algumas espécies (SCILUNA, TAWARI e CLARK,
2006; SHAKER et al., 2019) que sdo indistinguiveis microscopicamente (KOLTAS et al., 2017)
¢ fundamental visto que podem infetar tanto humanos quanto outros animais (HERNANDEZ et
al., 2019), cujas manifestacdes clinicas estariam associadas as variagdes na viruléncia do parasito
(LALLE et al., 2005; SEGUI et al., 2017) além de permitir inferéncias sobre a distribui¢ao
geografica das espécies (KOHLI et al., 2008). Para tal, métodos moleculares vém sendo

empregados, principalmente em pesquisas.
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2- OBJETIVO GERAL

Diagnosticar enteroparasitos em criancgas de escolas do municipio de Bocaiuva do Sul e

Colombo.

2.1- Objetivos especificos

A) Determinar e analisar a prevaléncia de espécies parasitarias nas populacdes alvo
(criangas das escolas de ambos municipios);

B) Identificar e descrever os possiveis fatores socioecondomicos que interferem na
presenca de enteroparasitos nas populagdes alvo;

C) Caracterizar molecularmente Blastocytis spp. e Giardia spp., encontradas nas

amostras dos criangas das escolas avaliadas.
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, (OMS, 2002), as enteroparasitoses
acometem, sobretudo, populacdes com habitos de higiene deficitarios, ¢ com dificuldades de
saneamento basico. Como consequéncias surgem problemas como desnutri¢do, diarreia e atraso
no desenvolvimento fisico e cognitivo. As criangas sdo as mais vulneraveis devido aos héabitos de
levar objetos a boca, principalmente em contato direto com o solo ao brincar (ABERA e
NIBRET, 2014).

Segundo Biasi et al. (2010), no Brasil, o clima tropical e subtropical, favorece a
disseminacdo de parasitos, uma vez que temperaturas elevadas e umidade sdo condi¢des ideais
para que o ciclo de alguns helmintos se complete. A deteccdo das infecgdes parasitarias esta
relacionada com condigdes de saneamento bdasico deficiente, baixo nivel socioeconOmico,
cultural e de higiene. Entre as espécies de protozoarios intestinais patog€nicas que geram
preocupacdao com potencial de transmissdo por contato direto (pessoa-a-pessoa) estdo E.
histolytica, G. duodenalis e Cryptosporidium spp. Nas espécies Cystoisospora belli e Cyclospora
cayetanensis, 0s oocistos (eliminados nas fezes) necessitam de um periodo de maturagdo
extrinseca para se tornarem infectantes quando liberados (HERWALDT, 2001) sendo que, no
total, somente Giardia spp. e Cryptosporidium spp. sdo responsaveis por 1,7 bilhdo de casos de
diarreia por ano (EFSTRATIOU et al., 2017).

As geohelmintoses sdo causadas por helmintos (“vermes”) intestinais cujo ciclo bioldgico
ocorre parcialmente no solo, com condigdes propicias de temperatura, umidade, pH, entre outros.
A. lumbricoides, T. trichiura ocorrem, sobretudo em areas periurbanas e urbanas; A. duodenale,
N. americanus e Strongyloides stercoralis ocorrem com maior prevaléncia em dareas rurais
(PULLAN e BROOKER, 2012; BRASIL, 2018). Segundo a Organiza¢do Pan Americana da
Saude, (2018), a OMS estima que a nivel mundial cerca de 820 milhdes de pessoas estejam
infectadas por 4. lumbricoides, 460 milhdes por T. trichiura, 440 milhdes por ancilostomideos
(BRASIL, 2018) e 100 milhdes por S. stercoralis (BETHONY et al., 2006). Estas espécies
parasitarias podem estar presentes em locais publicos como praias, parques e pracas (DE
SOUZA, MAMEDE-NASCIMENTO e SANTOS, 2007; NOORALDEEN, 2015; LEON et al.,
2019) e a infec¢ao pode ocorrer através da ingestdo de ovos larvados ou penetragdo de larvas
filarioides na pele (BETHONY et al., 2006).
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3.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS (DTNs)

As DTNs sdo causadas por um grupo de varios patdgenos transmissiveis (virus, bactérias,
protozoarios e helmintos e artropodes), que incidem em cerca de 149 paises de clima tropical e
subtropical, entre eles o Brasil (OMS, 2013; 2016). Os continentes mais acometidos sdo: Africa,
da América do Sul, América Central e Asia. Atualmente, o registro de algumas dessas DTNs em
paises desenvolvidos estd associado ao grande fluxo migratorio internacional devido a crise
econdmica mundial e guerras nos Gtimos anos (DUJARDIN et al., 2010; ADAMS et al., 2012;
OMS, 2013, BLOOD-SIEGFRIED et al., 2015).

Embora essas enfermidade variem de pais para pais, de 2009 a 2013, foi estabelecida uma
lista de 17 DTNs consideradas como prioritarias: esquistossomose, dengue, doenca de Chagas,
leishmanioses, hanseniase, filariose linfatica, oncocercose (cegueira dos rios), cisticercose,
helmintiases transmitidas pelo solo (ascaridiase, tricuriase e ancilostomiase), tracoma, raiva,
ulcera de Buruli (infec¢do por Mycobacterium ulcerans), dracunculiase (doenca do verme-da-
guing), treponematose endémicas, tripanossomiase africana (doenga do sono), equinococose €
trematodeos transmitidas por alimentos (OMS, 2009, 2013). Em 2017, a 10* reunido do Grupo
Consultivo Estratégico e Técnico para Doencas Tropicais Negligenciadas recebeu propostas para
a adicdo das seguintes doengas: micetoma, cromoblastomicose € outras micoses profundas,
envenenamento por acidentes com serpentes, bouba, escabiose e outras ectoparasitoses (OMS,
2017¢, 2019) (Figura 1). De forma geral, essas doengas sdo vistas como negligenciadas, pois ha
falta de compromisso das empresas farmac€uticas no desenvolvimento de insumos e pouco
investimento para combaté-las onde sdo endémicas. Destaca-se ainda que os valores globais
gastos pelos paises desenvolvidos para “eliminacdao” das mesmas sdo insuficientes e nao
representam um mercado comercial atraente para que a industria privada priorize nelas os seus
investimentos (REMME et al., 2006; CONTEH, ENGELS ¢ MOLYNEUX, 2010). As DTNs,
acometem mais de 1 bilhdo de pessoas vivendo com menos de US$ 2 por dia que residem em
areas rurais, periurbanas e urbanas, além de regides de conflitos. Estdo associadas a falta de
saneamento basico, com dificuldades de fornecimento de agua potavel e acesso aos servigos de
saude, estando a populacdo em contato permanente com esses patdgenos (HORTEZ et al., 2007,
OMS, 2013, 2016). Outros autores elencam que as DTNs provocam muito mais incapacidades
total ou parcial do que mortalidade, estigmatizagdo social, caracterizada por longos periodos de
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Figura 1: Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs) no mundo (Fonte: adaptado da OMS,

2019).
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sofrimento e muitas vezes a perda de vida ttil, aumentando os niveis de pobreza (HORTEZ et al.,
2006, CONTEH, ENGELS E MOLYNEUX, 2010; OMS, 2010).

Em média, de 2003 a 2007, foram doados de US$ 8,73 a 14,38 bilhdes como valor
mundial de combate a todas as doengas. Desse total somente 0,6% foi investido nas DTNs (OMS,
2017), um valor muito inferior quando comparado aos programas de controle do HIV/AIDS
(36,3%), da malaria (3,6%) e da tuberculose (2,2%), que sdo as 3 (trés) grandes doencas,
mostrando pouca atengdo por parte dos paises que compde o Comité de Apoio ao
Desenvolvimento e dos doadores multilaterais aos projetos de controle de DTNs (LIESE e
SCHUBERT, 2009).

A OMS e os paises-membro da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU), em 2015
assinaram um pacto com objetivos de acabar com algumas epidemias como tuberculose, malaria
HIV e as demais DTNs até¢ 2030 num relatéorio chamado “Accelerating progress on HIV,
tuberculosis, malaria, hepatites and neglected tropical diseases” (OMS, 2015). A eliminagao
dessas doencas como problema de Satde Publica pode ser alcancada, desde que haja
investimentos em pesquisas, aliada a educacao em satde e a ampliagdo de coleta e tratamento de
esgoto sendo que o controle das DTNs podera contribuir significativamente para redugdo da
pobreza (CONTEH, ENGELS e MOLYNEUX, 2010; OMS, 2010).

No continente Americano as DTNs destacam-se como grandes problemas de satde
publica. No Brasil, as DTNs com maior prevaléncia sdo: leishmaniose visceral, leishmaniose
tegumentar americana, malaria, dengue, doenca de Chagas, esquistossomose, hanseniase,
sobretudo em algumas areas rurais das regides norte ¢ nordeste (BROOKER, BETHONY e
HOTEZ, 2004; LINDOSO e LINDOSO, 2009; MARTINS-MELO, RAMOS JUNIOR, e
HEUKELBACH, 2016). Sao causas de 5,67 6bitos/100.000 habitantes, com uma associagao
positiva com a falta de urbaniza¢do, migracdo, desemprego e saneamento basico (MARTINS-
MELO, RAMOS JUNIOR ¢ HEUKELBACH, 2016).

O Sistema de Informagao de Mortalidade, no periodo de 1996 a 2009, registrou cerca de
563 obitos por geohelmintos, desses 52,4% era por A. lumbricoides, 10 por Ancylostomatidae e 1
por T. trichiura (BRASIL, 2011). O Ministério da Satude tracou o “Plano integrado 2011-2015,
de agodes estratégicas de eliminagdo de hanseniase, filariose, esquistossomose, oncocercose,
geohelmintoses e tracoma” utilizando como estratégias a localizagdo dos casos ativos das

doencas (Figura 2), e realizacao do tratamento oportuno e em massa, onde foi possivel alcangar
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Figura 2: Municipios prioritarios para o “Plano integrado 2011-2015, de agdes estratégicas de
eliminacdo de hanseniase, filariose, esquistossomose, oncocercose, geohelmintoses e tracoma”

(Fonte: Sinan/SVS-MS, 2012).
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os seguintes resultados: hanseniase com 34.894 casos detectados o que corresponde a
18,2/100.000 habitantes; microfilarémicos, em algumas regides como Recife, a prevaléncia foi de
1%; esquistossomose (8%) e quanto as geohelmintoses as prevaléncias variaram entre 2 a 36%
(BRASIL, 2012). Apds o plano integrado de agao, os dados de 2015, mostraram uma diminui¢ao
dos casos de esquistossomose para 4,5% (BRASIL, 2014), hanseniase para 25.218, e desde 2014
que nao sao registrados casos de filariose linfatica na fase aguda. Quanto a geohelmintoses nao
houve alteragdo nas prevaléncias (BRASIL, 2017b, 2018).

Com o intuito de fortalecer e qualificar agdes em temas de pesquisa considerados
prioritarios para o SUS, em 2010, o Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2010) publicou um
compilado dos grandes editais tematicos na area da DTNs, onde de 2003 a 2009 foram aplicados
R$ 82.445.000 no combate as mesmas. Desse montante R$ 39.000.000 (40%) foram destinados
as DTNs (incluindo hanseniase, malaria, tuberculose e dengue), que receberam, anteriormente,
investimentos em editais especificos. Assim, embora esse valor pareca alto cabe ressaltar que
esse investimento contempla, além das acima mencionadas, mais de 15 DTNs, e possivelmente,
priorizando aquelas como elevadas mortalidades como a leishmaniose visceral, doenga de Chagas
e esquistossomose. Assim fica uma pergunta: o quanto foi investido na busca de alternativas de

controle, diagndstico e tratamento das geohelmintoses?

3.2 COEVOLUCAO E INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

A paleoparasitologia ¢ um ramo da paleopatologia, que se encarrega da pesquisa de
formas parasitarias em material arqueoldgico (RUFFER, 1921). Tem-se demonstrado a presenga
de espécies parasitarias em coprodlitos e outros materiais organicos mumificados, sugerindo que
essa relagdo ecologica (parasitismo) seja consequéncia de processos migratorios, surgimento de
agricultura, domesticacdo de animais e contaminacdo ambiental (FERREIRA, REINHARD e
ARAUJO, 2011). A pesquisa era feita usando contetido de colon, de coprolitos (fezes dessecadas)
e de solos de latrinas (REINHARD et al., 1988). No inicio do século XX, em 1910, foi utilizada a
técnica de reidratacdo de 6 (seis) tecidos de mumias da 20* dinastia do Egito datadas de 3.200
anos, onde observou-se ovos calcificados de Schistosoma haematobium nos rins de 2 (duas)

mumias com lesoes renais (RUFFER, 1910).
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Na América do Norte e do Sul, ja foram encontrados ovos de Necator, Ancylostoma e
Trichuris em mumias e coproélitos. Populagdes pré-colombianas na América do Sul, datadas de
mais de 13 mil anos, comprovam que infec¢do humana por esses parasitos ocorreu antes da
migragdo via Beringia, visto que os mesmos nao suportariam o clima frio daquela regidao
(GONCALVES, ARAUJO e FERREIRA, 2003; ARAUJO et al., 2008).

O estudo de vestigios de parasitos em humanos na paleoparasitologia pode ser
desenvolvido como nova ferramenta para trazer informagdes sobre origem (hospedeiro, local,
parasitos), histérico da relagdo parasito-hospedeiro, sua distribuicdo ao longo do tempo e sobre
migragdes pré-historicas (ARAUJO e FERREIRA, 2000; GONCALVES, ARAUJO e
FERREIRA, 2002). A forma cléassica de diagnostico consiste no exame microscopico de um
fragmento do coprdlito, de forma simples e pouco dispendiosa, avaliando os aspectos
morfologicos, e a presenca de restos alimentares, procurando-se identificar a origem zoologica.
Retira-se um fragmento do coprolito, caso esteja preservado por dessecagdo e reidrata com
solugio aquosa de fosfato trissodico (Na3PO4) a 0,5% por 72 horas (GONCALVES, ARAUJO ¢
FERREIRA, 2002). Em caso de coprolito mineralizado utiliza-se acido cloridrico a 10% que
dissolve o carbonato de calcio, liberando alguns ovos e aplica-se o método de sedimentacao
espontanea. Os ovos encontrados sdo tabelados para compara¢des morfométricas no sentido de
identificar a espécie de parasito e confirmar sua origem (REINHARD et al., 1988). Os cistos de
protozoarios raramente sdo observados em coproélitos mineralizados (FERREIRA et al., 1992) e
ocasionalmente, dado ao processo de calcificagdo, sua detecgdo se torna inviavel, dificultando a
observagao de cisto e o consequente registro de um patégeno/doenga (WILLIAMS, 1985).

A biologia molecular e as técnicas de imunoensaios foram aplicadas em
paleoparasitologia para permitir a recuperagao de espécies parasitarias, bem como o diagnostico
de infecc¢des passadas em humanos e outros hospedeiros (SANTORO, VINTON e REINHARD,
2003). O estudo de sequéncias de DNA de parasitos encontrados em tecidos mumificados e
coprolitos datada de 1.000 anos atrds, recuperadas de material arqueoldgico, pode ser uma
importante fonte de informagao para coevolucao parasito-hospedeiro e filogenética. A analise de
acidos nucléicos de parasitos em paleoparasitologia molecular permite estudar a relagao parasito-
hospedeiro, ao longo do tempo, onde pdde ser feito o rastreamento da dispersdo de ambos nos
continentes abrindo novas perspectivas para estudos sobre evolugio a nivel molecular (ARAUJO

e FERREIRA, 2000; GONCALVES, ARAUJO e FERREIRA, 2002). Recentemente foram
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identificadas sequéncia de DNA de Leishmania tarentolae na medula 6ssea e intestino de mumia,
datada a mais de 300 anos, procedente do periodo colonial em Minas Gerais (NOVO et al.,
2015). Algumas espécies de parasitos que infectam humanos (Homo sapiens) foram herdadas por
contatos com os pré-hominideos ja, outras foram por contaminagio ambiental (ARAUJO et al.,
2013). Essa interacdo ¢ um fator fundamental para a modelagdo, transmissdo e manutengdo de
formas parasitarias, que pode ser mediada pelo sistema imunologico do hospedeiro (PEDERSEN
e FENTON, 2007; ULRICH e SCHIMID-HEMPEL, 2012).

Outro fator de interacdo ¢ a coinfeccdo (presenca de mais de uma espécie de parasito-
multi ou poliparasitismo) que poderd determinar a aptidao do hospedeiro, favorecendo o grau de
viruléncia, e a consequentemente contamina¢do ambiental e a epidemiologia da doenga (LELLO
et al., 2004). A frequéncia dos parasitos depende da interacdo da triade epidemioldgica:
hospedeiro, parasito e meio ambiente (CHIEFFI e NETO, 2003). Ao longo desse processo de
interagdo o parasito desenvolveu mecanismos de resisténcia ao sistema imunoldgico do
hospedeiro e os mecanismos de escape vinculados a transformagdes moleculares, bioquimicas e
imunoldgicas ao longo do ciclo de vida, visando regular a resposta imunoldgica o que pode levar
ao aumento da viruléncia (FEREIL, 2008; SCHMID-HEMPEL, 2009). Entretanto, nem sempre
essa evasdao leva ao aumento; no caso dos helmintos a evasdo leva a regulacdo da reagdo
inflamatéria (SCHIERACK et al.,, 2003). A coevolucdo levou ao parasito desenvolver
mecanismos de evasdo, para evitar multiplos ataques do hospedeiro que ¢ determinante para sua
sobrevivéncia (GEISBRECHT, LAMBRIS e RICKLIN, 2008). De acordo com a literatura esta
interagdo ¢ mediada, sobretudo pelos eosinofilos, macréfagos e células Th2 que incluem células
inatas que respondem ou secretam as citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (ROTHENBERG e
HOGAN, 2006; NUSSBAUM et al. 2013).

3.3 HELMINTOS GASTROINTESTINAIS DE HUMANOS.

A maioria dos helmintos apresentam ciclos de vida complexos, podendo requerer mais de
um hospedeiro para completa-los. Para desenvolverem o potencial infectante, necessitam
obrigatoriamente de um periodo no solo que podem durar dias ou semanas com condigdes
adequadas, principalmente, de temperatura ¢ umidade (GEISSLER et al., 1998). Mais de 1,5

bilhdes de pessoas ou 24% da populacdo mundial estdo infectadas, com uma maior distribui¢ao
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entre as areas tropicais e subtropicais. O crescimento desordenado das cidades, a desigualdade
socioecondmica como o saneamento basico, ¢ habitos de higiene, favorecem a transmissao e
agravos fazendo com que algumas regides do Brasil tenham maior prevaléncia (FERREIRA e
ANDRADE, 2005; BRASIL, 2016).

As manifestagdes clinicas variam conforme a carga parasitaria, imunidade do hospedeiro
e idade, podendo provocar diarreia, ma absor¢ao intestinal, obstrucao intestinal, colite, anemia e
desnutricdo (OMS, 2016). Os nematdides mais comuns em humanos sdo A. lumbricoides, T.
trichiura, A. duodenale, N. americanus e S. stercoralis. Entre os cestdides destacam-se
Hymenolepis nana, Taenia saginata e T. solium (BETHONY et al., 2006; AMOAH et al., 2017).
Sao mundialmente considerados uma das causas mais importantes do retardo no desenvolvimento
fisico e mental, além de poderem levar a quadros de dor abdominal e fraqueza (BETHONY et al.,
2006; STRUNZ et al., 2014; OMS, 2017a).

A ascaridiase ¢ uma parasitose normalmente assintomatica, causada por ingestao de ovos
larvados (L3) de A. lumbricoides, entretanto pode causar problemas extra-intestinais levando a
complicagdes biliares ou pancreaticas (SILVA, CHAN e BUNDY, 1997). Em casos cronicos
pode causar desnutricdo, dificuldades de absorcdo de gorduras, vitaminas e intolerancia
temporaria a lactose. A alta carga parasitaria esta associada ao risco de obstrugdo intestinal e
criangas de até 10 anos sdo as mais vulneraveis (HOLCOMBE, 1995; SILVA, CHAN ¢ BUNDY,
1997; OMS, 2002). E considerado um dos principais geohelmintos nas DTNs pela OMS,
altamente prevalente em areas rurais e urbanas (HOLCOMBE, 1995; HOTEZ et al., 2008), de
regides tropicais e temperadas como Africa Subsaariana, Américas, China e Leste Asiatico
(OMS, 2006). Segundo Pullan et al. (2014), no mundo cerca de 819 milhdes de pessoas estao
infetadas por 4. lumbricoides, na maioria no continente asiatico. No Brasil, a prevaléncia varia de
estado para estado, sendo que a média ¢ de 13,7% (BRASIL, 2012).

Assim como para a ascaridiase, a tricuriase ¢ uma parasitose causada por ingestao de ovos
larvados (L3) de 7. trichiura popularmente conhecido por verme-chicote (OMS, 2013a).
Associada a diversos fatores, inerentes ao hospedeiro, parasito e ambiente, pode provocar
diarreia, sindrome disentérica, reduzindo a absor¢do de ferro, consequentemente, a anemia e
baixa taxa de crescimento, (OMS, 2002, 2019a) ¢ em alguns casos leva ao prolapso retal
(COOPER ¢ BUNDY, 1988; HERNANDEZ et al., 2014), onde este quadro pode agravar-se em
pacientes imunocomprometidos (SOLOMONS, 1993). Faz parte do grupo das geohelmintoses
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com distribui¢cdo semelhante a de A. lumbricoides (OMS, 2006). A prevaléncia global da doenca
¢ estimada em 465 milhoes de casos (HOTEZ et al., 2014) e no Brasil a prevaléncia varia de 0,1 a
20,9% (BRASIL, 2012b).

No ser humano, a ancilostomiase ¢ uma parasitose causada por um grupo de patdégenos
hematofagos (4. duodenale e N. americanus), transmitidas pelo contato com o solo (pés
descalgos) em presenca da larva (L3), causando dermatite carateristica da infeccao (OMS, 2002;
BETHONY et al., 2006; BRASIL, 2010), em alguns casos por ingestdo de larva (L3) de 4.
dueodenale (SANTOS, NHANTUMBO e ALHO, 2013). A morbidade depende da quantidade de
parasito que o individuo alberga, sendo que normalmente tende a ser assintomatica. Quando
presentes os sintomas sdo comuns as outras helmintiases, como diarreia e dor abdominal. A
principal carateristica da infeccdo ¢ a perda de sangue intestinal resultando em anemia
(ferropriva), hipoproteinemia e tem sido descrita como uma das causas da desnutri¢do e atraso no
desenvolvimento fisico e cognitivo, sobretudo em criangas, apesar de infectar também outras
idades (BRASIL, 2010; LWANGA, KIRUNDA e ORACH, 2012; OMS, 2017¢c, 2019a). A
prevaléncia global da doenga ¢ estimada em 439 milhdes de casos, ocorrendo com maior
frequéncia em 4reas rurais (HORTEZ et al., 2014) da Asia, América Latina e Africa subsaariana
(BROOKER, BETHONY e HOTEZ, 2004). No Brasil os registros apontam uma variacdo de
prevaléncia de 0,3 a 25,1% (BRASIL, 2012b).

Estrongiloidiase também ¢ transmitida por infeccdo ativa (penetracdo da Larva L3),
também classificada como geo-helmintose e cujo agente etiologico, capaz de infectar o ser
humano, ¢ S. stercoralis (OLSEN et al., 2009; BRASIL, 2010). Destaca-se entre as helmintoses
por causar hiperinfec¢do, autoinfec¢do interna ou externa através da migracdo das larvas, nos
casos nao tratados e em imunosupremidos, resultando em importante problema de satide dentro
das DTNs (GOTUZZO et al., 1999; PAULA e COSTA-CRUZ, 2011; NAVES ¢ COSTA-CRUZ,
2013). Apresenta uma ampla distribui¢do geografica, por paises da Africa, América do Sul,
América Central, Asia, Australia, incluindo América do Norte e Europa (SCHAR et al., 2013;
WINNICKI et al., 2018). Geralmente em baixa taxa de infec¢do tende a ser assintomatica ou
pode apresentar os seguintes sintomas: dor abdominal, flatuléncia, nausea, vOmitos e dor
epigastrica (BRASIL, 2010). A doenga acomete, sobretudo, idosos (agricultores) (TENZA et al.,

2018). A nivel mundial a parasitose acomete entre 10 a 40% sobretudo nas regides tropicais e

30



subtropicais podendo chegar até a 60% (SCHAR et al., 2013). No Brasil a prevaléncia varia de
21,7% a 29,2%, (PAULA e COSTA-CRUZ, 2011).

Embora ndo seja uma geohelmintose e, consequentemente, nao classificada como uma
DTN a enterobiose ou Oxiuriase ¢ uma enteroparasitose muito comum em criancas em idade
escolar (CHEN et al., 2018). E causada pelo heminto Enterobius vermicularis, exclusivo para
humanos, sendo normalmente assintomatica. Entretanto em alguns casos pode provocar prurido
anal, sobretudo no periodo noturno devido a migracao da fémea gravida para a regido perianal e
posterior oviposicdo e movimentagdo das larvas, que o leva ao desconforto e perda de sono
(ARAUJO e FERREIA, 1995; ZOUARI et al., 2018; KANG e JEE, 2019). A transmissdo pode
ocorrer tanto por via oral — fecal quanto por inalagio de ovos (GONCALVES, ARAUJO e
FERREIRA, 2003). A sua prevaléncia a nivel mundial ¢ consideravelmente alta em criangas
(HEIDARE e ROKNI, 2003) e ao contrario dos outros helmintos, ndo estd confinada aos paises
tropicais e subtropicais, com maior incidéncia na Europa e América do Norte independentemente
do saneamento basico (VLEESCHOUWERS et al., 2013). No Brasil ndo existem estudos atuais
sobre a prevaléncia a nivel nacional, contudo alguns trabalhos consultados em alguns estados
demostraram que a prevaléncia varia de 2, 0,7 e 7, 3%, Parand, Rio de Janeiro e Sao Paulo,
respectivamente (FONSECA, BARBOSA e FERREIRA, 2017; BARBOSA et al., 2018; MEIGA
et al., 2018).

Outros helmintos de importancia em Satde Publica pertencem ao grupo dos
Platyhelminthes. Entre estes, destacam-se as espécies 7. solium e T saginata que sao patogenos
que pode infectar humanos seja por ingestdo de ovos ou de larvas (cisticerco de T. solium)
especialmente verduras contaminadas e através de carne crua ou mal cozida, respectivamente. A
ingestdo dessas formas parasitarias pode levar a duas manifestagdes clinicas, conhecidas como
cisticercose (larva em musculos ou sistema nervoso e globo ocular) (PRASAD et al., 2009;
DERMAUW et al., 2019) ou teniases (helminto adulto intestinal) (BRASIL, 2012; OMS, 2019a).
A infecgdo por formas adultas tende a ser assintomatica na maioria dos casos. Os sintomas da
cisticercose/neurocistecercose podem incluir dor de cabeca intensa, epilepsia e cegueira (OMS,
2019a). A cisticercose/neurocistecercose ¢ endémica a nivel mundial, com principal destaque
para América latina, Asia, Africa subsaariana, Europa e Estados Unidos da América (GARCIA et
al., 2003; FLISSER et al., 2003; OMS, 2019a), acometendo entre 2,56 a 8,30 milhdes de pessoas
(OMS, 2015), com uma prevaléncia de 29% segundo Ndimubanzi et al. (2010). No Brasil, devido
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a auséncia de estudo de coorte fica dificil estimar essa prevaléncia embora segundo Martins-Melo
et al. (2017) a taxa de mortalidade, diminuiu significativamente, para - 4,7% anual de 2001-2011,
com diminui¢do nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste, embora haja tendéncia de aumento para
o Norte e Nordeste.

No Brasil, apesar da maioria dos casos estarem associadas a populagdes que residem em
areas onde o saneamento basico é precario, e o Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) é
baixo (BRASIL, 2017), nota-se uma reducdo na prevaléncia de helmintoses (MARTINS;
CARDOSO e COUTO, 2014; REBOLLA et al., 2016; SANTOS et al., 2017; SEGUI et al.,
2018). Segundo o Plano de Acdo estabelecido pela OPAS, os objetivos e as prioridades gerais
para o combate das geohelmintoses podem ser alcangados por meio dos programas que visam a
prevengdo, o controle e a redugdo da carga destas infecgdes, ou seja, através da Educagdo em
Saude. Outrossim, tratando de forma preventiva as populagdes que residem em areas de alta
prevaléncia, sobretudo as criangas em idade escolar por se tratar de um importante grupo de risco

(BRASIL, 2018).

3.4. PROTOZOARIOS GASTROINTESTINAIS DE HUMANOS

A infecgdo por protozoarios ocorre, principalmente, pela rota fecal-oral, seja diretamente
(por exemplo, contato pessoa a pessoa ou animal a pessoa) ou indiretamente através da ingestao
de agua ou alimentos contaminados com as formas cisticas ou oocisticas (infectantes) viaveis dos
parasitos que se desencistam durante a passagem pelo trato gastrointestinal. Os trofozoitos sdo as
formas moveis e ativas (patogénicas) dos protozoarios que colonizam a luz da mucosa intestinal
(CORRALES, IZURIETA e MOE, 2006; XIMENEZ et al., 2009). Dentre estes se destacam as
espécies pertencentes aos géneros Entamoeba, Giardia, protozoarios coccidios do Filo
Apicomplexa e Blastocystis (FRIESEN et al., 2018; HEMPHILL, MULLER e MULLER, 2019).
De forma geral a prevaléncia desses protozoarios varia de pais para pais, e de acordo com o
método de diagnodstico utilizado.

Em coproparasitologia, o termo ameba engloba espécies pertencentes ao género
Entamoeba, Endolimax e lodamoeba. O género Entamoeba agrupa diversas espécies, seis das
quais (E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. polecki, E. coli e E. hartmanni) podem ser

encontradas no limen do intestino grosso dos humanos. Entamoeba histolytica ¢ a inica espécie

32



associada a infecdo/doenca nos humanos, as outras espécies sdao consideradas como nao-
patogénicas (PETRI et al., 2000; SARD et al., 2011; KIKUCHI et al., 2013). De acordo com
Poulsen e Stensvold (2016), E. nana em caso de desregulacdo da microbiota intestinal pode
ocorrer um crescimento da mesma no qual ocasiona desconforto gastrointestinal. Lozano et al.
(2012) em 2010 relataram 55.500 mortes foram causadas por amebiase em todo o mundo sendo a
segunda principal causa de morte por protozooses (apds criptosporidiose). A infec¢do por amebas
inicia-se com a ingestao de cistos em dgua ou em alimentos contaminados. No intestino delgado,
passa pela fase de encistamento e os trofozoitos emergem colonizando o intestino grosso e
aderem & mucosa do colon (LUNA-NACAR et al., 2016). A espécie E. histolytica pode secretar
proteinases que dissolvem tecidos hospedeiros, matando células hospedeiras permitindo que os
trofozoitos invadam a mucosa intestinal, causando colite amebiana, em alguns casos invadir a
mucosa e submucosa intestinal, atingir circulagdo e causar abcesso hepatico (STANLEY, 2003;
ALI, 2015). No México a amebiase figura entre a quinta ou sexta das 20 principais causas de
doencas todos os anos (XIMENEZ et al., 2009). Na Colombia a prevaléncia de amebiase varia
em torno de 18,8% (LOPEZ et al., 2015), e no Equador a mesma ¢ superior ao dobro, sendo de
41% (LEVECKE et al., 2011). No Brasil, segundo os resultados de Biolchi et al. (2015), no
estado de Santa Catrina a prevaléncia foi de 25%, no Rio Grande do Sul a prevaléncia foi de
3,5,5% (RECH et al., 2016) ¢ 7,1% no Rio de Janeiro (BARBOSA et al., 2018).

Giardiase ¢ uma gastroenterite causada por Giardia duodenalis (=G. lamblia ou G.
intestinalis), uma espécie de protozoario intestinal flagelado comum nos seres humanos. E
reconhecido um complexo G. duodenalis com pelo menos oito grupos (assembleias)
geneticamente caracterizados, mas semelhantes morfologicamente (ABE e TERAMOTO, 2012).
Ha relatos de associacdo de (subassembleia) com sintomas como diarreia (FLANAGAN, 1992).
Até a presente data foram descritas as assembleias A, B, C, D, E, F, G e H e cada subtipo pode ter
preferéncias por um hospedeiro ou por uma gama de hospedeiros (FENG e XIAO, 2011). A
detecgdo de assembleias e subassembleias All, BIII ¢ BIV ¢ indicador de transmissao de humano
para humano (CORREA et al., 2020). A prevaléncia de G. duodenalis varia em fungdo dos
paises, sendo que em paises em desenvolvimento pode chegar até 43% e em paises desenvolvidos
6% onde essa pouca porcentagem tem sido associada com doenga do viajante ou surtos de
veiculagao hidrica (FLANAGAN, 1992). Nos Estados Unidos, por exemplo, segundo Zylberberg
et al. (2017), a prevaléncia foi de 0,11%. A prevaléncia varia de 11,5% na Argentina (MOLINA
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et al., 2011) a 48% na Colémbia (RODRIGUEZ et al., 2014). No Brasil ¢ frequentemente
encontrado em criancas de idade pré-escolar (TEIXEIRA, HELLER e BARRETO, 2007) onde
trabalhos realizados no Rio de Janeiro obteve 4,1% de prevaléncia (BARBOSA et al. 2018),
21,9% em Sao Paulo (OLIVEIRA-ARBEX et al., 2016) e 11,0% no Parana (SEGUI et al., 2018).

O género Blastocystys foi considerado um protozoario intestinal comensal, porém, alguns
estudos demonstraram que esse microrganismo pode estar relacionado com a sindrome do
intestino irritavel e urticaria (TAN, 2008; PARIJA ¢ JEREMIAH, 2013; AJJAMPUR e TAN,
2016). O comensalismo de Blastocystis ou a sua patogenicidade ¢ altamente dependente do
subtipo (ou seja, codificagdo de fatores de viruléncia e toxinas), ou ainda fatores relacionados ao
hospedeiro, como a genética, estado imunologico, resposta/estresse do hospedeiro, infecgdes
concomitantes, disbiose da microbiota intestinal (SCANLAN e STENSVOLD, 2013). Em relagao
ao potencial de patogenicidade de Blastocystis, argumenta-se que os sintomas podem estar
ligados a carga parasitaria. O seu papel como agente causador de diarreia e outros disturbios
intestinais ou extra-intestinais permanece controverso, porque essa espécie de protozoario pode
ser encontrada em individuos sintomaticos e assintomaticos (STENSVOLD et al., 2009b). Assim
sendo, somente analises de alto nivel de especificidade de subtipo podem elucidar o potencial
patogénico dos subtipos de Blastocystis (SEGUI et al., 2018; TITO et al., 2018). Atualmente, sdo
conhecidos 17 subtipos deste protozodrio que colonizam uma ampla gama de hospedeiros
mamiferos incluindo humanos e podem parasitar passaros, répteis e insetos entre outros animais
(LEPCZYNSKA et al., 2016; STENSVOLD e¢ CLARK, 2016). De forma geral, os artigos
apresentam uma prevaléncia acima de 10%. Na Espanha a prevaléncia foi de 13% (REH et al.,
2019) e 18, 1% na Franga (EL SAFADI et al,. 2016). El Safadi et al. (2014), em populacdes da
bacia do rio Senegal, Africa, obtiveram 100% de prevaléncia. Na América do Sul, em paises
como Colombia, segundo Ramirez et al. (2014), em um trabalho realizado em 7 (sete) regides
obtiveram 45% de prevaléncia. No Brasil a mesma variou de 57,8%, 86,6% e 38,9%, no Para,
Sao Paulo e Parand, respectivamente (BORGES et al., 2009; REBOLLA et al., 2016; OISHI et
al., 2019).

Dentre os coccidios, destacam-se as espécies do género Cryptosporidium spp. que
segundo Korpe et al. (2019), ¢ um dos principais contribuintes para a morbidade e mortalidade
por diarreia em criangas com menos de 5 (cinco) anos em todo o mundo. Reconhecidos por serem

causadores de gastroenterite tanto em individuos imunocompetentes como imunocomprometidos,

34



a infecdo ¢ adquirida através da ingestdo de oocistos presentes em alimentos, 4gua contaminada,
suco de fruta ndo pasteurizado, por via aérea (aerossol) e em contato com aguas recreativas,
incluindo de piscinas, lagos e parques aquaticos (WEBER e RUTALA, 2001). Em 2010 causou
99.800 mortes (LOZANO et al., 2012) e estima-se que seja responsavel pelo obito de 30 a 50%
de criangas (RYAN e HIJJAWI, 2015). Possui uma distribuicao a nivel dos seguintes continentes:
Asia, Africa, América do Sul, América do Norte, América Central, Australia e Europa, cuja
prevaléncia varia em funcao da espécie (C. hominis e C. parvum) (CHALMERS et al., 2009).
Diferentemente dos helmintos, a prevaléncia de protozoarios entéricos para diferentes estados no
Brasil, continua a aumentar com o passar dos anos (CAVAGNOLLI et al., 2015; MEIGA et al.,
2018; SILVA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020).

Outros fatores que podem influenciar nessa manutencdo de infeccdo por protozoarios
podem estar ligados ao ciclo bioldgico de algumas espécies, cujas formas eliminadas nas fezes ja
sdo infectantes; o fato de protozoarios ndo fazerem parte do programa do Ministério da Saude de
tratamento em massa; e/ou os farmacos utilizados para os helmintos ndo interromperem essa

transmissibilidade, por ndo terem mecanismos de acdo contra protozoarios.

3.5 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DE FEZES

A Tabela 1 resumos os principais métodos de diagndtico parasitologico de fezes,

destacando suas finalidades, bem como vantagens e desvantagens.

3.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ENTEROPARASITOS

Existem espécies parasitarias semelhantes em morfologia e morfometria, o que torna o
diagnostico impreciso (GORDON et al., 2011). Nos ultimos 30 anos comegou-se a utilizar
técnicas de biologia molecular para detecciao de patogeno parasitario, que podem ter importancia
na epidemiologia, prevengdo e tratamento de enteroparasitoses (WEISS, 1995). Apos o
sequenciamento gendmico humano a disponibilidade de dados aumentou o que permitiu
desenvolver métodos baseados em Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) como ferramentas

para o diagnostico de espécies parasitarias (GORDON et al., 2011).
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Tabela 1: Exame parasitologico de fezes (EPF). Adaptado (HOFFMAN, PONS e JANER, 1934;
RITCHIE, 1948; KATZ, COELHO e PELLEGRINO, 1970; PEREIRA e¢ PEREIRA, 1991 e
CARVALHO, CARVALHO e MASCARINI, 2006).

METODO PRINCIPIO DO FINALIDADES VANTAGENS DESVANTAGENS
METODO

FAUST Centrifugo- Cistos, ovos pouco densos e~ Menos artefatos Pouca sensibilidade
flutuagdo em larvas de helmintos. fecais. de ovos grandes.
sultao de zinco.

HPJ Sedimentacao Cistos de G. duodenalis, Barato, facil de Demorado,
espontanea. larvas de S. stercoralis e ovos ser preparado. observagao imediata

de A. lumbricoides, T. e grande quantidades
trichiura e S. mansoni. de detritos fecais.

LUTZ Sedimentacao Ovos de S. mansoni, larvas e Facil execugdo e  Baixa sensibilidade,
espontanea. alguns cistos. menos custos. grande quantidade de

detritos fecais.

KATO Tamizagao das Ovos de S. mansoni. Qualitativo, Baixa sensibilidade.

KATZ fezes. preservagao

RITCHIE Centrifugo- Ovos e larvas de helmintos, Preservacdo, alta  Elevados Custos.
sedimentagao cistos e oocistos de sensibilidade.
pela formol- protozodrios.
acetato de etila.

WILLIS flutuagdo em uma Ovos de baixa densidade Facil execucdo ¢  Baixa sensibilidade,
solugdo saturada  (Ancilostomideos). menos custos. ndo indicado para
de Cloreto de pesquisa de cistos.
Sédio.

GRAHAM Fita adesiva. Ovos de E. vermicularis e Rapido, facil Nao indicado para

Taenia sp.

€xecugdo € menos
custos.

cistos.
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A deteccao por sonda baseada em acido nucléico de agentes parasitarios consiste no uso
de uma molécula de DNA reporter para detectar sequéncias de DNA ou RNA do parasito
(WEISS, 1995), esta técnica tem sido cada vez mais utilizada para o diagnostico de helmintos
(BASUNI et al., 2011; GORDON et al., 2011; DACAL et al., 2018) e protozoarios (GHOSH et
al., 2000; SCULINA et al., 2006; STENSVOLD et al., 2010; MATEO et al., 2014) em amostras
fecais.

A técnica utiliza basicamente dois “primers” que flanqueiam a sequéncia alvo e uma
DNA polimerase, em ciclos sucessivos de desnaturacdo e hidrilagdo como iniciadores
oligonucleotideos, seguidos pela extensdo dos primers por acao da polimerase gerando milhdes
ou bilhdes de copias idénticas. A sequéncia alvo amplificada ¢ detectada por sondas, o produto de
DNA gerado pode ser analisado por eletroforese em de poliacrilamida ou agarose (MULLIS et
al., 1986; ARAUJO et al., 1998; WEISS et al., 1995). Outra técnica utilizada em andlises
moleculares ¢ o sequenciamento de Sanger, considerado “padrao ouro. Este método utiliza DNA
polimerase, primer, desoxirribonucleosideos trifosfatados (ANTP) e didesoxirribonucleosideos
trifosfatados (ddNTP) marcadas por ** P (fosforo) (SANGER, NICKLEN e COULSON, 1977).

3.7 SISTEMA UNICO DE SAUDE COMO POLITICA PUBLICA

O Sistema Unico de Saude (SUS) foi criado apés a reforma da satde nos anos 80, pela
Constituicao Federal de 1988, estabelecendo a satide como direito de todos e dever do estado,
pois, antes o sistema publico prestava assisténcia apenas aos trabalhadores com vinculo a
Previdéncia Social. Atualmente o SUS tem ampliado o acesso a assisténcia médica alinhados aos
seus principios que é a universalidade, equidade e atendimento integral (BRASIL, 1990, 2013). E
um dos maiores ¢ mais complexos sistemas de saude publica do mundo, abrangendo desde o
simples atendimento para avaliacdo da pressdo arterial, por meio da Atencdo Primaria, até o
transplante de orgdos, garantindo acesso integral, universal e gratuito para toda a popula¢do do
pais (BRASIL 2001, 2013; MACINKO e LIMA-COSTA, 2012).

Fazem parte do SUS as seguintes entidades: Ministério da Saude, Secretaria Estadual de
Saude, Secretaria Municipal de Saude, Conselhos de Saude, Comissao Intergestores Tripartite e
Conselho de Secretario da Saude (BRASIL, 2013). Esses orgaos atuam na satide da familia por

meio de equipes de saude que sdo responsaveis pelos residentes de um territorio definido, por
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meio de agdes como a promogao de saude, educagdo em satude e controle de DTNs (IGNACIO et
al., 2018). Visa aumentar a atencdo a saide das populacdes de baixa renda e/ou aquelas que nao
sdo seguradas por planos de saude particulares, onde o acesso a informagdo, na maioria das
vezes, € menor para aqueles que residem em regides do Norte do Brasil comparativamente aos da
regido Sul. Com este propdsito foi possivel aumentar a cobertura dos servicos de satide em 30
anos (CASTRO et al., 2019). A atencdo dessas equipes de multiprofissionais ndo esta limitada as
acoes dentro da Unidade Basica de Satde (UBS), podendo ser estendidas nos domicilios e outros
espagos comunitarios como escolas, associagoes, igrejas entre outros (BRASIL, 2008). No campo
estudantil o SUS através do dispositivo VER-SUS ¢ também um espago que proporciona aos
estudantes da area da saide aprendizagem sobre a vivéncia no SUS (MARANHAO, 2013).
Destaca-se o apelo de investimentos constantes para a promog¢ao em saude por meio de projetos
de pesquisas e extensao.

Até meados do século XX o processo de Educacdao em Saude era focado na profilaxia das
doengas infecciosas e parasitarias e controle de epidemias por meio de informagdes, entretanto
atualmente esse processo tem mudado para agdes participativas. A Educacdo em Saude como se
entende, € um processo tedrico-pratico que visa integrar de forma multidisciplinar saberes
cientificos, popular de senso comum, buscando maior participagdo, interagdo € uma visao critica
(GAZZINELLI, REIS e MARQUES, 2006). No presente trabalho dentro das varias atividades
desenvolvidas com o intuito de iteragdo com as criangas das escolas, funcionarios e encarregados
foram realizadas acdes Educativas em Saude, por meio de feiras de saude, palestras, teatros
participativos, com principal foco na triade epidemioldgica (humano, animal e meio ambiente). E
uma pratica institucionalizada pela OMS, que considerou como um dos elementos essenciais
dentro da Atencao Basica para a Saude das comunidades incluida o primeiro nivel de aten¢do do
SUS. (BRASIL, 2008).

E desejavel que todos os programas e projetos de extensio para a saude coletiva
reservassem um espaco para as atividades educacionais, visando a incorporagdo de habitos

saudaveis para a populagdao (GAZZINELLI, REIS e MARQUES, 2006).
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- AREAS DE ESTUDO
4.1.1 BOCAIUVA DO SUL
O termo "Bocaiuva" origina-se do tupi "mbocaya-iib" e refere-se ao nome da palmeira Acrocomia
sclerocarpa. O municipio possui uma populagdo estimada de 12.944 pessoas, com densidade
demografica de 13,30 hab/km?. Faz limite com os municipios de Tunas do Paranid ao Norte,
Colombo ao Sul, Campina Grande do Sul a Leste e Rio Branco do Sul a Oeste. O municipio
possui uma latitude a 25° 13' S, 49° 06' W de longitude (Figura 3) e 320 a 980m de altitudes. Os
principais cursos de dgua do municipio sd@o o Rio Capivari, Rio dos Patos, Rio dos Patinhos, Rio
Marrecas, Lageado Cerro Lindo, Cérrego Pau de Sangue. Sao todos afluentes do Rio Capivari,
formando parte do lado esquerdo da Bacia Hidrografica do Capivari. Quase a totalidade das
propriedades rurais apresentam recursos hidricos abundantes (fontes, corregos, riachos) que sao
utilizados para consumo humano e animal e ainda para a exploracdo da piscicultura de
subsisténcia ¢ em menor escala piscicultura comercial. O municipio apresenta 58.9% de
domicilios com esgotamento sanitario adequado, 13,8% de domicilios urbanos em vias publicas
com arboriza¢do e 10,4% de domicilios urbanos em vias publicas com urbanizacdo adequada
(presenga de bueiro, calgada, pavimentacao e meio-fio) (FERREIRA, 2006; IBGE, 2017).

Para confecgdo dos mapas, ulizando o Google Earth®, os pontos foram georreferenciados
em funcao da procedéncia (residéncia por bairro) das criangas. Os casos positivos foram plotados
e diferenciados em: amarelo (G. duodenalis), vermelho (Blastocystis spp.), roxo (complexo E.

histolytica), azul claro (4. lumbricoides) e azul escuro (7. trchiura).

4.1.2 COLOMBO

Colombo ¢ um sobrenome de origem italiana, provavelmente originado do latim
“Columbus” pomba macho, ou do indo-europeu “kel-ombha” com o mesmo significado, 0 nome
da cidade ¢ homenagem a Cristovao Colombo, navegador italiano que descobriu a América, em
12 de outubro de 1492. O municipio de Colombo possui uma populagdo estimada de 243.726

pessoas, com densidade demografica de 1.076,72 hab/km?, com geolocalizagao 25°17°30 de
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Figura 3: Mapa do Brasil ilustrando a localizacdo do estado do Parana e dos municipios de

Bocaitva do Sul e Colombo (Fonte: Salvador P. Chaves-Junior).
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latitude sul e 49°13°27” de longitude oeste (Figura 3), a uma altitude de 1.027 metros, faz limite
ao norte com o municipio do Rio Branco do Sul, nordeste com o municipio de Bocaituva do Sul,
sul com o municipio de Pinhais, leste com o municipio de Campina Grande do Sul, sudoeste com
o municipio de Curitiba e Oeste com o municipio de Almirante Tamandaré. O municipio possui
81,3% de domicilios com esgotamento sanitario adequado, 42,9% de domicilios urbanos em vias
publicas com arborizagdo e 24% de domicilios urbanos em vias publicas com urbanizagdo
adequada (presenga de bueiro, calgada, pavimentacdo e meio-fio) (FERREIRA, 2006; IBGE,
2017; BRASIL, 2018).

Para confecgdio dos mapas, ulizando o Google Earth®, os pontos foram georreferenciados
em fungdo da procedéncia (residéncia por bairro) das criancas e diferenciados em positivos

(vermelho) e negativos (azul).

4.2 APROVACAO DOS ORGAOS COMPETENTES

Inicialmente o projeto foi apresentado as Secretarias de Saude e de Educacdo dos
municipios de Bocaiuva do Sul e de Colombo para a sua aprovag@o. As secretarias de educacao
indicaram algumas escolas para a possibilidade do trabalho, dentre elas escolas urbanas e rurais.
Posteriormente, em cada escola, o projeto foi proposto para a direcdo e corpo pedagdgico que
consentiram a realizacdo do mesmo. Aos pais e/ou responsaveis pelos alunos, foi solicitada a
autorizagdo para a participacao das criancas denominado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE I). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Parana (CAAE 91542618.0.0000.0102) (ANEXO I).

4.3- METODOS DE COLETA DOS DADOS SOCIOECONOMICOS

4.3.1- ELABORACAO DO QUESTIONARIO ESTRUTURADO

Foi elaborado um questionario para os pais ou responsaveis das criangas, com perguntas
sobre os fatores de riscos como: presenga ou auséncia de diarreia, dor de barriga, se ja fez exame
parasitologico de fezes, como tem feito para prevenir ou tratar verminoses, se toma algum

medicamento ou remédio para tratar ou prevenir parasitoses, fonte da agua de consumo, se tem
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animais em casa, qual ¢ o local de evacuagdo das fezes, como tratam o esgoto da casa e qual € o

destino do lixo (APENDICE II).

4.3.2- APLICACAO DO QUESTIONARIO

Para aplicacdo do questionario foi realizada uma reunido com os pais, onde abordou-se
sobre a importancia e objetivos do estudo. Apds leitura e explicagdo do TCLE e de sua assinatura
os pais foram instruidos como preencher o questionario estruturado com perguntas fechadas
(objetivas). Durante todo o projeto foram elaboradas atividades educativas em saude publica,
como recomendado pela OMS, junto &s criangas, pais e professores para mostrar a impotrancia
dos parasitos e despertar o interesse dos mesmos frente as agdes de coleta de fezes e posterior

diagnostico (Figuras 4 e 5).

4.3.3- ANALISE DO QUESTIONARIO

Os questionarios foram analisados comparando com os resultados para enteroparasitos e
as respostas dos pais ou dos responsaveis, buscando as possiveis associagdes entre o parasitismo

e os fatores socioecondmicos € ambientais.

4.4- METODOS DE COLETA DAS AMOSTRAS FECAIS

Os pais foram instruidos em relacdo a realizagdo da coleta de fezes. Além disso, foi
entregue um kit de coleta com um coletor universal com um codigo que correspondia a
série/turma do aluno seguido por um nimero que identicava o aluno. Também havia um panfleto

com as seguintes instrugdes:

Além disso, foram repassadas instrucdes aos encarregados quanto ao tempo de coleta e
modos de conservagio (APENDICE III e IV). Para facilitar a logistica no municipio de
Bocaitva do Sul, a académica de Enfermagem da Pontificia Universidade Catdlica do Parana

(PUC/PR), Andressa Taborda, residente do municipio, auxiliou no recebimento das amostras.
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Figura 4: Atividades educativas (teatros, observacao de ovos de helmintos e jogos), realizadas
nas escoladas de ambos os municipios.
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Figura S: Atividades educativas (teatros, observacao de ovos de helmintos e jogos), realizadas
nas escoladas de ambos os municipios.
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Em data previamente estabelecida, as amostras foram entregues e colocadas em caixa de
isopor refrigerada e transportada até o Laboratdrio de Parasitologia Humana do Departamento de
Patologia Basica da Universidade Federal do Parana (UFPR).

As procedéncias das amostras, de ambos os municipios, podem ser observadas na Tabela
2. Para padronizar a forma de apresentacao dos resultados os dados, de monoparasitismo e

multiparasitismo, os comensais sao apresentados como “parasitos”.

4.4.1- CLASSIFICACAO E ACONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras fecais foram classificadas de acordo com a escala de Bristol (BLAKE;
RAKER e WHELAN, 2016) e foram agrupadas de 1 a 5 como formadas, 6 como pastosas ¢ 7
como diarreicas. Parte das amostras foi conservada em formol a 10% para o exame parasitologico
de fezes (EPF) e em alcool 70% para biologia molecular. As amostras em formol foram mantidas

a temperatura ambiente e as em alcool conservadas a temperatura de -20°C (SEGUT et al., 2018).

4.4.2- METODO DE RITCHIE

A técnica de formol-acetato de etila modificado é uma técnica de concentragdo difasica na
qual sdo extraidos gordura e muco das fezes (RITCHIE, 1948). O protocolo consistiu em colocar
o formol 10% ao receber as amostras numa propor¢do de 1 de fezes para 3 de formol e misturou-
se com palito de madeira até homogeneizacaor. Em um tubo tipo “falcon” foi colocado 3 mL de
amostra fecal fixada e foi adicionado 4 mL de formol 10%. Ao filtrado completou-se at¢ 7 mL
com formol 10% e adicionou-se 3 ml de acetato de etila. O tubo foi novamente fechado, agitado e
centrifugado a 1700 rpm durante 10 minutos. Apds retirar o tubo da centrifuga, o sobrenadante
foi desprezado e o sedimento analisado. Com auxilio de uma pipeta Pasteur, uma gota do
sedimento e uma gota de lugol foram colocadas sobre uma lamina de vidro, homogeneizadas e

cobertas com uma laminula.
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4.4.3- METODO DE ZIEL NEELSEN MODIFICADO

Tabela 2: Procedéncia n amostral de amostras fecais obtidas de criancas das escolas, vindo de

areas urbanas e rurais das diferentes escolas municipais de Colombo e Bocaitiva do Sul, Parana.

Escolas Municipio Procedéncias das criancas n
Escola | Colombo Urbano 91
Escola II Colombo Rural 116
Escola III Bocaiava do Sul Urbano 120
EscolaIIl  Bocaiuva do Sul Rural 21
EscolaIll  Bocaiuva do Sul Nao Informado 26
EscolaIV ~ Bocaiuva do Sul Urbano 16
EscolaIV ~ Bocaiuva do Sul Rural 15
EscolaIV ~ Bocaiuva do Sul Nao Informado 9
Total 414
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Para o diagnostico de coccidios, Cryptosporidium spp., foi utilizada a técnica de Ziehl-
Neelsen modificado sugerida pela OMS (OMS, 1991/p.18). A partir do sedimento obtido na
técnica de fomol-acetato de etila modificado foi realizado um esfregaco fino em uma lamina de
vidro, deixando-a secar por 8 a 10 horas. Uma vez seca, as laminas foram colocadas em um
suporte para coloracdo. Vertidas sobre as laminas um pouco de metanol (Absoluto 100%) e
mantida por 3 minutos para adequada fixagdo da amostra. Apds seca, as laminas passaram para a

fase de coloragdo intercalada por lavagem em agua corrente:

e Fucsina fenicada 10% (marca Newprov) por 10 minutos;
e Acido cloridrico com etanol por 10 segundos; (Composi¢do de 30mL de acido
cloridrico e 970mL de etanol 96%));

e Fixar em azul de metileno durante 90 segundos;

As laminas foram secas em temperatura ambiente para que posteriormente observadas
para a detec¢ao microscopica de possiveis oocistos de coccidios utilizando a objetiva de 40x e de

100x com 6leo de imersao.

4.5- ANALISES MOLECULARES

A andlise molecular foi realizada na Universidade de Valéncia- Espanha, seguindo a

mesma metologia adotada (SEGUI et al., 2018), descrita a seguir:

4.5.1- EXTRACAO DO DNA

O DNA foi extraido a partir de aproximadamente 200 mg do material fecal conservado
em alcool a 70% e utilizando o Kit comercial QIAamp® FAST DNA Stool Minkit (QIAGEN®,
Hilden, Germany), seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras de DNA purificado (200

pL) foram armazenadas a -20°C, até o momento da realizagao dos ensaios moleculares.
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4.5.2- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A PCR ¢ uma técnica de Biologia Molecular descrita por Mullis et al. (1986), que tem
como objetivo amplificar a quantidade de copias de fragmento de DNA particular partindo de
uma quantidade minima, obtida inicialmente através da extragao.

A PCR para Blastocystis spp. foi realizada por meio do gene SSU rRNA (SCICLUNA et
al., 2006). Este método utilizou primers universais para Blastocystis spp. RDS5/BhRDr para
amplificar um fragmento de aproximadamente 600 pb. Foi feito um mix de 25uL contendo:
Buffer, MgCI?-50uM, dNTPs, solucao tampao, 0,5uM de primers RD5/BhRDr, DNA Taq
Polimerase, agua esterilizada e SuL. de DNA extraido.

As etapas de amplificagdo envolveram: desnatura¢do 95°C — 3min, 30 ciclos de 1min cada
um a 94, 59 e 72°C, e a etapa final adicional foi de 2min a 72°C.

A caracterizagdo de Giardia duodenalis foi feita inicialmente mediante o método de
qPCR, tendo como alvo uma regido de 600pb (pares de bases) do gene SSU RNA do parasito
seguindo o método de Verweij et al. (2003).

As reacdes de amplificagdes consistiu em 3 uL Produto de extragdo, 0,4 uM de sonda,
0,5uL Gd-80F, 0,5uL Gd-127R de primers, 12.5uL de TagMan® Gene Expression com volume
final de 25uL. Foi usada a agua esterilizada como controle negativo em todas etapas da PCR e
DNA genomico de Giardia duodenalis como controle positivo. As condi¢des da reac¢cdo foram:
na etapa inicial 2 min a 55°C, 15min a 95 °C, seguida de 45 ciclos de 15s a 95°C e 1 min a 60 °C.
A seguir obteve-se um grafico para proporcionar os chamados valores Cq (quantification cycle),
que permite quantificar o DNA presente em cada amostra considerando valores 6timos de Cq
entre 20 e 30.

A amostras positivas da qPCR foram avaliadas por genes multi-locus baseadas em
sequéncias de genes que codificam as proteinas glutamato deshidrogenase (GDH) e B-giardina
(BG), do parasito, seguindo o protocolo proposto por Read et al. (2004). Amplificou-se um
fragmento de aproximadamente 432 pb do gene GDH. O mix da PCR de 25 pL foi: Buffer,
MgCI>-50uM, dNTPs, GDHe F/ GDHi R, na reagdo primaria e GDHi F / GDHi R na
secundaria, DNA Taq Polimerase, agua esterilizada, DNA extraido, solu¢do tampao para manter

o pH adequado para o funcionamento da tltima etapa.
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As etapas foram: Desnaturagdo a 95°C - 3min, 35 ciclos 95°C- 30s, 55°C-30s e 72°C —
Imin de anelamento e o passo final foi 72°C — 7min de extensao.

Igualmente, um fragmento de aproximadamente 511pb do gen BG e Giardia duodenalis
foi amplificado segundo o protocolo de Lalle et al. (2005). Foram aliquotadas em tubos de
microcentrifuga um mix de (25uL) de Buffer, MgCI>-50uM, dNTPs, solucao tampao, 0,4uM de
primers G7_F, G759 R, DNA Taq Polimerase, H20 esterilizada, 3pul de DNA extraido.

A reacdo primaria foi feita nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 95°C — 7min,
seguido de 35 ciclos a 95°C — 30s, 65°C — 30s e 72°C — 1min de anelamento e finalizando com
72°C — 7min de extensdo. A reacao secundaria foi idéntica com a primaria exceto a temperatura

de reconhecimento que foi de 55°C.

4.5.3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A fim de verificar se a PCR gerou amplificacdo do fragmento de DNA, foi feita a
eletroforese em gel de agarose a 2%, seguindo a metodologia de Sambrook, Fristsch e Maniatis,

(1989) (ANEXO II).

4.5.4- SEQUENCIAMENTO DE NUCLEOTIDEOS

O sequenciamento de DNA, foram feitos por meio de eletroforese capilar usando
BigDye® Terminador chemistry (Applied Biosytems) em sequenciador de DNA automatico ABI
PRISM 3130. A seguir procedeu-se a analise dos dados de sequenciamento em ambas as direcdes
forward e reverse, empregando o software gratuito de analise de sequéncias Chromas Lite versao
2.1.

As sequéncias obtidas no presente estudo foram comparadas com aquelas existentes na
base de dados do Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias de

consenso geradas foram alinhadas utilizando o software MEGA 6.
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4.6- ANALISES DOS DADOS

Os dados obtidos foram tabulados no softwear Excel 2016 com a finalidade de
classifica¢do e descrigdao de todos os resultados obtidos no estudo. Em um primeiro momento, os
dados foram analisados tanto por estatistica descritiva quanto por estatistica inferencial utilizando
o programa R. Studio versdo 3.6.2.

A andlise estatistica descritiva foi utilizada para determinacao do calculo da prevaléncia
(n/NX100), ou seja, da frequéncia de um evento. As informagdes fornecidas através dos calculos
de prevaléncia permitiram estabelecer estatisticas de risco populacional (Oddis-Ratio)
descrevendo as relagdes entre um conjunto de variaveis e possibilitando caracterizar um grupo a
partir de sua amostra positiva ou negativa. Toda inferéncia foi acompanhada do Intervalo de
Confianga de 95% onde para os dados serem significatios o valor de p foi menor 0,05 (p<0,05).

As analises foram realizadas levando em conta os dois municipios estudados, Bocaiuva do
Sul e Colombo, de forma conjunta e comparativa. As particularidades dos resultados de cada um
desses municipios, em relagdao ao observado, sdo destacadas no texto.

As Tabelas 3 a 7 estdo graficamente representadas conforme Segui et al. (2018), onde o
valor de “N” refere-se ao total de individuos parasitados e esta expresso na ultima linha; “n”
refere-se a frequéncia de observagdo de alguma forma parasitaria naquela amostra fecal. Ja
somatorio das espécies parasitarias observadas (mono e/ou multiparasitismo) consta da segunda

coluna destas tabelas.
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5- RESULTADOS

5.1. ANALISE DAS FREQUENCIAS DE ENTEROPARASITOS

Somados os dois municipios foram coletadas 414 amostras fecais (Tabela 2) para a
realizagdo do EPF, dessas 32,4 % (134/414) das amostras foram positivas para ambos os
municipios. Cerca de 124 foi detectado algum protozoario e em 10 algum helminto, sendo que
Colombo apresentou uma prevaléncia de 36,7% (76/207) e Bocaitiva do Sul 28% (58/207), para
pelo menos uma espécie parasitaria. As espécies de helmintos detectadas foram A. lumbricoides,
T. trichiura e E. vermicularis, sendo este (E. vermicularis) foi detectado somente em Colombo;
entre os protozoarios G. duodenalis, complexo E. histolytica, E. hartmanni, E. coli, E. nana, I.
biitschilii, Blastocystis spp. e Cryptosparidium spp. o qual o Cryptosparidium spp foi exclusivo
para Bocaitiva do Sul (Tabela 3). Blastocystis spp. foi a espécie parasitaria mais frequente em
ambos os municipios, seguida de E. coli ¢ E. nana. Entre os helmintos, embora em menor
numero, 7. trichiura e A. lumbricoides (Tabela 3 e Figura 6). Nao foi observada diferenca
estatistica significativa quando comparada a frequéncia de deteccdo de protozoarios e/ou
helmintos entre os municipios (Teste de Tukey, p> 0,05).

Das criangas provenientes de area urbana, 40,3% apresentaram pelo menos uma forma
parasitaria, 50,7% eram provenientes de area rural em ambos os municipios € 9% ndo
informaram a procedéncia. Como observado na (Tabela 4, Figuras 7 e 8) no ambiente rural foi
detectada maior frequéncia tanto para helmintos quanto para protozoarios. Blastocystis spp. foi
observado em 38,1% (51/134) das amostras fecais das criancas vindos do ambiente rural, seguido
de E. nana 11,2% (15/134) e E. coli 8,2 % (11/134). Ja entre aqueles procedentes de area urbana,

observou-se maior frequéncia para Blastocystis spp. em 23,1% (31/134), seguida de E.
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Tabela 3: Frequéncia das espécies parasitarias/comensais detectadas nas fezes de criangas
procedentes dos municipios de Colombo e Bocaitva do Sul, Parana (Agosto de 2017 a Julho de

2019). [N: total de amostras potitivas; n: frequéncia de observagao; %: prevaléncia= (n/NX100)].

Colombo Bocaitva do Sul
N p-valor
N % N %

Helmintos 10

Trichuris trichiura 5 3 2.2 2 1,5 1,000
Ascaris lumbricoides 4 1 0,7 3 2,2 0,623
Enterobius vermicularis 1 1 0,7 0 0,0 1,000
Protozoarios 124

Blastocystis spp.* 90 53 39,6 37 41,1 0,074
Entamoeba coli 23 12 9,0 11 8,2 1,000
Endolimax nana 23 13 9,7 10 7,5 0,668
Giardia duodenalis 16 9 6,7 7 5,2 0,798
Entamoeba hartmanni 11 6 4,5 5 3,7 1,000
lodamoeba biitschilii 6 3 2,2 3 2,2 1,000
Complexo Entamoeba histolytica 3 2 2,2 1 0,7 1,000
Cryptosporidium spp. 1 0 0,0 1 0,7 1,000
Total 134 76 58
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Figura 6: A: ovos de Ascaris lumbricoides; B) ovo de Trichuris trichiura; C) cistos de
Entamoeba coli; D) cisto de lodamoeba butchili; E) cisto de Blastocystis spp.; F) cisto de Giardia

duodenalis. (indicados pela seta).
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Tabela 4: Frequéncia das espécies parasitarias/comensais detectadas nas fezes de criangas das

escolas, procedentes de areas rurais e urbanas somados os municipios de Colombo e Bocaiuva do

Sul, Parana (Agosto de 2017 a Julho de 2019) [N: total de amostras potitivas; n: frequéncia de

observacao; %: prevaléncia= (n/NX100); *: p< 0,05].

Urbano Rural Nao informado
N p-valor

n % n % N %
Helmintos 10 6
Trichuris trichiura 5 1 0,7 4 3,0 0 0 0,255
Ascaris lumbricoides 4 3 2,2 1 0,7 0 0 0,756
Enterobius vermicularis 1 0 0,0 1 0,7 0 1,000
Protozoarios 124
Blastocystis spp.* 90 31 23,1 51 38,1 8 6,0 0,002
Entamoeba coli 23 10 7,5 11 8,2 2 1,5 0,482
Endolimax nana 23 6 4,5 15 11,2 2 0,0 0,669
Giardia duodenalis 16 7 5,2 8 6,0 1 0,7 0,543
Entamoeba hartmanni 11 4 3,0 5 3,7 2 0 0,230
lodamoeba biitschilii 6 5 3,7 1 0,7 0 0,0 0,538
Complexo Entamoeba histolytica 3 2 1,5 1 0,7 0 0,0 1,000
Cryptosporidium spp. 1 0 0,0 1 0,7 0 0 0,452
Total 134 54 68 12
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Figura 7: Mapeamento das espécies parasitarias de acordo a proveniéncia das criangas das
escolas criangas das escola do municipio de Bocaitiva do Sul. (Fonte: elaborado por Bruno
Lusosa via Google Earth®). Bh: Blastoystis spp./ Ec: Entamoeba coli/ Ena: Endolimax nanal Gi:
Giardia duodenalis/ Al: Ascaris lumbricoides/ Tt: Trichuris trichiura.
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Figura 8: Mapeamento das espécies parasitarias de acordo a proveniéncia das criangas das

escolas do municipio de Colombo. (Fonte: elaborado por Bruno Lusosa via Google Earth®).

Vermelho: positivo/ Azul: negativo.
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coli 7,5% (10/134) e G. duodenalis em 5,2% (7/134) (Tabela 4, Figuras 7 e 8). Foi observada
diferenga estatistica significativa somente quando observada a frequéncia de detecagdo de
Blastocystis spp. em relagdo a procedéncia das criangas das escolas de area rural (Teste de Tukey,
p< 0,05). Destaca-se que Cryptosporidium spp. e E. vermicularis foram observados em amostras
fecais apenas provenientes de criancas das escolas de areas rurais. Para Bocaiava do Sul os
pontos foram plotados em fungdo do bairro, onde ¢ possivel observar a distribuicdo ao longo
destes por espécie parasitaria. Blastocystis spp. estava presente em todos os bairros e por
diferentes pontos, mostrando a ampla distribuicdo deste, seguido por G. duodenalis. Para
Colombo, embora as espécies ndo tenham sido discriminadas, nota-se que os casos de individuos
positivos e negativos estdo proximos e sobrepostos. Ressalta-se que, analises mais aprofundadas
levando em conta os fatores de risco associados bem como o rastreio das possiveis fontes de
infec¢do seriam necessarios para avaliagdo da presenca e distribuicdo dos espécimes.

Para a frequéncia das espécies parasitarias (monoparasitismo e multiparasitismo) em
ralacdo ao municipio, observou-se maior frequéncia para o municipio de Colombo tanto para
monoparasitismo quanto para multiparasitismo (Tabela 5). Para o monoparasitismo por
helmintos destacou-se 7. trichiura 1,5% (2/134) em Colombo e A. lumbricoides com 1,5%
(2/134) em Bocaitiva do Sul. Para protozoarios, em Colombo, a frequéncia de Blastocystis spp.
foi de 27,0% (36/134), seguido de E. coli com 4,5% (6/134), G. duodenalis e E. nana com iguais
porcentagens 2,2% (3/134); para o municipio de Bocaitiva do Sul, a maior frequéncia foi de
Blastocystis spp. com 16,4% (22/134), seguido de G. duodenalis com 3,7% (5/134) e com iguais
porcentagens E. hartmanni, E. coli e E. nana com 3% (3/134), mas sem diferenga estatistica
(Teste de Tukey, p> 0,05) (Tabela 5).

Entre as criancas das escolas com positividade para enteroparasitos, 75% apresentaram
monoparasitismo e 25% para duas ou mais espécies parasitarias. Quanto ao multiparasitismo
observou-se associagdo de duas (2) a quatro (4) espécies parasitarias, destacando-se Blastocystis
spp. + E. nana com 3,7% (5/134), Blastocystis spp.+E. coli+E. vermicularis+G. duodenalis com
0,7% (1/134), em Colombo; e Blastocystis spp.+ E. coli com 3,7% (5/134) e Blastocystis spp. +
E. nana + E. coli com 0,7% (1/134), em Bocaitiva do Sul (Tabela 5). O multiparasitismo com
mais de 3 (trés) espécies foi observado somente em criangas das escolas provenientes de

Colombeo.
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Ascaris lumbricoides e T. trichiura foram observados em ambos os sexos e E.
vermicularis somente em 1 (um) escolar do sexo feminino. Espécies do complexo E. histolytica e
Cryptosporidium spp. foram observados somente em criancas do sexo feminino, mas sem
diferenca estatistica significativa (Teste de Tukey, p> 0,05) (Tabela 6). Blastocystis spp. foi a
espécie parasitaria mais prevalente tanto em individuos do sexo masculino quanto do feminino.

Criangas da faixa etaria dos 6 aos 10 anos apresentaram maior frequéncia de espécies
parasitarias, tanto para helmintos quanto para protozoarios, quando comparados aqueles de faixa
entre 1 a 5 anos. O protozoario mais frequente, de forma geral, foi Blastocystis spp. (Teste de
Tukey, p< 0,05). Além destes destacaram-se E. coli, E. nana ¢ G. duodenalis como mais

prevalentes em ambas as idades (Teste de Tukey, p> 0,05), (Tabela 7 e Figura 6).

5.2. ANALISE GERAL DAS AMOSTRAS E DOS DADOS SOCIOECONOMICOS

Das 134 (32,4%) amostras positivas, 68% (91/134) foram caracterizadas como formadas,
25% (33/134) como pastosas e as diarreicas somaram 7% (10/134) (Figura 9). A maior
diversidade de espécies parasitarias foi observada em fezes formadas (n = 11 espécies); para
fezes pastosas e diarreicas as mesmas foram semelhantes (n = 6 espécies) (Tabela 8). Entre os
protozoarios, Blastocystis spp. esteve presente em todos os tipos de fezes e ainda configurou-se
como a espécie parasitaria mais frequente, independente da idade (Tabela 7). Nas fezes formadas
e pastosas, além de Blastocystis spp, destacou-se a presenca de G. duodenalis, E. coli e E. nana.
Para os helmintos, somente 7. trichiura foi encontrado nos trés tipos de fezes analisadas.
Ressalta-se que, 4. lumbricoides foi detectado somente em fezes formadas (Tabela 8). Quanto a
biologia molecular, os trés tipos de fezes permitiram a genotipagem de espécies (ver item 5.3). A
partir dessas amostras fecais, avaliou-se a procedéncia das criancas. Aqueles vindos de ambiente
rural apresentaram uma prevaléncia de 50,7% (68/134) em relagdo aqueles vindos de area urbana
que foi de 40,3% (54/134) (Teste de Tukey, p< 0,05). As prevaléncias de espécies parasitarias
observadas para as diferentes escolas, levando em conta a procedéncia rural foram: 39,6% para a
Escola II Rural de Colombo; 6,7% para a Escola III Rural - Bocaitva do Sul e 4,5% para a Escola

IV Rural - Bocaitva do Sul (Tabela 9), as quais apresentaram 12 vezes mais chances de detecgao
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Tabela 6: Frequéncia das espécies parasitarias/comensais detectadas nas fezes de criangas das
escolas, de acordo com o sexo, procedentes dos municipios de Colombo e Bocaitiva do Sul,
Parana (Agosto de 2017 a Julho de 2019) [N: total de amostras potitivas; n: frequéncia de
observacao; %: taxa de prevaléncia= (n/NX100); *: p< 0,05].

Masculino Feminino
N p-valor
n % n %

Helmintos 10

Trichuris trichiura 5 1 0,7 4 30 0,255
Ascaris lumbricoides 4 2 1,5 2 1,5 1,000
Enterobius vermicularis 1 0 0,0 1 0,7 1,000
Protozoarios 124

Blastocystis spp. 90 40 29,9 50 37,3 0,905
Entamoeba coli 23 8 6,0 15 11,2 0,397
Endolimax nana 23 11 8,2 12 9,0 0,829
Giardia duodenalis 16 4 3,0 12 9,0 0,197
Entamoeba hartmanni 11 6 4.5 5 3,7 0,545
lodamoeba biitschilii 6 5 3,7 1 0,7 0,095
Complexo Entamoeba histolytica 3 0 0,0 3 22 0,260
Cryptosporidium spp. 1 0 0,0 1 0,7 1,000
Total parasitados 134 59 75
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Tabela 7: Frequéncia das espécies parasitarias/comensais detectadas nas fezes de criangas das
escolas, de acordo com a idade, procedentes dos municipios de Colombo e Bocaitiva do Sul,
Parana (Agosto de 2017 a Julho de 2019) [N: total de amostras potitivas; n: frequéncia de
observagdo; %: prevaléncia= (n/NX100); *: p< 0,05].

N 6-|10 niao informado p-

n % N % n % valor
Helmintos 10
Trichuris trichiura 5 0 0,0 5 3,7 0 0 0,162
Ascaris lumbricoides 4 2 1,5 2 1,5 0 0 1,000
Enterobius vermicularis 1 0 0,0 1 0,7 0 0 1,000
Protozoarios 124
Blastocystis spp.* 90 21 15,7 64 47,8 5 3,7 0,002
Entamoeba coli 23 6 4,5 17 12,7 0 0,0 0,218
Endolimax nana 23 7 5,2 15 11,2 1 0,0 0,819
Giardia duodenalis 16 5 3,7 10 7.5 1 0,7 0,769
Entamoeba hartmanni 11 5 3,7 4 3,0 2 1,5 0,138
lodamoeba biitschilii 6 3 2.2 3 2,2 0 0,0 0,784
Complexo Entamoeba histolytica 3 0 0,0 3 2,2 0 0,0 0,394
Cryptosporidium spp. 1 1 0,7 0 0,0 0 0,0 0,440
Total parasitados 134 54 68 12
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Figura 9: Consisténcia das fezes analisadas de criangas das escolas dos municipios de Colombo e

Bocaiuva do Sul, Parana (Agosto de 2017 a Julho de 2019).

Tabela 8: Carateristicas das amostras fecais e frequéncias de espécies parasitarias das criangas das

escolas dos municipios de Colombo e Bocaitiva do Sul, Parana (Agosto de 2017 a Julho de 2019).

Formadas Pastosas Diarreicas
Espécies parasitarias n (%) Genétipos n (%) Genoétipos n (%) Genotipos
Trichuris trichiura 3(2,3%) 1(0,7%) 1(0,7%)
Ascaris lumbricoides 4(3%)
Enterobius vermicularis 1(0,7%)
Blastocystis spp. 61(45,5%) ST 1,2,3,4,7 22(16,4%) ST1,2 7(5,2%)
Entamoeba coli 11(8,2%) 12(9%)
Endolimax nana 18(13,4%) 5(7,3%)
Giardia duodenalis 11(8,2%) BIII 3(2,3%) 2(1,5%) BIV
Entamoeba hartmanni 7(5,2%) 2(1,5%) 2(1,5%)
lodamoeba biitschilii 5(7,3%) 1(0,7%)
Complexo E. histolytica 2(1,5%) 1(0,7%)
Cryptosporidium spp. 1(0,7%)
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Tabela 9: Frequéncias das caracteristicas das criancas das escolas dos municipios de Colombo e
Bocaitva do Sul, Parana (Agosto de 2017 a Julho de 2019). [N: total de amostras; n: frequéncia
de observagao; %: taxa de prevaléncia= (n/NX100); *: p< 0,05; OR: Oddis Ratio].

Variaveis N N % OR p-valor
MUNICIPIO
Colombo 207 76 36,7 1,5

0,074
Bocaitiva do Sul 207 58 28,0 1,0
AMBIENTE
Urbano 227 54 40,3 1,0
Rural* 152 68 50,7 2,6 <0,001
nao informado 35 12 9,0 1,6
ESCOLA
Escola I (Urbano - Colombo) 91 23 17,2 5,1
Escola II (Rural - Colombo)* 116 53 39,6 12,6
Escola I1I (Urbano - Bocaiuva do Sul) 120 30 22,4 5,0
Escola III (Rural - Bocaiuva do Sul)* 21 9 6,7 11,3

<0,001

Escola I1I (Nao Informado) 26 7 5,2 5,5
Escola IV (Urbano - Bocaiuva do Sul) 16 1 0,7 1,0
Escola IV (Rural - Bocaitva do Sul)* 15 6 4.5 10,0
Escola IV (Nao Informado) 9 5 3,7 18,8
SEXO
Feminino 233 75 32,2 1,0

1,000
Masculino 181 59 32,6 1,0
FAIXA ETARIA
1-|5 158 40 9,7 1,0
6-110* 232 87 21,0 1,8 0,038
Nao informado 24 7 1,7 0,8
TOTAL 414 134 32,4 -
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de alguma espécie parasitaria quando comparadas aquelas procedentes do ambiente urbano (Teste
de Tukey, p< 0,05) (Tabela 9).

Das amostras positivas 32,2% (59/181) foram do sexo masculino e 32,6% (75/233) foram
do sexo feminino, demonstrando maior prevaléncia daquele, porém sem diferenca significativa
(Teste de Tukey, p> 0,001) (Tabela 6). Quanto a faixa etaria a maior prevaléncia foi detectada
em criancas de 6-10 anos com 21,0% (87/134), sendo diferente estatisticamente daqueles com
menor idade (Teste de Tukey, p< 0,05) (Tabela 7).

Quando observado os dados socioecondmicos de ambos os municipios (Tabela 10),
notou-se que em Colombo 25,0% (5/20) que tiveram resultado positvo no EPF realizado ja
tomaram Albendazol®, 50,0% (1/2) tomaram Nitazoxanida® e 22,2% (6/18) ch4 de hortela.
Quando observado os mesmos dados para Bocaitiva do Sul o cha de hortela foi mais utilizado
pelos individuos amostrados 8,7% (14/67), seguido pelo Albendazol® com 8,2 (13/48) e
Nitazoxanida® com 5,1 (8/31).

A Companhia de Saneamento do Parand (SANEPAR) abastece (fonte de agua destinada a
consumo humano) a maior parte das residéncias das criancas das escolas em ambos os
municipios. Outras fontes de agua utilizadas para concusmo podem ser consultadas na Tabela 10.

Em Colombo observou-se que 41,5% (27/66) usam o banheiro da casa como local para
evacuacdo das fezes e para o municipio de Bocaitiva do Sul 21,3% (17/80). Outros locais de
evacuagdo das fezes relatados foram latrina 50% (2/4) e terreno no entorno da casa 25% (4/1),
particularmente nesse ultimo municipio (Tabela 10).

A Prefeitura (6rgao publico) faz a coleta do lixo na maior parte das residéncias em ambos
0s municipios, entretanto em Bocaitiva do Sul foram relatadas outras formas de descarte, como a
queimada.

O tratamento de esgoto para os dois municipios ¢ feito na maior parte pela SANEPAR. A
maior parte das criancgas das escolas possui algum tipo de animal doméstico, com destaque para
cachorros, gatos, porcos e galinhas.

Entre todas essas variaveis analisadas (medicacdo, fonte de agua, local de evacuagao,
destino do lixo, tratamento de esgoto e presen¢do de animais) para aquelas criangas foram
positivos para alguma forma parasitaria, ndao foram observadas diferencas estatisticas

significativas (Oddis-Ratio e Teste de Tukey, p> 0,05).
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5.3. GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS POSITIVAS PARA Giardia duodenalis E
Blastocystis spp.

As Figuras 10 e 11 representam as porcentagens de gendtipos de Blastocystis spp. € G.
duodenalis, respectivamente. Das 207 amostras fecais de criangas das escolas de Colombo, 53
estavam positivas para Blastocystis spp. sendo que 3 (trés) foram possiveis de amplificagao por
PCR e sequenciadas. Na genotipagem de Blastocystis spp. foram caraterizados os subtipos ST1
(n=2) e ST2 (n=1). Para Bocaituva do Sul, das 167 amostras fecais enviadas para genotipagem, 27
estavam positivas para Blastocystis spp. sendo que 5 (cinco) foram possiveis de amplificagdo por
PCR e sequenciadas. Na genotipagem foram caraterizados os subtipos ST1 (n=1), ST2 (n=1),
ST3 (n=1), ST4 (n=1) e ST7 (n=1).

Dado ao baixo sucesso na genotipagem os dados sdo apresentados em conjunto para os
dois municipios na Figura 10, onde ¢ possivel observar que o ST1 foi o mais prevalente. Nas
fezes formadas foram caracterizados os sutipos ST 1, 2, 3, 4 e 7 de Blastocystis spp. € nas
pastosas os subtipos ST1 e ST2 (Tabela 8).

Das 207 amostras fecais de criangas das escolas de Colombo, 9 (nove) estavam positivas
para G. duodenalis, sendo que para nenhuma foi possivel amplificacdo por PCR.

Para Bocaitiva do Sul, das 167 amostras fecais enviadas para genotipagem, 7 (sete)
estavam positivas para G. duodenalis por EPF, sendo que 5 (cinco) foram possiveis a
amplificagdo por PCR, porém apenas 3 (trés) (Figura 11) foram submetidos ao sequenciamento
nucleotidico, dos quais foram caraterizadas as assembleias BIV 67% (n=2), em fezes formadas e

BIII 33% (n=1) em fezes diarreicas (Figura 12 e Tabela 8).
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Figura 10- Porcentagens dos genoétipos de Blastocystis spp. obtidas de amostras fecais de
criangas das escolas dos municipios de Colombo e Bocaiuva do Sul, Parana (Total de amostras

genotipadas: oito).

600 pb

Figura 11: Eletroforese da amplificacdo do fragmento de rRNA de SSU de Giardia duodenalis.

(1-5) positivo; M: Marcador de peso molecular.
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6- DISCUSSAO

O presente estudo apresenta pela primeira vez a prevaléncia de enteroparasitos para os
municipios de Colombo (36,7%) e Bocaitiva do Sul (28,0%). Para toda a parte norte da Regiao
Metropolitana de Curitiba (RMC) s6 ha um estudo realizado em 2002 no municipio de Campina
Grande do Sul, com prevaléncia relatada de 55,4% (OGLIARI e PASSOS, 2002). Essa alta
prevaléncia poderia estar associadas as diferentes metodologias empregadas, ao grupo amostral
de criangas acima de 10 anos procedentes de ambiente rural, principalmente, ao saneamento
basico inexistente relatado no estudo. Por outro lado, os resultados de Bocaiuva se aproximam do
encontrado na regido sudoeste da RMC em que foi descrito uma prevaléncia de 24,8% em Campo
do Tenente - Parana (OISHI et al., 2019) e o resultado de Colombo ao litoral do estado do Parana
onde foi observado 46,1% (SEGUI et al., 2018). Alguns autores, em diferentes estados,
obtiveramprevaléncias superiores quando comparadas com estes estudos, como em Alagoas que
foi de 68%, Sao Paulo de 65,9% e Amapa de 59% (DIAS et al., 2013, DAVID et al., 2015, DA
SILVA et al., 2016).

Blastocystis spp. foi a espécie mais prevalente nas amostras com 39,6% para o municipio
de Colombo e 41,1% para Bocaitva do Sul, sendo considerado o protozoario mais observado em
humanos (COCO et al., 2017). Oishi et al. (2019) analisando fezes de criangas de 0 a 15 anos, em
Campo do Tenente, Parand detectaram maior prevaléncia (38,9%) de Blastocystis spp., aplicando
o mesmo método de EPF do presente estudo. Em outra investigagdo realizada em Sumidouro, Rio
de Janeiro, foi detectado 55,8% para Blastociystis spp., usando o método de Lutz e HPJ
(BARBOSA et al., 2018). Dos Santos et al. (2014), em Florian6polis (SC), encontraram também
maior prevaléncia para B. hominis seguido de G. duodenalis. De forma geral as pesquisas
realizadas no Brasil com enteroparasitoses tém detectados uma maior quantidade de protozoarios
do que para helmintos, com destaque para E. nana e E. coli e. G. duodenalis (TAKIZAWA,
FALAVIGNA e GOMES, 2009; BOSQUI et al., 2015, BUENO et al., 2015, PEREIRA,
PEDROTTI, ZANCANARO, 2016; FONSECA; BARBOSA ¢ FERREIRA, 2017; ALMEIDA et
al., 2020). Embora nao ser parte da populacao alvo da prente pesquisa, segundo Oliveira, Santos
e Garcia-Zapata, (2013), pacientes em hemodialises apresntam risco de infec¢do por

enteroparasitos como Cryptosporidium sp, Cyclospora cayetanensis e Blastocystis spp. Em
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pacientes imunodeprimidos pode acarretar complicacdes se ndo diagnosticados e tratados de
forma antepada (JESKEA et al., 2018).

Em outros continentes e paises as prevaléncias de protozoarios ¢ semelhante aquela do
Brasil, incluindo o do presente estudo (MOLINA et al., 2011, FORSELL et al., 2016, DACAL et
al., 2018; HERNANDEZ et al., 2019; VILLAMIZAR et al., 2019, PEREA et al., 2020). No
Continente Africano, Forsell et al. (2016), na Tanzania, obtiveram maior prevaléncia para E. coli
(21,3%), seguido de Blastocystis spp. (20,1%), enquanto que os resultados obtidos por Dacal et
al. (2018), na provincia de Benguela (Angola), demostram que, a espécie parasitiria mais
prevalente foi G. duodenalis (37,9%) seguida de Blastocystis spp. com 25,6% destacando, mais
uma vez, a comum deteccdo destes em amostras fecais. Ainda na América Latina, em paises
como Colombia, Nicaragua e Argentina, os protozoarios mais comuns em amostras fecais de
criangas foram Blastocystis, Endolimax, Entamoeba e Giardia (MOLINA et al., 2011, MUNOZ-
ANTOLI et al., 2018; HERNANDEZ et al., 2019, VILLAMIZAR et al., 2019), sendo que o
consumo de 4gua ndo tratada apresenta-se como um importante fator de risco (HERNANDEZ et
al., 2019).

Uma das hipodteses, para que ocorra variagdes nas prevaléncias de espécies parasitarias,
pode estar atrelada a sensibilidade dos métodos parasitologicos utilizados. Pesquisas realizadas,
até a presente data, demonstraram que o método de Ritchie tem apresentado maior sensibilidade e
especificidade em comparagdo com outros EPFs. Alyani et al. (2015) ao compararem dois
métodos observaram 100% de sensibilidade para o Ritchie e 93,33% para o Faust. Os mesmos
resultados foram obtidos por Azevedo et al. (2017), em que utilizando a técnica de Ritchie
modificada detectaram espécies parasitarias em (20,1%) das amostras positivas, em comparagao
aos métodos onde para o método de Lutz foram 59 amostras (15,8%), Faust 48 (12,8%); e Kato-
Katz 4 (1,1%) tanto para helmintos quanto para protozoarios. Eymael, Schuh e Tavares (2010) ao
compararem técnica de Ritchie e HPJ, detectaram respectivamente 32% e 20% de positividade
para algumas formas parasitarias. O mesmo estudo destacou que a técnica de Ricthie foi mais
efetiva na deteccdo de protozodrios, sobretudo para E. nana e Blastocystis. Outro trabalho
demonstrou que o uso de agua em métodos como HPJ e Faust, pode influenciar na baixa
prevaléncia para Blastocystis spp. (ALARCON et al, 2007), principalmente as formas

vacuolares, o que justificaria a escolha do método de Ritchie no presente estudo.
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Independente do municipio, dada a presenga das espécies parasitarias, hipotetisa-se um
constante contato com diferentes fontes de infeccdo. Para o multiparasitismo observou-se, no
presente estudo, Blastocystis spp. teve maior associag¢ao, corroborando os resultados de Perea et
al. (2020) em criancas de escola primaria de uma comunidade do Panama. Porém outros estudos
demonstraram maior associagdo parasitaria entre E. nana e E. coli (CASAVECHIA et al., 2016;
DAMAZIO, SOARES e SOUZA, 2016), havendo associagio de 2 (duas) a 3 (trés) espécies
parasitarias. No presente estudo houve associagcdo de 3 (trés) ou mais. Al-Delaimy et al. (2014),
na Malasia, detectaram maior associacdo entre duas espécies parasitarias, além da associacao de 5
(cinco) espécies diferentes. Neste mesmo estudo, 7. trichiura, A. lumbricoides, Blastocystis spp. €
G. duodenalis foram as coinfec¢des mais prevalentes, onde houve influéncia com o saneamento
basico e os habitos de higiene das criancas. No presente estudo foi detectado um maéximo de
associagdo de quatro espécies, com destaque para protozoarios. Porém Oliveira, Gurgel-
Gongalves ¢ Machado, (2016), em Sao Gabriel da Cachoeira, num estudo realizado com
populagdes indigenas no estado do Amazonas observaram associacdo parasitaria de 14 espécies,
com destaque para A. lumbricoides, G. duodenalis e E. coli. Apesar de algumas espéceis
parasitarias serem comensais ao trato intestinal humano, sdo indicadores de falha na higiene
pessoal, j& que o seu mecanismo de transmissdo se da pela via fecal-oral (ALMEIDA et al.,
2020), o que poderia influenciar ao multiparasitismo.

No presente estudo, as criangas procedentes do ambiente rural apresentaram maior
prevaléncia de enteroparasitos, onde foram detectados Blastocystis spp., E. nana, T. trichiura e
E. vermicularis, apresentando mais chances de risco de infec¢do, corroborando os resultados
obtidos por Belo et al. (2012), em Minas Gerais. Esses autores ao analisarem a procedéncia das
criangas (area rural ou urbana), notaram que aqueles vindos de ambiente rural apresentaram
maior niumero de espécies parasitarias tanto para monoparasitismo como para o multiparasitismo.
Ainda destacaram a presenca de E. coli utilizando o método de HPJ e Kato-Katz. Biolchi et al.
(2015) empregando os métodos de HPJ e Faust, obtiveram maior prevaléncia em criangas
provenientes de areas rurais de Santa Catarina, em que houve maior frequéncia de
ancilostomatideos, seguido de A. lumbricoides; e para as criangas provenientes de areas urbanas a
maior prevaléncia foi de A. lumbricoides seguido de E.coli. Além disso, alguns habitos como
andar descalco, ligado a idade, ¢ o consumo de agua do rio sdo fatores de risco para infec¢ao por

enteroparasitos (AIMPUN e HSHIEH, 2004 e MUNOZ-ANTOLI et al., 2014). Biolchi et al.
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obtiveram 58,5% de prevaléncia em procedentes de areas rurais e os mesmos ndo possuiam agua
tratada. Diferentemente os resultados obtidos por Macchioni et al. (2015), em criangas
provenientes de areas rurais e peri-urbanas da Bolivia, utilizando o método de Ritchie, obtiveram
maior prevaléncia em criangas provenientes de dreas peri-urbanas, onde foram mais detectados
protozoarios como E. coli, G. duodenalis e Blastocystis spp. No presente estudo a prevaléncia de
enteroparasitos na area rural de Colombo ¢ significativamente maior que o encontrado em
Bocaiuva do Sul. Apesar de serem considerados ambientes rurais foi possivel observar que em
Colombo as residéncias eram proximas uma das outras o que pode influenciar na contaminagao
do solo e consequentemente de animais domésticos e dos moradores.

A maior parte das amostras fecais das criancas das escolas analisada foi caracterizada,
segundo a escala Bristol, como formadas (BLAKE; RAKER e WHELAN, 2016), onde nas
mesmas foram observadas maior nimero de espécies parasitarias (4. lumbricoides e Blastocystis
spp.) corroborando com os resultados obtidos por Segui et al. (2018). Belloto et al. (2011),
caraterizaram a maior parte das amostras fecais de criangas como formadas 11,1% e as diarreicas
somaram 8,9% das amostras, onde nas formadas foram detectadas mais G. duodenalis em relagao
as diarreicas, utilizando o método de Faust e HPJ. Santos, (2014) avaliou a prevalécia de G.
duodenalis em 36 amostras fecais diarreicas de criangas, onde apenas 2 (duas) foram positivas.
Acredita-se que caracterizacdo das amostras fecais quanto a consisténcia ¢ importante visto que
esta pode ser uma variavel incluida para se analisar a prevaléncia de espécies parasitarias
(helmintos e/ou protozodrios). Alguns estudos fazem essa caracterizagdo das amostras fecais
(BELLOTO et al., 2011; SANTOS, 2014), porém a maioria ndo caracterizam ou ndo descrevem
as caracteriticas das fezes (CAVAGNOLLI et al., 2015; BARBOSA et al., 2018; OISHI et al.,
2019; PEREA et al., 2020; COCIANCIC et al., 2020). Tendo em conta os resultados encontrados
na literatura e com aqueles do presente estudo sugere-se que a Escala Bristol (BLAKE; RAKER ¢
WHELAN, 2016) seja utilizada com mais frequéncia para relacionar aos resultados obtidos.

Foi constatado que individuos do sexo masculino apresentaram maior prevaléncia, porém
a mesma ndo teve diferenca estatistica significativa quando comparada ao sexo oposto,
diferentemente dos resultados obtidos por outros autores que detectaram maior prevaléncia no
sexo feminino (DIAS et al., 2013; SILVA et al., 2016; BARBOSA et al., 2017; MENEZES et al.,
2018; SEGUI et al., 2018;; OISHI et al., 2019). Chama-se a atencdo para o fato de nenhuma

dessas pesquisas avaliarem os possiveis fatores de risco associados a essas prevaléncias, bem
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como no presente estudo. Por outro lado, quando se trabalha com grupos de risco para outras
parasitoses, por exemplo, a pediculose, nota-se que a prevaléncia do Pediculus capitis ¢ maior em
meninas (COSTA et al., 2017; LUSTOSA et al., 2020), o que sabidamente esta ligado as
questdes comportamentais.

Quanto a faixa etaria a maior prevaléncia foi detectada em criangas de 6-10 anos o que
corrobora Belo et al. (2012) que em 21 escolas do ensino fundamental do estado de Minas Gerais,
observaram majoritariamente protozoarios como E. histolytica/dispar e E. coli onde elencam que
a medida que a idade aumenta, o tempo de exposicao as formas infectivas dos parasitos também
aumenta. Ludwig e Conte, (2017), em Sao Paulo, detectaram maior prevaléncia de parasitos com
o aumento da idade, entretanto neste trabalho foram realizadas 2 (duas) coletas, antes e depois
das agdes educativas onde observou-se uma redug@o de positividade na segunda. Tendo em conta
os habitos de higiene das criancas nessa faixa etaria como, levarem a mao na boca e por muitas
vezes as brincadeiras estarem sempre relacionadas com o solo, essas estariam mais propensas a
estar em contato com as formas infectantes dos parasitos (CANTUARIA et al., 2011).

A utilizagdo de antiparasitario foi relatada em maior porcentagem em Colombo que
Bocaiuva do Sul sendo que 50% das familias relataram ter administrado Nitazoxanida. O uso de
antihelminticos pode justificar a baixa prevaléncia de helmintos, o que corrobora os resultados
obtidos por Machado et al. (1996), em que observaram uma diminui¢do de 4. lumbricoides apds
o tratamento com Albendazol. Outros autores também obtiveram resultados semelhantes a baixa
prevaléncia associada ao uso de antihelmintico (CAVAGNOLLI et al., 2015; CAMELLO et al.,
2016; RECH et al., 2016; AULER et al., 2018). E uma realidade que muitas pessoas tomam
farmacos sem realizar exame laboratorial e em caso de enteroparasitoses o tratamento em massa
sem o melhoramento do saneamento basico poderd levar a reinfe¢do. Neste contexto surge a
necessidade de maior divulgacdo sobre a prevengdo das doengas e o perigo da automedicagdo
(CAVAGNOLLI et al.l 2015). Outros trabalhos elencaram o uso de Nitazoxanida (Annita) sem
prescricdo médica em criancas do estado do Rio Grande do Sul (RECH et al.l 2016), portanto
esse farmaco ¢ de amplo espectro, atuando tanto para helmintos quanto para protozodrios (FOX e
SARAVOLATZ, 2005; ABUBAKAR et al., 2007; GARCIA et al., 2013). No presente estudo das
14 criangas que ja tomaram Nitazoxanida, 9 (nove) apresentaram resultados positivos, os quais
estavam parasitados por 7. Trichiura e Blastocystis spp. Ainda a respeito de uso de substancias

consideradas eficazes contra os enteroparasitos, pesquisas mostraram que o uso de horteld tem

73



efeito positivo no tratamento para protozoario G. duodenalis (VIDAL et al., 2007) e atividade
anti-helmintica (OLIVEIRA; OLIVEIRA e ANDRADE, 2010). Quando observado os resultados
do presente estudo, somados os dois municipios, das 43 criangas que s6 tomaram cha de hortela,
10 tiveram resultado positivo para alguma espécie parasitaria, ou seja, 23% do total, confirmando
um possivel efeito antiparasitario da planta.

Um dos fatores de transmissdo de enteroparasitos ¢ o consumo de dgua ndo tratada. No
presente estudo, os responsaveis ralataram a Companhia de Saneamento do Parana (SANEPAR)
como a maior fornecedora de dgua nas residéncias das criangas em ambos 0s municipios, por isso
acredita-se que a mesma encontrava-se tratada. O abastecimento de agua ¢ um dos fatores
determinantes para a transmissdo de parasitos entéricos (LUDWIG et al., 1999). Barbosa et al.
(2017) na cidade de Rio Preto, Minas Gerais, relataram que as criangas usavam maioritariamente
a agua filtrada para consumo, nao obstante os mesmos autores elencaram outras fontes de agua,
semelhante as detectadas no presente estudo. Outros trabalhos demonstraram o consumo de agua
vindo da rede publica (BELO et al., 2012;VIANA et al., 2017) como um dos fatores importantes
para a diminuicdo da prevaléncia de formas parasitarias em amostras fecais. Outro fator
importante a ser considerado ¢ a coleta e destino de lixo, que pode favorecer a transmissao ou
reinfecgdo, em que no presente estudo a maior parte ¢ feita pela prefeitura, em ambos os
municipios, corroborando aos resultados obtidos por Barbosa et al. (2017), em que 91,2% era
feito pela prefeitura. Porém outros autores obtiveram resultados diferentes em que a populagao
tinha como destino a incineragdo do lixo (VIANA et al., 2017). Neste mesmo estudo a
prevaléncia foi acima de 50% com destaque para protozoarios das espécies E. nana e E.coli; os
mesmos autores salientaram que, a falta de saneamento basico aumenta o risco de transmissao
das infecgdes e propiciam a sua manuten¢do. Dados do presente estudo, evidencia que criancas
que relataram outras formas de coleta e destino de lixo apresentaram maior prevaléncia para
protozoarios.

Enteroparasitos zoondticos sdo fundamentais para o estudo da influéncia de animais
domésticos e até mesmo silvestres na prevaléncia deste em humanos. Desta forma a biologia
molecular ¢ comumente utilizada no estudo de Blatocystis spp e de G. duodenalis para auxilar no
entendimento da dispersao ou distribui¢do geografica, na possivel patogenicidade associada e no
rastreio das infecgdes. No presente estudo o subtipo ST1 de Blatocystis spp. foi o mais prevalente

somados os dois municipios, corroborando aos resultados obtidos por Perea et al. (2020) em
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criangas de uma comunidade rural no Panama e diferente dos resultados obtidos por Oishi et al.
(2019) e Segui et al. (2018) que detectaram maior prevaléncia para o subtipo ST3, no estado do
Parand. Esse subtipo ja foi detectado em amostras de animais como bovinos e cachorros
(STENSVOLD et al., 2009; BADPARVA, SADRAEE ¢ KHEIRANDISH, 2015). Barbosa et al.
(2017) estudando pacientes em um hospital e creche em Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
relataram o subtipo ST2 em familiares dos pacientes com episddios diarreicos intermitentes.
Neste mesmo trabalho, os subtipos ST1, ST2 e ST3 foram identificados em outros familiares de
pacientes que relataram flatuléncia, inchaco e desconforto abdominal. Os subtipos ST1 e ST4 tém
sido associados a doengas intestinais (DOMINGUEZ-MARQUEZ et al., 2009 ¢ PEREA et al.,
2020), entretanto no presente estudo a maior parte dos subtipos foram caracterizadas em fezes
formadas, sem sintomatologia associada. Ha ainda relatos de detecg¢@o do subtipo ST4, ST7 e STS8
no Rio de Janeiro (BARBOSA et al., 2018). No presente estudo fez-se o primeiro registro do
subtipo ST7 para o estado do Parana. Este subtipo ja foi encontrado em humanos e roedores em
Singapura ¢ Japao (YOSHIKAWA et al., 2003). Um estudo de subtipos feito na Europa
demonstrou que, cerca de 30% foi do tipo ST3, sendo que geneticamente ¢ mais conservado
(DOMINGUEZ-MARQUEZ et al., 2009). Em humanos a infecg¢io por este subtipo ¢ causada
predominantemente pela transmissdo antroponoética e que os subtipos para humanos que caem em
outros clados sdo quase certamente o resultado da transmissio zoondtica (DOMINGUEZ-
MARQUEZ et al., 2009; STENSVOLD, ALFELLANI CLARK, 2011).

Essa heterogeneidade genética observada entre amostras de Blastocystis spp. € também
para G. duodenalis sugere exposicdo a varias fontes, incluindo contatos de pessoa a pessoa
(DAVID et al., 2015). Segui et al. (2018), em Paranagud, obtiveram maior prevaléncia para a
subassembleia All (47, 4%), diferente do presente estudo onde subassembleia BIV foi a mais
prevalente (64%). A assembleia B, assim como a A apresentam carater zoon6tico (CACCIO et
al., 2008), as quais sdo frequentemente detectadas em animais (cachorros) (PAZ e SILVA et al.
2011, MINETT et al., 2015; COELHO et al., 2017; REHBEIN et al., 2018). Aparentemente a
assembleia B esta relacionada com populacdo proveniente de area rural (MINVIELLE et al.,
2008). Em Fortaleza, KOHLI et al. (2008), sem realizarem a genotipagem a nivel de
subassembleia, detectaram assembleia A e B, demonstrando a ampla distribuicdo geografica
desses genotipos no Brasil. Criangas com assembleia B eliminam mais cistos que aquelas com

assembleia A (KOHLI et al., 2008) o que justificaria a prevaléncia encontrada, mesmo em baixa
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quantidade. Tal fato pode ser observado no trabalho de Matsuchita et al. (2017), em Sao
Jerénimo da Serra (PR) cujas prevaléncias maiores foram de 68,6% e 31,4% para, B e A,
respectivamente. Essa maior prevaléncia de assembleia B também ¢ observada em outros paises.
Dacal et al. (2018), em Benguela (Angola), obtiveram maior prevaléncia para subassembleia
BIV, corroborando ao presente estudo, seguida das subassembleias Al e All, comuns também em
outros estudos (FORSELL et al., 2016). Villamizar et al. (2019), em Cuaca, na Coldombia,
obtiveram maior prevaléncia para subassembleia BIII em 50%, BIV em 33,3%. Por outro lado,
Hernandez et al. (2019), em criancas de uma comunidade rural em Apulo, na Coldmbia,
revelaram a presenga de subassembleia AIl em 7 (sete) amostras e BIIl e BIV em 2 amostras.
Molina et al. (2011), em criangas de Berisso, na Argentina, obtiveram a amplificacdo gendmica
da assembleia B em 65,7%, seguido da sub AIl em 31,4%. Segundo Xiao e Feng, (2017) a
assembleia B apresenta maior prevaléncia a nivel mundial. No presente estudo as criangas
diagnosticadas com a asssembleia BIV ndo apresentaram sintomas, de qualquer forma os mesmos
continuam eliminando cistos, o que pode infectar outras criancas ou contaminar o ambiente.
Estudos apontam a subassembleia BIV em individuos com diarreia e dor abdominal (LUCIO et
al., 2015). Individuos com subassembleia B relataram apserentar mais sintomas como vomito,
perda de apetite e inflamagdo do estdbmago, comparativamente aos infectados com assembleia A
(MINETT et al., 2015).

Destaca-se que, os trabalhos, de forma geral, ndo caracterizam o tipo de amostra fecal
quanto a consisténcia. No presente estudo a maior parte das assembleias foram caraterizadas a
partir de fezes formadas, porém a ampliagdo de amostras analisadas podera fornecer subsidios

mais consistentes para relacionar os aspectos das fezes as assembléias de G. duodenalis.

6- CONSIDERACOES FINAIS

- Diagnosticam-se, pela primeira vez, espécies parasitarias para os municipios de Colombo e
Bocaiuva do Sul, em que foi observada prevaléncias de 36,7% e 28%, respectivamente;
Blastocystis spp. foi a espécie parasitaria mais frequente em criancas das escolas de ambos os
municipios, o que chama a atengdo para necessidade de utilizagdo de diferentes métodos de

diagnostico nos laboratorios de analises clinicas para que nao haja subnotificagao;
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- As criangas provenientes de area rural apresentaram maior risco de aquisi¢ao de alguma espécie
parasitaria, o que possivelmente estd associado a saneamento basico (dgua impropria para

consumo e local de evacuacao das fezes);

- O genotipo ST7 de Blastocystis spp. foi registrado pela primeira vez no estado do Parana, o qual
apresenta carater zoondtico, demonstrando um possivel contato dessas criangas com fontes de

infec¢do provenientes de animais dométicos.

- Os resultados da genotipagem de Blastocystis spp. € G. duodenalis foram apresentados 55°
Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical/ XXVI Congresso da Sociedade
Brasileira de Parasitologia/ GHAGASLEISH, de 2019 e recebeu o prémio de melhor trabalho
cientifico no Eixo Parasitologia Basica (ANEXO III).

7. PERSPECTIVAS

-Propor futuros planejamentos de fluxogramas para definir e discutir as a¢des a serem
implementadas, visando uma maior eficacia na busca de dados socioecondmicos que possam

influenciar, dentro das areas de estudos e do publico alvo, selecionados;

-Realizagdo e ampliagdo das coletas de amostras fecais de animais, ndo humanos, e de
amostras ambientais, visto que, embora os resultados ndo estejam discutidos (APENDICE V), o
presente estudo abre perspectivas para futuras investigagdes de parasitos com potencial

zoonotico;

-Realizar genotipagem de outras amostras positivas de Blastocystis spp. € G. duodenalis e

do complexo E. histolytica.

- O presente estudo, analisou 53 amostras fecais de animais das criancas das escolas.
Foram observadas apenas 2 (duas) positivas para G. duodenalis e Blastocystis spp. em dois
cachorros, todos no municipio de Bocaiiva do Sul. Desses apenas foi possivel genotipar

Blastocystis spp. cujo subtipo foi ST3 (APENDICE V).
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- Continuagao da realizagao de atividades de agdes educativas participativas, Promocao de
Saude, (Figura 4 e 5) como preconizado pela OMS, com professores, pais/responsaveis e
criangas, visto que ¢ nesse momento que se disperta o interesse daquela populagdo para as
atividades que serdo realizadas, aplicagdo do TCLE e questionario, consequentemente, a adesao

desdes para obtecao das amostras fecais.

-Um ntmero expressivo da populacdo mundial ndo tem acesso a informagdes basicas de
saude e as instituicoes de ensino e pesquisa devem atuar para diminuir esta lacuna de
conhecimentos. As universidades publicas incentivam a aproximacdo do saber cientifico a
sociedade em geral. Neste sentido o presente estudo ¢ resultado de acdes extensionistas que
propde a transversalidade dos conhecimentos académicos em satide ao saber popular para
sociabiliza¢ao destes saberes. Tanto a OMS como o Ministério da Saude do Brasil enfatizam a
necessidade de educagdo em satde e a define como qualquer combinagdo de experiéncias
destinadas a ajudar os individuos e as comunidades a melhorar sua saide, aumentando os seus
conhecimentos ou influenciar suas atitudes de aprendizagem (JACKSON et al. 2006, BRASIL
2018; ALMEIDA et al. 2020). Desde os primeiros contatos com a populagdo, tanto equipe
politica, corpo pedagdgico como a populagdo em geral indicaram as informagdes que pretendiam

adquirir através de didlogo e entrevistas por escrito.

-Varias acdes foram desenvolvidas e desde a apresentacdo do projeto foi proporcionado
informacgdes sobre as parasitoses intestinais. Na sequéncia oficinas, feiras de saude e rodas de
conversas foram desenvolvidas tanto com informagdes sobre as parasitoses como outros temas de
saude selecionados pela comunidade. Na Escola Municipal Pedro Alberto Costa foi realizado
além das atividades pontuais de coleta de material uma feira de Ciéncia onde forem abordados

diversos temas de satde para estudantes, corpo pedagogico, funcionarios, pais € comunidade.
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APENDICE I

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Sr (Sra):

A crianga, sob sua responsabilidade, estd sendo convidada por mim Débora do Rocio
Klisiowicz, e pelos professores: Andrey José de Andrade, Diego A. Guiguet Leal, Larissa Reifur,
Magda Clara Vieira da Costa-Ribeiro e Marcia K. Shimada da Universidade Federal do Parand, a
participar de um estudo intitulado “Entero e ectoparasitoses na Regido Metropolitana de Curitiba
e litoral do Parand”.

a) O objetivo desta pesquisa ¢ estudar os parasitos intestinais (vermes) e ectoparasitos
(piolhos) de criangas e adultos de seu municipio. Também, apo6s estudo sobre os tratamentos
caseiros (chas e o6leos), utilizados pela comunidade, os pesquisadores poderdo informar quais
destes tratamentos realmente poderiam ajudar no combate destes microrganismos. Com os
resultados poderd haver uma melhora na satide comunitaria.

b) Caso o (a) senhor(a) autorize a participacao da crianga nesta pesquisa, sera necessario
responder a um questionario sobre satde abordando sobre alguns sintomas e tratamentos
utilizados contra estes parasitos, além do possivel uso de medicamentos caseiros. Também
receberd um questionario para conhecermos melhor o local onde vive, como por exemplo, se ha
rede de esgoto, tratamento de agua e coleta de lixo. Para o estudo das parasitoses (verminoses)
forneceremos, gratuitamente, frascos para coleta de fezes que deverao ser devolvidos em local e
data descritas num folheto explicativo, previamente entregue, sobre como coletar e acondicionar
as fezes. A verificacdo da presenca de piolhos (pediculose) serd realizada de forma individual em
local reservado onde a cabeca das criangas sera inspecionada com uma lupa de mao, com pente
especial para piolhos e com um aspirador de pé que as mesmas denominaram em projetos
anteriores como “maquina do poder”, pois sdo realizadas brincadeiras de “SUPER PODERES”
durante o processo. Todo o trabalho sera realizado de forma ludica e a crianga somente
participard se der seu consentimento, mesmo tendo a autorizagdo dos pais ou responsaveis.

¢) E possivel que a crianca, durante a coleta de fezes, experimente algum desconforto por
causa do odor das amostras. O odor desaparecera logo ap6s o completo fechamento do frasco
coletor. Para evitar constrangimentos indicaremos que a amostra seja embrulhada em papel e
colocada em um saco plastico antes da entrega do material. Em relagdo aos piolhos € possivel que
a crianga experimente algum desconforto, temporario, principalmente relacionado ao ruido do
aspirador de pd e por isso antes da aplicagdo do mesmo na cabeca da crianga sera realizada
algumas brincadeiras para que as mesmas se acostumem com o ruido e sintam-se a vontade para
participar da acdo.

d) Alguns riscos relacionados ao estudo podem se dar ao fato que as criangas sentem nojo
ao se comentar que o exame ¢ dos seus “cocozinhos”, quando se explicar que a coleta sera dos
mesmos. Para minimizar estes riscos havera o aconselhamento para que as maos sejam bem
lavadas antes e ap6s a coleta de fezes. Caso seja usado algum produto para a coleta de piolhos
(cremes comerciais de pentear) estes produtos serdo testados no antebrago da crianca. Caso haja
alguma reagdo, os pais serdo avisados e a crianga encaminhada ao posto de satide mais proximo.

e) Os beneficios diretos esperados com essa pesquisa sdo que seu (sua) filho (a) possa
receber um tratamento adequado, se estiver com vermes ou piolhos, podendo ainda contribuir
para o avango da ciéncia. Os pesquisadores entregardo, em envelope lacrado, os resultados dos

114



exames com indicacdo se o0 mesmo devera ou ndo ser encaminhado ao médico do posto de saude
local ou ao médico particular. A familia da crianga também sera convidada a participar de
oficinas e palestras sobre estas parasitoses. Estas oficinas ou palestras serdo completamente
gratuitas e serdo realizadas na escola.

f) Os pesquisadores Débora do Rocio Klisiowicz (deborak@ufpr.br), Andrey José de
Andrade (andreyandrade@ufpr.br), Diego A. Guiguet Leal (diego.leal@ufpr.br), Larissa Reifur
(reifurla@ufpr.br), Magda Clara Vieira da Costa-Ribeiro (magdaribeiro@ufpr.br) e Marcia K.
Shimada (shimada@ufpr.br),responsaveis por este estudo, poderdo ser localizados pelos
telefones: 41 3361 1697, 3361 1574 3361 1701 ou 3361 1698 ou no endereco: Av. Cel. Francisco
H. dos Santos, 100 - Universidade Federal do Parana - Centro Politécnico - Setor de Ciéncias
Biologicas - Caixa Postal 19031 - Departamento de Patologia Bésica. O hordrio de Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR - CEP/SD Rua
Padre Camargo, 285 - térreo Alto da Gloria - Curitiba/PR - CEP 80060-240 -
cometica.saude@ufpr.br — telefone (041) 3360-7259 atendimento ¢ 0%h as 17h. Caso haja algum
desconforto ou efeito colateral durante o tratamento entre em contato em algum dos telefones
acima ou por e-mail.

g) A participacdo da crianca neste estudo ¢ voluntaria, portanto, ¢ possivel desistir a
qualquer momento e solicitar que lhe devolvam este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido assinado.

h) Em todos os registros da pesquisa, havera um codigo que substituird o nome do
participante, assim as informagdes obtidas e os resultados das andlises laboratoriais serdo
confidenciais e ndo serdo utilizados para outros fins que ndo sejam para a pesquisa.

1) As amostras biologicas (vermes e piolhos) serdo utilizadas unicamente para essa
pesquisa e, eventualmente, para fins didaticos na UFPR, sempre sem a identificagdo do (a)
portador (a). Os questionarios, imagens e videos — serdo utilizados unicamente para essa pesquisa
e serdao destruidos/descartados (guilhotina ou incinera¢ao) ao término do estudo.

J) As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa, bem como o0s exames
parasitologicos de fezes e da pediculose ndo sao de sua responsabilidade e nao recebera qualquer
valor em dinheiro pela participag¢do da crianca. O (A) senhor (a) tem total liberdade para recusar a
participacdo do (a) seu (sua) filho (a) em qualquer um ou mais dos procedimentos ou retirar sua
aceitacdo a qualquer momento. Se o (a) senhor (a) se recusar a participar ndo acarretara qualquer
dano durante o tempo em que seu (sua) filho (a) estiver no CMEI ou CEI.

k) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera o nome da crianga, € sim um
codigo.

1) Se tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa, vocé pode contatar
também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor de Ciéncias da
Satde da Universidade Federal do Parana, pelo telefone 3360-7259. O Comité de Etica em
Pesquisa ¢ um 6rgado colegiado multi e transdisciplinar, independente, que existe nas instituicdes
que realizam pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil e foi criado com o objetivo de
proteger os participantes de pesquisa, em sua integridade e dignidade, e assegurar que as
pesquisas sejam desenvolvidas dentro de padrdes éticos (Resolugdo n® 466/12 Conselho Nacional
de Saude).

m) Autorizo ( ), ndo autorizo ( ), uso da imagem da crianca em todo e qualquer material entre
fotos, documentos e outros meios de comunicacao para divulgacao do Projeto de Extensdo. Estas
imagens referem-se as atividades realizadas no CMEI ou CEI sobre as parasitoses (catagdo de
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piolhos, brincadeiras, teatros, etc.) € nao poderdo estar vinculadas as parasitoses, mas somente as
atividades de promocao a saude.

Eu, li esse Termo de
consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo para o qual autorizo a participacao
da crianga sob minha responsabilidade. A explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios.
Eu entendi que somos livres para interromper a participagdo a qualquer momento sem justificar
minha decisdo e sem qualquer prejuizo para mim e para o menos sob minha responsabilidade. Eu
concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Bocaiuva do Sul, de de 2018.

Responsavel pela crianga:

Dra. Débora do Rocio Klisiowicz
Pesquisadora Responsavel pelo projeto
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Prezados pals &/0u responsaves!

APENDICE II

QUESTIONARIO

A equipe 0o projeto “Entero e ectoparasitoses na Regldo Metropoitana ge Curtda e itoral so

Parana® da Unversidace Feceral 00 Parana esta realizando exames 02 fezes na escola dos eufing. E

os
..Q,:ﬁ_;

Preencher e DEVOLVER naescolanoda........../....... /2018, ¢
Auno: Serle:
(marcar com um X 3 resposta Nos QUIAraaNhos
A crianga teve ou tem?
DIARREIA FREQUENTE: | N&0 | sm
JA FEZ EXAME DE FEZES? (fora da escola) | NAO SIM Resuraco:
JA TEVE PIOLHO? | NAO SIM  Quanax
$e sim, como allminou o piolho?
Para prevenir ou tratar verminoses a crlanga Ja tomou?
Remedio para verms: NAO SIM  Qual: Quanda:
Oufro remédio: NAO SIM  Qual: Quanda:
CHA DE HORTELA: NAO L Quando:
Oufro tipo de cha: NAO SIM  CQual: Quandx:
Outro tipo de tratamento:
De onde vem a agua que Animals domésticos na =
bebem: tamla: A familla faz cocd no:
|| Sanepar | |Cachomo Banheiro de casa
| __|Poco |__|Gato Casinha/Latrna
| __|Blca | __|Gainha Temeno em voila 03 casa
| __|Cano que vem do momro |__|Porco Outro - quat:
| __|Fitrada | __|Cavalo
|| Fervida [ |Pato
[ ] Outro-quat | Joutro: quat:
Como & fratado oesgotoda Onde vocéd moraha a Onde vocé mora ha a presenca
8ua casa? presenca os Baratas de moscas:
|| Sanepar | ___INunca |__INunca
|__|Fossa |___|Pouca |___|Pouca
|| valetacarua | |MultarSempre || MultarSempre
__JOutro: ? Qual?
Destino o Lixo: L s e
[ | Coleta da preferura em frente a casa Nio
|| Temenos badios Sim, Asma
|| Queimado Sim, Bronquite
[ JOutro - qual: Sim, Rinite
Sim, Outros - quai:

S ProIR S SRR Ok S IIIMET ... ... ccoccimuissssosuismmbismssos it s et sins Faapsats

Obrigado pelas respostas! Estamos trabalhando para melhorar a saide de TODOS R
No verzo voce podera fazer perguntas sobre saide ou sugerir temas para reunioes na escola
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APENDICE III

COMO COLETAR AS FEZES (COCOZINHO) DO SEU FILHO
Dentro da mochila estd o kit EXAME DE FEZES do seu filho(a).
1. Fazer cocd dentro de um pinico ou dentro de uma sacola plastica.
2. Com auxilio da pazinha coloque um pouco das fezes no pote e feche bem.
2. As fezes devem ser coletadas sem 4agua e sem xixi.
3. Metade do pote com fezes € o suficiente para realizar o exame.
4. Guardar o potinho numa sacola e manter em local bem fresco até a entrega.
Por favor, entregar na escola no dia........... I /2018. .

* Logo entregaremos o resultado.
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APENDICE IV

Prezados pais e/ou responsavel,

A equipe do projeto “Entero e ectoparasitoses na Regido Metropolitana de
Curitiba e litoral do Parana” gostaria de convidar seu filho a participar do nosso
projeto.

O projeto tem como objetivo a melhoria da saude das criancas e realizara exames
de fezes e de piolhos. A participacdo é completamente gratuita e somente serad necessario nos
entregar um potinho com um pouco de fezes da crianca e permitir o exame da cabeca da crianca.

Junto com este aviso estamos enviando:
+ O potinho com as instrucdes para a coleta das fezes;
» Um questionario para ser preenchido pelo pai e/ou responsavel;
» Um termo de consentimento a ser assinado pelo pai e/ou responsavel;

Os resultados dos exames serdo enviados em envelope fechado com indicacdo se devem ser
encaminhados ao médico do posto de saude.

Ao responderem os questionarios e colocarem suas duvidas poderemos preparar palestras a fim
de melhorar a saude da comunidade.

POR ISSO A PARTICIPAGCAO DE TODOS E MUITO IMPORTANTE.
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APENDICE V

Legenda: Frequéncia de formas parasitdrias dos animais das criangas das escolas do Centro
Municipal de Esducagdo infantil de Bocaitva do Sul e da Escola Municipal Anténio Cavassin e
Escola Rural Municipal Irma Antonieta Farani/ Colombo do Municipio de Colombo- Parana, de

Agosto de 2017 a Julho de 2019.

Colombo Bocaitva do Sul
N p-valor

n % n %
Helmintos 2
Ancilostomatideos X X X X
Trichuris sp. 1 1
Protozoarios 2
Giardia duodenalis 1 1
Blastocystis spp. 1 1
Total 4 X 3
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ANEXO I
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ANEXO II

Material e equipamentos
Cubeta de eletroforese, equipamento de eletroforese, molde para o gel de agarose, tampao TAE
composto por 48,1 g/L de Tris base, 1,14% de acido acético e 10 uM de EDTA, Buffer, corante

SafeView™,

Procedimentos

1. Dissolver a preparacdo de agarose a 2% contendo o tampao TAE no micro-ondas.

2. Adicionar o corante SafeView™ na temperatura de 40°C (Figura 1A).

3. Transferir para o molde para posteriormente formar o gel (numa superficie plana e evitar a

formacao de bolhas dentro do gel), deixar solidificar a temperatura ambiente com tempo de
aproximadamente 30 min e retirar o molde (verificar se formou pogos no gel).

4. Colocar na cubeta de eletroforese, unindo os eletrodos positivo e negativo com as partes
correspondentes (em funcao das cores) e fechar a cubeta.

5. Selecionar a voltagem 60volt e 400mA em 30 min.

6. Foi usado para visualizacio das bandas amplificadas o sistema por imagem da

ChemiDoc™, Bio-Rad que emite em uma camara de luz UV (Figura 1B).

Figura 1: A) Fotogafia de gel de agarose sem o corante SafeView'™; B) Gel com bandas de

DNA amplificadas na camara de luz UV em gel de agarose.
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ANEXO III
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