r—

INSTITUTO DE HIGIENE E

MEDICINA
TROPICAL

Universidade Nova de Lisboa
Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Monitorizacdo da Ocorréncia de Parasitas intestinais numa
populacdo hospitalar de Criancas (0-10 anos), na ilha de

Santiago, Cabo Verde

Livonilda da Luz Lopes Gomes

DISSERTACAO PARA A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM
PARASITOLOGIA MEDICA

OUTUBRO, 2017



r—~

INSTITUTO DE HIGIEME E

MEDICINA
TROPICAL

LINIVERSIDADE NOV A DE LISBOA

Universidade Nova de Lisboa
Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Monitorizacio da Ocorréncia de Parasitas intestinais numa
populacdo hospitalar de Criancas (0-10 anos), na ilha de

Santiago, Cabo Verde

Mestranda: Livonilda da Luz Lopes Gomes

Orientadora: Investigadora Doutora Maria Luisa Lobo Costa

Coorientadora: Professora Doutora Olga Matos

Dissertacdo apresentada para cumprimento dos requisitos necessarios a obtencéo do grau de
Mestre em Parasitologia Médica.



Agradecimentos

Sozinha, nunca conseguiria chegar até aqui, por isso, muito tenho de agradecer a quem
me ajudou na realizacdo deste projeto, dentro e fora do &mbito académico:
Primeiramente quero agradecer a Deus por ter me dado forca para superar todos 0s

obstaculos que apareceram ao longo deste trabalho.

A minha orientadora Doutora Maria Luisa Lobo Costa, pelo apoio, orientacéo prestada e
motivacao durante toda a investigacao.
A professora Doutora Olga Matos, pela co-orientagdo desta dissertacdo, por me ter

recebido como sua estudante e por todo o apoio prestado ao longo deste projeto.

Aos profissionais do Hospital Dr. Agostinho Neto que participaram neste projeto,
nomeadamente a Dr.2 Jéssica Ramos, Dr.2 Ariane Badiane, a equipa do Servico de
Pediatria e a todos os funcionarios do Laborat6rio Central do Hospital Agostinho Neto,
pela forma como me receberam e proporcionaram o melhor ambiente para poder realizar
este trabalho.

Aos alunos e encarregados de educacdo o meu obrigado por terem participado neste
projeto.

A Daniela Alves, pela preciosa ajuda prestada na analise estatistica dos resultados.

A minha familia, por todo o apoio econdémico, pela paciéncia, pelo incentivo, pela forca
que sempre me prestaram ao longo de toda a minha vida académica. VVocés sempre serao
minha maior fonte de inspiracéo, pois sdo 0s meus maiores exemplos de forga, coragem
e perseveranca. Ao meu namorado Bruno Cordeiro, por ter caminhado ao meu lado, pela
sua paciéncia, compreensao e ajuda prestada durante a elaboracdo da presente dissertacéo,
especialmente, quando sacrificava os dias, as noites, os fins-de-semana e os feriados em
prol da realizacdo deste estudo.

As minhas amigas, em especial Rosa Miguel e Geraldina Manjate, pelo apoio
incondicional, por tudo que partilhamos e que vamos partilhar ao longo desta nossa longa
caminhada.

E a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formacéo, 0 meu muito

obrigado!



Resumo

Monitorizagdo da ocorréncia de parasitas intestinais numa populacéo hospitalar
de criancas (0-10 anos), na llha de Santiago, Cabo Verde.
Livonilda da Luz Lopes Gomes

As infecOes parasitarias intestinais encontram-se entre as infecdes mais frequentes a nivel
mundial, sendo as criancas em idade pré-escolar e escolar um dos principais grupos de
risco da populagdo. Estima-se que cerca de 3,5 mil milhdes de individuos estejam
infetados, e que cerca de 450 milhdes se encontrem doentes. A distribuigdo e a
prevaléncia das espécies de parasitas intestinais variam de regido para regido, afetando
maioritariamente os paises de baixa renda, com clima tropical ou subtropical e com baixo
grau de saneamento.

O objetivo principal deste trabalho foi determinar a ocorréncia de infe¢cdes parasitérias
intestinais em criancas (sintomaticas e assintomaticas) dos 0 aos 10 anos, seguidas em
ambulatdrio ou no internamento do Hospital Agostinho Neto (HAN), na cidade da Praia
(Cabo Verde), e a sua relacdo com fatores sociodemograficos e clinicos.

No HAN, a recolha de dados clinicos, epidemioldgicos, sociodemogréficos e a colheita
das amostras fecais, decorreram nos meses de novembro e dezembro de 2015, e janeiro
de 2016, e no Laboratério do Grupo de Protozoarios Oportunistas/VIH e Outros
Protozoarios, do Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT), foi efetuado o
diagnostico parasitolégico e molecular. Para a detecdo de DNA dos seguintes parasitas:
Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp. e do microsporideo- Enterocytozoon bieneusi
foram utilzadas as técnicas de nested-PCR.

No presente estudo, no total das técnicas aplicadas, verificou-se que o nimero de criangas
parasitadas foi bastante superior (74,0%) ao nimero de crian¢as ndo parasitadas (26,0%).
Das espécies encontradas nas amostras fecais, Blastocystis hominis foi a espécie
observada em maior percentagem (69.3%), seguida por G. duodenalis (10.7%), E.
bieneusi (5.3%), Ascaris lumbricoides (4.7%), Entamoeba coli (4%), Hemynolepis nana
(3.3%), Entamoeba histolytica/dispar (2.7%), Cryptosporidium spp. (1.3%) e
Enteromonas hominis e lodamoeba butschlii (0.7% cada).

Os potenciais fatores de risco observados durante o estudo foram: idade, tipo de
abastecimento de agua e hébitos de defecagdo da crianca.

Do total de criancas parasitadas constatou-se que 7,2% encontravam-se infetadas por
rotavirus.

Os resultados e os dados epidemioldgicos obtidos, neste estudo, reforcam a importancia
do diagnostico e controlo das enteroparasitoses na populacdo infantil de Cabo Verde.

Palavras-chave: criancas, microscopia Otica, nested-PCR, protozoarios, helmintas.



Abstract

Monitoring occurrence of intestinal parasites in a hospital of children population
(0-10 years old), in Santiago Island, CapeVerde.
Livonilda da Luz Lopes Gomes

Intestinal parasitic infections are among the more frequent infections worldwide, being
children in preschool and school ages one of main risk groups of the population. We
estimate that around 3,5 billions of individuals are infected, and that around 450 million
are ill. Distribution and prevalence of intestinal parasites’ species vary from region to
region, affecting mostly developing countries with tropical and subtropical climate and
with low sanitation level.

The main objective of this srudy was to determinate the occurrence of parasitic intestinal
infections in children (symptomatic and asymptomatic) from 0 to 10 years old, in
ambulatory or as inpatient at Agostinho Neto Hospital (HAN), at Cidade da Praia (Cabo
Verde), and their relation with socio-demographic and clinical factors.

In HAN, clinical data, epidemiological, socio-demographic and fecal samples collection
took place during November and December 2015, and January 2106, and parasitological
and molecular diagnosis was performed at the Laboratory of the Group of Opportunists
Protozoa / HIV and Others Protozoa of the Institute of Hygiene and Tropical Medicine
(IHMT), in Lisboa, Portugal. DNA detection of Giardia duodenalis, Cryptosporidium
spp. and microsporidia - Enterocytozoon bieneusi was performed applying applied
nested-PCR techniques.

Tanking, consideration the parasitological abd molecular techniques applied, we
observed that the number of parasitized children was quite superior (74,0%) to the number
of non-parasitized children (26,0%). Blastocystis hominis was the predominant parasite
found (69,3%), followed by G. duodenalis (10.7%), E. bieneusi (5.3%), Ascaris
lumbricoides (4.7%), Entamoeba coli (4%), Hymenolepis nana (3.3%), Entamoeba
histolytica/dispar (2.7%), Cryptosporidium spp. (1.3%) and Enteromonas hominis and
lodamoeba butschlii (0.7% each).

Potential risk factors observed during the study were: age, type of water supply and
children’s defecation habits.

Of the total of parasitized children, 7,2 were infected with rotavirus.

Results and epidemiological data obtained in this study reinforce the importance of
diagnosis and control of enteroparasitoses in the infant population of Cabo Verde.

Key words: children, optical microscopy, nested-PCR, protozoa, helminthes.
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1. Introducéo

1.1. Enquadramento teorico

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) s&o doencas infeciosas, sendo algumas
cronicas, com origem em agentes etiolégicos como protozoérios, helmintas, virus,
bactérias, fungos e ectoparasitas (Mackey et al.,2014). Estas doengas prevalecem nos
paises de clima tropical e subtropical e estdo distribuidas por zonas rurais e urbanas
carenciadas (condicdes sanitarias precarias, alimentacao inadequada e falta de acesso aos
sistemas de salde publica) de paises com baixa renda, afetando principalmente criancas
e mulheres gravidas (Hotez & Pecoul, 2010; Mackey et al.,2014; Boisson, et al., 2015).
As DTN sdo consideradas negligenciadas porque tém sido eliminadas e erradicadas, em
grande parte, nos paises desenvolvidos e persistem apenas nos paises pobres,
marginalizados e em areas de conflito (Mackey et al.,2014; WHO, 2016).

Além de causar sofrimento fisico e emocional, estas doencas interferem na capacidade de
trabalho das populag6es, impedindo o desempenho escolar, desenvolvimento econémico
das familias e das comunidades, mantendo as pessoas num ciclo de pobreza e doenca
(Hotez et al., 2014; Mackey et al.,2014). As DTN s&o a causa de morte de mais de
500.000 pessoas no mundo por ano (Verrest & Dorlo, 2016).

A lista de doencas tropicais negligenciadas é extensa. Nesta tese serdo abordadas as

parasitoses intestinais.

1.2. Problematica e relevancia do estudo

InfecBes parasitérias intestinais (IPI) sdo causadas por protozoarios e helmintas e estdo
entre as infegBes mais frequentes a nivel mundial (Elyana et al., 2016; WHO 2016).
Estima-se que cerca de 3,5 mil milhGes de pessoas estejam infetados, e que cerca de 450
milhGes estejam doentes, como consequéncia destas infe¢des. A maioria reside nos paises
com baixa renda, com clima tropical ou subtropical e com baixo grau de saneamento
basico (Fallahi et al., 2015; Forsell et al., 2016; Goncalves et al., 2011; Mdiller et al.,
2016). A distribuicdo e a prevaléncia dessas doencas variam de regido para regido devido
aos fatores ambientais, sociais e geogréaficos, sendo que em alguns paises com baixa renda
pode chegar a 90% (Fallahi et al., 2015; Pereira et al., 2016). A Africa subsariana, 0
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Sudeste Asiatico, a China, o Sul da India e a América do Sul sdo zonas endémicas de IPI
(Chin et al., 2016; Rop et al., 2016).

Assim, o estudo da prevaléncia das varias infecdes parasitarias constitui um pré-requisito
ndo somente para formular estratégias de controlo apropriadas, mas também para prever
0s riscos que as comunidades estdo sujeitas (Fallahi et al., 2015). Estas estratégias
deverdo englobar ndo s6 a desparasitacdo das populagbes, mas também a promocéo das
condicdes de saneamento e higiene para que se previna a reinfecdo (Luong, 2003). Uma
maior prevaléncia pode estar associada a diversos fatores entre os quais, a precariedade
ou auséncia de saneamento basico, a contaminacdo fecal da agua e dos alimentos

consumidos, fatores socioculturais e 0 maior contacto com animais (Belo et al., 2011).

Embora as IPI possam infetar todos os membros de uma populacéo, € claro que existem
grupos especificos que, por apresentarem maior suscetibilidade a infe¢fes associada a
maltiplos fatores, correm maior risco de morbilidade e mortalidade (Rop et al., 2016).
Um dos grupos de risco destas infecGes € constituindo por criangas em idade pré-escolar
e escolar, devido a maior contacto com ambientes contaminados, as praticas de higiene
precarias e ao seu sistema imunitario imaturo (Gongalves et al., 2011; Pereira et al.,
2016).

Estas infecGes podem causar morbilidades como diarreia, vomitos, anemia, sindrome de
ma-absorcdo, diminuicdo do crescimento, atraso mental, irritabilidade, anorexia, e
aumento de suscetibilidade a outras infecBes, constituindo assim um grave problema de
salde publica (Matthys et al., 2011; Saeed et al., 2015; Kiani et al., 2016; Muller et al.,
2016; Pereira et al., 2016). Nos paises desenvolvidos, os agentes etioldégicos como
Giardia duodenalis tém sido considerados parasitas reemergentes, sobretudo em criangas

que frequentam os jardins-de-infancia (Ferson, 1997; Gurgel et al., 2005).

Geralmente as IPl ocorrem silenciosamente como infecdes crénicas, sendo que 0s
individuos infetados sdo assintomaticos ou apresentam sintomatologia comum a outras
infecdes. Verificou-se que os individuos infetados por duas ou mais espécies de parasitas,
poliparasitismo, estdo associadas a altas taxas de mortalidade e este facto, aumenta a
suscetibilidade dos doentes a outras infegdes. Além disso, as consequéncias adversas
dessas infecOes podem repercutir-se negativamente no individuo adulto (Elyana et al.,
2016). As IPI podem causar complicagbes graves em doentes imunocomprometidos,
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como os infetados por VIH, os transplantados e os doentes em hemodialise (Kiani et al.,
2016).

Tendo em consideracdo os estudos realizados em paises africanos com as mesmas
condicdes climatéricas, socioecondmicas, de saneamento basico, de acesso a agua potavel
e medidas de boas préticas de higiene (Augusto et al., 2009; Steenhard et al., 2009), a
problemética em estudo consiste em determinar a prevaléncia de parasitas intestinais no
Hospital Dr. Agostinho Neto na Cidade da Praia, Cabo Verde, em criangas dos 0-10 anos
de idade, e a sua relacdo com determinantes comportamentais como habitos de higiene e

saneamento basico.

1.3. Enquadramento das parasitoses intestinais em Cabo Verde

A Replblica de Cabo Verde é um arquipélago localizado junto a Costa da Africa
Ocidental, no oceano Atlantico, e tem uma extensdo geografica de 4033 Km2. O
arquipélago de Cabo Verde é formado por dez ilhas, divididos em dois grupos distintos:
0 grupo Barlavento, onde constam as ilhas de Santo Antéo, S&o Vicente, Santa Luzia, S&o
Nicolau, Sal e Boa Vista e os ilhéus Raso e Branco; e o de Sotavento constituido pelas
ilhas do Maio, Santiago, Fogo, Brava e os ilhéus Secos ou de Rombo. As ilhas sdo de
origem vulcanica sendo a maioria montanhosa. O clima é tropical, seco, arido e semiarido,

com duas estacOes bem distintas. A estacdo seca de dezembro a junho e a estagdo himida

de julho a outubro. A estacdo himida corresponde normalmente ao periodo mais quente
do ano (ONU, 2010).

Cabo Verde apresenta uma populacdo total de
aproximadamente 491.875 habitantes, dos quais
39% sdo criancas e adolescentes com idade
compreendida entre os 0-17 anos, representando
assim este grupo um numero consideravel em
termos proporcionais da populacdo. A populacéo
de criangas em Cabo Verde tem a seguinte
distribuicéo por faixa etaria: 70.132 dos 0-6 anos,
85.502 dos 7-14 anos, 35.695 dos 15-17 anos
Figura 1: Mapa de Cabo Verde. . (ONU, 2010). A cidade da Praia é o concelho com

Adaptado de Google maps.  maior populagdo urbana (97,1%) (INECV, 2010).
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Dados referentes ao ano de 2011 indicam que 63,3% da populagéo total tem acesso a
saneamento béasico e 88,7% a agua potavel. A taxa de alfabetizacdo dos adultos € de
89,4% (UNICEFCV,2013). Em comparacdo com os paises da Africa subsaariana, em
Cabo Verde registaram-se progressos importantes no indice de desenvolvimento humano
(IDH). Essa melhoria deve-se ao progresso de Cabo Verde nos cuidados priméarios de
salde, na alfabetizacdo e aumento da esperanca de vida. Apesar da reducao significativa
da pobreza em Cabo Verde, entre 2001 e 2007, aproximadamente 130.900 individuos séo

considerados pobres, 0 que representa 26,6% da populacéo total.

Segundo o Ministério de Saude, as principais causas de morte na populagdo em geral
entre 1991-1995, foram as doencas infeciosas e parasitarias. Contudo, notou-se o declinio
dessas doencas devido a transicdo epidemioldgica de paises pobres para paises em
desenvolvimento médio (Ministério da Saude, 2005). Um inquérito sobre a prevaléncia
de parasitoses intestinais nas escolas e jardins-de-infancia de Cabo Verde realizado em
2004-2005, pelo Ministério da Salde em parceria com a OMS, demonstrou uma
prevaléncia de helmintas de 49,2 %, em que Ascaris lumbricoides foi o parasita mais
frequentemente encontrado, com 41.5% dos infetados com parasitas intestinais. Este
inquérito demonstrou ainda que criangas com idades compreendidas entre 6-8 anos sdo
as que possuem maior prevaléncia de parasitoses. Em 2012, Martins, Pires, & Dias, num
estudo com criancas dos 2-12 anos de idade, na comunidade de Rincdo de Santa Catarina,
ilha de Santiago, obtiveram uma prevaléncia de 25% de Endolimax nana, 18% de
Entamoeba histolytica, 14,7% de Giardia duodenalis, 7,7% de Hymenolepis nana, 2,1%

de Ascaris lumbricoides, 0,9% de Trichuris trichiuria e 0,8% de Enterobius vermicularis.

O Ministério da Saude de Cabo Verde (2009), tendo por objetivo a prevencao de doencas
de transmissdo fecal-oral, promove campanhas de divulgacdo, educacdo entre as
comunidades, no sentido de motivar a adocdo, pela populacdo de medidas de prevencédo
e controlo, tais como: lavar as maos antes de manipular os alimentos, antes de comer e
depois de defecar; ferver ou disinfetar a agua; cozer bem os alimentos; desinfetar os
alimentos que se comem crus (frutas e legumes); depois de confecionar os alimentos
protege-los contra a contaminacao; e tratamento adequado dos dejetos humanos e do lixo.
Ainda que, nas ultimas decadas, Cabo Verde tenha passado por modificacbes que
melhoraram a qualidade de vida da populacdo, e embora sejam regularmente

implementadas campanhas de desparasitacdo da populagdo com o objetivo de controlar



Introducéo

esse problema de salde publica, as parasitoses intestinais sdao endémicas em diversas
regides do pais, dai que estudos exploratorios sobre a avaliacdo do impacto destas
campanhas sejam necessarios para medir a importancia das mesmas sobre a saude das

criancas.
1.4. Parasitas intestinais

As parasitoses intestinais encontram-se entre as doencas parasitarias mais prevalentes no
mundo (Rop et al., 2016), sendo os protozoarios e helmintas os principais agentes
responsaveis por estas infe¢es. Os protozoarios intestinais incluem microrganismos
eucariotas unicelulares tais como amebas (e.g. Entamoeba histolytica), flagelados (e.g.
Giardia duodenalis), ciliados (e.g. Balantidium coli), coccideos (e.g. Cryptosporidium
hominis) (Farthing, Cevallos & Kelly, 2009) e Microsporideos (e.g. Enterocytozoon
bieneusi) (Kiani et al., 2016).

Os helmintas, por sua vez, podem ser classificados como nematodes, cestodes e
trematodes (Harhay, Horton & Olliaro, 2010). Entre os nematodes destacam-se oS
geohelmintas (sdo helmintas que necessitam obrigatoriamente de um estagio no solo, para
completar o seu ciclo de vida), onde as quatro principais espécies sdo Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale e Necator americanus
(Brooker, Clements & Bundy, 2006; Gogoi & Yadav, 2016).

O impacto dos parasitas intestinais na satde do individuo, depende do estado nutricional
do hospedeiro, das espécies infetantes em causa, da coinfeccdo, por dois ou mais

parasitas, e ainda da duracéo e intensidade da infecdo (Harhay, Horton & Olliaro, 2010).
1.4.1. Protozoarios

Os protozoarios sdo organismos microscépicos, unicelulares capazes de se multiplicar
nos seres humanos, o que contribui para a sua sobrevivéncia. Tém uma distribuicao
mundial com grande incidéncia nas regides tropicais e subtropicais e constituem uma
importante causa de morbilidade e mortalidade (WHO, 2005; Farthing, Cevallos & Kelly,
2009). Atuam também como infe¢fes oportunistas em doentes com VIH/SIDA
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquerida), assim como em outros imunossuprimidos
(Harhay, Horton & Olliaro, 2010).
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Os protozoéarios mais frequentes sdo: os flagelados patogénicos (Giardia duodenalis e
Dientamoeba fragilis) e os ndo patogénicos (Enteromonas hominis, Chilomastix mesnili
e Pentatrichomonas hominis), a ameba patogénica (Entamoeba histolytica) e as amebas
ndo patogénicas (Entamoeba dispar, Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, Entamoeba
polecki, Endolimax nana e lodamoeba bustschlii), o ciliado patogénico (Balantidium
coli), os coccideos patogénicos (Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum,
Cylospora cayetanensis e Cystoisospora belli) (Norhayati et al., 2003; Chacon- Cruz &
Michell, 2009; Kiani et al., 2016). Em geral, os dados sobre a gravidade da doenca
causada pelos protozodrios intestinais sdo escassos, provavelmente devido ao desafio de
um diagnostico preciso (Speich et al., 2016). Nesta dissertacdo, serdo referidos de forma
mais detalhada: Entamoeba histolytica, as amebas ndo patogénicas, Giardia duodenalis,
Enteromonas hominis, Cryptosporidium spp., Blastocystis hominis, e 0s microsporideos

(Enterocytozoon bieneusi).

1.4.1.1. Entamoeba histolytica e Entamoeba dispar

Epidemiologia: Entamoeba histolytica (E. histolytica) é o agente etiol6gico da amebiase
e foi descrito em 1875, em S&o Petersburgo, pelo médico russo Fiodor Losch (Novak,
Mastalska & Loster 2015). Durante muito tempo, o termo amebiase referia-se ao
parasitismo humano (acompanhado ou ndo de manifestacGes clinicas) causado por E.
histolytica e Entamoeba dispar (E. dispar) que sdo duas espécies morfologicamente
idénticas, mas que diferem em caracteristicas bioquimicas, imunoldgicas, genéticas e
epidemioldgicas (Sargeunt et al., 1978; Diamond & Clark, 1993). Estima-se que E.
histolytica, agente causador da amebiase, infete 40 a 50 milhdes de pessoas e seja causa
de morte de cerca de 100.000 pessoas por ano, sendo considerada a segunda infegédo
parasitaria mais letal em todo 0 mundo a seguir a malaria (Emile, Bosco & Karine, 2013;
Speich et al., 2016). O complexo E. histolytica/dispar apresenta uma elevada prevaléncia
no mundo nomeadamente em regides tropicais e subtropicais. Na América Central e do
Sul, Asia e Africa as prevaléncias variam entre 1 a 40%, afetando populagdes com baixas
condigdes de saude publica e sem infraestruturas de saneamento béasico, enquanto em

paises industrializados as prevaléncias variam entre 0,2 a 10,8% (lIbarra et al., 2016).

Morfologia: ambas as espécies, E. histolytica e E. dispar podem ser encontradas no

corpo humano, em duas formas: trofozoito (polimoérficos, com 12 a 60 um de didmetro)



Introducéo

ou forma vegetativa e quisto (esféricos ou ovais, com 10 a 15 um de didmetro) ou forma
infeciosa. Os trofozoitos movimentam-se por pseudopodes e dividem-se assexuadamente
por fissdo binaria (Figura 2A). Possuem um unico nucleo, no qual o material genético
encontra-se no cariossoma, localizado centralmente e a cromatina distribuida
perifericamente (Novak, Mastalska & Loster 2015). Estas caracteristicas morfoldgicas
permitem a diferenciacéo entre trofozoitos de E. histolytica e E. dispar de outras amebas
comensais (ndo patogénicas) que habitam o aparelho gastrointestinal dos seres humanos
(Novak, Mastalska & Loster 2015). Os quistos apresentam uma parede constituida por
quitina e podem conter até quatro nucleos com cariossomas localizados centralmente e

cromatina distribuida perifericamente (Figura 2B) (Stanley, 2003).

Figura 2: (A) Trofozoito de E. histolytica corado com tricromio. (B) Quisto de E. histolytica corado com
tricromio, onde se pode observar os corpos cromatdides (cc) (seta vermelha). Adaptado de Novak,
Mastalska & Loster 2015.

Transmissdo e ciclo de vida: A transmissdo ao ser humano ocorre por ingestdo (via
fecal-oral) de quistos infeciosos através das maos, agua e alimentos conspurcados com

fezes contendo quistos do parasita e também pode ocorrer através de contacto sexual,
onde ndo s6 os quistos sdo transmitidos, mas também os trofozoitos (Novak, Mastalska
& Loster 2015; Ghenghesh et al., 2016; Jarrad et al., 2016; Mi-ichi, Yoshida & Hamano,
2016; Mauller et al., 2016). Os habitos culturais, a idade do hospedeiro, a existéncia de
saneamento basico, a densidade populacional e o nivel socioeconémico, sdo fatores que
também influenciam o processo de transmisséo deste parasita. Por outro lado, os quistos
de E. histolytica sdo muito resistentes, capazes de sobreviver em condi¢des ambientais
adversas, ao pH &cido do estdbmago e a desinfecdo da d&gua com varios produtos quimicos
(Stanley 2003; Novak, Mastalska & Loster 2015; Mi-ichi, Yoshida & Hamano, 2016). E.
histolytica completa o seu ciclo de vida em apenas um hospedeiro, ou seja, o ciclo de vida

é monoxénico (Novak, Mastalska & Loster 2015). Alguns trofozoitos diferenciam-se em
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quistos que sdo excretados nas fezes através das quais contaminam &gua e alimentos.
Geralmente os quistos séo encontrados em fezes moldadas do hospedeiro, enquanto os
trofozoitos sdo essencialmente encontrados em fezes diarreicas (Novak, Mastalska &
Loster 2015; Mi-ichi, Yoshida & Hamano, 2016).

Quadro clinico e sintomatologia: para que os trofozoitos se tornem patogénicos
primeiro tém que colonizar o colon (no cego em contato com a mucosa e nas criptas
glandulares). A presenca de bactérias é essencial para a colonizacdo, na medida em que
criam um ambiente com baixa tensdo de oxigénio e, provavelmente, fornecem outros
suplementos metabolicos. Na maioria dos casos, o0s trofozoitos coexistem comensalmente
no hospedeiro sem causar qualquer patologia intestinal (Halliez & Buret, 2015). No
entanto, a amebiase pode variar de infecdo assintomaética (até 90% dos casos) a doenca
invasiva grave, sendo que apenas 10% das pessoas infetadas sdo sintomaéticas (lbarra et
al., 2016). Dependendo da suscetibilidade do hospedeiro infetado, a doenca pode
apresentar diferentes manifestacfes clinicas: amebiase intestinal aguda (diarreia
sanguinolenta com muco associada a dor abdominal e desidratacdo principalmente em
criangas) (Novak, Mastalska & Loster 2015; Ghenghesh et al., 2016; Muller et al., 2016);
amebiase intestinal cronica (queixas intermitentes de dores abdominais e diarreia sem
sangue associada a perda de peso. Contudo, podem surgir complicacdes graves, incluindo
megacolon, colite e perfuracdo intestinal) (Fernandes et al., 2011; Halliez & Buret, 2015;
Novak, Mastalska & Loster 2015); amebiase extraintestinal (outros 6rgaos sao infetados
por disseminacdo sistémica dos trofozoitos, e por sua vez causam abcessos hepaticos e
pulmonares, lesdes cerebrais, cutaneas e genitais) (Matthys et al., 2011; Santos et al.,
2013; Novak, Mastalska & Loster 2015).

Diagnéstico e tratamento: O diagnostico laboratorial da amebiase, consoante o tipo de

amostra bioldgica, baseia-se em métodos parasitoldgicos, onde se inclui o exame direto
(detecdo e visualizacdo do parasita por microscopia) e indireto (meios de cultura in vitro),
métodos sero-imunoldgicos (detegcdo de antigénios e anticorpos), métodos moleculares
(detecdo de DNA parasitario) e métodos bioquimicos (analise isoenzimatica) (Novak,
Mastalska & Loster 2015).

Exame Parasitoldgico direto: consiste na visualizagdo em microscopio 6tico de quistos e

trofozoitos, quer em fezes diarreicas quer em fezes moldadas. Apos a concentracao das
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amostras fecais (por exemplo: método de Ritchie modificado), seguida de colora¢do com
solugédo de Lugol efetua-se o exame a fresco das referidas amostras. Adicionalmente
pode-se realizar a coloracdo permanente, pelo método de hematoxilina férrica ou
tricromio. Em amostras obtidas por exame proctologico (raspagem, liquido de aspiracédo
do abcesso hepatico e bidpsias de Ulceras), para pesquisa de trofozoitos, efetua-se o exame
a fresco e apos coloracdo permanente (Fotedar et al., 2007; Novak, Mastalska & Loster,
2015). Este método ndo permite diferenciar E. histolytica (patogénica) de amebas nédo
patogénicas e apresenta uma sensibilidade de cerca de 60%, que baixa no caso de um

técnico com pouca experiéncia (Tanyuksel, 2003; Novak, Mastalska & Loster, 2015).

Exame Parasitolégico indireto: o isolamento do parasita em meios de cultura in vitro

(cultura axénica) € utilizado para estudos metabolicos, de patagonecidade e para producao
de antigénios para o serodiagndstico. As amostras bioldgicas para cultura podem ser fezes
ou liquido aspirado em abcessos hepético (Fotedar et al., 2007; Novak, Mastalska &
Loster, 2015).

Métodos sero-imunoldgicos: baseiam-se na detecdo de antigénios parasitarios nas fezes e

de anticorpos anti-E. histolytica no soro do hospedeiro (Santos et al., 2013; Novak,
Mastalska & Loster 2015; Akhtar et al., 2016;). Teste de aglutinagdo indireta (IHA),
Contraimunoeletroforese (CIE) e Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
apresentam maior sensibilidade (80-85%) e especificidade (95%) comparativamente com
microscopia (Fotedar et al., 2007). ELISA é o método mais utilizado, uma vez que é de
facil execucdo e permite testar um grande ndmero de amostras, porém, ndo permite
determinar com exatiddo o tempo da infecdo (Fotedar et al, 2007; Novak, Mastalska &
Loster 2015).

Métodos moleculares: o diagndstico baseia-se na detecdo de DNA parasitario em diversas

amostras bioldgicas. Atualmente tém vindo a ser utilizadas técnicas moleculares como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional, a nested-PCR (nPCR) e a real time-
PCR (RT-PCR) tendo como sequéncias alvo diferentes genes do parasita, incluindo o
gene 18S rRNA e SSU rRNA para a detecéo e diferenciagéo de E. histolytica, de E. dispar
e E. moshkovskii em fezes humanas (Fotedar et al, 2007; Santos et al., 2013; Raza, 2013,
Novak, Mastalska & Loster 2015; Akhtar et al., 2016; Plutzer & Karanis, 2016). Estes
métodos apresentam maior sensibilidade (94%) e especificidade (100%) para o
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diagndstico da amebiase humana, e permitem a distin¢do entre a espécie E. histolytica de
E. dispar ou E. moshkovskii ndo patogénicas para o ser humano. No entanto, devido ao
seu elevado custo e ao facto de exigir equipamento de laboratorio adequado (por exemplo,
termociclador), os métodos de biologia molecular sdo utilizados apenas em centros
cientificos e outras unidades altamente especializadas (Fotedar et al, 2007; Santos et al.,
2013; Novak, Mastalska & Loster 2015; Akhtar et al., 2016).

Métodos bioquimicos (analise isoenzimatica): baseia-se na comparacdo das isoenzimas

hexoquinase e fosfoglucomotase que permite a distincéo entre E. histolytica e E. dispar.
No entanto este método é complexo, moroso dispendioso, e necessita de pessoal
qualificado para sua execucao (Fotedar et al, 2007; Novak, Mastalska & Loster 2015).

Tratamento: O tratamento da amebiase depende de varios fatores, incluindo o tipo de
amebiase (intestinal ou extraintestinal), a presenca ou auséncia de abcessos nos 6rgaos e
a idade do hospedeiro. O metronidazol, a cloroquina ou o tinidazol sdo os farmacos de
primeira escolha no tratamento da amebiase, seguindo-se a administracdo de
paramomicina, com o objetivo de erradicar os quistos presentes no célon do hospedeiro
(Santos et al., 2013; Novak, Mastalska & Loster 2015; Jarrad et al., 2016).
Ocasionalmente pode ser necessario efetuar uma intervencgdo cirirgica nos casos em que
ocorre agravamento da doenca (megacélon e infegcdes extraintestinais). Apos o tratamento
recomenda-se a realizacdo de exames parasitolégicos das fezes, de forma a avaliar a
eficacia da terapéutica, uma vez que ja foram descritos casos de resisténcia de E.

histolytica para alguns farmacos (Novak, Mastalska & Loster 2015).

1.4.1.2. Entamoeba coli (E. coli), E. hartmanni, E. polecki, Endolimax nana e

lodamoeba bitschlii

Epidemiologia: Entamoeba coli (E. coli), E. hartmanni, E. polecki, Endolimax nana e
lodamoeba bitschlii sdo geralmente considerados microrganismos nao patogénicos e
habitam no intestino grosso do hospedeiro humano (Fotedar et al., 2007; Raza, 2013;
Plutzer & Karanis, 2016).

Morfologia: As principais caracteristicas morfologicas das espécies de amebas néo

patogénicas sdo: Entamoeba coli (trofozoito: 20-25um; um ndcleo com cariossoma
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descentrado; quisto: 15-25 pum, 8 nlcleos); Entamoeba hartmanni (Trofozoito: 8-10 um,
um nucleo com cariossoma central: Quisto: 6-8 pm, 4 ndcleos); Entamoeba polecki
(Trofozoito: 15-20 um e um ndcleo com cariossoma central; Quisto: 10-15 pm, um
nucleo); Endolimax nana (trofozoito: 8-10 um, um ndcleo com cariossoma central,
Quisto: 6-8 um, 4 nucleos); lodamoeba bustschlii (trofozoito: 12-15 pm; Quisto: 10-12
pm, tém um grande vactolo com glicogénio e apresentam, apenas, um ndcleo) (Sargeaunt
& Williams, 1979; Fotedar et al., 2007).

Transmissdo e ciclo de vida: A transmissdo das amebas ndo patogénicas ocorre apos a
ingestdo de quistos maduros, atraves das maos, dgua e alimentos contaminados com 0s
quistos dos parasitas (Mdller et al., 2016). Os quistos sdo capazes de sobreviver as
condicdes acidas do estdbmago e do duodeno e passam a colonizar o intestino grosso e
posteriormente migram para o intestino delgado onde ocorre a desenquistacdo (CDC,
2016).

Quadro clinico e sintomatologia: As espécies de Entamoeba descritas como sendo nédo
patogénicas sdo considerados organismos comensais ou formas ndo-invasivas, ndo

causando sintomatologia ao hospedeiro infetado (Santos et al., 2013).

Diagnostico e tratamento: Por exame direto, com base nas caracteristicas morfologicas
dos quistos/trofozoitos nas amostras fecais do hospedeiro através da microscopia Otica ou
por PCR (Santos et al., 2013). Nao é indicado tratamento especifico para as espécies de
Entamoeba consideradas ndo patogénicas (Santos et al., 2013; Novak, Mastalska &
Loster 2015).

1.4.1.3. Giardia duodenalis (Sin6nimo de Giardia lamblia e Giardia intestinalis)

Epidemiologia: Giardia duodenalis (G. duodenalis) € um protozoéario flagelado que
parasita o aparelho gastrointestinal dos mamiferos, inclusive dos seres humanos, sendo
responsavel por causar giardiase, que afeta principalmente criangas de paises com baixa
renda (Thompson, 2000; Thompson, 2004; Andrade et al., 2010; Osman et al.,2016). Foi
observado pela primeira vez por Anthony Van Leeuwenhoek, em 1681, que verificou
estar ele proprio infetado. No entanto, foi o Vilem Lambl que fez a primeira descrigédo do
flagelado, em 1859 (Tompson, 2000). A prevaléncia de G. duodenalis nos paises em

desenvolvimento é de 20% a 30%, ao contrario dos paises desenvolvidos, que apresentam
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uma prevaléncia compreendida entre 3% a 7% (lbarra et al., 2016; Speich et al., 2016).
E também encontrada com frequéncia em animais domésticos, principalmente em cées,
gatos e gado (Thompson, 2000).

Com base em caracteristicas genéticas, identificadas a partir de amplificacdo de DNA de
G. duodenalis por PCR, em associacdo com a técnica de analise de fragmentos de
restricdo, do inglés restriction fragment length polymorphism (RFLP) e sequenciacdo dos
produtos de PCR resultantes e dados de eletroforese enzimaética, permitiram a
classificacdo de oito Assemblages (A-H) com caracteristicas epidemioldgicas distintas,
contudo morfologicamente indistinguiveis (Heyworth, 2016). Os dois principais
Assemblages (A e B), compreendem parasitas capazes de infetar um grande nimero de
animais domésticos e selvagens, para além do homem, evidenciando assim o potencial
zoonotico (Morrison et al., 2007; Heyworth, 2016). Os estudos recentes sugerem que a
clarificacdo da heterogeneidade genética descrita em Giardia, passe por uma analise de
genotipagem multilocus (MLG). S6 a aplicagdo sisteméatica do diagndstico e
caracterizacdo molecular a estudos epidemioldgicos bem delineados permitira avaliar
importancia da transmissdo zoonotica na epidemiologia da giardiase humana, assim como
de toda a dindmica da transmissao da infecdo por Giardia associada aos diversos fatores
socioecondmicos e geogréficos (Feng & Xiao, 2011).

Morfologia: Giardia duodenalis durante o seu ciclo de vida apresenta duas formas: o
trofozoito e o quisto infecioso. A forma de trofozoito (10-20um de comprimento por 5-
15um de largura), € a forma moével do parasita (Rajurkar et al., 2012) (Figura 3).
Movimentam-se por intermédio de quatros pares de flagelo e dividem-se de modo
assexuado, por fissdo binaria. Para além dos quatros pares de flagelos, os trofozoitos
possuem dois nucleos, dois axonemas (feixes de fibras longitudinais) e dois corpos em
forma de virgulas (corpos medianos), de funcdo desconhecida. Na superficie ventral ha
um disco de adesdo (ventral), responsavel pela fixacdo do protozoario &s células epiteliais
do intestino. O habitat dos trofozoitos é o intestino delgado sendo por vezes encontrados
nos ductos biliares e na vesicula biliar (Rajurkar et al., 2012).

O quisto (11-14 pum de comprimento por 7-10 um de largura), forma de resisténcia do
parasita e infetante para os hospedeiros. No interior do quisto sdo visiveis dois a quatro
nucleos (dependendo se a divisdo nuclear ocorreu e se foi completa), quatro axonemas,

quatro corpos médios, disco adesivo (ventral) e flagelos (Adam, 2001; Rajurkar et al.,
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2012) (Figura 3). Contudo estdo ausentes alguns organelos dos eucariotas, como
mitocondrias e complexo de golgi. O papel da mitocondria é desempenhado pelo

mitossoma (Tovar et al., 2003).

Figura 3: (A) representacdo esquematica de trofozoito de Giardia em secdo/corte longitudinal onde se
pode observar os nucleos (N), reticulo endoplasmético (RE), flagelos (F), vacuolos (V) e disco ventral
(DV). (B) representacdo esquematica de trofozoito Giardia em sec¢éo/ corte transversal onde se pode
observar os nucleos (N), flagelos (F), vactolos (V) e reticulo endoplasmético (RE). (C) representacdo
esquematica do quisto de Giardia em corte transversal onde se encontra os ndcleos (N), axonemas (A) a
parede quistica (PQ), o citoplasma (C) e o disco ventral (DV). Adaptado de Adam, 2001.

Transmisséo e ciclo de vida: Os quistos sdo bastante resistentes as condi¢Ges adversas
do ambiente, permanecendo viaveis no ambiente e na dgua tratada com cloro por até 3
meses, facilitando deste modo a transmissdo. Giardia duodenalis é transmitida
diretamente pela via fecal-oral, principalmente em criancas que frequentam os
infantarios/jardins-de-infancia onde as praticas de higiene sdo precérias, ou indiretamente
pela ingestdo de alimentos e agua contaminados com quistos (Halliez & Buret, 2015;
Ghenghesh et al., 2016; Ibarra et al., 2016; Mller et al., 2016). A transmisséo sexual
também ja foi descrita, homeadamente em individuos que praticam sexo oral-anal

(Rajurkar et al., 2012). O ciclo de vida de G. duodenalis esta resumido na Figura 4.
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Figura 4: Representacdo esquematica do ciclo de vida de G. duodenalis.
. Adaptado e modificado de Esch & Petersen, 2013.

Quadro clinico e sintomatologia: A infecdo por G. duodenalis causa uma diversidade
de quadros clinicos no hospedeiro que pode incluir desde a auséncia de sintomatologia, a
diarreia aguda, dores abdminiais, vomitos, e diarreia cronica, principalmente nos doentes
imunocomprometidos (como é o caso dos individuos seropositivos para VIH)
(Ghenghesh et al., 2016). A diarreia crénica associa-se frequentemente a sindrome de ma
absorcéo intestinal (fezes fétidas, flatuléncia, distensdo abdominal), anorexia, perda de
peso e anemia (Fernandes et al., 2011; Halliez & Buret, 2015; Miiller et al., 2016). Em
criangas, principalmente dos paises com baixa renda, a giardiase causa deficiéncias
nutricionais (deficiéncia de vitamina A, ma absor¢do de vitamina B12) que pode levar a
sérios danos nos 0rgaos e consequentemente a morte (Matthys et al., 2011; Einarsson,
Ma’ayeh & Svard, 2016). Para além dos sintomas agudos gastrointestinais, as infecdes
causadas por G. duodenalis, também podem dar origem a manifestacGes clinicas
extraintestinais que incluem patologias oculares, artrite, atraso no desenvolvimento fisico

e cognitivo nas criancgas e sindrome de fadiga crénica (Halliez & Buret, 2015).

Diagndstico e tratamento: O método convencional para a detecdo e identificagdo de
quistos de G. duodenalis (nas fezes moldadas) e de trofozoitos (nas fezes diarreicas) é a
microscopia, que € realizada com o auxilio de técnicas de concentracéo e coloragao (como

por exemplo: tricromio e solucdo de Lugol), que evidenciam os quistos e os trofozoitos,
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aumentando assim a probabilidade de detecéo e identificacdo (Garcia & Shimizu, 1997;
Schuurmanetal., 2007; Karadam, Ertug & Ertabaklar, 2015). A observagdo microscopica
€ muito util, sobretudo nos paises de baixa renda, uma vez que é de facil utilizacao, ndo
é dispendiosa, e possibilita a detecdo simultanea de outros parasitas. Contudo, apresenta
algumas desvantagens nomeadamente baixa sensibilidade, assim como a necessidade de
um profissional devidamente treinado (Garcia & Shimizu, 1997, Karadam, Ertug &
Ertabaklar, 2015). Por outro lado, é necessario a visualizagao de mais do que uma amostra
de fezes por doente, recolhidas em dias alternados, uma vez que a excrecdo dos
trofozoitos e quistos pode ser intermitente.

Atualmente é possivel efetuar técnicas de imunodiagnostico para a detecdo de antigénio
do parasita (ELISA e IFA), que apresentam maior sensibilidade comparativamente a
microscopia, bem como técnicas de diagnostico molecular, tais como a PCR, RFLP e a
sequenciacdo de DNA, possibilitam a caracterizagdo molecular dos isolados de amostras
clinicas e ambientais, para identificacdo do parasita (Thompson, 2004; Karadam, Ertug
& Ertabaklar, 2015; Rasmussen et al., 2015). Os genes de SSU rRNA e genes que
codificam a producdo de glutamato desidrogenase (gdh), triose fosfato isomerase (tpi),
beta giardina (B giardina) e fator de elongacdo 1 a (efl o) sdo alguns marcadores
moleculares utilizados em estudos de caracterizagdo molecular de Giardia (Shith et al.,
2006). As técnicas moleculares sdo altamente sensiveis, especificas e de facil
interpretacdo (Mahbubani et al., 1992; Mcglade et al., 2003).

Qunato ao tratamento os derivados de nitroimidazéis (metronidazol, ornidazol, tinidazol
e nimorazol) sdo os principais farmacos utilizados no tratamento da giardiase, tanto em
criancas como em adultos, contudo podem apresentar alguns efeitos colaterais
(nomeadamente danos no DNA) e por isso sdo contraindicados durante a gravidez
(Einarsson, Ma’ayeh & Svard, 2016; Jarrad et al., 2016). Outras alternativas aos

nitroimidazois séo o albendazol e a furazolidona (Gardner & Hill, 2001).
1.4.1.4. Enteromonas hominis (E. hominis)

Epidemiologia: Enteromonas hominis é um protozoario flagelado ndo patogénico que
infecta o aparelho gastrointestinal dos seres humanos e outros mamiferos. E cosmopolita,

no entanto, estima-se que a sua prevaléncia nos homens é cerca de 0,2-0,8% (CDC, 2016).
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Morfologia: Os quistos de E. hominis séo alongados ou ovais, medindo entre 6 a 8 pum.
Podem ter um, dois ou quatro ndcleos, sendo que as formas binucleadas sdo as mais
comuns. Os trofozoitos sdo as formas vegetativas de E. hominis, medem cerca de 10 um

e apresentam apenas um nucleo e quatro flagelos (CDC,2016).

Transmissdo e ciclo de vida: A transmissdo de E. hominis ocorre apds a ingestdo de
quistos infeciosos, através das maos, agua e alimentos contaminados com os quistos do
parasita (CDC,2016). Apds ingestdo pelo hospedeiro humano, os quistos passam a
colonizar o intestino grosso e posteriormente migram para o intestino delgado onde ocorre
o0 desenquistamento. Os trofozoitos sdo libertados e diferenciam-se posteriormente em

quistos que sdo excretados nas fezes juntamente com alguns trofozoitos (CDC,2016).

Quadro clinico e sintomatologia: Enteromonas hominis é considerado um parasita

comensal, ndo causando qualquer sintomatologia ao hospedeiro infetado (CDC, 2016).

Diagndstico e tratamento: E. hominis é identificado através da detecdo de quistos e/ou
trofozoitos nas amostras de fezes e ndo ha recomendacéo de tratamento para este parasita
(CDC, 2016).

1.4.1.5. Cryptosporidium spp.

Epidemiologia: Os protozoarios do género Cryptosporidium compreendem organismos
eucariotas intracelulares obrigatorios (Fayer et al., 2000; Fayer, 2008) pertencentes ao
filo Apicomplexa. Infetam o aparelho gastrointestinal e pulmdes de mamiferos, incluindo
0s humanos (Halliez & Buret, 2015; Painter et al., 2015). Baseando-se na morfologia dos
oocistos, locais de infecdo, especificidade de hospedeiros e diferencas genéticas, o género
Cryptosporidium atualmente é constituido por vérias espécies, embora o0 seu nimero
exato ainda ndo esteja definido, variando consoante o autor (Egyed et al., 2003). As
espécies mais bem caracterizadas incluem Cryptosporidium hominis (C. hominis), C.
parvum, C. andersoni, C. bovis, C. ryanae, C. canis, C. muris, C. felis, C. suis, C. wrairi,
C. meleagridis, C. baileyi e C. galli, C. varanii, C. serpentis, C. molnari e C. scophthalmi
(Morgan-Ryan et al., 2002; Xiao et al., 2004; Xiao & Cama, 2006; Smith & Nichols,
2007; Fayer, 2010; Putignami & Menichella, 2010). As espécies conhecidas por causar
infecdes nos humanos sdo: C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C.

suis, C. muris e C. andersoni. Sendo que C. hominis e C. parvum sao 0s responsaveis pela
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maioria de casos de criptosporidiose humana, tanto em individuos imunocompetentes
como em individuos imunocomprometidos (Xiao et al., 2000; Jex & Gasser, 2010; Xiao,
2010; Halliez & Buret, 2015; Painter et al., 2015). Contudo C. hominis parece estar
limitado aos seres humanos, mas C. parvum pode infetar humanos e outras espécies de
animais incluindo o gado (Halliez & Buret, 2015).

A criptosporidiose é considerada uma das infecBes entéricas mais frequentes em seres
humanos, principalmente em criancas, embora os adultos sejam também acometidos
(Squire & Ryan, 2017). E uma doenca endémica, com eventuais surtos epidémicos. A
criptosporidiose ganhou grande destaque a partir dos primeiros casos descritos em
individuos imunocomprometidos portadores da sindrome de imunodeficiéncia (sida) no
final da década de 1970 (Fayer, 2004). A prevaléncia de criptosporidiose nos paises de
baixa renda é 2 a 15 vezes maior do que nos paises industrializados. Esta diferenca pode
ser atribuida a uma melhor higiene entre os habitantes e a prevenc¢do da contaminacao de

alimentos e agua por oocistos nos paises industrializados (Osman et al., 2016).

Morfologia: O oocisto, a forma de desenvolvimento transmissivel das espécies do
género Cryptosporidium apresenta uma forma esférica e oval com um diametro variavel
entre 2-6 um (Fayer & Ungar, 1986; O’ Donoghue, 1995; Fayer et al., 2000; Dillingham
et al. 2002; Ramirez et al., 2004; Smith et al., 2005; Smith & Nichols, 2007). Os oocistos
de C. hominis e C. parvum sdo idénticos, contém quatro esporozoitos (Figura 5A) e
podem ser de dois tipos: de parede espessa e de parede fina (Fayer, 2004, Smith et al.,
2005) (Figura 5B). As suas dimensdes variam entre 3,8 a 5,2 x 0,5 a 1,2 um (Smith &
Nichols, 2007; Borowski et al., 2010). Dos varios organelos que possuem, como se pode
observar na Figura 5B, destacam-se o complexo apical do qual fazem parte os anéis
polares apicais, a regido conoide e 0s organelos secretorios necessarios a invasao celular:
os granulos densos, 0s micronemas e uma Unica roptria, os corpos cristaloides, o reticulo
endoplasmatico, um organelo plastid-like e o nGcleo no terco da extremidade posterior
(Fayer & Ungar, 1986; Tetley et al., 1998; Smith et al., 2005; Fayer, 2008).
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Figura 5: Formas de desenvolvimento de Cryptosporidium spp. A- Representagdo esquematica do oocisto
de C. andersoni (adaptado de Lindsay et al., 2000). B- Representagdo esquematica do esporozoito de C.
parvum. Adaptado e modificado de Smith et al., 2005.

Transmissdo e ciclo de vida: Cryptosporidium spp. apresenta duas vias principais de
transmissao fecal-oral: a direta que ocorre através do contacto direto com animais
infetados (transmissdo zoonotica) ou pessoas (transmissdo antroponotica) infetadas; e a
indireta em que a infecdo advém do consumo de agua e/ou alimentos contaminados
(Halliez & Buret, 2015; Shimelis, Tassachew & Lambiyo, 2016) ou do transporte
mecanico dos oocistos através de vetores (Fayer et al., 2000; Dillingham et al., 2002;
Xiao, 2009). Infecbes no aparelho respiratdrio por este parasita também ja foram descritas
na literatura (possivelmente pelo ar) (Painter et al., 2015; Ghenghesh et al., 2016). Os
oocistos apresentam caracteristicas que contribuem para a sua disseminacdo e ubiquidade
no ambiente e consequentemente a transmissdo das varias espécies de Cryptosporidium:
elevada resisténcia aos niveis de cloro recomendado pelo CDC (1-3 mg/L) no tratamento
de agua para consumo publico e fins recreativos (Osman et al., 2015); elevada resisténcia
aos fatores ambientais adversos; possuem um tamanho bastante reduzido; sdo excretados
em grande numero nas fezes e esporulados (0 que facilita a transmissdo através do
contacto direto entre individuos); baixa dose infeciosa e elevado potencial zoonético
(reservatdrios animais, 0s quais sdo responsaveis pela dispersao dos oocistos no ambiente,
contaminacdo da dgua e alimentos. O género Cryptosporidium tem um ciclo de vida direto
e pode se propagar por autoinfecdo principalmente em individuos imunocomprometidos,
onde ocorre a excre¢do do oocisto ja esporulado e consequentemente a libertacdo de
esporozoitos no lumen intestinal (Fayer et al., 2000; Painter et al., 2015; Shimelis,
Tassachew & Lambiyo, 2016). Os protozoarios do género Cryptosporidium séo

microrganismos intracelulares obrigatérios (Current & Garcia, 1991; Fayer, 2004; Smith
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et al., 2005), com a peculiaridade de serem extracitoplasméticos. Sao intracelulares uma
vez que penetram na membrana do enterdcito, formando um vacuolo parasitéforo, e
extracitoplasmaticos porque se localizam fora do citoplasma da célula hospedeira
(Tzipori & Griffiths, 1998). Tém o ciclo de vida desenvolvido num sé hospedeiro; séo,
portanto, parasitas monoxenos (O’ Donoghue, 1995; Egyed et al., 2003; Carey et al.,
2004; Smith & Nichols, 2007), compreendendo uma fase infetante, uma de reproducao
assexuada (esquizogonia/merogonia) e outra de reproducdo sexuada (gametogonia
/esporogonia). O ciclo de vida de Cryptosporidium spp. esta descrito sucintamente na

Figura 6.
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Figura 6: Representagdo esquematica do ciclo de vida de Cryptosporidium spp. Adaptado e modificado de
Smith & Rose, 1998.

Quadro clinico e sintomatologia: A infecdo causada por Cryptosporidium spp. inclusive
por C. hominis e C. parvum pode ser assintomatica, autolimitada ou crénica (Fernandes
et al., 2015). Cryptosporidium spp. € um agente causador de diarreia, que se manifesta de
diferentes formas consoante o sistema imunitario do hospedeiro (Shimelis, Tassachew &
Lambiyo, 2016). As diversas manifestacbes clinicas dependem também das

caracteristicas de viruléncia das espécies e subtipos envolvidos na criptosporidiose
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humana (Cama et al., 2007). Nos individuos imunocompetentes a infe¢do geralmente é
assintomatica (Leav et al., 2003; Borad & Ward, 2010) ou autolimitada (Chen et al., 2002;
Chalmers & Davies, 2010). O sintoma mais comum descrito nestes individuos € a
diarreia, normalmente aquosa, apresentando-se por vezes com muco, mas sem sangue ou
leucdcitos (Quihui-Cota et al., 2015; Ghenghesh et al., 2016; Speich et al., 2016). Na
grande maioria dos casos clinicos, a diarreia é acompanhada de vomitos, nduseas, dores
abdominais, febre, fadiga, desidratacdo e perda de peso (Fayer, 2004; Ramirez et al.,
2004; Chalmers & Davies, 2010).

Nas criangas, principalmente nos paises com baixa e média onde a doenca € endémica, a
criptosporidiose constitui uma das principais causas de diarreia, por vezes com sangue
oculto, leucécitos e lactoferrina (Clark, 1999; Newman et al., 1999; Khan et al., 2004;
Borad & Ward, 2010). A diarreia persistente em criancas, conduz a problemas
subsequentes no desenvolvimento fisico e na funcéo cognitiva (Leav et al. 2002; Huang
et al., 2004; Borad & Ward, 2010). No que diz respeito aos individuos
imunocomprometidos, estes sdao mais suscetiveis a infecdo por Cryptosporidium spp.,
nomeadamente individuos com VIH/sida (onde as células T CD4* sdo inferiores a 150
cél/mm3), doentes sujeitos a quimioterapia e transplantados (Clark, 1999; Hunter &
Nichols, 2002; Tzipori & Ward, 2002; Carey et al., 2004; Borad & Ward, 2010). Nestes
doentes, a criptosporidiose manifesta-se por diarreia cronica (Fayer, 2004; Xiao & Cama,
2006; Chalmers & Davies, 2010), com perdas de fluido e peso corporal, o que leva a
desidratacdo severa, ma absor¢éo e desnutricdo, podendo ser letal nalguns casos (Chen et
al., 2002; Hunter & Nichols, 2002; Ramirez et al., 2004; Putignani & Menichella, 2010).
Na maioria dos casos a infe¢do ocorre no intestino delgado, contudo em doentes com sida
podem ocorrer infe¢bes gastricas, hepatobiliares, pancreaticas e pulmonares (Halliez &
Buret, 2015; Painter et al., 2015).

Diagndstico e tratamento: A detecdo e identificacdo dos oocistos de Cryptosporidium
spp. em amostras bioldgicas dos hospedeiros e ambientais tem sido realizada
tradicionalmente por microscopia Gtica, onde 0s oocistos podem ser visualizados a fresco
ou ap6s concentragdo, ou ainda apds coloracdo dos esfregacos fecais, nomeadamente
pelas técnicas Ziehl-Neelsen modificada e Kinyoun (Casemore, Armstrong & Sands,
1985; Osman et al., 2015; Sunnotel et al., 2006; Xiao & Cama, 2006). O diagnostico

parasitologico é muito dtil, principalmente nos paises com baixa e média renda, uma vez
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que ndo requer microscopios especificos, tem baixo custo, é de facil utilizacdo e, permite
a detecdo simultanea de outros parasitas (Sunnotel et al., 2006; Xiao & Cama, 2006). No
entanto apresenta algumas desvantagens, em particular a baixa sensibilidade e
especificidade das coloragcfes, assim como a necessidade de um profissional treinado
(Leav et al., 2003; Jex et al., 2008a). Para a realizacdo do diagndstico microscapico,
devem ser analisadas pelo menos duas amostras por doente, recolhidas em dias
alternados, dado que a excrecao de oocistos pode ser intermitente (Painter et al., 2015).
As técnicas de ELISA também estdo disponiveis para a detecdo de antigénios nas
amostras fecais e, apresentam maior sensibilidade e especificidade comparativamente a
microscopia Gtica (Xiao & Cama, 2006; Jex et al., 2008a).

Nos paises desenvolvidos os ensaios de imunofluorescéncia (IFA) tém sido utilizados
para a detecdo de oocistos (Painter et al., 2015) assim como os métodos moleculares
(PCR), uma vez que permitem ndo somente a identificacdo das espécies, mas também a
detecdo de variacdo genética dentro e entre as espécies nos varios tipos de amostras
(Osman et al., 2015; Painter et al., 2015). O gene SSU rRNA das espécies de
Cryptosporidium tem sido amplamente utilizado na genotipagem de Cryptosporidium
spp. nos humanos, nos animais e nas amostras de agua (Xiao, 2010), uma vez que para
além de evoluir lentamente, caracteriza-se sobretudo pela presenca de regides
polimérficas, alternadas com regides bastante conservadas devido a variagfes na
sequéncia limitadas a varias regides do gene (Xiao et al., 2004). Também o gene GP60
(localizado no cromossoma V1), que € um gene de cdpia Unica que ndo apresenta intrdes,
tem sido utilizado na identificacdo de subtipos das espécies de Cryptosporidium e
constitui atualmente o marcador molecular mais polimérfico identificado no genoma de
Cryptosporidium spp. (Cevallos et al., 2000; Strong et al. 2000; Alves et al, 2003; Gatei
et al., 2006a; Leoni et al., 2007; Wielinga et al., 2008; Xiao, 2010; Waldron & Power,
2011; Eibach et al., 2015; Osman et al., 2015). Com base na amplificacdo de um
fragmento do gene GP60 ja foram identificadas seis familias de subtipos de C. hominis,
as quais é atribuida a designacéo | (la, Ib, 1d-1g) e 11 de C. parvum, representado por Il
(Ma-1i, 1k e 1) (Xiao, 2010; Waldron & Power, 2011; Osman et al., 2015).

Né&o existe, at¢é 0 momento, nenhum farmaco especifico e eficaz para o tratamento da
criptosporidiose. Atualmente a nitazoxanida é o unico farmaco aprovado pela FDA dos

EUA (Food and Drug Administration) em 2005, para o tratamento dos sintomas causados
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por Cryptosporidium spp. que pode ser administrado em individuos com idade igual ou
superior a 1 ano (Painter et al., 2015). Por ser bem tolerado pelo organismo do hospedeiro
e ter baixa incidéncia de efeitos secundarios, tem sido utilizado em varias partes do
mundo, especialmente na América Central e do Sul. No caso dos individuos
imunocomprometidos ndo esta aprovado para o tratamento de criptosporidiose (Snelling
etal., 2007; Das et al., 2013; Yoder & Beach, 2010). Nos individuos imunocompetentes,
inclusive gravidas o sistema imunitario destes individuos consegue debelar a infecdo sem
a necessidade de recorrer a farmacos (Hunter & Nichols, 2002; Chalmers & Davies, 2010;
Das et al., 2013).

1.4.1.6. Blastocystis hominis

Epidemiologia: Durante muitos anos, os investigadores acreditavam que uma unica
espécie de Blastocystis infetava 0s humanos, enquanto outras espécies infetavam animais.
Assim chamaram Blastocystis hominis (B. hominis) a espécie que infetava os humanos e
deram diferentes nomes as outras espéecies que infetavam animais, como por exemplo
Blastocystis ratti dos ratos. No entanto nos ultimos anos, varias analises genéticas tém
demonstrado que diferentes espécies de Blastocystis podem infetar os humanos e
qualquer uma destas espécies pode ser identificada como B. hominis (Noél et al., 2005;
Puthia et al., 2006). Dado a isso, 0s investigadores propuseram interromper o uso do
termo B. hominis como uma espécie Unica que infeta seres humanos e sugeriram
Blastocystis sp. (Noél et al., 2005; Puthia et al., 2006).

Blastocystis hominis foi classificado pelos primeiros investigadores como material
vegetal e fungo (Zierdt, 1991; Tan, 2004). Atualmente, é descrito como um protozoario
entérico, cosmopolita que infeta o aparelho gastrointestinal de diferentes hospedeiros
(humanos, gado, aves, roedores, répteis, anfibios, peixes e baratas) e é frequentemente
descrito como o eucariota unicelular mais comum encontrado em amostras fecais dos
seres humanos (Noél et al., 2005; Salvador et al., 2016). A sua prevaléncia pode atingir
20% nos paises industrializados, e 100% (prevaléncia obtida num estudo feito por Safadi
e colaboradores em criancas de uma zona rural em Senegal) nos paises de baixa e média
renda onde as condigdes de salude e higiene sdo precarias. Destacando assim o impacto
da blastocistose principalmente em criangas dos paises de baixa e média renda (Safadi et
al., 2014; Ibarra et al., 2016; Safadi et al., 2016). Apesar de a sua descricdo ter ocorrido
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had mais de 100 anos, existe pouca informacdo sobre a sua patogénese, op¢des de
tratamento, diversidade genética, variedade e especificidade de hospedeiros (Salvador et
al., 2016). Com base na comparacdo de sequéncias de genes da pequena subunidade
rRNA (SSU rRNA), 17 subtipos (STs, ST1 a ST17) foram descritos, em que nove dos
quais (ST1 a ST9) foram encontrados em seres humanos com prevaléncia variavel.
Aproximadamente 90% dos isolados pertenciam de ST1 a ST4, com predominancia de
ST3 (cerca de 60% destes isolados) (Safadi et al., 2016; Salvador et al., 2016; Govind &
Rajamanikam, 2013). Até a data, ST9 € restrito aos seres humanos e foi identificado em

apenas trés pessoas da Dinamarca e do Japéo (Alfellani et al., 2013).

Morfologia: Blastocystis hominis é um protozoario polimérfico, que apresenta quatro
formas morfologicas principais (vacuolar, granular, ameboide e quisto) (Dhurga, Suresh
& Tan, 2016; Safadi et al., 2016). A forma vacuolar é a forma celular tipica de
Blastocystis, observada frequentemente em cultura e em amostras de fezes e é utilizada
para a identificagdo do organismo (Dhurga, Suresh & Tan, 2016). Estas formas sdo
esféricas e apresentam grandes variagdes de tamanho (2-200 um) (Figura 7A). Esta forma
¢ também conhecida como corpo central porque apresenta um grande vacuolo central
(aproximadamente 90% do volume da célula), cuja funcdo do vactolo ainda néo é clara,
tendo sido sugerido que possa ter fungdes: de armanzenamento, na divisao celular durante
a reproducdo e na deposicdo de células apoptoticas (Tan, 2008). A forma granular é
morfologicamente semelhante a forma vacuolar, exceto por apresentar granulos distintos
no vacuolo central e/ou no citoplasma (Figura 7B) (Boreham & Stenzel 1993; Singh et
al., 1995; Tan, 2008; Dhurga, Suresh & Tan, 2016). A forma amebdide desempenha um
papel na patogénese e possui caracteristicas tipicas das formas vacuolares, com excec¢do
de apresentar um ou dois pseudopodes (Figura 7C). Contudo estas formas ndo sdo moveis
(Katsarou-Katsari et al., 2008; Tan, 2008).

A forma de quisto varia de ovoide a esférica, tem tamanho mais reduzido (2-5 pum),
dificultando assim a sua identificagdo nas amostras fecais (Figura 7D) e foi descrita
recentemente. E a forma de desenvolvimento transmissivel e a mais resistente (parede
espessa com multicamadas). O citoplasma do quisto pode conter um a quatro nucleos,
mitocondrias, depdsitos de glicogénio e pequenos vacuolos (Zaman, Howe, & Ng. 1995;
Tan, 2008; Safadi et al., 2016; Salvador et al., 2016).
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Foram também descritas as formas avacuolar (sem vacuolo central) e multivacuolar (com

varios vacuolos pequenos) (Stenzel & Boreham, 1996; Tan, 2008).

Figura 7: Formas de desenvolvimento de B. hominis. (A) Forma vacuolar com um grande vacuolo central
(VC), nacleo e estruturas semelhantes a mitocondria (seta). (B) Forma granular com numerosos granulos
no interior. (C) A forma ameboide com uma ou mais proje¢des citoplasmaticas semelhantes a pseudépodes
(*). (D) A forma de quisto. Adaptado de Tan, 2004.

Transmissdo e ciclo de vida: O quisto de B. hominis é transmitido por duas vias:
diretamente pela via fecal-oral e/ou indiretamente pelo consumo de agua e alimentos
contaminados com o parasita (Ibarra et al., 2016; Safadi et al., 2016), uma vez que 0s
quistos sdo capazes de sobreviver por um longo periodo de tempo em fezes dos
hospedeiros e em fontes ambientais. Por outro lado, sdo resilientes a cloracéo
convencional utilizado na desinfecdo da agua, facilitando assim a transmissao do parasita
(Tan, 2004; Ibarra et al., 2016; Safadi et al., 2016). Dados filogenéticos sugerem que
Blastocystis € um protozoéario zoono6tico, e acredita-se que a transmissao de infecdes dos
animais (galinhas, ratos e porcos constituem reservatorios) para os seres humanos € muito
comum (Puthia et al., 2006; Salvador et al., 2016). O ciclo de vida de B. hominis esta

descrito na Figura 8.
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Figura 8: Representacéo esquematica do ciclo de vida de B. hominis. Adaptado de Tan, 2004.

Quadro clinico e sintomatologia: A patogenicidade deste protozoario € controverso e
ndo esta ainda totalmente estabelecida (Lader et al., 2005; Salvador et al., 2016: Speich
et al., 2016). Contudo, B. hominis é frequentemente encontrado em individuos
assintomaticos embora tenha sido associado a uma variedade de sintomas
gastrointestinais ndo especificos, incluindo diarreia, dor abdominal, anorexia, nauseas,
vomitos, urticarias e sindrome do intestino irritavel. Varios estudos sugerem que 0s
individuos imunocomprometidos sdo mais suscetiveis a infe¢es causadas por B. hominis
(Brites et al., 1997; Ok et al.,1997; Puthia et al., 2006). Por outro lado, diferencas na
suscetibilidade da flora intestinal do hospedeiro e/ou potencial patogénico dos subtipos
genéticos de B. hominis foram sugeridas como possiveis explicacBes para essa variedade
de manifestacGes clinicas descritas (Roberts et al., 2014; Scanlan et al., 2014; Forsell et
al., 2016). No entanto é dificil de se estabelecer uma relacéo entre a infecdo e os sintomas
diante da possibilidade de coinfeccdo com outros agentes etioldgicos que infetam o
aparelho gastrointestinal (Azizian et al., 2016; Forsell et al., 2016; Ibarra et al., 2016;
Safadi et al., 2016; Salvador et al., 2016).

Diagnostico e tratamento: O diagndstico de blastocistose constitui ainda um desafio

para 0s investigadores, uma vez que a sua patogénese € controversa. Por outro lado, as
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formas vacuolares frequentemente observadas podem ndo estar presentes em amostras
fecais, e os quistos de tamanho reduzido, quando presente, podem ser dificeis de
identificar (Tan, 2008). No entanto a blastocistose € geralmente diagnosticada
tradicionalmente por microscopia 6tica, onde os quistos podem ser visualizados a fresco
ou apos concentracdo e coloracdo (nomeadamente tricromio e solucdo de Lugol) (Tan,
2008; Ibarra et al., 2016; Safadi et al., 2016). Também a anélise seroldgica baseada em
técnicas de ELISA ou IFA sdo frequentemente utilizadas no diagnostico da blastocistose
(Tan, 2008; Ibarra et al., 2016; Safadi et al., 2016). Porém, devido a diversidade genética
de B. hominis ndo ¢é aconselhavel incluir a serologia no diagndstico laboratorial de rotina,
devendo limitar-se a estudos epidemioldgicos e serolégicos (Tan, 2008).

Atualmente, pode-se efetuar, quando possivel, o diagndstico de blastocistose usando
métodos moleculares em particular a PCR convencional e RT-PCR em associacdo com
outas técnicas, como polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) e
sequenciacdo dos fragmentos amplificados por PCR. Sendo que o gene SSU rRNA
constitui atualmente o marcador molecular amplamente utilizado na identificacdo de
subtipos de B. hominis (Meloni et al, 2011; Safadi et al., 2016). Os métodos moleculares
apresentam maior sensibilidade e especificidade comparativamente as técnicas

mencionadas anteriormente.

A necessidade de tratar os individuos infetados por B. hominis é equivoca, dado que a sua
patogénese ndo esta estabelecida e os sintomas sdo autolimitados e inespecificos (Babb
& Wagener, 1989; Tan, 2008). Nos casos em que o tratamento € justificado, o
metronidazol é o antibiético de elei¢do, frequentemente prescrito (Moghaddam,
Ghadirian, & Azami 2005; Tan, 2008) em combinagdo com outros farmacos tais como
paramomicina (Pasqui et al., 2004) ou trimetoprima-sulfametoxazol (TMP-SMX) (Tan,
2008;Sekar & Shanthi, 2013). Também farmacos antimicrobianos como nitazoxanida,
iodoquinol, tinidazol, cetoconazol, secnidazol, e emetina tém sido utilizados para o
tratamento desta infecdo (Sekar & Shanthi, 2013). Contudo, devido a extensa
heterogeneidade genética de B. hominis pode ocorrer insucesso no tratamento (Tan,
2008).
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1.4.1.7. Microsporideos

Epidemiologia: Os microsporideos compreendem um grupo de microrganismos
eucariotas, intracelulares obrigatorios pertencentes ao filo Microsporidia que tém
suscitado o interesse dos parasitologistas ha mais de 100 anos (Bednarska et al., 2014).
A primeira espécie, Nosema bombycis (N. bombycis), foi descoberta em meados do século
XIX como a causa da doenca do bicho-da-seda (também designado por doenca da pimenta
ou doenca de pebrina), que quase destruiu a industria do bicho-da-seda (sericultura) no
sul da Europa (Franzen, 2008; Bednarska et al., 2014). Mais de 1400 espécies de
microsporideos foram descritos em hospedeiros invertebrados e vertebrados, e destas
apenas sete géneros e 15 espécies de microsporideos tém sido associados a infecdes
humanas (Bednarska et al., 2014). O primeiro caso da infecdo no homem foi registado
em 1959 num rapaz japonés de 9 anos de idade que apresentava microsporidiose
disseminada associada a febre, cefaleia, vomitos e convulsGes espaticas (Matsubayashi et
al., 1959; Bednarska et al., 2014). O interesse por este grupo de parasitas comecou em
1980 com a pandemia do VIH em todo o mundo. Em 1985, uma nova espécie de
microsporideo (Enterocytozoon bieneusi) foi encontrada num doente com diarreia
persistente, infetado pelo VIH. Desde entdo, diversas espécies de microsporideos tém sido
identificadas como agentes etiologicos de infecdes oportunistas (Desportes et al., 1985;
Bednarska et al., 2014; Zhang et al., 2016). As espécies de microsporideos mais
frequentes como causa de microsporidiose em seres humanos sdo: Enterocytozoon
bieneusi (E. bieneusi), Encephalitozoon intestinalis (E. intestinalis), Encephalitozoon
hellem (E. hellem), Encephalitozoon cuniculi (E. cuniculi), Encephalitozoon spp.,
Trachipleistophora antropophtera (T. antropophtera), Trachipleistophora hominis (T.
hominis), Pleistophora spp., Vittaforma corneae (V. corneae), Nosema ocularum (N.
ocularum), Nosema connori (N. connori), Brachiola vesicularum (B. vesicularum),
Brachiola algerae (B. algerae), Microsporidium africanum (M. africanum.),
Microsporidium ceylonensis (M. ceylonensis) (Franzen & Muiller, 2001). As espécies E.
bieneusi e E. intestinalis sdo os responsaveis por causar microsporidiose intestinal, sendo
E. bieneusi o mais comum, e o responsavel por 90% das infegdes causadas por
microsporideos (Ghoshal et al., 2015; Li et al, 2016; Zhang et al., 2016).

A microsporidiose humana ocorre em todo 0 mundo, mas os dados sobre a prevaléncia e

a distribuigdo geogréafica destas infegdes ainda séo incompletos e muito diversificados
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devido ao uso de diferentes métodos de diagnosticos e subgrupos de hospedeiros. Embora
muitos trabalhos demonstram infegdo microsporidial em doentes com VIH, os estudos
epidemioldgicos efetuados em outros grupos de risco séo ainda escassos (Bednarska et
al., 2014).

Morfologia: Os esporos sdo o Unico

A Dixodesles g estddio, do ciclo de vida, que
o Polwoplato sobrevive no exterior do seu
£\ Tbopia hospedeiro, e a sua forma é mais ou
G %\ = menos constante entre as espécies do
Y : \\\ Fadogporo A idi -
7 % | ’( mesmo género. (Didier, 1998;
y e Meatbamin . . . .
[ / \ plasiutica ! | Bigliardi & Sacchi, 2001). Os
. =
\" / / / 1de 1
/ esporos maduros (Figura 9), de
{ oy \'xuolo : ) , ;
=~ pota ( ) microsporideos  infetantes  dos

mamiferos, apresentam em geral

Figura 9: (A) Diagrama ¢ (B) fotografia de microscopia eletronica |, ma forma oval e piriforme e

de transmissdo da estrutura interna de um esporo de microsporideo. ) ) . )
Adaptado de Franzen 2008, reduzidas dimensdes, medindo entre

1,0-3,0 um de comprimento e 1,5-5,0 um de largura (Didier 1998; Cali & Takvorian
1999). O esporo maduro de E. bieneusi, é o mais pequeno de todos os esporos de
microsporideos (1,1-1,6 por 0,7-1,0 pum) (Franzen & Muller, 2001). Os estagios
proliferativos podem ser arredondados e ligeiramente maiores. A parede do esporo
consiste numa camada interna (enddsporo), coberta por uma segunda camada mais densa
aos eletrGes, composta por microfibrilas (exésporo). A parede do esporo é rica em quitina
e as suas propriedades mecanicas conferem aos microsporideos um elevado grau de
resisténcia em condi¢des ambientais adversas, e permitem ainda o aumento da pressao
hidrostatica, que causa a extrusdao do esporoblasto (Bigliardi & Sacchi, 2001). O
filamento polar € constituido por um tubo espiral ancorado no disco de adesao junto do
polo anterior do esporo, formando uma espiral com vérias voltas até a regido posterior do
esporo. Esta estrutura € exclusiva dos microsporidia, ndo tendo sido descrita até a data,
em qualquer outro grupo de organismos. Na extremidade posterior do filamento polar
encontra-se o nucleo, em que o numero varia de género para genero e o vacuolo posterior

com funcdo desconhecida (Cali & Takvorian, 1999). A envolver o ndcleo e o aparelho de
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extrusdo encontra-se, uma membrana plasmatica que confere protecéo ao esporo (Cali &
Takvorian, 1999).

Transmisséo e ciclo de vida: A infe¢do no Homem por microsporideos, inclusive por
E. bieneusi, ocorre principalmente através da via fecal-oral e/ou urinaria-oral pelo
contacto direto de pessoa a pessoa, de pessoas com animais, pela ingestdo de agua e/ou
alimentos contaminados com esporos do parasita, sugerindo-se ainda que a transmisséo
possa ocorrer por via aérea, através de inalacao dos esporos (Didier et al., 1998; Slifko et
al., 2000; Du et al., 2015; Stentiford et al., 2016). Infecbes oculares podem ser
transmitidas por contato com mé&os contaminadas com o parasita e a transmissdo
transplacentaria, descrita em outros animais, ndo foi comprovada na espécie humana

(Didier et al., 1998). O ciclo de vida dos microsporidia, esta representado na Figura 10.

Enterocytozoon bieneusi G Encephalitozoon spp.
o L célula hospedeira
@\l\ Ierogonia /QQ\@
:. merontes e
SR >

~ Vacuolo parasitéforo =
esporontes %
esporoblastos
Esporogonia %

esporos

Figura 10: Representacdo esquematica do ciclo de vida de dois géneros de microsporidia patogénicos para
0 Homem, um que se desenvolve em contacto directo com o citoplasma da célula hospedeira (E. bieneusi)
e 0 outro que ocorre dentro de um vacutolo parasitéforo (Encephalitozoon spp.). (A) Esporo vazio apés
injectar através do tubo polar o esporoplasma no citoplasma da célula hospedeira. (B1 a D1)
Desenvolvimento intracelular de E. bieneusi em contacto directo com citoplasma da célula hospedeira. (E1)
Esporos maduros; (B2 a D2) Desenvolvimento do ciclo de Encephalitozoon spp dentro de um vactolo
parasitéforo no citoplasma da célula hospedeira. (E2) Libertagdo dos esporos maduros no citoplasma da
célula hospedeira ap0s ruptura da membrana do vactolo; (al a el e b2 a e2) Fotografias de microscopia
electronica de transmissdo de diferentes estadios do ciclo de vida de E. bieneusi e Encephalitozoon spp.,
respectivamente. Adaptado de Franzen 2008.
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Quadro clinico e sintomatologia: As manifestacdes clinicas da microsporidiose
dependem do estado imunoldgico do doente e do local da infecdo. Os grupos de risco
envolvem pessoas com VIH, doentes submetidos a terapéutica imunossupressora, apos
transplante de 6rgdos, viajantes para zonas endémicas, criancas e idosos (Bednarska et
al., 2014, Du et al., 2015; Stentiford et al., 2016). A infecdo humana por E. bieneusi,
exprime-se clinicamente como uma sindrome de mé-absorcéo (Bednarska et al., 2014; Li
et al., 2016). Embora a infecdo por E. bieneusi esteja tipicamente associada a diarreia
auto-limitada em individuos imunocompetentes, os individuos imunocomprometidos,
como é o caso de doentes com sida com < 150 células T CD4" por microlitro de sangue,
pode causar diarreia cronica, intermitente, e em geral sem muco nem sangue, dor
abdominal e perda de peso. Embora o habitat preferencial de E. bieneusi ser o intestino
delgado, pode também ser encontrado em praticamente todos os 6rgaos, resultando em
infecBes extra-intestinais: como sinusite, pneumonia, infegcdes ao nivel das vias biliares e
vesicula de doentes com colangiopatia (Didier, 2005; Franzen, 2008; Bednarska et al.,
2014; Li et al, 2016).

Diagnostico e tratamento: As pequenas dimensdes dos esporos de microsporideos
dificultam o diagnostico (Ashikin et al., 2016). Os esporos podem ser detetados em
diversos fluidos corporais e em amostras de fezes.

Quando os esporos sdo abundantes nas amostras bioldgicas, o exame direto com
coloracdes especificas pode ser adequado para o diagnostico. No entanto, quando ha
escassez de formas parasitarias, € importante fazer a sua concentracdo nas fezes ou na
urina (Sodré et al., 1995). O diagndstico definitivo da microsporidiose fundamenta-se na
observacdo dos microsporideos em bidpsias de tecidos, nos fluidos corporais ou, ainda,
em amostras de fezes, observadas por microscopia eletronica de transmissdo (MET)
(Weber et al., 1999b). Para a detecdo de microsporideos na urina, fezes ou muco podem
ser usados técnicas de coloragdo, como o tricrémio modificado de Weber e as substancias
quimiluminescentes (Calcofluor, fungifltor e Uvitex 2B) (Weber et al., 1992a; Conteas
etal., 1996; Didier, 1998; Franzen & Muller 1999b; Goodgame et al., 1999; Weber et al.,
1999b). Estes fluorocromos possuem elevada afinidade para a camada quitinosa
(endosporo) do esporo. Outro método de coloracdo que tem sido bem-sucedido em
diferentes tipos de amostras é a coloracdo Gram-Chromotrope (Moura et al., 1997).
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A técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), associada a anticorpos poli e monoclonais
anti-microsporideos marcados com fluorocromos, bem como a PCR tém sido utilizados
no diagndstico e diferenciacdo de espécies destes parasitas (Didier et al., 1995; Kotler &
Orenstein, 1998; Ashikin et al., 2016; Li et al., 2016). No entanto, a identificacdo de
espécies de microsporideos e caraterizagdo genética depende quase exclusivamente de
métodos moleculares (Mansfield et al., 1997; Matos, Lobo & Xiao, 2012). Genes como
SSU rRNA e ITS rRNA, constituem marcadores moleculares utilizados em estudos de
identificacdo de diversidade genética de microsporideos (Didier et al., 1995b; Mathis et
al., 1999b; Haro et al., 2003; Mathis et al., 2005; Matos, Lobo & Xiao, 2012; Ashikin et
al., 2016). Os testes seroldgicos ndo sdo Uteis no diagndstico, no entanto, podem ser

utilizados para estudos epidemioldgicos (Bednarska et al., 2014).

N&do existe farmaco eficaz para o tratamento da microsporidiose, uma vez que a
dificuldade de penetracdo destes, na espessa parede do esporo do parasita, constitui um
obstaculo para o tratamento da microsporidiose, no entanto tratamentos com fumagilina
e albendazol parecem promissores (Didier, 2005; Franzen, 2008). O tratamento dos
doentes com sida usando antirretrovirais, resulta num aumento dos niveis dos linfocitos
TCD4" e consequentemente na reducédo da carga viral, conduzindo assim a um declinio
na prevaléncia da maioria das infe¢Ges oportunistas, incluindo a microsporidiose (Didier,
2005; Franzen, 2008; Matos, Lobo & Xiao, 2012). Alguns farmacos parecem ser mais
eficientes nalgumas espécies e noutras ndo existe nenhuma terapéutica eficaz. E.
intestinalis € sensivel a terapéutica com albendazol, ao contrario de E. bieneusi,
constituindo a distingdo das espécies uma importante informacéao para o clinico (Chu &
West 1996; Didier & Weiss 2006; Boileau et al., 2016).

1.4.2. Helmintas

Os helmintas incluem espécies de vida livre e parasitas pertencentes, principalmente, aos
Filos Platyhelminthes (achatados em forma de folha ou fita) e Nemathelmintes
(cilindricos). Podem infetar o aparelho gastrointestinal, urinario e o sangue do hospedeiro
(Brooker & Bundy 2009).

Os nematodes ou vermes redondos, sdo organismos cilindricos, ndo segmentados,

bilateralmente simétricos, que tém aparelho digestivo completo e reproducédo sexuada. A
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maioria destes vermes redondos tem ciclos de vida complexos, que envolvem varias
formas larvares, hospedeiros intermediarios ou estadios de vida livre. De entre 0s
helmintas, destacam-se principalmente os geohelmintas, que sdo o grupo de parasitas
mais prevalentes nos humanos, infetando mais de 2 mil milhGes de pessoas em todo o
mundo (Harhay et al., 2010; Alemu et al., 2016; Gogoi & Yadav, 2016; Kiani et al., 2016;
Miller et al., 2016). Infetam os seres humanos quando as larvas penetrem na pele
(Strongyloides stercoralis, Ancylostoma duodenale e Necator americanus) ou pela via
fecal-oral (Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura) (Alemu et al., 2016; Leung et al.,
2016; O’Connell & Nutman, 2016). Os nematodes intestinais e os Schistosomas, séo
considerados os helmintas que causam maior morbilidade humana (Brooker et al., 2009).

No que diz respeito aos cestodes, compreendem um grupo de parasitas hermafroditas com
sistema nervoso e sem aparelho digestivo. Na fase adulta sdo achatados, em forma de fita,
com o corpo dividido em segmentos (proglotes). O ciclo de vida destes parasitas é
determinado pelos hospedeiros intermediarios, que abrigam as formas larvares, e pelo
hospedeiro definitivo, no qual vivem as formas adultas, sendo o Homem o hospedeiro
definitivo das seguintes espécies: Diphyllobothrium latum, Taenia solium, Taenia
saginata, Hymenolepis diminuta, Hymenolepis nana e Dipylidium caninum (Grécio,
1988; WHO, 2005).

A maioria das infecBes causadas por geohelmintas € assintomaética, principalmente
qguando a carga parasitaria € baixa (Leung et al., 2016). No entanto quando a carga
parasitaria é elevada geralmente causam sintomatologia intestinal e outras complicacdes
mais graves (Matthys et al., 2011; Gogoi & Yadav, 2016). Quando identificados, 0s
individuos infetados com elevadas cargas parasitarias de geohelmintas devem ser sempre
desparasitados, porque apresentam um maior risco de morbilidade e sdo uma fonte de

contaminacdo ambiental (Leung et al., 2016).

Por outro lado, as infe¢des por helmintas séo frequentemente sub-diagnosticadas devido
a caréncia de profissionais com competéncia na identificacdo de ovos e /ou larvas através

de métodos tradicionais de microscopia (O’Connell & Nutman, 2016).

Dadas as prevaléncias encontradas no presente estudo, faremos a descrigdo detalhada dos

seguintes helmintas intestinais: Ascaris lumbricoides e Hymenolepis nana.
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1.4.2.1. Ascaris lumbricoides

Epidemiologia: Ascaris lumbricoides (A. lumbricoides) (descrito por Linnaeus em 1758)
popularmente conhecido como lombriga € a helmintiase humana mais prevalente no
mundo, sendo responsavel por causar ascaridiase. Parasita o aparelho gastrointestinal dos
seres humanos e estima-se que infete 25% da populacdo mundial (Carneiro, 2002; Dent
& Kazura, 2011; Diouf et al., 2016; Khuroo et al., 2016; Ross et al., 2016). E cosmopolita,
ocorrendo quer em ambientes tropicais e subtropicais, quer em ambientes temperados, no
entanto € mais prevalente em ambientes tropicais onde as condigdes ambientais séo
favoraveis para a maturacdo dos ovos no solo. Afeta principalmente criangas dos paises
com baixa e média renda onde as condic¢Bes socioecondmicas, de saude e higiene sdo
precarias (Harhay, Horton & Olliaro, 2010; Diouf et al., 2016).

Morfologia: Ascaris lumbricoides é um nematode relativamente grande, que vive no
[imen do intestino delgado (Brooker & Bundy, 2006). O verme adulto € um organismo
longo, cilindrico, com dimorfismo sexual. As dimensdes do A. lumbricoides masculinos
e femininos sdo cerca de 15-30 cm e 20-40 cm, respetivamente (Figura 11). Possuem forte
atividade motora através de uma Unica camada de musculo longitudinal e contém todas
as visceras incluindo canal alimentar (boca, faringe, es6fago, intestino médio e reto),
sistema excretor, sistema nervoso e o sistema reprodutivo. Os 6rgdos genitais encontram-
se bem desenvolvidos em ambos os sexos (Khuroo et al., 2016). A fémea liberta cerca de
240.000 ovos por dia e podem ser fertilizados ou ndo fertilizados. O ovo fertilizado ¢é
ovoide, dourado e apresenta evidéncia de embrionacao e o ovo ndo fertilizado € alongado,
com superficie externa irregular e apresenta no seu interior granulos retrateis mal
diferenciados (Figura 11) (Khuroo et al., 2016).

fomes Macho

Figura 11: Representacdo esquematica dos ovos e dos vermes adultos de A. lumbricoides: A) Ovo fértil:
adaptado de Bethony et al., 2006, B) ovo infértil: adaptado de Souza et al., 2011 e C) vermes adultos (fémea
e macho): Adaptado de Bethony et al., 2006.
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Transmissdo e ciclo de vida: O clima é um determinante indispensavel para a
transmissdo ao hospedeiro. Humidade e temperatura adequadas séo essenciais para o
desenvolvimento larvar no solo. Também fatores como a pobreza, saneamento precario
(Bethony et al., 2006; Brooker, Clements & Bundy, 2006), a falta de cuidados de saude
e o0 baixo nivel de educacdo facilitam a transmisséo deste parasita (Silva et al., 2003;
Shalaby & Shalaby 2016). Por outro lado, o processo de transmissao é favorecido pelo
grande numero de ovos produzidos pelas fémeas e pela resisténcia dos mesmos ao
ambiente exterior. A transmissdo ao hospedeiro ocorre por via fecal-oral através do
contacto com ovos do parasita, que se encontram em fezes humanas e séo dispersas no
ambiente pela chuva, vento e insetos (Brooker, Clements & Bundy 2006; Nyarango et al.,
2008). Os ovos sdo ingeridos pelo hospedeiro, quando os alimentos e agua estdo
contaminados e ndo sdo cuidadosamente tratados, e quando as criangas brincam em solos
contaminados e levam acidentalmente as méos a boca. No entanto, ndo ocorre transmissdo
direta de pessoa a pessoa, ou infecdo atraves de fezes frescas, uma vez que estes vermes
ndo se multiplicam no hospedeiro humano (a re-infeccdo ocorre apenas como resultado
do contacto com estadios infeciosos no ambiente) e sdo necessarias cerca de trés semanas

para que 0s ovos se tornem infeciosos (Dent & Kazura 2011).

Ascaris lumbricoides € um geohelminta que requer o solo himido para embrionagdo dos
ovos. A longevidade dos vermes adultos € estimada em um a dois anos (Brooker &
Bundy, 2009). O ciclo de vida deste parasita abrange quatro fases: embrionacao, ingestéo,

migracao e maturacdo das larvas (Khuroo et al., 2016).

Quadro clinico e sintomatologia: A maioria das infe¢fes causadas por A. lumbricoides
sdo assintomaticas ou com sintomas gastrointestinais inespecificos (dor abdominal,
nauseas, vomitos e diarreia) (Fernandes et al., 2011; Khuroo et al., 2016). Nos
hospedeiros infetados com alta carga parasitaria ocorre elevada morbilidade (Xavier,
Domingues & Marcos, 2012), e em alguns casos pode mesmo ocorrer desnutri¢éo, atrasos
cognitivos e obstrucdo intestinal. Estas patologias mais graves surgem principalmente em
criangas com idade compreendida entre os trés e os sete anos em zonas endémicas
(Khuroo et al., 2016). Ascaris lumbricoides pode ainda causar outras complicagdes tais
como pancreatite, colecistite ou abcesso hepatico devido a migragédo aberrante da larva
(Fernandes et al., 2011; Diouf et al., 2016) e tem sido também associado a um quadro
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pneumédnico com eosinofilia (Khanna et al., 2015), febre, dispnéia e tosse, também
conhecido como sindrome de Loeffler e é causada pela passagem do parasita pelos
pulmdes. A ascaridiase é também caracterizada por hiperplasia de mastocitos e altos

niveis de imunoglobina E (IgE) circulante (Shalaby & Shalaby 2016).

Diagnostico e tratamento: Os quadros clinicos ndo permitem distinguir a ascaridiase de
outras helmintiases intestinais havendo, portanto, necessidade de confirmagdo pela
identificacdo de ovos e formas adultas, nos exames parasitologicos de fezes e também na
expetoragdo do hospedeiro. O método de referéncia usado para o diagndstico da
ascaridiase consiste na identificacdo de ovos do parasita em amostras fecais do hospedeiro
através da sua observacdo ao microscopio 6tico. Como os ovos podem ser dificeis de
detetar em infecBes com baixa carga parasitaria, recomenda-se um procedimento de

concentragéo das fezes do hospedeiro (Brooker & Bundy, 2009).

Os derivados de benzimidazdis (Mebendazol, Albendazol) séo o grupo de farmacos mais
amplamente utilizados no tratamento da ascaridiase, devido a sua elevada eficécia e
facilidade de administracdo (Fernandes et al., 2011) enquanto o citrato de piperazina é o
farmaco de eleicdo nos casos em que ocorre obstrugdo intestinal nos individuos infetados
(Aradjo & Guimaraes, 2000).

1.4.2.2. Hymenolepis nana

Epidemiologia: Hymenolepis nana (H. nana) é o cestode mais prevalente no mundo,
apresentando uma prevaléncia global que oscila entre os 0,1 a 58%, infetando
maioritariamente criancas (Harhay, Horton & Olliaro, 2010; Almeida et al., 2013). A
infecdo intestinal causada por H. nana tem distribuicdo cosmopolita e é mais frequente
em paises tropicais e subtropicais com condic@es sanitarias precérias (Mehraj et al., 2008;
Cabeza et al., 2015; Tompson, 2015).

Morfologia: Os ovos de H. nana (30-50 um de diametro), S&o transparentes e possuem
uma oncosfera com seis ganchos envolvidos por duas membranas, uma externa e outra
interna que contém varios filamentos (Figura 12A). O verme adulto (2-4 cm de
comprimento e apenas 1 mm de largura) é constituido por escélex com quatro ventosas

(responsavel pela fixagdo ao intestino dos hospedeiros), rostelo e proglotes muito estreitos

35



Introducéo

que possuem Grgdos genitais masculinos e femininos (Figura 12B) (Huggins, Medeiros
& Oliveira, 1993; Neves et al., 2004, Cabeza et al., 2015; Tompson, 2015).

Figura 12: Representacdo esquematica dos ovos e do verme adulto de H. nana: A) Ovos; adaptado de
(Sullivan, 2000) e B) Verme Adulto; adaptado de Tompson, 2015.

Transmissao e ciclo de vida: A transmissao é fecal-oral ou por autoinfecdo interna ou
externa (Cabeza et al., 2015; Tompson, 2015). Evidéncias epidemioldgicas sugerem que
a transmissdo direta, sem a necessidade de um hospedeiro intermediario € a via mais
comum de infecdo humana com H. nana, particularmente em ambientes onde a frequéncia
de transmissao € provavelmente alta devido a falta de higiene e saneamento inadequado
(Baily, 2009). No entanto, ainda é considerada uma zoonose porque os roedores infetados
e 0s hospedeiros intermediarios como os artropodes representam um reservatério de
infecdo (Cabeza et al., 2015; Tompson, 2015). O risco de transmissdo zoonética pode ser
maior em ambientes urbanos pobres e de elevada densidade populacional (Tompson,
2015).

O ciclo de vida de H. nana pode ser direto ou indireto. Os ovos sdo imediatamente
infeciosos quando sdo libertados nas fezes do hospedeiro e ndo sobrevivem mais do que
dez dias no meio exterior. No ciclo direto os ovos infetantes de H. nana séo excretados
nas fezes e posteriormente ingeridos pelo homem através de alimentos ou agua
contaminada, ou através de mao contaminada pelas fezes (Tompson, 2015). No intestino
delgado, ocorre a eclosdo das oncosferas que penetram nas vilosidades da mucosa
intestinal onde se desenvolvem em larvas cisticercéides. Apos a rutura na vilosidade, as
larvas cisticercoides retornam ao Iimen e fixam-se na mucosa intestinal pelo escolex e se
desenvolvem em verme adulto produzindo proglotes gravidos que se desintegram no
intestino libertando os ovos que pode causar autoinfecdo interna com o desenvolvimento
de novas larvas cisticercoides e parasitas adultos (Almeida et al., 2013; Tompson, 2015).
No ciclo indireto a infecdo humana ocorre pela ingestéo de insetos (pulgas e gorgulhos)

qgue possuem larvas cisticercoides no tubo digestivo. Ao atingirem o intestino do

36



Introducéo

hospedeiro fixam na mucosa transformando-se em verme adulto (Neves et al., 2004;
Almeida et al., 2013).

Quadro clinico e sintomatologia: A patogenicidade de H. nana depende da idade e da
condicdo geral do individuo e da carga parasitaria. A infecdo é assintomatica quando a
carga parasitaria é baixa, entretanto o aumento dos vermes resulta em manifestacdes
clinicas como dor abdominal, diarreia de intensidade varidvel, irritabilidade, anorexia e
perda de peso principalmente em criancas dos paises em desenvolvimento (Cabeza et al.,
2015). O parasita pode também provocar ulceracGes devido a alteracdes na mucosa
intestinal provocada por infiltragdo linfocitéria no local da infe¢do (Almeida et al., 2013).
Estudos revelam que H. nana coexiste com outros parasitas, particularmente em situagoes
onde a frequéncia da transmissao fecal-oral é elevada. Giardia duodenalis, Entamoeba
coli, Blastocystis hominis, bem como espécies de geohelmintas, sdo os parasitas mais

comuns nas infe¢des poli parasitarias (Tompson, 2015).

Diagnostico e tratamento: O diagndstico realiza-se através da identificacdo

microscopica de ovos nas fezes apds concentracdo (Cabeza et al., 2015).

O praziquantel, albendazol, niclosamida e nitazoxanida séo os farmacos de elei¢do para
o tratamento da heminolepiase (Kappagoda et al., 2011; Cabeza et al., 2015), no entanto
podem nao ser eficazes para controlar o parasita em focos endémicos, onde a frequéncia
de transmissdo é elevada. Em tais circunstancias, pode ocorrer re-infeccdo e a prevencao
da re-infeccdo requer educacdo, adogdo de boas préaticas de higiene pelas populagdes e

implementacao de infraestruturas de saneamento (Tompson 2015).

1.4.3. Outros agentes etioldgicos que causam diarreia

1.4.3.1. Rotavirus

Epidemiologia: Rotavirus (RV) é um virus sem invélucro, pertencente ao género
Rotavirus e membro da familia Reoviridae (Esteves et al., 2016). Os RV humanos foram
descobertos em 1973 por Ruth Bishop que identificou particulas virais, por microscopia
eletronica (ME), em amostras da mucosa duodenal de criangas com diarreia aguda
(Bishop et al., 1973). ApoGs esta descoberta, varios investigadores de diferentes paises

comecaram a reportar a presenca de RV em fezes de criangas com diarreia severa, sendo
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considerado como o principal agente etioldgico de gastroenterite aguda (GEA) e de
diarreia aguda em criangas, por todo o mundo (Bishop et al., 1973; Flewett et al., 1973;
Kapikian, 1974; Lanata et al., 2013). Os RV séo classificados de acordo com a reatividade
soroldgica e a variabilidade genética da proteina VP6 em pelo menos oito grupos
diferentes (RVA-RVH) e dentro destes multiplos genotipos (Matthijnssens et al., 2012;
Esteves et al., 2016). A prevaléncia de alguns genoétipos varia geograficamente e
temporalmente entre paises e mesmo dentro de um pais (Banjai et al., 2012; Parashar et
al., 2013). O RVA é o grupo mais frequente e responsavel por mais de 90% das infecdes
em seres humanos, afetando paises industrializados e paises com baixa e média renda,
embora com maior prevaléncia nos paises com baixa e média renda da Asia e da Africa
subsaariana, onde ocorrem mais de 80% das mortes associadas ao RV (Esteves et al.,
2016). Nesses paises estimam-se que RV seja responsavel por aproximadamente 40% de
todos os internamentos hospitalares devido a diarreia aguda em criangas com menos de 5
anos de idade (Esteves et al., 2016; Paulo et al., 2016).

Morfologia: O genoma dos RV consiste em 11 segmentos de dupla cadeia de &cido
ribonucleico (dsRNA) envolvido por uma capside proteica icosaédrica de trés camadas
proteicas concéntricas (Figura 13A). As camadas internas e intermédia consistem em
proteinas virais VP2 e VP8, respetivamente, enquanto a camada externa é composta por
duas proteinas: a VP7 que define os genotipos G e a VP4 sensivel a protéase que define
0s genotipos P (Figura 13B). Os RVA codificam seis proteinas estruturais (VP1-4, VP6
e VP7) e seis proteinas ndo estruturais (NSP1-6) (Hariharan, et al., 2004; Pesavento et al,
2006; Greenberg, Harry & Esteves, 2009; Esteves et al., 2016).

Figura 13 (A e B): Representagdo esquematica do corte de uma particula de rotavirus evidenciando a
localizacdo dos diferentes componentes virais. Adaptado de Pesavento et al., 2006.

Transmisséo e ciclo replicativo: A transmissdo ocorre pela via fecal-oral (através das
maéos, superficies, objetos contaminados) e possivelmente pela via respiratoria. Durante

a infegéo por RV, os virus sdo excretados nas fezes, durante varios dias, em concentragdes
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muito elevadas. O virus permanece infecioso no meio ambiente entre 9 e 19 dias. Nos
paises com baixa renda, também pode ser transmitido através de dgua contaminada uma
vez que 0 virus resiste aos procedimentos normais de desinfecdo da agua (Dennehy,
2000).

Os RV replicam-se no aparelho gastrointestinal e infetam os enterdcitos das vilosidades
do intestino delgado, provocando mudangas estruturais e funcionais no epitélio
(Greenberg & Estes 2009). A tripla camada proteica torna-se resistente ao pH acido
do estdbmago e as enzimas digestivas do aparelho gastrointestinal, facilitando deste modo
a infegdo. Aparentemente o virus entra nas células por endocitose por meio de recetores e
forma uma vesicula chamada endossoma (Baker & Prasad 2010) e saem na superficie
apical, por exocitose ou por lise, através de uma via secretoria (Ruiz et al., 2009; Liya et
al., 2012; Trask, McDonald & Patton 2012). Os virus libertados sdo expostos a protéases
do tipo tripsina presentes no trato gastrointestinal, resultando no processamento
proteolitico de VP4 para produzir virides infeciosos (Trask, McDonald & Patton 2012).

Quadro clinico e sintomatologia: A infecdo pode ser sintomatica ou assintomatica,
dependendo dos fatores virais e da suscetibilidade do hospedeiro. Os sintomas clinicos
sdo influenciados pela idade, afetando com maior gravidade as criangas com idade
inferior a 2 anos. No entanto, em recém-nascidos as infe¢fes por RV sdo assintomaticas,
possivelmente devido a presenca de anticorpos maternos contra rotavirus. A diarreia é a
segunda principal causa de mortalidade infantil no mundo apds a pneumonia (Cui et al.,
2016). Rotavirus € o principal agente causador de diarreia grave, com perda excessiva de
fluidos e eletrdlitos, que podem conduzir a morte e é a causa predominante de GEA em
criangas de todo o mundo. A desidratacdo € o quadro clinico mais comum em infecfes
causadas por RV (Paulo et al., 2016).

Diagnostico e tratamento: O diagndstico das infe¢des por RV normalmente € feito
depois que se diagnostica GEA como causa da diarreia. O alto nivel de virus durante a
fase aguda da doenca facilita a detecdo de RV em amostras fecais e permite a aplicacéo
de uma variedade de métodos de diagnéstico (Fischer & Gentsch, 2004). A maioria das
criangas internadas nos hospitais faz-se o diagnostico para detecdo de RVA. O antigénio
do virus pode ser detetado através de imunoensaio enzimatico (ELISA), testes de

aglutinacdo e testes imunocromatograficos no formato de teste rapido que utilizam

39



Introducéo

anticorpos contra VP6 do grupo A (teste rapido Rota-Strip, CorisConcept). A RT-PCR
pode detetar e identificar todas as espécies e serotipos de RV nos humanos (Fischer &
Gentsch, 2004).

Atualmente, ndo existem farmacos antivirais especificos para o tratamento da infecéo
causada por RV. Normalmente o tratamento é feito pela administracdo de muita agua com
um pouco de sal e glicose para restabelecer os liquidos e eletrélitos perdidos, contudo nos
casos de desidratacdo grave podem requerer reidratacio intravenosa (Cui et al., 2016). E
ainda aconselhada a administracdo de um suplemento de zinco para diminuir a gravidade
e duracéo da diarreia. No entanto a OMS recomenda o uso de vacinas (Rotateq e Rotarix)
como medida essencial na prevencdo da doenga, o que pode trazer beneficios para a

salde, incluindo reducéo da hospitalizacdo e mortalidade (Paulo et al., 2016).
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1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivos Geral
Este estudo tem como objetivo determinar a ocorréncia das parasitoses intestinais em
criancas (sintomaticas e assintomaticas) dos 0-10 anos de idade, seguidas em ambulatério

ou no internamento do Hospital Dr. Agostinho Neto, na Cidade da Praia, Cabo Verde.
1.6.2. Objetivos especificos

« Detetar e identificar parasitas intestinais nas amostras fecais das criancas em
estudo.

« Determinar o grau de parasitismo (monoparasitismo, biparasitismo e
poliparasitismo).

+“ Relacionar a sintomatologia com as parasitoses encontradas.

¢ Correlacionar a existéncia de parasitoses intestinais com dados socio-
demograficos (idade, sexo, tipo de abastecimento de &gua, destino de esgoto,
colheita de lixo, habitos de defecacdo da crianga e habitos de higiene pessoal,
presenca de animais domésticos e roedores e cuidados com a conservacao dos
alimentos).

++ Determinar o nimero de criangas com sintomatologia, no ano em que se realizou
0 estudo.

¢ Relacionar a existéncia de parasitoses intestinais com o nivel de escolaridade do
responsavel legal/ encarregado de educacéo da crianca.

% Determinar o numero de criancas submetidas a desparasitacdo no ano que
precedeu o estudo.

¢ Detetar as espécies de protozoarios (Giardia duodenalis e Cryptosporidium) e
Enterocytozoon bieneusi através de técnicas de biologia molecular (PCR).

¢ Efetuar a detecdo de Rotavirus em amostras fecais.
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2. Material e Métodos

2.1. Local e desenho do estudo

O presente estudo foi desenvolvido em parceria com o Hospital Dr. Agostinho Neto
(HAN), nomeadamente, com o Departamento de Pediatria e Laboratério Central,
localizado na Cidade de Praia, na llha de Santiago, em Cabo Verde. No HAN, a recolha
de dados clinicos, epidemioldgicos, sécio-demogréaficos e a colheita das amostras fecais,
decorreram nos meses de novembro e dezembro de 2015, e janeiro de 2016, para
posteriormente efetuar o diagndstico parasitologico das amostras no Laboratério do
Grupo de Protozoarios Oportunistas/\VIH e Outros Protozoérios, do Instituto de Higiene
e Medicina Tropical (IHMT), em Lisboa. Trata-se de um estudo transversal, exploratorio,
observacional e analitico (SPSS versdo 24), que visa determinar a ocorréncia de
parasitoses intestinais em criancas, através de métodos parasitolégicos convencionais e

técnicas de biologia molecular.

2.2. Populacgéo e amostra

A populacdo de estudo € composta por criancas, de ambos 0s sexos, com idades
compreendidas entre os 0-10 anos, seguidas no hospital, em ambulatério ou no
internamento do Servigo de Pediatria, do HAN. Durante o periodo em que decorreram as
colheitas das amostras fecais, o tamanho da amostra foi de 150 criancas (N=150). De cada

crianca foram recolhidas duas amostras de fezes em dias alternados.

2.3. Critérios de Incluséo

Todos os participantes abrangidos na amostra, cumpriram os seguintes critérios:a) Foram
incluidas as criancas formalmente autorizadas pelos pais/responsaveis legais, e que
aceitaram a solicitacdo da colheita das amostras fecais incluidas na pesquisa, assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (CLE) (Anexo A); b) Criancas seguidas no
hospital, em ambulatério ou no internamento, com idades compreendidas entre os 0-10

anos (com e sem diarreia, seropositivas e seronegativas para VIH).
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2.4. Ficha de colheita de dados (Questionario — Anexo B)

Aos responsaveis legais das criancas, em grupo ou individualmente, foi-lhes prestado
esclarecimento sobre o estudo e para cada individuo foi aplicado um questionario (Anexo
B) que permitiu a recolha de informacdo epidemioldgica, dados s6ciodemograficos,

clinicos e laboratoriais.

2.5. Consideracdes Eticas ou Legais (Anexo C) e Consentimento Livre e

Esclarecido

Este projeto foi submetido e aprovado tanto pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
para a Salde (CNEPS) do HAN, bem como, pelo Comité de Etica do IHMT. Aos
responsaveis legais das criangas envolvidas no estudo, foi lhes entregue um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (CLE), com informacdo relativa ao estudo a efetuar,
que depois de lido foi assinado, autorizando a participagdo e utilizagdo das amostras
bioldgicas para posterior analise. Foi garantida a confidencialidade das informacoes

clinicas e laboratoriais recolhidas no decorrer de todo o estudo.

2.6. Diagnostico parasitoldgico e molecular

2.6.1. Colheita e conservagao das amostras fecais

As amostras fecais foram recolhidas em frascos de plasticos esterilizados, devidamente
identificados e efetuadas pelos proprios participantes, pelos familiares ou pelo pessoal de
salde, e sem necessidade de recorrer a estimulo externo. Deste modo, os participantes
foram instruidos para realizarem a colheita de duas amostras de fezes em dias alternados.
Ap6s a colheita das amostras, estas foram conservadas no frigorifico a 4°C, do
Laboratdrio do HAN.

2.6.2. Diagnostico parasitolédgico
2.6.2.1. Concentracao das amostras fecais

As amostras fecais foram concentradas, através do Método de sedimentacdo difasica de
Ritchie (modificado e adaptado por Casemore et al., 1985), de forma a potenciar a detecao

43



Material e Métodos

de ovos, quistos e trofozoitos dos parasitas (Anexo D). Este processo foi efetuado no
Laboratério do HAN. As amostras assim concentradas vieram também facilitar o seu
transporte para o IHMT. Este método permite concentrar os ovos, quistos, trofozoitos e

esporos através da sedimentacao por centrifugacéo.

2.6.2.2. Exame direto com coloragéo por solugéo de Lugol

A detecdo e identificacdo de quistos, e trofozoitos de protozoarios, assim como de ovos
de helmintas nas amostras fecais, apds concentracdo, foram efectuadas com recurso a
microscopia Otica. Inicialmente, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, adicionou-se
uma gota do primeiro sedimento da amostra resultante do procedimento anterior (2.6.2.1;
Anexo D) a uma gota da solucdo de lugol (Merck, Alemanha), e colocou-se entre ldamina
e lamela. As laminas assim preparadas foram observadas ao microscopio 6tico (Zeiss,

Alemanha) com as objetivas de 20x e 40x.

2.6.2.3. Coloragéo de Ziehl-Neelsen modificado (adaptado de Casemore et al,
1985)

As amostras de fezes sugestivas de uma eventual presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp., por exame direto e/ou por ter sido referido no questionario a
presenca de diarreia como sintoma, foram analisadas através do método de Ziehl-Neelsen
modificado (adaptado de Casemore et al, 1985) (Anexo E). Foi feito um esfregaco de
cada amostra de fezes com o segundo sedimento, obtido em 2.6.2.1, e procedeu-se a sua
coloracdo. Nesta coloracdo as paredes dos oocistos aparecem refringentes a rodear a
estrutura interna, a qual cora de rosa a vermelho brilhante contra um fundo verde, e cuja
morfologia varia entre uma massa amorfa a estruturas esporuladas maltiplas em forma

crescente (Casemore et al., 1985).

2.6.3. Diagndstico molecular

2.6.3.1. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA genomico dos quistos de G. duodenalis., dos oocistos de
Cryptosporidium spp. e dos esporos de E. bieneusi, a partir das amostras fecais

concentradas pelo método de Ritchie modificado (referido em 2.6.2.1), utilizou-se um
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protocolo comercial QlAamp Fast DNA Stool Mini kit” (QIAGEN, Alemanha), de acordo

com as instrucgdes do fabricante (Anexo F).

2.6.3.2. Nested-PCR

As metodologias microscopicas, em muitos casos carecerem de suficiente sensibilidade
na detegdo de parasitas nas amostras a estudar, assim como ndo pemitem a identificagao
espeécifica dos agentes patogénicos envolvidos. Assim, neste estudo, todas as amostras
fecais foram submetidas a amplificacdo sequencial dos loci g-giardina, SSU rRNA e ITS
rRNA, de Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp e do microsporideo - Enterocytzoon
bieneusi, respetivamente, através da técnica de nested-PCR. A aplicacdo dos métodos
moleculares ao diagnostico dos referidos parasitas tem como objetivos potenciar a
detecdo e identificacdo do maior niUmero de amostras positivas, e ainda ser usado para
confirmacéo dos resultados obtidos no diagnostico parasitologico. A técnica de nested-
PCR foi usada para a detecdo de DNA de G. duodenalis, Cryptosporidium spp e E.
bieneusi. A vantagem do uso desta variante a técnica de PCR simples, consiste em
promover a sensibilidade e especificidade. Esta abordagem da técnica de PCR traduz-se
fundamentalmente na realizacéo de duas reacdes de amplificacdo consecutivas, utilizando
para o efeito dois pares de oligonucledtidos iniciadores distintos. A designagdo nested
deriva do facto de se utilizarem dois pares de oligonucle6tidos iniciadores na
amplificacdo de um dnico locus: o primeiro par € usado na primeira parte desta técnica,
que decorre como qualquer PCR de uma so6 fase; o segundo par liga-se aos fragmentos

amplificados na primeira parte, resultando desta amplifices de menor tamanho.

2.6.3.2.1. Amplificacao do gene g-giardina

Neste estudo utilizou-se o gene que codifica a -giardina para detecdo molecular de DNA
de Giardia através da amplificacdo de um fragmento do gene-alvo, por nested-PCR
(Caccio6 et al., 2002). A aplicacdo de um método de genotipagem baseado na analise da
sequéncia de um unico locus, como a f-giardina, exclusivo deste parasita e com elevada
heterogeneidade sequencial, possibilita obter uma elevada resolugdo semelhante a
genotipagem de sequéncias com varios loci (Lalle et al., 2005). Para este procedimento
foram utilizados varios oligonucledtidos iniciadores que diferem no seu tamanho e

sequéncia nucleotidica (Quadro 1)
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Quadro 1: Caracteristicas dos oligonucle6tidos iniciadores para a f-giardina usados nas
duas etapas de nested-PCR.

Oligonucleétidos Sequéncia 5’ -3’ Tamanho do Ref?
iniciadores fragmento
(pb) |
GIAFW1 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC | 753 Caccio
GIARV1 GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGA et al,
2002
GIAFW?2 GAACGAACGAGATCGAGGTCC 511 Lalle
GIARV2 GCTCGACGAGCTTCGTGTT et al,
2005

O procedimento de amplificacdo da primeira reacdo de PCR foi efetuado num volume de
25 pl contendo 5 pl de 10X tampéo de reacdo (160 mM (NH 4)2SOa, 670 mM Tris-HCI
[pH 8,8], 0,1% Tween-20) (Bioline), 1,5 mM de MgCl. (Bioline), 0,8 mM de uma mistura
de dATP, dCTP, dGTP e dTTP (Promega), 10 pmol de cada um dos oligonucle6tidos
iniciadores (GiaFW1 e GiaRV1) (MWG Biotech), 0,02 mg de albumina do soro bovino
ou BSA (BSA, em inglés bovine serum albumine) (Sigma-Aldrich), 1,5 U de Biotag™
DNA Polymerase (Bioline), e 3 pl de DNA gendmico obtido ap6s extracdo pelo método
de “QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit” (QIAGEN, Alemanha) e 4gua desionizada estéril,
para perfazer o volume final. A segunda reacdo foi processada com 4 ul do DNA
amplificado da primeira reacdo, sendo a mistura reacional igual a primeira, com excec¢éo
dos oligonucledtidos iniciadores (GiaFW2 e GiaRV2). Posteriormente, todos o0s
microtubos foram submetidos a um short spin na micro-centrifuga 5415 D (Eppendorf,
Alemanha) com o propdsito de homogeneizar a mistura reacional resultante. Em cada
reacdo de PCR utilizou-se um tubo com uma amostra de DNA de G. duodenalis em
condicBes 6timas de qualidade e concentracdo, como controlo positivo, e como controlo
negativo o DNA foi substituido por agua esterilizada, de modo a detetar possiveis
contaminacdes. Os tubos de PCR de ambas as reacGes foram processadas
sequencialmente no termociclador (T1 Thermocycler; Biometra), e submetidas ao passo
de desnaturacdo inicial a 95 °C durante cinco minutos, seguida de 35 ciclos das fases de
desnaturacédo (95°C), 45 segundos, de ligacdo (49°C), 45 segundos, e de extenséo (72°C),
um minuto. A fase de extensdo final foi efetuada a 72 °C durante dez minutos. As

condigdes de amplificacdo na primeira e segunda reacdo sdo iguais. Todos 0s
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procedimentos foram realizados numa cdmara de seguranca bioldgica de classe Il
(FASTER UltraSafe 48, Italia) para minimizar ao maximo possiveis contaminagoes.

2.6.3.2.2. Amplificacdo de DNA gendmico de Cryptosporidium spp. por nested
-PCR do locus SSU rRNA.

O diagndstico molecular de Cryptosporidium com base na amplificacdo de um fragmento
do locus SSU rRNA foi efetuado através da aplicacdo da técnica de nested-PCR. A
sequéncia-alvo deste gene embora apresente um elevado grau de conservacao, revela,
porém, alguma variabilidade para a identificacdo de espécies e gendtipos de
Cryptosporidium (Xiao et al., 1999a, 1999b). A aplicacdo desta técnica podera permitir a
confirmacéo dos resultados obtidos na andlise parasitologica das amostras fecais.

Na primeira reacdo de amplificacdo de DNA utilizaram-se os oligonucle6tidos iniciadores
CrySSU1 e CrySSU2 (Quadro 2) os quais amplificam um fragmento que contém a
sequéncia alvo do gene SSU rRNA (Xiao et al., 1999a, 2000b). A primeira reagéo de
amplificacdo foi efetuada num volume total de 25 pul contendo 2,5 pl 10 x tampao de
reacdo (160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCI [pH 8.8], 0,1% Tween-20) (Bioline), 3
mM de MgCl, (Bioline), 0,4 mM de uma mistura dos desoxirribonucleotidos dATP,
dCTP, dGTP, dTTP (Applied Biosystems), 5 pmol de cada um dos oligonucle6tidos
iniciadores, 0,01 mg de BSA (Fermentas, Reino Unido), 0,75 U de Biotag™ DNA
Polymerase (Bioline), 3 ul de DNA gendmico e agua desionizada estéril para completar
o volume final. Posteriormente, todos os microtubos foram submetidos a um short spin
na micro-centrifuga 5415 D (Eppendorf, Alemanha) com o objetivo de homogeneizar a
mistura de reacdo obtida. Na segunda reacdo de amplificagdo utilizou-se o par de
oligonucleodtidos iniciadores CrySSU3/CrySSU4 (Quadro 2), os quais se ligam as
extremidades da amplificacdo obtida da primeira reacao, o que resulta na amplificacdo de
um segundo fragmento de dimensdes mais reduzidas (Xiao et al., 1999a). A segunda
reacdo de amplificacdo foi processada com 4,5 pl de produto de PCR da primeira reagao
e recorreu-se aos mesmos reagentes nas mesmas concentragfes para realizar a mistura

reacional.
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Quadro 2: Sequéncia dos oligonucleotidos iniciadores utilizados na amplificacdo de um fragmento
do gene SSU rRNA e tamanho dos fragmentos amplificados.

Gene Oligonucle6tidos Sequéncia 5’ -3’ Tamanho Ref?
iniciadores do
fragmento
(pb)
CrySsu1l TTCTAGAGCTAATACATGCG ~ 1325 Xiao et
SSuU al., 1999a
CrySsuU2 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA Xiao et
RNA al., 2000b
CrySSuU3 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG ~831-838* Xiao et
CrySSU4 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA al., 19992

*0 tamanho do fragmento varia de acordo com éspecie e/ou gendtipo de Cryptosporidium; = tamanho aproximado.

Ambas as reacdes de PCR foram processadas sequencialmente no termociclador (T1
Thermocycler Biometra, Alemanha) e submetidas ao passo de desnaturacéo inicial a 95
°C durante cinco minutos, seguida de 35 ciclos das fases de desnaturagdo (94°C), 45
segundos, de ligacdo (56°C), 45 segundos, e de extenséo (72°C), um minuto. A fase de
extensdo final foi efetuada a 72 °C durante dez minutos. As condic¢des de amplificacdo na
primeira e segunda reacdo sao iguais.

Em cada reagdo de PCR foram utilizadas uma amostra com DNA de Cryptosporidium
spp. em condic¢des Otimas de qualidade e concentracdo, que funcionou como controlo
positivo, e uma amostra com agua desionizada estéril em vez de DNA, que funcionou
como controlo negativo, permitindo, verificar a existéncia de possiveis contaminacdes
devido a DNA exo6geno. Todos os procedimentos foram realizados numa camara de
seguranca biolégica de classe Il (FASTER 48 UltraSafe, Italia) para minimizar ao
maximo, possiveis contaminagdes.

A realizacdo de duas reacdes de amplificacdo aumenta significativamente a sensibilidade
da reacdo, 0 que é extremamente importante quando se pretende detetar oocistos de
Cryptosporidium spp. uma vez que estes estdo geralmente presentes em nimero muito

reduzido nas amostras bioldgicas (Morgan & Thompson, 1998).
2.6.3.2.3. Amplificacdo de DNA gendémico de Enterocytozoon bieneusi.

A amplificacdo de um fragmento que contem parte da regido SSU, a totalidade da regido
ITS, e parte da LSU do gene rRNA de E. bieneusi foi efetuada através de nested-PCR.
Atualmente, os genotipos de E. bieneusi baseiam-se na heterogeneidade da regido ITS do

gene do rRNA, uma vez que nesta espécie a regido ITS apresenta um elevado grau de
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polimorfismo (Mathis et al., 2005). A caracterizacdo genotipica dos isolados de E.
bieneusi permite clarificar a dindmica das infe¢fes por este microsporideo, nos diferentes
hospedeiros. No quadro 3 encontram-se descritas as sequéncias dos oligonucledtidos

iniciadores utilizados.

Quadro 3: Caracteristicas dos oligonucleétidos iniciadores utilizados na amplificacdo do
gene ITS- rRNA por nested-PCR.

Gene  Oligonucle- Sequéncia 5’ -3’ Tamanho Refa
otidos do
iniciadores fragmento
(pb)

MLLF1 CGCCCGTCACTATTTCAGAT 514 Loboetal,,
ITS- MLL R1 GCTTAAGTCCAGGGAGTATCCA 2012
rRNA MLLF2 GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 386 Loboetal.,

MLL R2 GGACTTTTCGCATTCTTT CG 2012

A primeira reacdo de amplificacdo foi efetuada num volume total de 25 pl, contendo 1%
tampé&o de reacdo (16 mM (NH4)2SO4, 67 mM Tris- HCL [pH 8,8], 0,01% tween-20;
Bioline), 0,8 mM de uma mistura de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Applied
Biosystems), 0,2 uM de cada oligonuclettido iniciador (MLLF1 E MLLR1 na 12 parte;
MLLF2 e MLLR2 na 22 parte; MWG Biotech), 2,5 mM de cloreto de magnésio (MgCly)
(Bioline), 0,75 U de BiotagTM DNA polimerase (Bioline), 0,01 pg/ul de BSA (SIGMA),
2,5 ul de DNA genomico, obtido ap0s extracao e agua desionizada estéril, para perfazer
0 volume final de 25 pl. A segunda reacao foi realizada com 4,5 ul do DNA amplificado
na primeira reacdo, sendo a mistura reacional igual a primeira, com exce¢do da BSA, que
foi excluida. Posteriormente, todos os microtubos foram submetidos a um short spin na
micro-centrifuga 5415 D (Eppendorf, Alemanha) com o propésito de homogeneizar a
mistura reacional resultante. Em cada reacdo de PCR foi incluido um tubo com uma
amostra de DNA de E. bieneusi em condic¢des 6timas de qualidade e concentracdo, que
funcionou como controlo positivo da mistura reacional e um controlo negativo, como
indicador da inexisténcia de contaminacao por DNA ex6geno onde, no lugar do DNA, foi
adicionada agua desionizada estéril. As reacGes de amplificacdo foram realizadas num
termociclador (T1 Thermocycler; Biometra) e submetidas ao passo de desnaturagéo
inicial a 95 °C durante cinco minutos, seguida de 30 ciclos das fases de desnaturacao
(95°C), 50 segundos, de ligacédo (55°C), 30 segundos, e de extenséo (72°C), 30 segundos.
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A fase de extensdo final foi efetuada a 72 °C durante dez minutos. As condic¢des de

amplificagdo na primeira e segunda reacdo sdo iguais.

2.6.3.3. Visualizacéo dos produtos de PCR

Os produtos de amplificacdo da segunda reacdo da nested-PCR foram visualizados em
gel de agarose a 1,5% de acordo com o procedimento descrito no Anexo G. Depois da
aplicacdo dos produtos de PCR e do marcador molecular submeteu-se o gel a uma
corrente elétrica. A visualizacdo, dos produtos de amplificacdo no gel, efetuou-se sob a
iluminacdo ultravioleta (UV), no transiluminador (Vilber Lourmat, Franca), devido a
emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio intercalado na cadeia de DNA. Os géis
foram seguidamente fotografados e as bandas de interesse excisadas do gel e conservadas
a4°C.

2.6.3.4. Purificacao dos fragmentos amplificados por nested-PCR

Para a realizacdo da purificacdo dos fragmentos amplificados por nested-PCR, apés a
corrida electroforética em gel de agarose, utilizou-se o Kit “JecQUICK Purification
Spin” (Genomed) de acordo com as instrucGes do fabricante, que permite a remogéao
rapida de impurezas e de contaminantes de produtos de PCR. Foram purificados os
produtos da segunda reacdo. Este método de purificacdo baseia-se no protocolo que se
encontra no Anexo H. Apb6s a etapa de purificagdo, os produtos de PCR serdo
posteriormente submetidos a técnica de sequenciacdo de DNA, para a caracterizacao

genética dos fragmentos dos genes-alvo amplificados, durante o estudo.
2.7. Diagndstico para detecdo de Rotavirus em amostras fecais

Para a detecdo de RV em amostras fecais, utilizou-se o teste rapido Rota-Strip (CORIS
BioConcept), de acordo com as instrucoes fornecidas pelo fabricante (Anexo I). Este teste
de diagnostico in vitro, baseia-se num sistema imunocromatografico homogéneo com
particulas de ouro coloidal. As tiras possuem uma membrana de nitrocelulose com
anticorpos anti-RV. A especificidade do teste deve-se a um anticorpo monoclonal anti-
proteinas VP6 do Grupo A (Rotavirus humano).

Quando a tira é mergulhada na fase liquida da suspensdo fecal, os conjugados

solubilizados migram com a amostra por difusdo passiva. Os conjugados e o material da
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amostra entram em contacto com o anticorpo monoclonal anti-RV adsorvido sobre a
nitrocelulose. Se a amostra contiver RV, o conjugado-rotavirus permanecerd ligado ao
anticorpo monoclonal anti-RV. O resultado na linha vermelha € visivel até 10 minutos,
apos colocacdo da amostra. A solugdo continua a migrar para encontrar um reagente de
controlo que se liga a um conjugado de controlo, produzindo assim uma segunda linha
vermelha que confirma que o teste estd em oOtimas condi¢cbes de funcionamento

permitindo a sua validacéo.

2.8. Definicéo de amostra positiva

As amostras foram classificadas como positivas ou negativas de acordo com:

a) a presenca ou auséncia de quistos e ovos de protozoarios e helmintas intestinais;

b) a presenca ou auséncia de DNA de G. duodenalis, Cryptosporidium spp.,

ou E. bieneusi;

c) a presenca de banda avermelhada na linha de controlo (C) e na posicéao da linha de teste
(T) ou apenas na linha de controlo (C), no teste rapido Rota-Strip, para detecdo de RV.

2.9. Analise estatistica dos Dados

Os dados epidemioldgicos foram analisados com recurso ao programa SPSS, versao 24.0
(SPSS, Chicago, USA). A anélise e comparacao das varidveis foi efetuada com recurso
ao teste de Qui-quadrado e ao teste exato de Fisher, tendo sido considerado o limite de

significancia estatistica de 5% (p <0,05).
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3. Resultados
3.1. Caracterizacao sociodemograéfica e clinica da populacéo em estudo

Das 150 criancas que participaram no estudo, realizado no Hospital Dr. Agostinho Neto,
na cidade da Praia, 54,7% (82/150) pertenciam ao sexo masculino e 45,3% (68/150) ao
sexo feminino. As criancas apresentavam idades compreendidas entre os 0-10 anos,
verificando-se uma média de idade de 4,53. No total das 150 criangas, 144 entregaram
duas amostras de fezes em dias alternados e 6 entregaram apenas uma amostra de fezes.
As medidas de localizacao e dispersdo para as variaveis idade e dias de entrega das fezes
das criancas encontram-se apresentadas do quadro do Anexo J. A distribuicdo das
criangas por sexo e idade pode ser observada no Grafico 1.

Distribuigéo das criancas por sexo e idade

40 37
33
30 25
20 19
% 20 16
. Il l
0

0-3 anos 4-6 anos 7-10 anos

= Masculino = Feminino

Gréfico 1: Distribuicdo das criangas estudadas no Hospital Dr.
Agostinho Neto por sexo e por idade.

No Quadro 4, encontram-se sumarizados os dados sociodemograficos da populacao de

criancas estudadas.
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Quadro 4: Dados sociodemogréaficos das criancas que participaram no estudo.

Dados sociodemograficos N° de criangas (N= 150)
n (%)
Género Masculino 82 (54,7)
Feminino 68 (45,3)
Idade (anos) 0-3 70 (46,7)
4-6 36 (24,0)
7-10 44 (29,3)
Mae 120 (80,8)
Grau de parentesco Pai 13 (8,7)
Outro 17 (11,3)
Grau de escolaridade do Sem escolaridade 2(1,3)
encarregado de educagdo  Ensino bésico 47 (31,3)
Ensino secundario 75 (50,0)
Ensino superior 26 (17,3)
Térrea 125 (83,3)
Tipo de casa Apartamento 25 (16,7)
Proximidades de casa 16 (10,7)
Hébit.os de defecacdo Casa de banho 102 (68,0)
da crianca Fralda 32 (21,3)
Rede de esgoto Né&o 74 (49,3)
Sim 76 (50,7)
Céu-aberto N&o 127 (84,7)
Destino de esgoto Sim 23 (15,3)
Fossa Nao 100 (66,7)
Sim 50 (33,3)
Canalizada Né&o 44 (29,3)
Tipo de abastecimento Sim 106 (70,7)
de agua Poco Néo 87 (58,0)
Sim 63 (42,0)
Conservagdo de alimentos  Frigorifico Né&o 17 (11,3)
Sim 133(88,7)
Colheita de lixo Né&o 5(3,3)
Sim 145 (96,7)
Roedores junto & casa Né&o 69 (46,0)
Sim 81 (54,0)
Animais domésticos N&o 75 (50,0)
Sim 75 (50,0)
Céo e/ou gato 64 (42,7)
Es_peu_es de Céo e /ou gato e outro 9 (6,0)
animais
domésticos

Outro (coelho, porco, 2 (1,3)
galinhas)

Dos encarregados de educacdo que acompanharam as criangas e que responderam ao
questionario, 80,0% (120/150) eram mées das criangas. Relativamente ao grau de
escolaridade dos encarregados de educacdo, observou-se que 50,0% (75/150)
frequentaram o ensino secundario, 31,3% (47/150) o ensino basico, 17,3% (26/150) o
ensino superior e 1,3% (2/150) eram analfabetos. De acordo com 0 nosso estudo o tipo

de casa foi classificado em térrea ou apartamento, em que 83,3% (125/150) das criancgas
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habitavam em casas térreas e as restantes 16,7% (25/150) em apartamentos. No que diz
respeito as condigdes de saneamento béasico, que envolve as atividades de recolha e
tratamento de esgoto, limpeza urbana, gestdo de residuos sélidos e o abastecimento de
agua potavel, encontravam-se disponivel na maioria das habitacbes das criancas
estudadas. Sendo que as habitacGes apresentavam rede de esgoto (50,7%; 76/150) e fossa
(33,3%;50/150) como principais destinos de esgoto. As fontes principais de 4gua potavel
referidas no questionario foram agua canalizada (70,7%;106/150) e poco (42 %;63/150).
Quanto a conservacdo de alimentos, 88,7% (133/150) tinham frigorifico em casa. Em
96,7% (145/150) das habitacGes das criangas, era efetuada a recolha do lixo. A maioria
das criangas (68%; 102/150), tinham o habito de defecar na casa de banho, no entanto
21,3% (32/150) ainda utilizavam a fralda e 10,7% (16/150) faziam as suas necessidades
nas proximidades da casa. Das 68% (102/150) criancas que tinham habito de defecar na
casa de banho, 97,1% (99/102) lavavam as méaos ap6s defecar. Do total de criancas em
estudo, 50,0% (75/150) tinham animais domésticos, sendo que a maioria (85,3%; 64/75)
tinham cdo e/ou gato. Verificou-se a presenca de roedores em redor de 54,0% (81/150)

das habitacdes.

No Quadro 5, encontram-se sumarizados os dados clinicos da populagdo de criangas
estudadas.

Quadro 5: Dados clinicos das criangas que participaram no estudo.

Dados clinicos N° de criancas (N=150)
n (%)
Imunossupressao Néo 148 (98,7)
Sim 2 (1,3)
Sintomatologia Vémitos Né&o 88 (92,0)
Sim 12 (8,0)
Febre Né&o 128 (85,3)
Sim 22 (14,7)
Diarreia Né&o 125 (83,3)
Sim 25 (16,7)
Dor de cabeca Néao 103 (68,7)
Sim 47 (31,3)
Dor abdominal Né&o 73 (48,7)
Sim 77 (51,3)
Tratamento Né&o 91 (60,7)
antiparasitario Sim 59 (39,3)

Relativamente ao sistema imunitario dos participantes, 98,7% (148/150) eram

imunocompetentes e 1,3% (2/150) apresentaram imunossupressao, sendo que uma das
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criancas se encontrava infetado por VIH e a outra sujeita a quimioterapia. Do total de
criangas estudadas, 70,0% (105/150) eram sintomaticos e 30,0% (45/150) assintomaticos.
De entre a presenca de sintomatologia, verificou-se que o sintoma mais frequente foi a
dor abdominal, presente em 51,3% (77/150) das criancas estudadas (Grafico 2). Do total
das criangas em estudo, 39,3% (59/150) referiram no questionario ter lhes sido
administrado anti-helmintico no ano que precedeu o estudo, e 60.7% (91/150) até a data

deste estudo nao tinham sido submetidas a este tratamento (Gréafico 3).

Sintomatologia .
& Desparasitagio
100,0% 92,0 853 833
80,0% 68,7
3 60.0% S1.3 487
=)
= 40,0% 313
14.7 16,7
20,0% 80 ' N I
0,0% ™ 0
Vomitos Febre Diarreia  Dores de Dores
cabeca abdominais
®Sim mNio ® Sim ®mNio
Grifico 2: Sintomatologia presente nas criangas estudadas. Grifico 3: Percentagem de criangas ¢

submetidas a desparasitagdo no ano
que precedeu o estudo.

3.2. Diagnostico parasitolégico e molecular

Os resultados do diagndstico parasitoldgico e/ou molecular encontram-se resumidos nos
Quadros6e 7.

Todas as amostras fecais foram analisadas parasitologicamente por microscopia Otica
apos concentracdo. As amostras fecais também foram sujeitas a diagnéstico molecular,
através da técnica de nested-PCR tendo como alvo os genes f-giardina, SSU RNA e ITS-
rRNA, para a detecdo de DNA dos seguintes parasitas: G. duodenalis, Cryptosporidium
spp. e E. bieneusi, respetivamente. Apesar da classificacdo taxonémica mais recente
apontar os microsporideos como fungos, atendendo as suas inimeras caracteristicas de
protozoarios, a espécie E. bieneusi foi incluida no grupo dos protozoarios, durante a

analise de resultados, neste estudo.
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Quadro 6: Resultados do diagnéstico
parasitologico e/ou molecular realizado as
amostras fecais das 150 criangas estudadas.

Resultados

Quadro 7: Distribuigdo dos parasitas intestinais identificados por
microscopia otica e/ou PCR nas fezes das criangas estudadas.

Diagnéstico Diagnéstico
M : parasitologico molecular
:;(:;r;i?;pm Microscopia ética nested-PCR
n (%) n (%) n (%)
N=150
N=|50 ?I A ;\'D
Negativo 39 (26,0) E. histolytical E. dispar 4 (2,7 ND
Positivo 111 (74,0) E. coli 6(4) ND
Protozodrios 99 (66.0) 1. biitschlii 1(0,7) ND
Helmintas 2(13) E. hominis 1(0,7) ND
: B. hominis. 104 (69.3) ND
Protozoirios e helmintas 10 (6.7) G. duodenalis 16 (10,7) 42,7
Monoparasitismo 72 (48,0) Cryptosporidium spp. 0(0.0) 2(L,3)"
Biparasitismo 35(23,3) Microsporideos
Poliparasitismo 427 E. bieneusi 0(0,0) 8(5,3)"
Helmintas
A. lumbricoides 7(4,7) ND
H. nana 5(3.3) ND

ND: ndo determinado; “coloragdo Ziel-Neelsen * nested-PCR (gene f-giardina),
** nested-PCR (locus: SSU RNA); *** nested-PCR com (locus: ITS-rRNA).

No presente estudo, com base nas técnicas parasitologicas e/ou moleculares aplicadas,

verificou-se que o nimero de criancgas parasitadas foi bastante superior (74,0%; 111/150),

ao namero de criangas ndo parasitadas (26,0%; 39/150) (Gréfico 4).

80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

(%)

Percentagem de criancgas com
parasitoses intestinais

u Parasitadas (n=111) = N&o parasitadas (n=39)

74,0

Criangas

Gréfico 4: Percentagem de criangas parasitadas e
ndo parasitadas que participaram no estudo.

O estudo demostrou uma percentagem, de infecdo por protozoarios superior a de

helmintas, onde 66,0% (99/150) das criangas encontravam-se parasitadas por

protozoarios, 1,3% (2/150) por helmintas e 6,7% (10/150) por co- infe¢do de protozoarios

e helmintas (Grafico 5).
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Percentagem de protozodrios e helmintas intestinais

Protozoarios e Helmintas [ 6,7
Helmintas [ 1,3

Protozoarios [ 66,0

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0%
%

Grafico 5: Percentagem de protozoarios, helmintas e associagdo entre
protozoarios e helmintas identificadas por microscopia 6tica e/ou por nested-
PCR nas criancas parasitadas que participaram no estudo.

De entre as criangas parasitadas (74,0%; 111/150) verificou-se que a maioria (48,0%;
72/150) se encontrava parasitada por uma espécie de parasita (monoparasitismo) (Grafico
6). No total das espécies identificadas nas amostras fecais, Blastocystis hominis foi o
protozoario mais frequente (69.3%; 104/150), sendo que para Enteromonas hominis e
lodamoeba batschlii foram identificadas apenas em 0.7% das amostras estudadas

(Grafico 7).

Percentagem das parasitoses intestinais

60,0%

50,0% 48.0

40,0%

S 30,0% 233 26,0

20,0%

10,0% 27

0,0% ||

Monoparasitismo Diparasitismo  Poliparasitismo Negativo

Gréfico 6: Percentagem das parasitoses intestinais identificadas por microscopia
Otica e/ou por nested-PCR nas criancas estudadas.
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1. butschlii 0,7

E. hominis 0,7

Cryptosporidium spp 1,3
E. histolytica/dispar 2,7
H. nana 3,3

E. coli 4,0
A. lumbricoides 4,7
E. bieneusi 53
G. duodenalis 10,7
B. hominis 69.3
0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0%

(%0)

Graéfico 7: Percentagem de espécies de parasitas intestinais identificadas por
microscopia 6tica e/ou por nested-PCR nas criangas que participaram no estudo.

As especies de protozodrios e helmintas identificadas encontram-se apresentados no
Quadro 8 e na Figura 14. As electroforeses dos fragmentos amplificados dos genes f-
giardina, SSU RNA e ITS-rRNA das espécies G. dudodenalis, Cryptosporidium spp. e E.
bieneusi por nested-PCR, através do DNA gendmico obtido a partir das amostras fecais,

encontram-se ilustradas nas Figuras 15,16 e 17.

Quadro 8: Percentagem de criancas parasitadas por espécies de protozoarios,
helmintas e associagdo entre protozoarios e helmintas.

Infecdo por protozoarios N° de criangas
n (%)
B. hominis 65 (43,33)
G. duodenalis 1(0,67)
E. histolytica/dispar 2(1,33)
E. coli 1(0,67)
E. bieneusi 1(0,67)
B. hominis + G. duodenalis 14 (9,33)
B. hominis + G. duodenalis+ E. bieneusi 1(0,67)
B. hominis + E. histolytica/dispar 1(0,67)
B. hominis + E. coli 3 (2,00
B. hominis + E. coli + E. bieneusi 1(0,67)
B. hominis + E. coli + lodamoeba butchilli 1(0,67)
B. hominis + E. hominis 1(0,67)
B. hominis + E. bieneusi 5(3,33)
B. hominis + Cryptosporidium spp. 1(0,67)
B. hominis + E. histolytica/dispar + Cryptosporidium spp. 1(0,67)
Infe¢do por helmintas
A. lumbricoides 1(0,67)
H. nana 1(0,67)
Infecdo por protozoarios e helmintas
B. hominis + A. lumbricoides 6 (4,00)
B. hominis + H. nana 4 (2,70)
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Figura 14: (A) Quisto de G. duodenalis corado com solugdo de Lugol; (B) Quisto de
E. coli corado com solucdo de Lugol; (C e D) Quistos de E. histolytica/E. dispar
corados com solugdo de Lugol; (E) Ovo de A. lumbricoides corado com solugdo de
Lugol; (F e G) Ovos de H. nana corados com solugdo de Lugol (Fotografias originais
da autora).

500 pb = e = 511 pb

Figura 15: Fotografia do gel de agarose a 1,5% apds electroforese dos produtos de
amplificacdo do fragmento do gene pg-giardina de G. duodenalis por nested-PCR.
Amostras submetidas a amplifica¢do: Pocos 1 a 4, isolados proven ientes de criangas; (-)
- controlo negativo sem DNA,; (+) - controlo positivo com DNA de G. duodenalis; MM,
Marcador de massa molecular de 100pb.

4o = 830 pb

Figura 16: Fotografia do gel de agarose a 1,5% ap0s electroforese dos produtos de
amplificacdo do fragmento do gene SSU rRNA de Cryptosporidium spp. por nested-
PCR. Amostras submetidas a amplificagdo: Pocos 1 a 4, isolados provenientes de
criangas; (-) - controlo negativo sem DNA; (+) - controlo positivo com DNA de C.
parvum; MM, Marcador de massa molecular de 100pb.
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5,6 O O )

500 pb ey
) = 386 pb

Figura 17: Fotografia do gel de agarose a 1,5% apds electroforese dos produtos de
amplificacdo do fragmento do gene ITS-rRNA de E. bieneusi por nested-PCR. Amostras
submetidas a amplificacdo: Pogos 1 a 6, isolados provenientes de criangas; (-) controlo
negativo sem DNA; (+) - controlo positivo com DNA de E. bieneusi; MM, Marcador de
massa molecular de 100pb.

3.3. Infecdo parasitaria e fatores sociodemograficos e ambientais

Das 111 criangas parasitadas constatou-se que 54,1% (60/111) criancas eram do sexo
masculino e 459% (51/111) do sexo feminino. N&o foi encontrado associacao
estatisticamente significativa entre a presenca de infecdo parasitaria e o género das
criancas estudadas (p=0, 853) (Quadro 9). No entanto, verificou-se uma associagdo
estatisticamente sgnificativa entre a presenca de parasitas e a idade das criancas
(p=0,013), sendo que a maior percentagem (39,6%; 44/111) de criancas parasitadas foi
verificada na faixa etaria dos 0-3 anos (Quadro 9). Quanto ao grau de escolaridade dos
encarregados de educacdo das criangas parasitadas, constatou-se que a maioria tinha
efetuado o ensino secundario, com 50,5% (56/111). Entre o grau de escolaridade dos
encarregados de educacdo e a presenca de infecdo parasitaria nas criancas, nao se

verificaram diferencas estatisticamente significativas (p=0,799) (Quadro 10).

Quadro 9: Distribuigdo das criangas parasitadas e ndo Quadro 10: Distribui¢do das criangas parasitadas e ndo parasitadas de

parasitadas de acordo com o género e idade acordo com o grau de escolaridade dos encarregados de educagdo.

Infe¢do parasitaria Sig.P* Escolaridade do Infe¢iio Parasitiria Sig.P*
.. Encarregado de
& :u(s:/:)ua l:‘r::/:l;ca Educaciio Auséncia Presenc¢a
nero ) n (%) n (c%)
Niasoulino e 0G4 0853 Sem escolaridade 1(26) 1(0.9)
Kemiting 2 ‘( ; 60)0) 1 1( a bo) 0 Ensino Primério/basico 13(33.3) 34 (30.6) 0.799°
:°,"" - 2 £ Ensino Secunddrio 19 (48.7) 56 (50.5)
AR = &7 HE5 Ensino Superior 6(154) 20 (18.0)
4-6 5 (|2‘3,) 31 (27:9) 0.013* Total 39(100,0) 111 (100,0)
Total 7-10 5(52(01’(5)()) 0) 13161((31268)0) *Foi utilizado o teste estatistico de Fisher para o cruzamento de dados e para

determinar o valor de significancia dos mesmos.

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado Pearson para
o cruzamento de dados e para determinar o valor de significincia dos
dos mesmos.
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As criangas que habitavam em casas térreas apresentaram maior percentagem de infecao
parasitaria, com 80,2% (89/111), relativamente as que viviam em apartamento. No
entanto, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a

presenca de infecdo parasitaria e o tipo de casa (p= 0,132) (Quadro 11).

Quadro 11: Distribuicdo das criancas parasitadas e ndo parasitadas de
acordo com o tipo de casa.

Infecdo Parasitaria Sig. P*
Tipo de casa
Auséncia Presenca
n (%) n (%)
Térrea 36 (92,3) 89 (80,2) 0,132"
Apartamento 3(7,7) 22 (19,8)
Total 39 (100,0) 111 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado Pearson para o cruzamento
de dados e para determinar o valor de significancia dos mesmos.

Dos vaérios tipos de abastecimento de agua, constatou-se que, uma maior percentagem de
criancas parasitadas, foi observada nas habitacdes que possuiam agua canalizada, 75,7 %
(84/111) (Quadro 12). Verificou-se uma associacdo estatisticamente significativa entre a
presenca de infecdo parasitéria e a existéncia de dgua canalizada na habitacéo (p=0,027).
Foi observada uma maior percentagem de criancas com infecdo parasitaria nas criangas
que ndo possuiam poco na habitacdo (p=0,005). No que diz respeito a conservacdo de
alimentos, constatou-se que 90,1%(100/111) das criangas parasitadas utilizavam
frigorifico na conservagdo de alimentos, no entanto ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre a presenca de infecdo parasitaria e a conservacdo dos
alimentos no frigorifico (p=0,383) (Quadro 12).

Quadro 12: Distribuicdo das criancas parasitadas e ndo parasitadas de acordo com a
conservacao dos alimentos no frigorifico e com o tipo de abastecimento de agua.

Infecdo Parasitaria Sig. P*

Auséncia Presenca

n (%) n (%)
Nio 17 (43,6) 27 (24.3)
Tipo de Canalizada Sim 22 (56,4) 84 (75,7) 0,027*
abastecimento Total 39 (100,0) 111 (100,0)
de 4gua POCo Ndo 15 (38,5) 72 (64,9)
¢ Sim 24 (615) 39 (35,1) 0,005*
Conservacdo de Ndo 6(15,4) 11 (9,9)
alimentos no Sim 33 (84,6) 100 (90,1) 0,383**
frigorifico Total 39 (100,0) 111 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o cruzamento de dados e para determinar
o valor de significancia dos mesmos; ** Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento
de dados e para determinar o valor de significancia dos mesmos.
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Quanto ao destino de esgoto, ndo se encontraram diferengas estatisticamente
significativas entre as criangas parasitadas e as ndo parasitadas relativamente ao facto de
os encarregados de educacdo eliminarem as aguas residuais em rede de esgoto (p=1,000)
céu-aberto (p=0,309) e fossa (p=0,554). Porém, verificou-se que 50,5 % (56/111) das
criancgas parasitadas tinham como destino de esgoto a rede de esgoto (Quadro 13).

Quadro 13: Distribuicdo das criancas parasitadas e ndo parasitadas de acordo com o
destino de esgoto.

Destino de esgoto Infecdo Parasitaria Sig. P*
Auséncia Presenca
n (%) n (%)
Ndo 19 (48,7) 55 (49,5) 1,000*
Rede de esgoto Sim 20 (51,3) 56 (50,5)
Total 39 (100,0) 111 (100,0)
Céu-aberto Ndo  31(79,5) 96 (86,5) 0,309*
Sim  8(20,5) 15 (13,5)
Fossa Ndo  28(71,8) 72 (64,9) 0,554*
Sim  11(28,2) 39 (35,1)

Total 39 (100,0) 111 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o cruzamento de dados

e para determinar o valor de significancia dos mesmos.
Nas habitaces em que era efetuada a recolha de lixo, observou-se que 97,3% (108/111)
das criancas estavam parasitadas e ndo foram detetadas diferencas estatisticamente
significativas, entre as percentagens de criancas parasitadas quanto a recolha de lixo
(p=0,605) (Quadro 14).

Quadro 14: Distribuicdo das criancas parasitadas e ndo parasitadas de acordo com a
recolha de lixo.

Recolha de lixo Infe¢do Parasitaria Sig. P*
Auséncia Presenca
n (%) n (%)
N&o 2(51) 3(27) 0,605*
Sim 37(94,9) 108 (97,3)
Total 39 (100,0) 111 (100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para
determinar o valor de significancia dos mesmos.

Verificaram-se diferencas significativas entre a presenca de infecdo parasitaria e 0s
habitos de defecacdo da crianga, sendo que a maior percentagem de criancas parasitadas
(74,8%; 83/111) tinham habito de defecar na casa de banho (p=0,002) (Quadro 15). E das
97,1% (99/102) criangas que lavavam as maos apos ir & casa de banho, 73,9% (82/111)
se encontravam parasitadas. No entanto, ndo foram encontradas diferencas
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estatisticamente significativas (p= 0,154) entre a presenca de infecdo parasitaria e a

higiene das méos apds ir a casa de banho.

Quadro 15: Distribuicdo das criangas parasitadas e ndo parasitadas quanto aos
habitos de defecacao.

Habitos de defecagdo da Infecdo Parasitaria Sig. P*
crianca
Auséncia Presenca
n (%) n (%)
Nas proximidades da casa 4 (10,3) 12 (10,8)
Na casa de banho 19 (48,7) 83 (74,8) 0,002*
Fralda 16 (41,0) 16 (14,4)
Total 39 (100,0) 111 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para 0 cruzamento de
dados e para determinar o valor de significAncia dos mesmos

Entre as 111 criangas parasitadas, uma menor percentagem (48,6%; 54/111) referiu ter
animais domésticos. N&o se verificou uma associagdo estatisticamente significativa entre
a presenca de infecdo parasitaria e a presenca de animais domésticos nas habitacdes
(p=0,710) (Quadro 16). As diferencas entre a presenca de infecdo parasitaria e as espécies
de animais domeésticos presentes nas habitacGes das criangas ndo foram significativas
(p=0,707). Contudo, a maior percentagem de criangas parasitadas (85,2%;46/54),

verificou-se nas habitacGes onde existia cdo e /ou gato (Quadro 17).

Quadro 17: Distribui¢do das, criangas parasitadas e nio parasitadas de

Quadro 16: Distribui¢do das, criangas parasitadas e ndo parasitadas : .
acordo com as espécies de animais domésticos presentes nas habitacdes.

quanto a presenga de animais domésticos em casa.

e A = D T
Animais domésticos Infe¢iio Parasitaria Sig. P* Lspe(:‘:)e:];l:ﬁ::::mms Tnfegho.Barasston o
— Auséncia Presenca
Auséncia Presenca n (%) n (%)
) = i n (%) Cio elou Gato 18(85.7) 46 (852)

N.a() ;8 (:436%;-) ?7 (D;;A) 0.710* Owo 149 1(19) 0.707*
:S’lm ) i) Cao elou Gato e Outro 2 (9:5) 7(13,0)

Total 39 (100,0) 111 (100,0) i 21(100,0) 54 (100,0)
*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o * Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de

cruzamento de lados e para determinar o valor de significncia dos mesmos.  d¢ dados e para determinar o valor de significéncia dos mesmos.

Nos Quadros 18 e 19, encontram-se sumarizados os resultados da distribuicdo das
criangas com e sem infecdo por protozoarios e helmintas intestinais de acordo com 0s

fatores sociodemograficos.

De entre as criangas infetadas por protozoarios (72,7%;109/150), constatou-se que a
maioria (53,2%; 58/109) eram do sexo masculino (Grafico 8). As diferengas entre a

presenca de infecdo por protozodarios intestinais e o género das criangas estudadas nao
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foram estatisticamente significativas (p=0,559), no entanto verificou-se uma associacéo
estatisticamente significativa entre a presenca de infe¢do por protozoarios intestinais com
o0s habitos de defecacdo das criangas (p=0,005) (Quadro 18), com a faixa etaria (p=0,012),
sendo que a maior percentagem de criancas infetadas pertencia a faixa etaria dos 0-3 anos
(Gréfico 9) e com o tipo de abastecimento de agua (po¢o) (p=0,012). No que diz respeito
a presenca de infecdo por helmintas intestinais, ndo se verificou uma associagao
estatisticamente significativa com o género (p=0,735) e com a faixa etaria das criangas
estudadas (p=0,587) (Quadro 19).

Percentagem de protozoirios e helmintas

Percentagem de protozodrios e : R
intestinais

helmintas intestinais

s40% 532
§3fif 50,0 50,0 50,0%
B eo 32,1333

39,4
X 48,0% 46,8 B v g 28,4 33:3
= 46,0% 30.0%
44.0% = 20,0%
42,0% 10,0%
Infe¢do por  Infegdo por

o,
protozoarios  helmintas 0.0%
0-3 anos 4-6 anos 7-10 anos

WMasculino. ®Feminino = Infegdo por protozoarios  ® Infe¢do por helmintas

Grifico 8: Distribui¢do das criangas
parasitadas por protozoarios e helmintas
intestinais de acordo com o sexo.

Grifico 9: Distribuigdo das criangas parasitadas por
protozoarios e helmintas intestinais de acordo com a idade

No Quadro 20, encontram-se os resultados da distribuicdo das criancas com e sem infecao
por protozoarios intestinais ndo patogenicos (E. coli, E. hominis e lodamoeba butschlii)
de acordo com os fatores sociodemograficos. Do total de criancas estudadas constatou-se
que 4,7% (7/150) das criancas estavam parasitadas por protozoarios intestinais ndo
patogénicos, sendo que 71,4% (5/7) eram do sexo masculino (Gréfico 10). As diferencas
entre a presenca de infecdo por protozoarios intestinais ndo patogénicos e 0 género ndo
foram estatisticamente significativas (p=0,457) (Quadro 20). Contudo, verificou-se uma
associacao estatisticamente significativa (p=0,042) no que diz respeito a idade, sendo que
a maior percentagem de criancas parasitadas por protozoarios ndo patogénicos
(71,4%;5/7) verificou-se na faixa etaria dos 7-10 anos (p=0,042) (Grafico 11).

Infe¢iio por protozoirios nio Infe¢dio por protozodrios nio
patogénicos patogénicos
80,0% 71.4
70,0%
60,0%
50,0%
R 40,0%
i 28,6 i
20,0%
10,0%
0,0%
Masculino Feminino = 0-3 anos = 4-6 anos 7-10 anos

Griafico 11: Distribuig¢ao das criangas
parasitadas por protozoarios ndo patogénicos de
acordo com a idade

Grifico 10: Distribui¢do das criangas parasitadas por
protozoarios ndo patogénicos de acordo com o sexo
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Quadro 18: Distribuicdo das criangas parasitadas e ndo parasitadas por protozoarios intestinais de
acordo com os fatores sociodemograficos.

Fatores sociodemograficos

Infec@o por protozoarios intestinais

Auséncia Presenca Sig. P*
n ( %) n (%)
Género Masculino 24 (58,5) 58 (53,2)
Feminino 17 (41,5) 51 (46,8) 0,559*
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Idade (anos) 0-3 27 (65,9) 43 (39,4)
4-6 5(12,1) 31(28,4) 0,012*
7-10 9 (22,0) 35(32,1)
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Mae 35 (85,4) 85 (78,0)
Grau de parentesco Pai 4(9,8) 9(8,3) 0,343**
Outro 2(4,9) 15 (13,8)
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Grau de escolaridade do Sem escolaridade 1(2,4) 1(0,9)
encarregado de educacéo Ensino basico 13(31,7) 34(31,2)
Ensino secundério 20 (48,8) 55 (50,5) 0.883**
Ensino superior 7(17,1) 19 (17,4)
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Térrea 37(90,2) 88 (80,7)
Tipo de casa Apartamento 4(9,8) 21(19,3) 0,164*
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Proximidades de casa 4(9,8) 12 (11,0)
Habitos de defecacéo Casa de banho 21 (51,2) 81 (74,3) .
da crianca Fralda 16 (39,0) 16 (14,7) 0,005
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Rede de Néo 20 (48,8) 54 (49,5)
esgoto Sim 21(51,2) 55 (50,5) 0,934*
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Destino de esgoto Céu-aberto Nao 33(80,5) 94 (86,2)
Sim 8 (19,5) 15 (13,8) 0,384*
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Fossa Néo 29 (70,7) 71 (65,1)
. 0,517*
Sim 12 (27,3) 38(34,9)
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Canalizada Né&o 16 (39,0) 28(25,7)
Tipo de abastecimento . 0,110*
de 4gua Sim 25 (61,0) 81 (74,3)
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Poco Nao 17 (41,5) 70 (64,2)
. 0,012*
Sim 24 (58,5) 39 (35,8)
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Conservagéo de alimentos Frigorifico Né&o 6 (14,6) 11 (10,1)
Sim 35 (85,4) 98 (89,9) 0,563
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Colheita de lixo Né&o 2(4,9) 4(2,8)
Sim 39 (95,1) 106 (97,2) 0,614
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Roedores junto & casa Néo 18 (43,9) 51 (46,8)
Sim 23 (56,1) 58 (53,2) 0,752*
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
Animais domésticos Né&o 18 (43,9) 57 (52,3)
Sim 23 (56,1) 52 (47,7) 0,360
Total 41 (100,0) 109 (100,0)
L Céo e/ou gato 20 (87,0) 44 (84,6)
Eriipni(z:;iis de Cdo e /ou gato e 2 (8,7) 7 (13,5) .
domésticos  °Utr° 0614
Outro 1(4,3) 1(1,9)
Total 23 (100,0) 52 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o cruzamento de dados e para determinar o valor

de significancia dos mesmos.

** Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de

significancia dos mesmos.
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Quadro 19: Distribuicdo das criancas parasitadas e ndo parasitadas por helmintas intestinais de

acordo com os fatores sociodemograficos.

Fatores sociodemograficos

Infecdo por helmintas intestinais

Auséncia Presenca Sig. P*
n (%) n ( %)
Género Masculino 76 (55,1) 6 (50,0)
Feminino 62 (44,9) 6 (50,0) 0,735
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Idade (anos) 0-3 66 (47,8) 4(33,3)
4-6 32(23,2) 4(33,3) 0,587**
7-10 40 (29,0) 4(33,3)
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Mae 110 (79,7) 10 (83,3)
Grau de parentesco Pai 13 (9,4) 0(0,0) 0,630**
Outro 15 (10,9) 2(16,7)
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Grau de escolaridade do  Sem escolaridade 2(1,4) 0(0,0)
encarregado de educagdo  Ensino bésico 45 (32,6) 2(16,7)
Ensino secundério 67 (48,6) 8 (66,7) 0,585**
Ensino superior 24 (17,4) 2(16,7)
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Térrea 114 (82,6) 11(91,7)
Tipo de casa Apartamento 24 (17,4) 1(8,3) 0,691**
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Proximidades de casa 14 (10,1) 2(16,7)
Habitos de defecagdo Casa de banho 93 (67,4) 9 (75,0 0,402**
da crianga Fralda 31(22,5) 1(8.3)
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Rede de esgoto Néo 69 (50,0) 5(41,7)
Sim 69 (50,0) 7 (58,3) 0,580*
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Destino de esgoto Céu-aberto Néo 117 (84,8) 10 (83,3)
Sim 21(15,2) 2 (16,7) 1,000**
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Fossa Né&o 90 (65,2) 10 (83,3)
Sim 48 (34,8) 2(16,7) 0.339%*
Total 138 (100,0) 12 (100,0) '
Canalizada Né&o 38 (27,5) 6 (50,0)
dT;p;g Sg abastecimento Sim 100 (72,5) 6 (50,0) 0,111**
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Pogo Néo 81 (58,7) 6 (50,0
Sim 57 (41,3) 6 (50,0) 0,558
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Conservagdo de alimentos  Frigorifico Né&o 16 (11,6) 1(8,3)
Sim 122 (88,4) 11(91,7) 1,000%*
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Colheita de lixo Né&o 4(2,9) 1(8,3)
Sim 134 (97,1) 11(91,7) 0,345%*
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Roedores junto & casa Né&o 64 (46,4) 5(41,7)
Sim 74 (53,6) 7 (58,3) 0,754*
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Animais domésticos Né&o 69 (50,0) 6 (50,0)
Sim 69 (50,0) 6 (50,0) 1,000*
Total 138 (100,0) 12 (100,0)
Espécies de Céo e/ou gato 59 (85,5) 5(83,3)
animais Céo e /ou gato e outro 9 (13,0) 0(0,0) o
domésticos Outro 1(1,4) 1(16,7) 0,173
Total 69 (100,0) 6 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o cruzamento de dados e para

determinar o valor de significancia dos mesmos.

** Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor

de significAncia dos mesmos.

Resultados
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Quadro 20: Distribuicdo das criangas com e sem infecdo por protozoarios intestinais nédo
patogénicos de acordo com os fatores sociodemogréaficos.

Fatores sociodemograficos Infegdo por protozoarios intestinais
nao patogénicos
Auséncia Presenca  Sig. P*
n (%) n (%)
Género Masculino 77 (53,8) 5(71,4)
Feminino 66 (46,2) 2(28,6) 0,457*
Total 143 (100,0)  7(100,0)
Idade (anos) 0-3 69 (48,3) 1(14,3)
4-6 35 (24,5) 1(14,3)
7-10 39 (27,3) 5(71,4) 0,042
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Mae 115 (80,4) 5(71,4)
Grau de parentesco Pai 12 (8,4) 1(14.3)
Outro 16 (11,2) 1(14,3) 0,425*
Total 143 (100,0) 7(100,0)
Grau de escolaridade do  Sem escolaridade 2(1,9) 0(0,0)
encarregado de educagéo  Ensino bésico 44 (30,8) 3(42,9)
Ensino secundario 71(49,7) 4 (57,1)
Ensino superior 26 (18,2) 0 (0,0 0,635*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Térrea 118 (82,5) 7 (100,0)
Tipo de casa Apartamento 25 (17,5) 0(0,0) 0,601*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Proximidades de casa 15 (10,5) 1(14,3)
Habitos de defecagéo Casa de banho 96 (67,1) 6 (85,7) 0,453*
da crianca Fralda 32 (22,4) 0(0,0)
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Rede de Nao 70 (49,0) 4(57,1)
esgoto Sim 73(51,0) 3(42,9) 1,000*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Destino de esgoto Céu-aberto  Nao 121(84,6) 6 (85,7)
Sim 22(15,4) 1(14,3) 0,686*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Fossa Nao 96 (67,1) 4 (57,1)
Sim 47(32,9) 3(42,9) 1,000*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Canalizada  Né&o 42 (29,4) 2 (28,6)
Tipp de abastecimento Sim 101(70,6) 5(71,4) 1,000*
de agua Total 143 (100,0)  7(100,0)
Pogo Néo 83 (58,0) 4 (57,1)
Sim 60 (42,0) 3(42,9) 1,000*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Conservagdo de alimentos  Frigorifico Néao 17 (11,9) 0 (0,0)
Sim 126 (88,1) 7(100,0)  1,000*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Colheita de lixo Néao 5(3,5) 0(0,0)
Sim 138 (96,5) 7 (100,0) 1,000*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Roedores junto & casa Né&o 66 (46,2) 3(42,9)
Sim 77 (53,8) 4(57,1) 1,000*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Animais domésticos Néao 71 (49,7) 4 (57,1)
Sim 72 (50,3) 3(42,9) 1,000*
Total 143 (100,0) 7 (100,0)
Espécies Cao efou gato 62 (86,1) 2 (66,7)
de animails  Cfo e /ou gato e outro 8 (11,1) 1(33,3) 0,383*
domeésticos  Qutro 2(2,8) 0(0,0)
Total 72 (100,0) 3(100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de
significancia dos mesmos.

Nos quadros 21 e 22 podem ser observadas as distribui¢des das criancas com e sem
infecdo por B. hominis e G. duodenalis de acordo com os fatores sociodemograficos.
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Relativamente aos protozoarios observados com maior frequéncia neste estudo (B.
hominis e G. duodenalis) ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre a ocorréncia dos parasitas nas fezes e a presenca de animais domésticos nas
habitacdes. No entanto, 84,0% (42/50) (p=0,740) das criancas parasitadas por B. hominis
(Quadro 21) e 87,5%(7/8) (p=1,000) por G. duodenalis tinham cdo e /ou gato (Quadro
22).

De entre as criancas infetadas por B. hominis, verificou-se uma associacao
estatisticamente significativa entre a presenca de infecdo por B. hominis com o tipo de
abastecimento de agua (po¢o) (p=0,042) (36,5%; 38/104), com os habitos de defecacdo
da crianca (p=0,001), sendo que a maior percentagem de criangas parasitadas (76,0%;
79/104) foi observada nas criancas que tinham por habito defecar na casa de banho e com
0 grupo etario estudado (p=0,005). Ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas entre o tipo de abastecimento de agua e a presenca de infecdo por G.
duodenalis (p=0,562), porém 62,5%(10/16) das criancas que se encontravam parasitadas

tinham &gua canalizada como o tipo de abastecimento (Quadro 22).

Nos quadros 23 e 24 podem ser observadas as distribui¢des das criangcas com e sem
infecdo por Cryptosporidium spp. e por E. bieneusi de acordo com os fatores
sociodemogréficos.

Né&o se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre a presenca de infecéo

por Cryptosporidium spp. e por E. bieneusi e os fatores sociodemograficos.
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Quadro 21: Distribuicdo das criangas com e sem infecdo por B. hominis de acordo com os
fatores sociodemograficos.

Fatores sociodemograficos

Infecdo por B. hominis

Auséncia Presenca Sig. P*
n (%) n (%)
Género Masculino 26 (56,5) 52 (53,8)
Feminino 20 (43,5) 48 (46,2) 0,859*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Idade (anos) 0-3 30(65,2) 40 (38,5)
4-6 5(10,9) 31(29,8)
7-10 11 (23,9) 33 (31,7) 0,005*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Mée 39 (84,8) 81 (77,9)
Grau de parentesco Pai 3(6,5) 10 (9,6)
Outro 4(8,7) 13 (12,5) 0,646*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Grau de escolaridade Sem escolaridade 1(2,2) 1(1,0)
do encarregado de Ensino basico 15 (32,6) 32(30,8)
educacéo Ensino secundério 23 (50,0 52 (50,0) 0,887**
Ensino superior 7(15,2) 19 (18,3)
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Térrea 42 (91,3) 83(79,8)
Tipo de casa Apartamento 4(8,7) 21(20,2) 0,099*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Proximidades de casa 4(8,7) 12 (11,5)
Hébitos de defecacéo Casa de banho 23 (50,0) 79 (76,0) 0,001**
da crianca Fralda 19 (41,3) 13 (12,5)
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Rede de esgoto Né&o 22 (41,7) 52 (50,0)
Sim 24 (52,2) 52 (50,0) 0,860*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Destino de esgoto Céu-aberto Néo 37 (80,4) 90 (86,5)
Sim 9 (19,6) 14 (13,5) 0,461*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Fossa Nao 33(71,7) 67 (64,4)
Sim 13 (28,3) 37(35,6) 0,454*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Canalizada Né&o 16 (34,8) 28 (26,9)
Tipp de abastecimento Sim 30 (65,2) 76 (73,1) 0,338*
de agua Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Pogo Nao 21 (45,7) 66 (63,5)
Sim 25 (54,3) 38 (36,5) 0,042*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Conservacao de Frigorifico Nao 6 (13,0) 11 (10,6)
alimentos Sim 40 (87,0) 93 (89,4) 0,781*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Colheita de lixo Né&o 2(4,3) 3(2,9)
Sim 44 (95,7) 101 (97,1) 0,642**
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Roedores junto & casa Néao 20 (43,5) 49 (47,1)
Sim 26 (56,5) 51 (52,9) 0,725*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Animais domésticos Né&o 21 (45,7) 54 (51,9)
Sim 25 (54,3) 50 (48,1) 0,479*
Total 46 (100,0) 104 (100,0)
Espécies de C&o e/ou gato 22 (88,0) 42 (84,0
animais Céo e /ou gato e outro 2 (8,0) 7 (14,0)
domeésticos outro 1(4,0) 1(2,0) 0,740%*
Total 25 (100,0) 50 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o cruzamento de dados e para determinar
o valor de significancia dos mesmos; ** Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento
de dados e para determinar o valor de significancia dos mesmos.
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Quadro 22: Distribuicdo das criangas com e sem infecdo por G. duodenalis de acordo com
os fatores sociodemogréaficos.

Fatores sociodemogréaficos Infec&do por G. duodenalis
Auséncia Presenca Sig. P*
n (%) n (%)
Género Masculino 73 (54,5) 9 (56,3)
Feminino 61 (45,5) 7(43,7) 1,000*
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Idade (anos) 0-3 62 (46,3) 8 (50,0)
4-6 34 (25,4) 2 (12,5)
7-10 38 (28,3) 6 (37.5) 0,518**
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Mae 108 (80,6) 12 (75,0)
Grau de parentesco Pai 12 (9,0) 1(6,3)
Outro 14 (10,4) 3(17,6) 0,613**
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Grau de escolaridade ~ Sem escolaridade 2(1,5) 0(0,0)
do encarregado de Ensino bésico 40 (29,9) 7(43,7)
educacdo Ensino secundario 67 (50,0) 8 (50,0) 0,503**
Ensino superior 25 (18,6) 1(6,3)
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Térrea 111 (82,8) 14 (87,5)
Tipo de casa Apartamento 23(17,2) 2(12,5) 0,743**
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Proximidades de casa 12 (9,0) 4 (25,0)
Habitos de defecagdo  Casa de banho 91 (67,9) 11 (68,7) 0,078**
da crianga Fralda 31(23,1) 1(6,3)
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Rede de esgoto Nao 65 (48,5) 9 (56,3)
Sim 69 (51,5) 7(43,7) 0,605*
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Destino de esgoto Céu-aberto N&o 115 (85,8) 12 (75,0)
Sim 19 (14,2) 4 (25,0) 0,272%*
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Fossa Nao 90 (67,2) 10 (62,5)
Sim 44 (32,8) 6 (37,5) 0,781*
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
) Canalizada Nao 38 (28,4) 6 (37,5)
Tipo de Sim 96 (71,6) 10 (62,5) 0,562*
abastecimento Total 134 (1000) 16 (100,0)
de agua Pogo Nao 80 (59,7) 7(43,7)
Sim 54 (40,3) 9 (56,3) 0,286*
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Conservagao de Frigorifico Néao 13(9,7) 4 (25,0)
alimentos Sim 121 (90,3) 12 (75,0) 0,087**
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Colheita de lixo Né&o 65 (48,5) 4(25,0)
Sim 69 (51,5) 12 (75,0) 1,000**
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Roedores junto & casa Nao 65 (48,5) 4 (25,0)
Sim 69 (51,5) 12 (75,0) 0,110*
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Animais domésticos Néao 67 (50,0) 8 (50,0)
Sim 67 (50,0) 8 (50,0) 1,000*
Total 134 (100,0) 16 (100,0)
Espécies de Céo efou gato 57 (85,1) 7 (87,5)
animais Céo e /ou gato e outro 8 (11,9) 1(11,2) -
domeésticos outro 2(30) 0(0.0) 1,000
Total 67 (100,0) 8 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o cruzamento de dados e para determinar
o valor de significancia dos mesmos.

** Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de
significancia dos mesmos.
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Quadro 23: Distribuicdo das criancas com e sem infecdo por Cryptosporidium spp. de acordo

com os fatores sociodemograficos.

Resultados

Fatores sociodemograficos

Infegdo por Cryptosporidium spp.

Auséncia Presenca  Sig. P*
n (%) n (%)
Género Masculino 80 (54,1) 2 (100,0)
Feminino 68 (45,9) 0 (0,0) 0,501*
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Idade (anos) 0-3 69 (46,6) 1(50,0)
4-6 35 (23,6) 1 (50,0) 0,724*
7-10 44 (29,7) 0(0,0)
Total 148 (100,0)  2(100,0)
Mée 118 (79,7) 2(100,0)
Grau de parentesco Pai 13(8,8) 0(0,0) 1,000*
Outro 17 (11,5) 0 (0,0
Total 148 (100,0) 2 (100,0)
Grau de escolaridade Sem escolaridade 2(1,4) 0(0,0)
do encarregado de Ensino basico 46 (31,1) 1(50,0)
educacao Ensino secundario 74 (50,0) 1(50,0) 1,000
Ensino superior 26 (17,6) 0(0,0)
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Térrea 123 (83,1) 2(100,0) 1,000*
Tipo de casa Apartamento 25 (26,9) 0 (0,0)
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Proximidades de casa 16 (10,8) 0(0,0)
Habitos de defecagéo Casa de banho 101 (68,2) 1 (50,0) 0,539*
da crianca Fralda 31(20,9) 1 (50,0)
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Rede de esgoto Néo 73 (49,3) 1 (50,0)
Sim 75 (50,7) 1 (50,0) 1,000*
Total 148 (100,0) 2 (100,0)
Destino de esgoto Céu-aberto Néo 125 (84,5) 2 (100,0)
Sim 23 (25,5) 0(0,0) 1,000*
Total 148 (100,0) 2 (100,0)
Fossa Né&o 99 (66,9) 1(50,0)
Sim 49 (33,1) 1 (50,0) 1,000*
Total 148 (100,0) 2 (100,0)
Canalizada Né&o 43 (29,1) 1(50,0)
Tipo de abastecimento Sim 105 (70,9) 1(50,0) 0,502*
de agua Total 148 (100,0) 2 (100,0)
Poco Néo 86 (58,1) 1 (50,0)
Sim 62 (41,9) 1(50,0) 1,000*
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Conservagao de Frigorifico Né&o 17 (11,5) 0 (0,0)
alimentos Sim 131 (88,5) 2(10,0) 1,000*
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Colheita de lixo Né&o 5(34) 0 (0,0)
Sim 143 (96,6) 2(100,0) 1,000*
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Roedores junto & casa Néo 67 (45,3) 2 (100,0)
Sim 81 (54,7) 0(0,0) 0,210*
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Animais domésticos Né&o 75 (50,7) 0 (0,0)
Sim 73 (49,3) 2(100,0) 0,497*
Total 148 (100,0) 2(100,0)
Espécies de Céo efou gato 62 (84,9) 2 (100,0)
animals Cdoe/ougatoeoutro  9(12,3) 0(0,0) 1,000*
domesticos Outro 2(2,7) 0(0,0)
Total 73 2

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de
significancia dos mesmos.
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Quadro 24: Distribuicdo das criangas com e sem infecdo por E. bieneusi de acordo com os

fatores sociodemograficos.

Fatores sociodemograficos

Infecdo por E. bieneusi

Auséncia Presenca Sig. P*
n(%6) n (%)
Género Masculino 79 (55,6) 3(37,5)
Feminino 63 (44,4) 5(62,5) 0,469*
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Idade (anos) 0-3 67 (47,2) 3(37,5)
4-6 32 (22,5) 4(50,0) 0,255
7-10 43(30,3) 1(12,5)
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Mée 113 (79,6) 7(87,5)
Grau de parentesco Pai 13(9,2) 0(0,0) 1,000*
Outro 16 (11,3) 1(12,5)
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Grau de escolaridade  Sem escolaridade 2(1,4) 0(0,0)
do encarregado de Ensino basico 44 (31,0 3(37,5) 1,000*
educagdo Ensino secundario 71 (50,0) 4 (50,0)
Ensino superior 25 (17,6) 1(12,5)
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Térrea 119 (83,8) 6 (75,0) 0,621*
Tipo de casa Apartamento 23(16,2) 2(25,0)
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Proximidades de casa 15 (10,6) 1(12,5)
Hébitos de defecagdo  Casa de banho 97 (68,3) 5 (62,5) 0,742*
da crianca Fralda 30(21,1) 2 (25,0)
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Rede de esgoto Né&o 68 (47,9) 6 (75,0)
Sim 74 (52,1) 2(25,0) 0,164*
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Destino de esgoto Céu-aberto Néo 121 (85,2) 6 (75,0)
Sim 21 (14,8) 2(25,0) 0,354*
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Fossa Nao 96 (67,6) 4 (50,0)
Sim 46 (32,4) 4 (50,0) 0,442*
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Canalizada Nao 42 (29,6) 2 (25,0)
Tipo de sim 100 (70,4)  6(750) 1,000*
abastecimento Total 142 (1000)  8(100,0)
de agua Poco Nao 82 (57.7) 5 (62,5)
Sim 60 (42,3) 3(37,5) 1,000
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Conservagao de Frigorifico Néao 17 (12,0) 0 (0,0)
alimentos Sim 125 (88,0) 8 (100,0) 0,598*
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Colheita de lixo Né&o 5(3,5) 0(0,0)
Sim 137 (96,5) 8(100,0) 1,000*
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Roedores junto & casa Né&o 65 (45,8) 4 (50,0)
Sim 77 (54,2) 4 (50,0) 1,000*
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Animais domésticos Néao 69 (48,6) 6 (75,0)
Sim 73 (51,4) 2(25,0) 0,276*
Total 142 (100,0) 8 (100,0)
Espécies de Céo e/ou gato 62 (84,9) 2 (100,0)
animals Cdoe/ougatoeoutro 9 (12,3) 0(0,0) 1,000*
domeésticos Outro 227 0(0,0)
Total 73 (100,0) 2 (100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar

o0 valor de significancia dos mesmos.

Resultados
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3.4. Infecdo parasitaria e fatores clinicos

De entre as criangas parasitadas, 71,2% (79/111) apresentavam sintomatologia, no
entanto as diferencas entre a presenca de infecdo parasitaria e a presenca de

sintomatologia ndo foram significativas (Quadro 25).

Quadro 25: Distribuicdo das criangas com e sem infecdo parasitaria quanto a
presenca de sintomatologia.

Presenca de Infecdo Parasitaria Sig. P*
sintomatologia
Auséncia Presenca
n (%) n (%)
Né&o 13(33,3) 32(28,8) 0.685*
Sim 26 (66,7) 79 (71,2) '
Total 39 (100,0) 111(100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para
determinar o valor de significancia dos mesmos.

No Quadro 26, encontram-se sumarizados os resultados da distribuicdo das criangas
com e sem infecdo parasitaria de acordo com os fatores clinicos.

Do total de criangas parasitadas (74,0%; 111/150), constatou-se que 0,9% (1/111)
apresentava imunossupressdo. Ndo se verificou uma associagdo estatisticamente
significativa entre a presenca de infecdo parasitaria e a presenga de imunossupressao
(p=0,454) (Quadro 26). De entre a sintomatologia apresentada pelas criangas parasitadas,
verificou-se que a maior percentagem de infecdo parasitaria (55,0%; 61/111) foi nas
criangas que apresentavam dores abdominais como sintomatologia. No entanto, as
diferencas entre a presenca de dores abdominais e a presenca de infecdo parasitaria ndo
foram estatisticamente significativas (p=0,142). Contudo, verificaram-se diferencas
estatisticamente significativas entre a presenca de infe¢do parasitaria e a presenca ou
auséncia de dor de cabeca (p=0,015) (Quadro 26).
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Quadro 26: Distribuicdo das criangas com e sem infecéo parasitaria de acordo com

os fatores clinicos.

Fatores clinicos

Infecdo Parasitaria

Auséncia Presenca Sig. P*
n (%) n (%)
Imunossupressdo Néao 38 (97,4) 110 (99,1)
Sim 1(2,6) 1(0,9) 0,454*
Total 39 (100,0) 111 (100,0)
Febre Né&o 30 (76,9) 98 (88,3)
Sim  9(231) 13 (11,7) 0,113**
Total 39 (100,0) 111 (100,0)
Diarreia Né&o 32 (82,1) 93 (83,8)
Sim  7(17,9) 18 (16,2) 1,000%*
Total 39 (100,0) 111 (100,0)
. . Dores Né&o 23 (59,0) 50 (45,0)
Sintomatologia abdominais  Sim 16 (410)  61(550)  0,142**
Total 39 (100,0) 111 (100,0)
Voémitos Nio  33(84,6) 105 (94,6)
Sim  6(154) 6 (5,4) 0,080*
Total 39 (100,0) 111 (100,0)
Dor de cabega  Néo 33 (84,6) 70 (63,1)
Sim  6(154) 41 (36,9) 0,015**
Total 39 (100,0) 111 (100,0)
Tratamento Ndo 29 (74,4) 62 (55,9)
antiparasitario Sim 10 (25,6) 49 (44,1) 0,056**
Total 39 (100,0) 111 (100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar
o valor de significancia dos mesmos; **Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de
Pearson para o cruzamento de dados e para determinar o valor de significancia dos mesmos.

Os resultados da distribuicdo das criancas com e sem infecdo por protozoarios ou

helmintas intestinais, e por protozoarios ndo patogenicos, de acordo com os fatores

clinicos, encontram-se nos Quadros 27 e 28, respetivamente.

No que diz respeito as criangas infetadas por protozoarios intestinais patogénicos e ndo

patogénicos e por helmintas intestinais ndo se verificaram diferencas estatisticamente

by

significativas entre a presenca de infecdo quanto a presenca de imunossupressdo e

tratamento antiparasitario. No entanto, de entre a sintomatologia apresentada pelas

criangas infetadas por protozoarios intestinais patogénicos e ndo patogénicos verificou-

se uma associacdo estatisticamente significativa com a presenca e auséncia de dor de

cabeca.
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Quadro 27: Distribuicdo das criangas com e sem infecdo por protozoarios e helmintas intestinais de acordo com o0s

fatores clinicos.

Fatores clinicos

Infecdo por protozoarios

Infecdo por helmintas

intestinais intestinais
Auséncia  Presenga Sig. P*  Auséncia Presenca  Sig. P*
n (%) n (%) n (%) n (%)
Imunossupressdo Néao 40 (97,6) 108 (99,1) 136 (98,6) 12 (10,0)
Sim 1(2,4) 1(0,9) 1,000* 2(14) 0(0,0) 1,000*
Total 41 (100,0) 109 (100,0) 138 (100,0) 12 (100,0)
Febre Néo 33(80,5) 95(87,2) 117 (84,8) 11 (91,7)
Sim 8(19,5) 14 (12,8) 21 (15,2) 1(8,3) 1,000*
Total 41 (100,0) 109 (100,0) 0,438** 138(100,0) 12 (100,0)
Sintomatologia Diarreia N_éo 34 (82,9) 91 (83,5) 115 (83,3) 10 (83,3)
Sim 7(17.1) 18 (16,5) 1,000** 23 (16,7) 2(16,7) 1,000*
Total 41 (100,0) 109 (100,0) 138(100,0) 12 (100,0)
Dores Né&o 24 (58,5) 49 (45,0) 67 (48,6) 6 (50,0)
abdominais Sim 17 (41,5) 60 (55,0) 0,148** 71 (51,4) 6 (50,0) 0,776**
Total 41 (100,0) 109 (100,0) 138 (100,0) 12 (100,0)
Vomitos Néo 35 (85,4) 103(94,5) 126 (91,3) 12 (100,0) 0,600*
Sim 6 (14,6) 6 (5,5) 0,090* 12 (8,7) 0(0,0)
Total  41(100,0) 109 (100,0) 138 (100,0) 12 (100,0)
Dor de cabega Né&o 34 (82,9) 69 (63,3) 94 (68,1) 9 (75,0)
Sim 7(17,1) 40 (36,7) 0,029** 44 (31,9) 3(25,0) 0,754*
Total 41 (100,0) 109 (100,0) 138 (100,0) 12 (100,0)
Tratamento Néo 30(73,2) 61(56,0) 85 (61,6) 6 (50,0)
antiparasitario Sim 11 (26,8) 48 (44,0) 0,062** 53 (38,4) 6 (50,0) 0,541**
Total  41(100,0) 109 (100,0) 138 (100,0) 12 (100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de significancia dos
mesmos; **Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o cruzamento de dados e para determinar o valor

de significancia dos mesmos.

Quadro 28: Distribuicdo das criangas com e sem infe¢do por protozodrios intestinais ndo
patogénicos de acordo com os fatores clinicos.

Fatores clinicos

Infe¢do por protozoarios ndo patogénicos

Auséncia Presenca Sig. P*
n (%) n (%)
Imunossupressédo Né&o 141 (98,6) 7(100,0)
Sim 2 (100,0) 0(100,0) 1,000*
Total  143(100,0) 7(100,0)
Febre Néo 121 (84,6) 7(100,0)
Sim 22 (15,4) 0(0,0) 0,594*
Total  143(100,0) 7(100,0)
Diarreia N&o 119 (83,2) 6 (85,7)
Sim 24 (16,8) 1(14,3) 1,000*
Sintomatologia Total  143(100,0) 7(100,0)
Dores Né&o 70 (49,0) 3(42,9)
abdominais Sim 73 (51,0) 4(57,1) 1,000*
Total  143(100,0) 7(100,0)
VVémitos Né&o 131 (91,6) 7(100,0)
Sim 12 (8,4) 0(0,0) 1,000*
Total  143(100,0) 7(100,0)
Dor de cabega  Néo 101 (70,6) 2 (28,6)
Sim 42 (29,4) 5(71,4) 0,031*
Total  143(100,0) 7(100,0)
Tratamento Né&o 88 (61,5) 3(42,9)
antiparasitario Sim 55 (38,5) 4 (57,1) 0,434*
Total  143(100,0) 7(100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor

de significancia dos mesmos.
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Foi investigada a possivel associagdo entre a presenca de infecdo por G. duodenalis,
Cryptosporidium spp., E. histolytica/dispar, E. bieneusi e B. hominis e os diversos fatores

clinicos, analisados neste estudo. Os resultados da distribuicdo das criangas com e sem
infecdo por estes microorganismos encontram-se nos quadros do Anexo k. De entre 0s
protozoarios identificados neste estudo, constatou-se que a maior percentagem de
criancas infetadas por G. duodenalis, Cryptosporidium spp., E. histolytica/E. dispar e E.
bieneusi foi observada nas criangas que apresentavam dores abdominais como
sintomatologia, no entanto, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas entre a presenca de infecao e a presenca de dores abdominais (Anexo k).

Relativamente ao protozoario identificado com maior frequéncia no estudo (B. hominis),
constatou-se que 43,3% (65/150) das criangas se encontravam infetadas apenas por B.
hominis, sendo que 70,8% (46/65), eram sintomaticos, contudo, ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre as criancas sintomaticas e assintomaticas
quanto a presenca de infecdo por B. hominis. Contudo, a maior percentagem de criangas
infetadas por B. hominis 55,4% (36/65) apresentavam dores abdominais como
sintomatologia. No que diz respeito a presenca de imunossupressdo e tratamento
antiparasitario, também ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas

quanto a presenca de infecdo por B. hominis (Anexo k).

3.5. Infecdo por rotavirus e fatores sociodemograficos e clinicos

No total das criancas analisadas, verificou-se através do teste répido
imunocromatografico (Rota-Strip CORIS Bio Concept) que 6% (9/150) encontravam-se
infetadas por RV (Gréafico 12). Quanto ao género, constatou-se que a infecdo por RV
afetou os dois géneros, sendo que 66,7% (6/9) eram do sexo masculino e 33,3% (3/9) do
sexo feminino e ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre a
presenca de infecdo por rotavirus e o sexo das criancas estudadas (p= 0,512). A infecdo
por RV, de acordo com a faixa etaria foi mais frequente (44,4%; 4/9) nas crian¢as dos 0-
3 anos, seguida pelos valores de 33,3% (3/9) e 22,2% (2/9), nos grupos dos 7 aos 10 anos
e dos 4-6 anos, respetivamente. Contudo ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre a presenca de infe¢do por RV e a idade das criangas
estudadas (p=1,000).
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Relativamente a presenca de sintomatologia constatou-se que a maior percentagem de
criangas infetadas por rotavirus (55,6%; 5/9) apresentavam dores abdominais. No entanto,
ndo se verificou diferencas significativas entre a presenca de sintomatologia e a infecao
por RV (Quadro 29).

Quadro 29: Distribui¢do das criangas com e sem infe¢do por rotavirus de acordo
com a sintomatologia.

Infe¢iio por rotavirus

Sintomatologia Infec¢dio por Rotavirus
Auséncia Presenca Sig. P*
n (%) n (%) 6,0%
Febre Nio 120 (85.1) 8(88.9)
Sim 21(14.9) 1(11,1) 1,000 ‘
Total 141 (100,0) 9 (100,0)
Diarreia Nio 117 (82,9) 8(88.9)
Sim 24 (17,1) 1(1L1) 1,000*
Total 141 (100,0) 9 (100,0)
Dores abdominais Nio 69 (48.9) 4(444)
Sim 72 (41,1) 5(55.6) 1,000*
Total 141 (100,0) 9 (100,0) g o s
Vomitos Nao 129 (91,5) 9.(100,0) “RNgante. e
Sim 12 (8,5) 0(0,0) 1,000*
Total 141 (100.0) 9 (100,0) Grifico 12: Percentagem de infe¢do por
Dor de cabeca Nio 96 (68,1) 7(77.8) rotavirus nas criangas estudadas.
Sim 45(31,9) 2(222) 0,720*
Total 141 (100,0) 9 (100,0)

*Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para
determinar o valor de significancia dos mesmos.

Do total de criancas parasitadas, 7,2 % (8/111) encontravam-se infetadas por rotavirus,
contudo ndo foram encontrados diferencas estatisticamente significativas entre a infecéo

por rotavirus e a presenca de infecdo parasitaria (p= 0,447) (Quadro 30).

Quadro 30: Distribuicdo das criangas com e sem infe¢do por rotavirus quanto a
presenca de infecdo parasitaria.

Infecdo parasitaria Infecdo por rotavirus Sig. P*
Negativo Positivo
n (%) n (%)
Né&o 38 (97,4) 1(2,6) 0,447*
Sim 103 (92,8) 8(7,2)

*Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e
para determinar o valor de significAncia dos mesmos.
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4. Discussao e Conclusoes

4.1. Discussao

Este estudo teve como objetivo principal, determinar a ocorréncia das parasitoses
intestinais em criangas (sintomaticas e assintomaticas) dos 0 aos 10 anos, seguidas em
ambulatorio ou no internamento do Hospital Dr. Agostinho Neto, na Cidade da Praia
(Cabo Verde). Os poucos recursos financeiros (26,6% da populacéo total é considerada
pobre), o deficiente saneamento basico e uma populacdo constituida por um grande
namero de criangas e adolescentes (39%), sdo algumas caracteristicas que fundamentam
a relevancia deste estudo (Ministério da Satde de Cabo Verde, 2007; ONU, 2010). E
importante também salientar a escassez de estudos neste ambito, realizados em Cabo
Verde, nomeadamente no que se refere a caraterizacdo molecular de protozoarios

intestinais.

Diagnostico parasitoldgico e molecular

No decorrer deste trabalho, um total de 294 amostras fecais de 150 criangas foram
submetidas a diagnostico parasitologico de enteroparasitas e molecular através da técnica
de nested-PCR para a detecdo de DNA de G. duodenalis, Cryptosporidium spp. e E.
bieneusi tendo como alvo os genes f-giardina, SSU rRNA e ITS-rRNA, respetivamente.
Apesar da classificagdo taxonémica mais recente apontar 0s microsporideos como
fungos, atendendo as suas inumeras caracteristicas de protozoarios, a espécie E. bieneusi
foi incluida no grupo dos protozoarios, durante a analise de resultados, neste estudo. No
diagndstico parasitol6gico das amostras fecais foi utilizada microscopia 6tica, que quando
comparada com outros métodos (ex: detecdo de antigénios e detecdo de anticorpos) € a
técnica padrdo selecionada na maioria dos estudos, apresentando um grau de dificuldade
de execucao médio a alto (exige treino do observador). Os baixos custos da sua aplicacéo,
a sensibilidade e especificidade médias (dependendo do treino do observador) (Tanyuksel
& Petri, 2003; Novak, Mastalska & Loster, 2015) s&o carateristicas vantajosas que tornam
esta metodologia de diagndstico uma ferramenta importante na identificacdo de parasitas
intestinais. Contudo, apresenta diversas limitacbes, nomeadamente a nivel de distin¢ao

de espécies de protozoarios, que embora possivel, ndo é facil com base apenas nas
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caracteristicas morfologicas dos quistos e dos trofozoitos (Novak, Mastalska & Loster,
2015).

A populacdo selecionada para este estudo, criangas em idade pré-escolar e escolar,
constitui um dos grupos da populacdo referenciada por diversos autores como
apresentando maior risco de infecdo por parasitas intestinais (Wilson & Sande, 2004;
Pasqualotto & Schwarzbold, 2006; Keiser & Utzinger, 2008; Mehraj et al., 2008; Neto
et. al., 2010; Oliveira et al.,2015). N&o ha ddvida de que as crian¢as, de um modo geral,
constituem um grupo de populacdo mais susceptivel a parasitoses intestinais, associado a
diversos fatores: possuem um sistema imunitario ainda imaturo (o sistema imune é
considerado completamente desenvolvido a partir dos sete anos de idade), tém auséncia
ou préticas de higiene precarias, e tém maior poder de deslocacdo, podendo circular
ativamente por ambientes contaminados por parasitas intestinais (Goncalves et al., 2011;
Pereira et al., 2016; Liao et al., 2017). No nosso estudo, as crian¢as apresentaram uma
média de idade de 4,53 anos, ocorrendo uma percentagem ligeiramente inferior das
criancas do sexo feminino (45,3% vs 54,7%). Também foi possivel recolher informacéo
sobre os encarregados de educacdo das criangas em estudo, tendo-se verificado que 80,0%
dos encarregados eram as mées. Relativamente ao grau de escolaridade dos encarregados
de educacdo, constatou-se que uma minoria, 1,3% ndo eram alfabetizados, 31,3%
frequentaram o ensino bésico, 50,0% frequentaram o ensino secundario e 17,3% 0 ensino

superior.

A comparacdo de prevaléncias ou percentagens da infecdo por parasitas intestinais, entre
os varios estudos descritos na literatura € muitas vezes dificil de estabelecer, quer
atendendo a diferencgas associadas ao tipo de populacdo estudada ou as metodologias
usadas para a sua determinacdo. Em Cabo Verde, sdo escassos 0s estudos neste ambito,
sendo que a maioria sdo realizados por estudantes que tém como principal objetivo a
conclusdo do grau académico e acabam por ter uma limitada divulgacdo, uma vez que
ndo chegam a ser publicados em revistas da especialidade. Assim, neste trabalho foi dificil
estabelecer comparagGes entre 0 nosso estudo e outros estudos previamente realizados
em Cabo Verde. Por outro lado, é necessario estabelecer com cuidado possiveis
comparagOes entre os resultados obtidos neste estudo e outros trabalhos publicados

noutras regides, uma vez que, como ja foi refrido anteriormente, as diferengas observadas
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podem resultar de diferentes caracteristicas da populacdo estudada e dos métodos de

diagndsticos utilizados.

No total das criancas estudadas, a frequéncia de enteroparasitoses obtida atraves das
técnicas de microscopia otica e/ou molecular foi de 74,0%, em que 66,0% das criancas
encontravam-se parasitadas por apenas protozoarios, 1,3% exclusivamente por helmintas
e 6,7% simultaneamente por protozoarios e helmintas. A percentagem global, de infecéo
parasitaria obtida no presente trabalho foi superior a frequéncias reportadas em estudos
realizados em criancas, em Cabo Verde. Assim, Benzerroug, (2005) num estudo a nivel
nacional, e de Pires et al., (2010), num estudo realizado no Hospital Regional de Santiago
Norte, verificaram taxas de positividade de 49,2% e 48,8%, respetivamente. Contudo, a
frequéncia obtida no presente estudo foi inferior a percentagem de 94,8% descrita no
estudo realizado em Rincéo-Santiago, por Martins, Pires, & Dias, (2012). Sugere-se que
a determinac@o de uma menor frequéncia de enteroparasitas descrita no estudo realizado
por Benzerroug, (2005) possa estar associada a exclusiva dete¢do de helmintas intestinais,
ndo tendo tido em conta a percentagem de criancas infetadas por protozoarios
(frequentemente encontrados nos hospitais). Esta diferenca pode também justificar-se
pela utilizacdo de diferentes técnicas no diagndstico dos parasitas, que podem ser mais
ou menos sensiveis e especificas consoante 0 organismo que se pretende detetar. Uma
técnica pode ser excelente para detetar determinado parasita, mas inadequada para outro,
e também a utilizacdo simultanea de mais do que uma técnica potencia a fiabilidade do
resultado final (Chehter & Cabeca, 2010). Segundo Neves et al., (2004) ha que ter em
conta que cada parasita tem carateristicas proprias, sendo por isso importante, 0s
laboratérios clinicos avaliarem quais as metodologias mais adequadas para a sua detecao
e/ou empregarem diferentes técnicas no exame parasitoldgico de fezes de modo a
assegurar os melhores resultados. Por outro lado, cada regido geografica tem as suas

particularidades socioecondmicas, ambientais e educacionais (Santos et al., 2008).

A maior percentagem de criancas com infecdo por protozoarios (66,0%), relativamente a
infecdo por helmintas (1,3%), verificada neste estudo é concordante com estudos
realizados por outros autores, que reportaram uma maior prevaléncia de protozoarios em
criancas (Eljaqg et al., 2009; Aguiar & Fachini, 2010; Silva et al., 2010; Belo et al., 2011;
Martins, Pires & Dias, 2012; Kiani et al., 2016). Num estudo realizado em criancas de

uma comunidade no Brasil, detetaram 61,4% de protozoarios e 1,8% de helmintas (Santos
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et al., 2014). A semelhanca do estudo realizado por Osman et al., (2016), em criangas no
Libano, também no presente estudo verificou-se a ocorréncia de um elevado numero de
criancas parasitadas por diferentes espécies de protozoarios. Estes resultados podem ser
explicados pela ocorréncia de grande exposicdo das criancas a diferentes espécies de
protozoarios que apresentam a mesma via de transmisséo (via fecal-oral) quer através das
maos contaminadas ou ingestdo de &gua e alimentos contaminados pelos parasitas
(Ghenghesh et al., 2016; Ibarra et al., 2016; Miller et al., 2016). Embora em percentagem
menor (6,7%), também se verificou neste trabalho a presenca de criangas parasitadas
simultaneamente por protozoarios e helmintas. Uma percentagem idéntica a determinada
neste estudo de, 6,7%, também foi observada por Oliveira et al., (2015) em Angola,
embora tenha sido estudado um maior nimero de criancas (328). Esta associa¢do de
parasitas é indicador da exposi¢do simultanea a ambientes contaminados por protozoarios

e por helmintas (Oliveira et al., 2015).

A percentagem global (considerando tambeém as criancas infetadas simultaneamente por
protozoarios e helmintas) de infecdo por helmintas intestinais observada no nosso estudo
foi de 8,0%. No entanto, a frequéncia de infecdo exclusivamente por helmintas foi de
1,3% contrariamente ao que se verificou no estudo realizado em criangas, por Martins,
Pires, & Dias, (2012), em Rincdo-Santiago em que registaram uma percentagem de
26,9%. A baixa frequéncia de criancas com infecdo por helmintas, devera estar
particularmente associada as campanhas de desparasitacdo regulares, com anti-
helminticos, que sdo realizadas periodicamente em Cabo Verde, desde 2007. Esta
administragdo regular poderd ter contribuido para a eficacia do medicamento na
populacédo estudada, pois tal regularidade é necessaria para que se verifique a diminuigdo
da prevaléncia global da infecdo (Capete, Virkel & Lanusse, 2009; Belo et al., 2011). Por
outro lado, dado que uma técnica pode ser mais vantajosa para detetar determinados
parasitas em detrimento de outros (Chehter & Cabeca, 2010) esta baixa percentagem de
helmintas intestinais observada no presente estudo, pode, também, ser justificada pela
técnica parasitologica utilizada no diagndstico mais direcionada para a detecdo de
protozoéarios. Eventualmente, sugere-se que a aplicacdo do método de Kato-Katz seria o
método mais adequado para a detecdo de helmintas nas fezes em estudo. A néo utilizacdo
desta técnica, recomendada pela OMS no diagnoéstico de geohelmintas, em areas com

taxas de transmissdo moderadas a altas, podera ter influenciado os resultados do
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diagndstico de infecdo por helmintas intestinais (Allen, 2008). Igualmente se tivesse sido
feita a técnica de corpocultura das amostras para pesquisa de larvas poderia ter potenciado
a detecdo de ancilostomideos, visto ser o método mais eficaz para o diagnostico destes

helmintas.

Blastocystis hominis (69,3%), Giardia duodenalis (10,7%), E. coli (4%), E.
histolytica/dispar (2,7%), Cryptosporidium spp. (1,3%) lodamoeba butschlii (0,7%) e
Enteromonas hominis (0,7%) foram por ordem decrescente, as diversas espécies de
protozoarios identificadas neste estudo. O microsporideo Enterocytozoon bieneusi foi
identificado em 5,3% das amostras das criangas estudadas. Quanto a espécies de
helmintas verificou-se a presenca de Ascaris lumbricoides (4,7) e Hymenolepis nana
(3,3%).

Neste trabalho, constatou-se que das 74% criancas parasitadas, 48,0% apresentavam uma
Unica espécie de parasita (monoparasitismo), 23,3% duas espécies (biparasitismo) e 2,7%
apresentavam trés ou mais espécies de parasitas (poliparasitismo) nas fezes. Resultados
semelhantes aos obtidos neste estudo, realizados também em criancas, foram obtidos por
Mehraj et al., (2008) no Paquistdo, Balci et al., (2009) na Turquia, Ouattara et al., (2010)
na Costa de Marfim, Hurlimann et al., (2014), na Costa de Marfim, Mirante et al., 2016
em Angola e Liao et al., (2017), no Camboja. Igualmente, outros autores verificaram o
predominio de monoparasitismo entre a populacdo estudada: no Estado de Amazonas no
Brasil, Silva, Silva & Freitas (2012) observaram 55% de monoparasitismo, 37% de
biparasitismo e 7,4% de poliparasitismo e Seixas et al., (2011) também no Brasil,

reportaram 39% de monoparasitismo, 33% de biparasitismo e 22% de poliparasitismo.

O predominio de casos de monoparasitismo, pode estar relacionado com diversos fatores,
nomeadamente a competicdo dos parasitas pelo mesmo habitat, a baixa frequéncia com
que o hospedeiro entra em contato com o0 ambiente contaminado por diferentes espécies
e com limitacdes dos métodos de diagndstico utilizados (Orlandini & Matsumoto, 2010).
Contudo, o hospedeiro humano pode albergar diferentes espécies de parasitas intestinais
e se 0 ambiente em que se insere apresentar elevados niveis de contaminacdo, pode
potenciar o aumento da probabilidade de infetar-se por varias espécies de parasitas (Neves
et al.,, 2011). O poliparasitismo nas criancas observado no nosso estudo, pode estar

associado ao facto dos parasitas envolvidos apresentarem a mesma via de transmissédo
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(via fecal-oral), sendo assim considerados bons indicadores de possiveis fatores de risco
(Rocha et al., 2000; Belo et al., 2011; Hurlimann et al., 2014; Osman et al., 2016). No
presente estudo, a infecdo mista mais frequente (9,33%) foi B. hominis e G. duodenalis.
Alguns estudos tém descrito que o poliparasitismo, comparativamente com a infecéo por
uma Unica espécie de parasita, pode contribuir para uma maior morbilidade e igualmente
aumentar a suscetibilidade do hospedeiro a outras infe¢des, tais como a maléria (Supali
et al., 2010; Lustigman et al., 2012; Lobo et al., 2014).

Blastocystis hominis é um protozoério cuja presenca € amplamente variavel no mundo
tendo sido o parasita observado com maior frequéncia neste estudo. E reportado em
diversos estudos epidemiologicos, podendo mesmo constituir o parasita mais prevalente,
em determinadas regides, principalmente em paises de baixa e média renda (Dhurga,
Suresh & Tan, 2016; Safadi et al., 2016). Este protozoario infeta tanto os seres humanos
como outros animais (Coyle et al., 2012; Beyhan et al., 2015). A prevaléncia atual de B.
hominis descrita em criancas em idade pré-escolar e escolar é considerada elevada,
mesmo tendo em conta que 0s métodos de detecdo usados nesses estudos nao sejam 0s
mesmos: 100% no Senegal (Safadi et al., 2014), 33% no Egito (Rayan, Ismail & Gayar,
2007), 28% na Siria (Al-kafri & Harba, 2009), 23% nos EUA (Amin, 2002) e 17% no
Paquistdo (Mehraj et al., 2008). Diversos autores detetaram igualmente B. hominis como
0 parasita mais frequente nos seus estudos, realizados em criancas: Carrero (2013) na
Colémbia, reportou uma percentagem de positividade de 88% para B. hominis; Santos et
al., (2014) e Leite, Toma & Adamil, (2014), no Brasil, obtiveram percentagens de 40,4%

e 44%, respetivamente.

O segundo parasita observado com maior frequéncia neste trabalho foi G. duodenalis, a
semelhanca do que foi descrito no estudo realizado em Angola, por Oliveira et al., (2015),
em que foi registado um valor de 20,1%, em 328 criancgas analisadas. Giardia duodenalis
¢ um protozoario patogénico que ocorre com elevada prevaléncia no mundo,
principalmente nos paises com baixa renda, infetando nomeadamente criancas (Andrade
et al., 2010; Osman et al., 2016). A giardiase em criancas pode causar severas
repercussdes negativas a nivel do seu desenvolvimento fisico e cognitivo, se nao for
diagnosticada atempadamente. A prevaléncia de infecdo por G. duodenalis nas criancgas
em paises africanos pode variar entre 1% a 36% e ocasionalmente pode atingir 0s 72%

dependendo do grupo etario e do pais (EPA, 1999; Ignatius, et al., 2012; Ibarra et al.,
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2016; Speich et al., 2016). Por outro lado, a infe¢do por G. duodenalis pode encontrar-se
sub-diagnosticada, principalmente nos paises com baixa renda, onde a microscopia ética
é considerada a técnica de eleicdo para a detecdo do parasita, atendendo 0s escassos
recursos financeiros disponiveis. No presente trabalho, para além do diagndstico
parasitolégico por microscopia Otica, todas a amostras foram sujeitas a diagnostico
molecular para G. duodenalis. A técnica de microscopia Otica é descrita na literatura,
como sendo uma técnica, que apresenta menor sensibilidade comparativamente a nested-
PCR. No entanto, dos 10,7% casos positivos para G. duodenalis, obtidos através de
diagndstico parasitoldgico, apenas 2,7% dos casos foram confirmados por nested-PCR.
Tendo em conta que esta técnica apresenta elevada especificidade e sensibilidade, o
insucesso observado na amplificacdo de DNA do parasita, por nested-PCR, podera dever-
se a presenca de inibidores da Taqg polimerase, frequentemente presentes, nas amostras
fecais, tais como a bilirrubina, os sais biliares e polissacarideos complexos, que por vezes
ndo sdo removidos, pelos processos de extracdo de DNA (Gelanew et al., 2007;
Nantavisai et al., 2007). A auséncia de amplificacdo pode estar também associada a perda
de material genético durante os processos de extracdo de DNA genomico nomeadamente,
em amostras que j& por si, apresentam uma baixa carga parasitaria (Cook et al., 2002;
Nantavisai et al., 2007) ou ainda devido a polimorfismos genéticos dos isolados obtidos

que ndo permitam a sua correta amplificacdo pela técnica usada.

E. histolytica/dispar foi identificada por microscopia ética neste estudo, em 2,7% das
criancas estudadas. Tendo em conta o tamanho da nossa amostra, este resultado foi
inferior a taxa de positividade (42,6%; 107/251) verificado no estudo realizado em
criangas por Martins, Pires e Dias em Rincdo-Santiago, e por Oliveira et al., 2015, no sul
de Angola (13,4%; 44/328). A prevaléncia de E. histolytica em todo 0 mundo permanece
desconhecida, porque sdo poucos estudos a utilizar métodos moleculares, na detecdo de
E. histolytica, nomeadamente nos paises com baixa renda. Este estudo destaca a
importancia da aplicacdo de técnicas que permitam a distin¢do de espécies no diagnostico
de Entamoeba (Oliveira et al., 2015). Num estudo realizado na cidade de Gorgan, no
norte do Irdo, foram recolhidas 105 amostras de criangas hospitalizadas no Hospital de
Taleghani e 25 foram positivas para E. histolytica/dispar em exame direto por
microscopia. Porém, através de PCR, apenas duas amostras foram positivas para E.

histolytica e trés amostras para E. dispar (Sharbatkhori et al., 2014; Oliveira et al., 2015).
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No entanto, apenas E. histolytica é considerada uma espécie patogénica (Fotedar et al.,
2007; Ali, Clark, & Petri, 2008) 0 que reforca a necessidade de confirmar o resultado
parasitologico, a fim de evitar tratamento desnecessario. Tendo em conta, a limitacdo da
técnica de detecdo por microscopia Otica aplicada no presente estudo, ndo foi possivel
fazer a distincdo entre E. histolityca e E. dispar encontradas. A sua identificagdo
especifica so seria possivel recorrendo a uma analise isoenzimatica ou sero-imunoldgica,
ou ao recurso a métodos moleculares, nomeadamente a técnica de PCR (Tanyuksel &
Petri, 2003; Fotedar et al, 2007; Ouattara et al., 2008; Santos et al., 2013; Oliveira et al.,
2015; Akhtar et al., 2016; Plutzer & Karanis, 2016).

Neste trabalho, os protozoarios ndo patogénicos nomeadamente E. coli, E. hominis e I.
butschlii, foram identificados. Embora ndo sejam considerados agentes patogénicos, e
sim, protozoarios comensais, € importante salientar que podem auxiliar na determinacgéo
do grau de contaminacdo fecal, a que as criancas estdo expostas e alertar para a
possibilidade de transmissdo de protozoarios patogénicos cuja via (fecal-oral) de infecdo
¢ a mesma (Uchoba, et al., 2009; Coradi, 2010; Lopes et al., 2010; Borges, Marciano &
Oliveira, 2011; Mathys et al., 2011). Os resultados do presente estudo fornecem
informacdes Uteis para o delineamento de estratégias de prevencdo e intervencfes nas

comunidades em risco.

No presente estudo, e uma vez que as metodologias microscopicas podem ndo ser
suficientemente sensiveis na detecdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e esporos de
E. bieneusi, todas as amostras fecais foram submetidas a analise molecular, por nested-
PCR, tendo como alvo as regides dos loci, SSU rRNA (Cryptosporidium spp) e ITS-
rRNA (E. bieneusi). A aplicacdo de técnicas moleculares teve como principal objetivo a
identificacdo de o maior nimero possivel de amostras positivas, assim como a
confirmacéo dos resultados obtidos através do diagndstico parasitolgico. Por outro lado,
em Cabo Verde néo existe informacgéo molecular sobre a populagéo de Cryptosporidium
spp. e de E. bieneusi nos seres humanos. O presente trabalho, permitiu-nos obter
informacdo relativamente a frequéncia da infecdo por Cryptosporidium spp. e E. bieneusi

nas criancgas estudadas.

A frequéncia de infecdo por Cryptosporidium spp. foi de 1,3%. Comparando as

metodologias empregues neste estudo, de uma forma geral, o diagndstico molecular
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revelou ser a abordagem mais sensivel. O método de detecdo para a pesquisa de oocistos
deste protozoério pode influenciar a frequéncia de infe¢do obtida no estudo, uma vez que
os metodos moleculares apresentam uma maior sensibilidade e precisdo do que os
métodos microscopicos (Fayer et al., 2000; Santin et al., 2008). No nosso estudo, as
frequéncias de infecdo obtidas em cada uma das metodologias empregues vao ao encontro
destas observagdes, uma vez que o0 numero de amostras positivas obtidas pela técnica de
nested-PCR, foi superior ao obtido pelo diagnostico parasitolégico. Nenhuma das
amostras de fezes sugestivas de presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. por exame
direto, revelou-se positiva apds coloracéo através da técnica de Ziehl-Neelsen modificada
(referido no 2.6.2.3). Apesar da baixa frequéncia deste protozodrio obtida no nosso
trabalho, a criptosporidiose é endémica nos paises com baixa renda, infetando
principalmente as criangas e os individuos imunocomprometidos (Osman et al., 2016;
Squire & Ryan, 2017).

No nosso estudo, a percentagem de E. bieneusi observada foi de 5,3%. S&o diversos 0s
estudos realizados, entre 2005 e 2014, em criancas onde identificaram a presenca de E.
bieneusi, em amostras fecais: 6,6% no Uganda (Tumwine et al., 2005), 5,2% Camardes
(Sarfati et al., 2006), 3,0% no Gabdo (Breton et al., 2007), 10,5% no Niger (Espern et al.,
2007), 1,7% na Republica Democréatica do Congo (Wumba et al., 2010), 9,3% na Nigéria
(Ayinmode, Ojuromi & Xiao 2011) e 8,9%, em Sdo Tomé e Principe (Lobo et al., 2014).
No nosso estudo o resultado observado ja era, de algum modo esperado, dado que E.
bieneusi é considerado um microrganismo oportunista, que pode infetar principalmente
criangas mais jovens e doentes, do que as criangas aparentemente saudaveis. E. bieneusi,
é 0 microsporideo responsavel por causar 90% de microsporidiose nos seres humanos
(Lobo et al., 2014; Zhang et al., 2016). No entanto, independentemente da metodologia
utilizada no diagnostico parasitologico, a microsporidiose por E. bieneusi é muitas vezes
subdiagnosticada, dadas as reduzidas dimensdes dos seus esporos que possuem uma
parede muita espessa (Didier et al., 1995; Ashikin et al., 2016). Por outro lado, 0s esporos
apresentam uma estrutura morfoldgica semelhante a outros microrganismos (leveduras,
bactérias) habitualmente existentes nas amostras de fezes, o que requer a presenca de
técnicos experientes para o diagnostico correto deste microrganismo (Ashikin et al.,
2016). Também a presenga de inibidores da PCR nas amostras bioldgicas pode influenciar

o diagnostico molecular diferencial. Neste trabalho, a identificagdo molecular de E.
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bieneusi foi efetuada com base na amplificacdo da regido polimorfica ITS rRNA, através
de nested-PCR. Todavia, no diagndstico de microsporidiose, e atendendo as dificuldades
referidas anteriormente, é recomendado a utilizacdo em simultaneo, de varios métodos de
diagnostico laboratorial, de modo a aumentar a sensibilidade do rastreio, 0 que nédo
sucedeu neste estudo. Um dos métodos de referéncia descrito na literatura e que permite
a caraterizagdo especifica do microsporideo, é a utilizagdo de microscopia eletronica de
transmissdo. Todavia € uma metodologia onerosa, de procedimentos complexos e
demorados, e de baixa sensibilidade. N&o é usada no diagnostico de rotina, encontrando-
se limitada quase exclusivamente a investigacdo. A coloracéo histoquimica por Tricromio
Modificado é um dos métodos mais usuais empregues no diagnostico de microsporideos,
em amostras bioldgicas. Esta técnica é pouco dispendiosa, ndo permite a identificacdo da
espécie presente na amostra, mas requer pessoal muito experiente para a sua
interpretacdo. A sua aplicacdo a este estudo poderia ter contribuido para a detecdo de
outros microsporideos nas amostras fecais das criancas estudadas, nomeadamente

Encephalitozoon intestinalis.

Ascaris lumbricoides com 4,7%, foi o helminta mais frequente identificado neste estudo.
Resultados concordantes com esta predominancia, sobre os outros helmintas detetados,
foram reportados noutros estudos realizados em criancas, em paises africanos embora
registados numa maior percentagem de ocorréncia: S&o Tomé e Principe (27,6% e 10,3%)
e Angola (22%) (Lobo et al., 2014; Oliveira et al., 2015). Verificou-se uma baixa
percentagem (3,3%), de infecdo por H. nana. A semelhanca do nosso trabalho, no estudo
realizado em Angola por Mirante et al., (2016), também encontraram uma maior
frequéncia de criancas infetadas por A. lumbricoides (11,3%). Sendo que para H. nana
foi registado um valor de 6,3%, em 200 criancas analisadas. O predominio de A.
lumbricoides sobre este outro helminta observado no presente estudo poderd estar
associada quer ao grande numero de ovos produzidos pelas fémeas de A. lumbricoides,
quer pelo facto dos seus ovos permanecerem no ambiente durante varios anos (Oliveira
et al., 2015). Sugere-se que a auséncia de infecdo por outros helmintas, nomeadamente
outros geohelmintas habitualmente encontrados nos estudos em paises de baixa renda e

clima tropical, possa estar associada ao clima arido caracteristico de Cabo Verde.
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Infecdo parasitaria e fatores sociodemoqgraficos

A infecdo humana por parasitas intestinais, tem sido associada a determinados fatores de
risco dos quais se destacam, a idade e o género do hospedeiro, o destino de esgoto na
habitacdo, assim como o tipo de abastecimento de &gua disponivel para consumo. Este
ultimo de grande impacte, uma vez que, a 4gua é considerada um importante veiculo de
transmissdo de enteroparasitoses (Costamagna et al., 2005; Baldursson, & Karanis, 2011,
Carrero, 2013; Boisson et al., 2015; Chin et al., 2016). No presente estudo foram
investigadas possiveis associacdes entre estes e outros fatores sociodemogréficos e

clinicos e a presenga dos microrganismos estudados nas amostras fecais das criancas.

Relativamente ao género das criancas estudadas, ndo foi encontrada uma associacao
estatisticamente significativa no que diz respeito a presenca de infecdo parasitaria, o que
vai ao encontro de estudos descritos anteriormente, por outros autores (Gurgel et al.,
2005; Outtara et al., 2008; Oliveira et al., 2015). No entanto, pertencer ao sexo masculino
tem sido identificado como fator de risco, em certas comunidades em que a cultura
confina ao sexo feminino tarefas domésticas e a permanéncia em casa, em detrimento da
exposicdo do sexo masculino aos fatores ambientais (Shaikh, Begum & Hussain, 2009).
Esta realidade ndo é comum em Cabo Verde (Ilha de Santiago), onde as mulheres tém um
papel ativo nas varias vertentes da sociedade e onde existe uma preocupacao
governamental para com a igualdade de género (Culture Grams™, 2003). Quanto a idade,
no presente estudo, verificou-se uma associacdo estatisticamente significativa entre a
presenca de infecdo parasitaria nas criancas e 0 grupo etario estudado, em que a maior
frequéncia de parasitas intestinais foi verificada na faixa etaria dos 0-3 anos (39,6%). Este
facto foi corroborado por estudos realizados anteriormente no Brasil, por Nascimento et
al., (2009) e por Lopes et al., (2010) onde obtiveram uma maior frequéncia de parasitoses
intestinais em criancas que pertenciam a faixa etaria dos 0-3 anos. Esta percentagem
elevada observada no nosso estudo, também pode ser justificada pelo facto de que
criangas compreendidas nesta faixa etéria, ja ttm alguma autonomia, e consequentemente
estdo expostas a um maior contacto com o solo e com outras criancas, e para além disso,
desconhecendo os principios basicos de higiene, encontrando-se mais suscetiveis a
infec&o por parasitas intestinais (Harpham & Stephens 1991; Machado & Costa-Cruz,
2008; Lopes et al., 2010). Sugere-se que, a presen¢a de um sistema imunitario bastante

imaturo, nestas criancas tdo jovens, relativamente as das faixas etarias superiores,
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aumenta o risco de contrairem ndo s6 um maior nimero de infecBes, incluindo as
parasitarias, como desenvolver patologia mais severa (Lopes et al., 2010). No estudo
realizado em Kenitra (Marrocos) por Elqaj et al., (2009) reportaram que quanto menor é

a idade da crianca, maior é o risco de infecdo por parasitas intestinais.

Quanto ao grau de escolaridade dos encarregados de educacéo verificou-se uma maior
percentagem (50,5%) de criancas parasitadas com encarregados de educacdo que
frequentaram o0 ensino secundario. Contudo, ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre a presenca de infecdo parasitaria e o grau de
escolaridade dos encarregados de educacdo, contrariamente ao referido por outros
autores, que relacionam o baixo nivel educacional dos cuidadores das criangas com o
risco de infecdo por parasitoses intestinais (Naish, McCarthy & Williams, 2004; Okyay
et al., 2004; Dumba, Kaddu & Mangen, 2008).

A elevada prevaléncia de parasitoses intestinais também tem sido associada com o tipo
da habitacdo (Dumba, Kaddu & Mangen, 2008). Em Cabo Verde, as condig¢oes
habitacionais tém melhorado nos ultimos anos, uma vez que o0 governo do pais,
juntamente com o governo portugués construiram habitacdes a partir do Programa Casa
Para Todos, com o objetivo de diminuir o défice habitacional no pais assim como o
numero de casas clandestinas (Govcv, 2017). No nosso estudo ndo se verificou diferenca
estatisticamente significativa entre o tipo de casa e a presenca de infecdo parasitaria. No
entanto, constatou-se que a maioria das criangas estudadas (83,3%) residiam em casas
térreas, e que entre as que possuiam este tipo de habitacdo, 80,2% encontravam-se
parasitadas. Esta elevada prevaléncia de parasitoses em criancas que vivem em casas
térreas pode estar associada a um maior contato com solo e/ou outras potenciais fontes de
infecdo em redor da habitacdo, do que as criangas que residem nos apartamentos. Assim,
estas Ultimas encontram-se menos expostas a parasitas intestinais diminuindo o risco de

contrairem infecdo (Dumba, Kaddu & Mangen, 2008).

Por outro lado, sabe-se que a elevada prevaléncia de parasitoses intestinais, tem origem
tanto em transmissdo de pessoa-a-pessoa, como em ingestdo de agua e alimentos
contaminados com o parasita, associadas a caréncias nas infraestruturas de saneamento
béasico (e.g rede de esgoto e canaliza¢fes de agua) (Verweij, et al., 2004; Franco, 2007),

e ainda pode ocorrer através do contato com animais infetados. (Nufiez et al., 2003; Heller
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et al., 2004; Santos et al., 2004; Costamagna et al., 2005). No presente estudo, 70,7% das
criangas residiam em casas cujo abastecimento de agua era proveniente da rede publica e
42% em que era proveniente de pogco. Com base nestes dados, parte-se de principio que
a dgua que chega, na grande maioria das residéncias das criangas passa por um tratamento
prévio, que inclui filtragdo e cloracdo, procedimentos estes adequados a producao de uma
agua potavel para o consumo publico. Em Cabo Verde, segundo o Ministério da Saude,
apenas 15% dos encarregados de educacao realizavam o procedimento de desinfecdo da
agua de consumo com lixivia. Contudo, um estudo realizado por Vieira, Fernandes,
Antunes, & Pina, (2010), demonstrou que parte da agua para o consumo humano
distribuida na rede publica da Cidade da Praia ndo tem a qualidade minima aceitavel para
0 consumo. Este fato, pode estar relacionado com a elevada prevaléncia de parasitoses
intestinais no geral, nas criancas, e em particular a infecdo por protozoarios, e pode
justificar os resultados obtidos no nosso estudo. Por outro lado, os protozoarios,
nomeadamente 0s protozodrios patogénicos permanecem uma preocupagdo constante
para os sistemas produtores de agua e industria de alimentos. Dado a isto, 0 Ministério da
Saude recomenda a monitorizacdo da ocorréncia dos protozoarios na agua tratada, com o
objetivo de obter &gua potavel para o consumo. No entanto, varios fatores podem
dificultar o cumprimento desta recomendacdo, como os altos custos das metodologias
validadas, a complexidade laboratorial inerente a0 método, a necessidade de pessoal
devidamente treinado e a falta de informacdes disponiveis sobre a ocorréncia destes
parasitas nas nascentes/fontes nacionais. Neste trabalho, verificaram-se diferencas
estatisticamente significativas entre os tipos de abastecimento de agua e as criancas que
se encontravam com infecdo parasitaria, sendo que 75,7% das criangas parasitadas tinham
agua canalizada. Por outro lado, uma menor percentagem de criancas com infecdo
parasitaria no geral (35,1%) e infecdo apenas por protozoarios, (35,8%), referiram ter
po¢o como tipo de abastecimento de &dgua. Apesar da maioria de criancas parasitadas
neste estudo ter referido ndo ter po¢o como abastecimento de &gua, €, portanto, neste caso,
o fator consumir dgua de poco, parecer ndo constituir um risco de infecdo parasitaria,
sabe-se que em grande parte dos casos a agua proveniente destas estruturas é
frequentemente contaminada, por exemplo, por esgotos a ceu aberto. Este fato ndo é
invulgar verificar-se em Cabo Verde, sendo assim possivel que o consumo de agua de

poco, nalgumas das habitacOes das criangas estudadas, possa estar relacionado com a
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frequéncia das enteroparasitoses encontrada. Contrariamente ao estudo realizado em Séo
Paulo, por Katagiri e Sequeira (2007), que reportaram a presenca de animais de
companhia nas habitacbes como fator de risco associado a infecdo por parasitas
intestinais, no nosso estudo ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre a presenca de animais domésticos e a presenga de infecdo parasitaria.
No entanto, a maior percentagem de criancas parasitadas (85,2%) foi observada nas

habitacdes onde existia cdo e/ou gato.

A auséncia ou presenca de infraestruturas de saneamento basico precarias, em
determinadas regies, nomeadamente no respeitante ao destino de esgoto, é um fator
importante na disseminacdo das parasitoses intestinais (Ludwig et al., 1991; Gurgel et al.,
2005; Barreto, 2010; Speich et al., 2016). No nosso trabalho, ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas no que diz respeito ao destino do esgoto na
habitacdo, referidos pelos encarregados de educacéo e a presenca de infecdo parasitaria
nas criangas. Observou-se que a maior percentagem (50,5%) de criangas com infecdo
parasitaria tinham como destino de esgoto nas suas habitacdes, a rede de esgoto. Entre as
criancas, cujos encarregados de educacdo referiram que os residuos eram eliminados na
natureza (a céu aberto), uma minoria encontrava-se parasitada (13,5%) e entre as que na
sua habitacdo referiram a existéncia de fossa, como destino de esgoto, também apenas
uma minoria se verificou infecdo parasitaria (35,1%). No entanto, estes resultados
salientam a necessidade de implementar e melhorar as infraestruturas existentes de
saneamento basico, alargando a rede de esgoto a mais regides a populacdo, melhorando
assim, também, o proprio ambiente. Para além do saneamento basico, no que diz respeito
ao destino de esgoto, existe outros fatores (habitos de defecacgdo e higiene das maos) que
com frequéncia séo associados a infecdo de criancas, por parasitas intestinais, tendo sido
descrito em diversos estudos (Khan, 1979; Naish, McCarthy & Williams, 2004; Dongre
etal., 2008; Alum, Rubino & ljaz, 2010; Ahmed et al., 2017). Nos estudos realizados por
Naish, McCarthy & Williams (2004) no sul da India, e por Ahmed et al., (2017), na
Eritreia encontraram uma associacao significativa entre presenca de infecdo parasitaria
com os hébitos de defecacdo e a presenca de unhas sujas. No entanto nestes estudos, a
maioria das criancas tinham o habito de defecar ao redor das habitagdes e/ou nos campos.
No nosso trabalho, foi evidente, a semelhanga dos estudos realizados por Naish,
McCarthy & Williams (2004) e por Ahmed et al., (2017) o impacto que os habitos de
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defecacdo tém na prevaléncia das parasitoses intestinais, uma vez que as diferencas entre
as percentagens de criancas parasitadas e os habitos de defecagdo foram significativas.
Contudo, no nosso estudo a maioria das criancas parasitadas tinham o habito de defecar
na casa de banho. Este resultado sugere que a maioria destas criancas parasitadas,
provavelmente ndo usaria a sanita, mas sim o bacio, o que implica uma necessidade
posterior de uma manipulacdo dos recipientes contendo as fezes e potencia a exposi¢ao
quer das criancas quer dos cuidadores a uma possivel infecdo. Todavia, as criangas
também podem igualmente, infetar-se a apartir da partilha de casa de banho, sem a higiene
adequada. Atende-se que, que 0 nosso estudo € constituido por um grande nimero de
criangas muito jovens, nomeadamente numa faixa etaria, em que as criangas tém
tendéncia a brincar nas proprias fezes. No que diz respeito a higiene das méos apos ir a
casa de banho, ndo foi encontrado uma associacdo significativa com a presenca de infecéo
parasitaria. Porém, 73,9% das criancas que lavavam as méaos, se encontravam parasitadas.
Esta percentagem elevada observada no nosso estudo, pode ser justificada pelo facto de
que as praticas de higiene das maos efetuadas pelas criangas eram precérias. Ainda no
ambito do saneamento basico, relativamente a recolha urbana dos residuos solidos néo
foram detetadas diferencas estatisticamente significativas entre a presenca de infegédo
parasitaria e a recolha do lixo, embora 97,3% das criancas, em que 0s encarregados de
educacdo utilizavam os contentores, com servico de recolha de lixo municipalizado,
estavam parasitadas. Refira-se que, na quase totalidade das habitacdes das criancas deste

estudo, apenas em 3,3% nao se efetuava a recolha de lixo.

De modo a investigar possiveis associagdes entre os diversos fatores sociodemogréaficos
analisados e as criancas com infecdo parasitaria foram também divididas em apenas dois
grupos um incluindo criangas com infecdo por protozoarios (E. bieneusi foi incluido neste
grupo, como jé foi referido anteriormente) e o outro com criancas infetadas por helmintas
intestinais. Assim, foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a
presenca de infecdo por protozoarios intestinais nas criangas estudadas e a faixa etaria (a
maioria entre os 0-3 anos), com o habito de defecacdo (a maioria referiu defecar na casa
de banho), e com o tipo de abastecimento de 4gua (a maioria reportou ndo consumir agua
de poco). Apesar de, uma menor percentagem de criangas com infe¢ao por protozoarios,
ter referido 0 poco como tipo de abastecimento de agua, o valor observado de 35,8%,

ainda é de salientar. No estudo realizado numa creche no Brasil, por Komagome et al.,
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(2007) obtiveram igualmente uma associacgdo significativa entre a presencga de infecdo
por protozodrios e o tipo de abastecimento de agua através do poco. Entretanto resultados
obtidos em outros estudos mostraram que as criancas em idade pré-escolar e escolar em
regibes menos favorecidas sdo mais suscetiveis as infecGes por protozodrios intestinais
uma vez que nestas regides as condi¢des socioecondmicas sdo baixas e 0 acesso a agua
potével é escasso (Prado et al., 2001; Silva & Santos 2001; Speich et al., 2016). Por outro
lado, os quistos dos protozoarios sdo resistentes aos produtos quimicos usados no
tratamento da dgua de consumo, o que pode estar relacionado com uma maior frequéncia
de criancas infetadas por protozoéarios (Franco, 2007; Speich et al., 2016). Quanto aos
habitos de defecacdo, a semelhanca do estudo realizado na indonésia, por Yulfi et al.,
(2016), no nosso estudo foram encontradas diferencas estatisticamnete significativas
entre a presenca de infecdo por protozoarios e os habitos de defecacdo. No entanto, no
estudo realizado por Yulfi et al., (2016) a maior percentagem de infe¢do por protozoarios
foi observada nos individuos que defecavam no campo ou em latrinas inadequadas, o que
pode aumentar o0 risco de exposicdo a protozoarios (por exemplo, o0s
quistos/oocistos/esporos podem ser transferidos para agua e alimentos através do vento e
por vetores mecanicos). No entanto, no presente estudo, sugerem-se idénticas hipoteses
as referidas no paragrafo anterior, relativamente a associacéo significativa entre a infecao
parasitaria nas criancas e o habito de defacar na casa de banho. No que diz respeito a
presenca de infecdo por protozoarios intestinais ndo patogénicos, verificou-se no nosso
estudo, uma associacgdo estatisticamente significativa com o grupo etério estudado, sendo
que a maior percentagem de criancas infetadas por protozoarios intestinais ndo
patogénicos (71,4%) foi observada na faixa etaria dos 7-10 anos. Este facto foi corrobado
por Lopes et al., (2010), num estudo realizado no Brasil em que verificaram uma maior
frequéncia de criancas infetadas por protozoarios intestinais ndo patogénicos (27,3%;
18/66) na faixa etaria dos 7-9 anos. Sugere-se que ambos o0s resultados possam estar
associados ao fato de que criangas numa faixa etéria superior, terem maior autonomia,
maior contato com o solo, e consequentemente podem estar mais expostas a parasitas,
inclusive a uma maior diversidade de espécies.

A elevada frequéncia de B. hominis tem sido associada a condi¢Ges de higiene precarias,
a ingestdo de agua e alimentos contaminados com o0 parasita e 0 contato com animais
infetados (Puthia et al., 2006; Beyhan et al., 2015; Safadi et al., 2016; Salvador et al.,

93



Discussao e Conclusoes

2016). Neste trabalho, constatou-se que 84,0% das criangas parasitadas tinham céo e/ou
gato. Contudo, ndo se observou qualquer relacdo entre a presenca de animais domeésticos
nas habitacOes das criancas estudadas e a infecdo por B. hominis. Quanto ao tipo de
abastecimento de agua, foi observada uma associacao estatisticamente significativa entre
a presenca do parasita nas criangas e a auséncia de consumo de agua de poco. Apenas
numa minoria de 36,5% das criancgas parasitadas por B. hominis tinham po¢o como
abastecimento de dgua. No entanto, estes resultados sugerem que a agua possa constituir
um reservatorio primario de transmissao do microrganismo. No entanto, estudos futuros
que incluam a analise de amostras de &gua e de alimentos, sdo necessarios, dado que
podem auxiliar na identificacdo de potenciais reservatorios primarios de transmissdo
(Safadi et al., 2016).

Giardia duodenalis é considerado o protozoario como causa mais comum de surtos
epidémicos de doencas transmitidas através da agua de consumo (Franco, 2007;
Baldursson & Karanis, 2011; Yoder et al., 2012; Osman et al., 2016). Os seus quistos sao
resistentes ao cloro utilizado no tratamento da agua (Borges, Marciano & Oliveira, 2011;
Neves et al., 2011; Halliez & Buret, 2015; Ghenghesh et al., 2016). Contudo, no nosso
estudo, apesar das diferencas ndo terem sido estatisticamente significativas entre a
presenca de infecdo por G. duodenalis e o tipo de abastecimento de agua, a maior
frequéncia de criancas parasitadas (62,5%) foi observada nas criangas que tinham agua
canalizada como tipo de abastecimento. Mais uma vez, este resultado pode estar
associado, as canalizacGes antigas existentes em Cabo Verde ou a um tratamento ineficaz
da agua, uma vez que o0s quistos de G. duodenalis sdo resistentes a maioria dos produtos
quimicos utlizados no tratamento da agua de consumo. Um outro fator de risco que tem
sido associado a infecdo por G. duodenalis € a presenca de animais domésticos,
nomeadamente gatos e cdes (Thompson, 2000; Garcia, Campos, Cardoso, 2005; Tashima
et al., 2009; Santana et al., 2014). A semelhanca do estudo realizado por Osman et al.,
(2016) em criangas no Libano, no nosso trabalho, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre a presencga de animais domésticos e infecdo por G.
duodenalis. No entanto, 50,0% das criancas parasitadas por G. duodenalis tinham animais
domeésticos, sendo que a maioria (87,5%) tinham céo e/ou gato. Deste modo, seria

interessante, para confirmar a hipétese de o animal doméstico ser a fonte de contaminacao
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das criangas, proceder ao exame parasitoldgico das fezes dos animais de estimagdo
referidos.

Relativamente a ocorréncia de criptosporidiose e microsporidiose, existe um interesse e
uma preocupacdo muito particulares relativamente a ocorréncia destas infegdes nas
criangas, uma vez que apresentam um sistema imunitario imaturo (Nascimento et al.,
2009). Em Angola, no Hospital General do Bengo, a percentagem de infecdo por
Cryptosporidium spp. em criangas até 12 anos de idade com e sem diarreia foi de 30,0%,
verificando-se uma associacdo estatisticamente significativa com a idade, sendo que a
maior prevaléncia foi sobretudo em criancas com idades compreendidas entre 0-12 meses
(21,8%) (Gasparinho et al., 2016; Squire & Ryan, 2017). Em Sdo Tomé e Principe, no
Hospital Aires de Menezes, a prevaléncia de criptosporidiose em criancas até 10 anos de
idade com e sem diarreia foi de 8,9% e néo se verificou uma associagéo significativa entre
a presenca de Cryptosporidium spp. e a idade das criangas (Lobo et al., 2014; Squire &
Ryan, 2017). No nosso estudo, as diferencas entre a presenca de infecdo por
Cryptosporidium spp. e o grupo etario estudado ndo foram significativas. Contudo, a
presenca de 1,3% de criangas infetadas por Cryptosporidium spp. confirma que nesta
regido, ocorre a transmissao de criptosporideos, o que pode trazer implicagdes graves ao
nivel da saude publica, uma vez que as criangas infetadas sdo importantes fontes de
infecdo e, eventualmente, responsaveis pela perpetuacdo da infecdo na comunidade. Para
além disso, nas criancas, cujo sistema imunitario ainda ndo esta completamente
desenvolvido, a infecdo pode originar problemas no desenvolvimento fisico e cognitivo
e, consequente retardamento do crescimento (Squire & Ryan, 2017). Na literatura o
microsporideo E. bieneusi, é frequentemente associado a populacéo de criancgas de baixas
faixas etarias, nomeadamente em criangas com idade pré-escolar e escolar. No presente
trabalho, embora a maior percentagem de criancas infetadas (50,0%) por E. bieneusi
estivessem incluidas na faixa etaria dos 4 aos 6 anos, nao foi registada associacédo
estatisticamente significativa entre o grupo etario das criancas estudadas e a infecdo por
E. bieneusi, a semelhanca do estudo realizado por Lobo et al., (2014) no Hospital Aires
Menezes, em Sdo Tomé e Principe. Igualmente, ndo foram encontradas relagcdes entre 0s
outros fatores sociodemogréaficos avaliados e a presenca de E. bieneusi nas amostras

fecais.
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Infecdo parasitaria e fatores clinicos

Do ponto de vista clinico, as protozooses e as helmintiases sdo doencas de manifestacéo
espectral, variando desde casos assintomaticos a casos graves. Nos casos sintomaticos, 0s
sintomas registados sao normalmente dor abdominal, diarreia, febre, irritabilidade, dor de
cabeca, nauseas, vomitos e anorexia (Melo et al., 2004; Andrade et al., 2010). Os quadros
clinicos mais graves podem ocorrer nos doentes com elevada carga parasitaria e em
imunossuprimidos. Contudo neste estudo, ndo se verificou diferencas estatisticamente
significativas entre a presenca de imunossupressao e a presenca de infecdo parasitaria.
No entanto, a baixa percentagem de criangas estudadas com imunossupressao pode ter
condicionado esta avaliagdo. No presente estudo, do total de criangas (70,0%) que
apresentavam sintomas, 71,2% estavam parasitadas, sendo que a maior percentagem
(55,0%) de infecdo parasitaria foi observada nas criancas que apresentavam dores
abdominais como sintomatologia. N&o foi encontrado uma associagao estatisticamente
significativa entre a presenca de sintomatologia e a presenca de infecdo parasitaria, a
semelhanca dos resultados apresentados por Santos et al., (2008) em criancas no Brasil,
e por Lobo et al., (2014), em criancas de Sdo Tomé e Principe. No entanto, no nosso
estudo, contrariamente ao estudo reslizado em crian¢as na Nigéria por Houmsou, Amuta
& Olusi (2009), foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre a
presenca de dor de cabeca e as criangas com e sem infecdo parasitaria.

Diversos estudos registaram um decréscimo das parasitoses intestinais ap6s campanhas
de desparasitacdo, nomeadamente no Laos (Phommasack et al., 2008) e no Camboja
(Chesnaye et al., 2011), ambos realizados em criancas em idade escolar, e na Argentina
(Pezzani et al., 2009), na populagdo geral de uma comunidade rural. No nosso estudo,
ndo foi encontrada associacdo significativa entre a presenca de infecdo parasitaria nas
criancas e o tratamento antiparasitario, realizado no ano que precedeu o estudo. No
entanto, verificou-se uma maior percentagem de infecdo parasitaria (55,9%) no grupo de
criangas ndo submetidas a desparasitacdo, relativamente as criancas em que foi
administrado o antiparasitario. Este resultado pode resultar do facto de em Cabo Verde
as campanhas de desparasitacdo profilatica incluirem apenas farmacos anti-helminticos
que visam principalmente o tratamento da infecdo por helmintas, e apresentam pouca ou

nenhuma eficéacia terapéutica nas infecGes por protozoarios intestinais. Refira-se ainda,
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que neste trabalho verificou-se um predominio de criancas parasitadas por protozoarios
intestinais, em que 56,0% n&o se encontravam desparasitadas.

No que diz respeito aos protozoarios intestinais ndo patogénicos identificados, neste
estudo (E. coli, E. hominis, I. butschlii), levantou-se a hipotese de os sintomas
apresentados pelas criangas estarem relacionados com a sua ocorréncia causando
alteracdo da flora intestinal, das criancas parasitadas. No presente estudo, verificou-se
que todas as criangas que se encontravam parasitadas por protozoarios nao patogénicos
(4,7%) eram sintomaticas, em que dor de cabeca foi 0 sintoma descrito com maior
frequéncia. As diferencas entre as criancas parasitadas e ndo parasitadas por protozoarios
intestinais ndo patogénicos e a presenca de dor de cabeca foram estatisticamente
significativas, contudo, a maioria dessas criancas, para além de estarem infetadas por
protozodarios nao patogénicos apresentavam coinfeccdo com outros parasitas, fato este

que ndo nos permite retirar conclusdes quanto a origem dos sintomas descritos.

De acordo com a literatura, a patogenicidade de B. hominis ainda é considerada
controversa. No entanto, alguns autores tém associado este protozoario a sintomatologia,
por vezes grave, nomeadamente em individuos imunossuprimidos (Carrascosa, Martinez
& Pérez-Castrillon, 1996; Andiran et al., 2006; Safadi et al., 2016; Salvador et al., 2016).
Para esclarecer a relevancia clinica de B. hominis foram publicados alguns estudos
epidemiol6gicos comparando a prevaléncia entre individuos sintomaticos e
assintomaticos (Tan, 2008; Clark et al., 2013; Wawrzyniak et al., 2013; Safadi et al.,
2016). Contrariamente ao observado nestes estudos, no nosso trabalho, tendo em conta
apenas as criangas 43,3% que se encontravam parasitadas por B. hominis, ndo se
verificaram diferencas estatisticamente significativas entre as criancas sintomaticas,
assintomaticas e imunossuprimidas. Contudo, do total de criangas infetadas apenas por
B. hominis 70,8% eram sintomaticas. No nosso estudo, dentro do grupo sintomatico, a
semelhanca de estudos previamente descritos por Tan, (2008) nos EUA, Osman et al.,
(2016) no Libano, Safadi et al., (2016) em Franca e por Salvador et al., (2016) em
Espanha, a dor abdominal foi reportada como o sintoma mais frequente. Sendo que no
nosso estudo 55,4% de criangas que apresentavam dor abdominal encontravam-se
infetadas. Contudo, apesar de nédo de ter sido observada associacdo entre a ocorréncia de

B. hominis e a presencga de dor abdominal, nestas criangas ndo foi detetado nenhum dos
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outros parasitas em estudo, podendo-se especular a possibilidade desta sintomatologia ser
causada pela infecdo por B. hominis (Salvador et al., 2016).

Giardia duodenalis tem sido considerada como uma das causas mais comuns de diarreia
(Baldursson & Karanis, 2011; Yoder et al., 2012; Osman et al., 2016). Neste estudo,
31,2% das criancas parasitadas por G. duodenalis apresentavam diarreia. No entanto, a
maior frequéncia de criangas parasitadas por G. duodenalis (62,5%) foi observada nas
criancas que apresentavam dor abdominal como sintomatologia. Contudo, contrariamente
aos estudos realizados em criangas, por Osman et al., (2016) e por Liao et al., (2017), no
Libano e no Camboja, respetivamente, ndo foi encontrada associagdo significativa entre

a ocorréncia de dor abdominal e diarreia e a presenga de infecdo por G. duodenalis.

E. histolytica é considerado um agente etiolégico causador de diarreia, principalmente
nas criancas. No nosso estudo, embora as criangas infetadas por E. histolytica/dispar
apresentarem sintomas clinicos como diarreia e dor abdominal, ndo se verificaram
diferengas estatisticamente significativas, a semelhanca do estudo realizado em criancas
hospitalizadas, no norte do Irdo, por Sharbatkhori et al., (2014).

A presenca de diarreia faz também parte da sintomatologia tipicamente associada a
infecdo por Cryptosporidium spp. e por E. bieneusi, particularmente nos individuos
imunossuprimidos (Abreu-Acosta et al., 2005; Satheeshkumar et al., 2005; Endeshaw et
al., 2006; Osman et al., 2015; Osman et al., 2016; Wei Li et al, 2016). No presente estudo,
nenhuma das criancas infetadas por Cryptosporidium spp. encontravam-se
imunossuprimidas, nem apresentavam diarreia, contrariamente ao reportado no estudo
realizado em criangas no Libano, por Osman et al., (2016) em que verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre a presenca de infegdo por Cryptosporidium spp. e a
presenca de diarreia. Relativamente a frequéncia de criancas positivas para E. bieneusi,
25,0% apresentavam diarreia. Contudo, ndo foi observada uma associacéo significativa
entre a presenca de diarreia e a percentagem de criangas com microsporideos nas fezes.
Este facto foi corroborado por Lobo et al., (2014) num estudo realizado em criancas

hospitalizadas em Sdo Tomé e Principe.

A diarreia € uma das principais causas de morte infantil, estimando-se que 0s rv sejam
responsaveis por um terco das hospitalizacGes por gastroenterite aguda em criangas com

menos de 5 anos de idade (Tate et al., 2012). Neste estudo, encontramos uma frequéncia
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de infecdo por RV de 6% entre as criancas. Esta percentagem é muito inferior ao valor
estimado pela OMS a nivel global (36%) em criancas hospitalizadas devido a diarreia
(Glass et al., 2014) e inferior & prevaléncia descrita para Africa (29%-52%) (Mwenda et
al., 2010). Do total das amostras analisadas, observou-se que 2,7% das amostras positivas
eram provenientes de criancas com idade compreendida na faixa etaria dos 0-3 anos,
confirmando a incidéncia de infecdo por RV durante os dois primeiros anos de vida
(Mwenda et al., 2010; Odiit et al., 2014; Abebe et al., 2014). Os nossos resultados a
semelhanca de outros estudos, demonstram que a infecdo é mais frequente em criancgas
mais novas em comparagao com criangas mais velhas (Peter et al., 2009; Mwenda et al.,
2010; Gasparinho et al., 2016). No entanto, ndo se verificou uma associagao significativa
entre o grupo etario das criancas e a infecdo por RV. Comparativamente com 0s casos de
gastroenterite causados por outros agentes etioldgicos, na gastroenterite por RV observa-
se uma maior frequéncia de criangas com vomitos e diarreia. Contudo, no nosso estudo
ndo se verificou uma associacdo significativa entre estas manifestacGes clinicas e a
infecdo por rotavirus, contrariamente a outros estudos (Parashar et al., 2006: Abebe et al.,
2014). A titulo de exemplo, num estudo desenvolvido no Zimbabué observou-se também
uma maior percentagem de criangas com vémitos infetadas por RV em comparagdo com
criangas ndo infetadas (77% vs. 57%) (Mukaratirwa et al., 2014).

4.2. Conclusoes

As parasitoses intestinais representam um problema de salde publica e encontram-se
entre as doencas parasitarias mais prevalentes no mundo (Rop et al., 2016). Séao
responsaveis por elevados indices de morbilidade, principalmente nos paises de baixa
renda onde o crescimento populacional ndo é acompanhado da melhoria nas condi¢bes
de vida (Ferreira et al., 2000; Kiani et al., 2016; Pereira et al., 2016). Varios sdo 0s
programas estabelecidos por Organiza¢des Governamentais e Ndo Governamentais para
o controlo das parasitoses intestinais. No entanto, é preciso caracterizar cada comunidade
para que as diretrizes estabelecidas ndo sejam um fracasso, quando implementadas de

forma descontextualizada.

Durante o presente trabalho foi possivel avaliar a ocorréncia de uma elevada percentagem
de infecdo por parasitas intestinais, incluindo protozoarios, helmintas e uma espécie de

microsporideo nas criangas dos 0-10 anos estudadas. A utilizacdo regular de farmacos
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antiparasitarios, como medida profilatica, entre a populacdo de criangas, em Cabo Verde
pode ter influenciado os resultados encontrados, nomeadamente a baixa ocorréncia de
helmintas intestinais. Tendo em conta a elevada percentagem de protozoarios encontrada
nesta populacdo de criancas, recomenda-se que sejam implementadas programas
educacionais e medidas efetivas na sua prevencao e consequentemente, devem ser feitos
esforgos para compreender melhor as consequéncias da coexisténcia de parasitas
intestinais (inclusive parasitas comensais) no mesmo hospedeiro, nomeadamente no que
diz respeito as respostas imunitarias e, mais importante, se tais interacdes entre diferentes
espécies aumentem a suscetibilidade do hospedeiro a outros agentes patogénicos. A
presenca de protozoarios comensais encontrada, indica que ocorreu contaminagéo fecal
oral, 0 que os torna propicios a adquirir parasitas patogénicos, pois estes possuem a

mesma via de transmissao que 0s comensais.

A andlise molecular das amostras de fezes, permitiu identificar a presenca de G.
duodenalis, Cryptosporidium spp., e de E. bieneusi neste estudo. Estes resultados indicam
que a infecdo por estes parasitas € relativamente frequente em criangas. Embora, nédo
tenham sido encontradas associacdes significativas, entre os fatores clinicos avaliados,
sd0o varios os estudos que consideram G. duodenalis, Cryptosporidium spp. e E. bieneusi
importantes agentes etiolégicos de diarreia e de gastroenterite aguda em criangas, que
podem originar um défice no crescimento fisico e cognitivo, particularmente em criangas
muito jovens. A presenca destes parasitas patogénicos para o Homem, sugere que
desempenhem um papel relevante a nivel da Saude Publica, salientando a importancia da
implementacdo da pesquisa destes agentes etioldgicos no diagnéstico de rotina, uma vez
que os clinicos no HAN ndo consideram este diagnostico em doentes imunocompetentes,
particularmente em criancas com diarreia e consequentemente ndo solicitam exames de
fezes para Cryptosporidium spp. e para E. bieneusi. Deste modo, sugere-se a
implementacdo dos métodos moleculares nos laboratérios de patologia clinica em Cabo
Verde, principalmente no laboratorio do HAN. Os resultados de estudos epidemioldgicos
moleculares permitem-nos responder a algumas perguntas epidemioldgicas que sao
dificeis de abordar por métodos tradicionais, nomeadamente frequéncia de infegdes
mistas, ocorréncia de surtos e de doencas através da transmissdo zoonotica. Por outro
lado, estes estudos possibilitam uma melhor compreensdo da epidemiologia das

protozooses nos seres humanos. Contudo, o caminho a percorrer é longo e repleto de
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especificidades para que o objetivo do controlo das parasitoses intestinais na Cidade da

Praia (Cabo Verde) seja alcancado.

Face a prevaléncia da infecdo por RV no HAN, pode-se concluir que é importante fazer
mais estudos para detetar RV com o objetivo de avaliar os possiveis fatores de risco de
gastroenterite grave nas criancas e também para fazer a monitorizacdo continua das
estirpes virais circulantes na Cidade da Praia, a partir de métodos moleculares. Sé assim

sera possivel avaliar a necessidade de implementacéo da vacina em Cabo Verde.

Para concluir e como intervencdes gerais para o controlo das parasitoses recomenda-se:
a formacdo, a educacdo para a saude, a desparasitacdo regular, o diagndstico e o

tratamento precoce, a melhoria do saneamento e da higiene.
Ao HAN sugere-se:

% Formacdo aos técnicos de laboratorio, sobre técnicas de rotina para o
diagndstico das parasitoses intestinais.

% Investimento em novas técnicas de diagnostico de parasitoses intestinais.

¢+ Estudo epidemiol6égico molecular das espécies de protozodrios intestinais,
nomeadamente, E. histolytica, E. dispar, Giardia duodenalis, Cryptosporidium
spp. e microsporideos (E. bieneusi).

++ Palestras de educacdo para a salde as criancgas e aos encarregados de educagdo

sobre as parasitoses intestinais. A implementacao de programas de educacdo em

saude é de grande importancia, visto que através delas pode-se interferir no

mecanismo de transmissdo de diversas doencas que atingem a populacdo. Por

outro lado, estas acdes educativas para a promocdo da salude devem ser

continuas, pois transformam as criangcas em disseminadores do conhecimento

para as suas familias e comunidades, atuando de forma ativa na melhoria do

meio em que vivem.

As Autarquias sugere-se:

+ Disseminacdo da rede de esgotos, abastecimento de agua tratada, recolha e
tratamento de residuos, a fim de melhorar as condi¢des de vida dessas criangas. A
agua ¢ fornecida pelas autoridades competentes, entretanto, a caréncia de agua
tratada e de rede de esgoto em algumas localidades da Cidade da Praia, contribui

para a disseminacdo das parasitoses intestinais na populagéo.
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% Auvaliacdo sistematica dos riscos ao longo de todo o sistema de abastecimento de
agua, tanto da agua da rede publica como da agua subterrénea (pogos), afim de
certificar-se da auséncia de agentes patogénicos e para que se possa delinear uma
estratégia para o controlo dos fatores de risco.

4.3. Consideracdes finais e perspetivas futuras:

Apesar da clara importancia da transmissdo antropongtica e hidrica das parasitoses
intestinais, nomeadamente de G. duodenalis, Cryptosporidium spp. e E. bieneusi, importa
salientar que estudos adicionais, incluindo a analise de polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP), genotipagem, caracterizagdo molecular, anélise de
amostras bioldgicas de animais e ambientais e um maior nimero de amostras de criangas
S80 necessarios.

No presente estudo, devido as técnicas laboratoriais utilizadas ndo nos foi possivel fazer
a distingéo entre E. histolytica e E. dispar, por isso sugere-se estudos futuros utilizando
métodos moleculares, nomeadamente PCR com o objetivo de diferenciar essas duas

espécies.
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Anexo C

Ministério

4 SSAUDE

COMITE NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA PARA A SAUDE
( CNEPS)
Deliberagdo n2 64/2015

1-Foi submetido, nos termos do artigo 52 do Decreto-Lei n2 26/2007, de 30 de Julho, para
apreciagdo do Comité Nacional de Etica em Pesquisa para a Satde (CNEPS), o projecto de
pesquisa intitulado: “Monitorizagéo da Ocorréncia de Parasitas Intestinais numa populagéo
hospitalar de criangas (0-10anos),na Illha de Santiago, Cabo-Verde ”pela Professora Olga
Matos, do Instituto de Higiene e Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa.

2- O projecto enquadra-se numa tese de Mestrado de Livonilda da Luz Lopes Gomes,
bioquimica cabo-verdiana que esta a fazer o mestrado em Parasitologia Médica, no Instituto
de Higiene e Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa, sob a orientacio da
Professora Olga Matos.MD, com a colaboraggo do Hospital Dr. Agostinho Neto (HAN) na Praia,
envolvendo os servigos de Pediatria e o Laboratério.

3- O CNEPS fez a andlise documental e técnica da proposta na sua 57.2 Reunido Ordinaria,
realizada a 24 de Setembro de 2015, nomeadamente:

- Carta de submissdo do projecto ao parecer do CNEPS

- Projecto de Pesquisa

- 0 Modelo da Declaragdo de Consentimento Livre e Esclarecido
-0 curriculum vitae da Coordenadora do Estudo

-0 Curriculum vitae da Mestranda

-E-mails comprovativos dos contactos com a Direcgdo Clinica do Hospital, os (as) médicos (as)
da Pediatria e as técnicas do laboratério do HAN.

4-0 CNEPS delibera no sentido da aprovagéo do projecto de investigacgo, por cumprir todos os
requisitos éticos, ao abrigo do artigo n211 do decreto-lei n226/2007,devendo as investigadoras
manter o CNEPS informado do andamento dos trabalhos e dos resultados alcangados.
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Anexo D

Metodo de sedimentacéo difasica de Ritchie (modificado e adaptado por Casemore
etal., 1985).

As amostras fecais foram concentradas por este método de acordo com o seguinte
protocolo:

Num tubo de centrifuga de 15 ml, homogeneizou-se cerca de 0,5 ml ou o equivalente de
amostra solida, em 3 ml de &gua destilada, ao qual se adicionaram 2 ml de éter (Merck,
Alemanha). A solugdo obtida foi agitada no vortéx cerca de 40 segundos, e de seguida,
num novo tubo, devidamente identificado, filtrou-se com o auxilio de gaze e de um funil.
Posteriormente foi adicionada agua destilada até perfazer o volume total do tubo e
efetuou-se a primeira centrifugacdo (Neraeus Labofuge 400), durante 5 minutos, a 1500
rpm. ApoOs a centrifugacdo, utilizando uma pipeta de Pauster descartou-se o anel de
gordura que se formou a superficie, devido a emulsdo de lipidos e outros detritos, apos a
adicdo do éter. O sobrenadante foi removido para um novo tubo de centrifuga de 15 mi,
e perfez-se o volume com agua destilada, seguindo-se uma segunda centrifugacdo durante
10 min, a 4500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o segundo sedimento foi conservado
num eppendorf de 2 ml, a 4°C, assim como o primeiro sedimento, para a posterior analise

parasitologica e molecular.
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Anexo E

Coloracéo de Ziehl-Neelsen Modificada (adaptado de Casemore et al., 1985)

As amostras de fezes sugestivas de uma eventual presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp., por exame direto e/ou por sintomas referidos no questionério,
foram analisadas através do método de Ziehl-Neelsen modificado (adaptado de Casemore
et al, 1985). Foi feito um esfregaco de cada amostra de fezes com o segundo sedimento,
obtido em 2.6.2.1, e procedeu-se a sua coloracdo. Depois de bem secos, os esfregacos
fecais foram fixados em metanol (Panreac Quimica S.A.U., Espanha) durante um minuto.
As laminas foram de seguida, mergulhadas em fucsina basica fenicada (Deltalab,
Espanha) durante 10 minutos e seguidamente lavadas com agua corrente e descoradas
com alcool cloridrico a 1% em etanol absoluto [Panreac Quimica S.A.U., Espanha]; 1%
acido cloridrico [HCI, Sigma-Aldrich, EUA]) até a eliminacdo total do corante em
excesso. As laminas foram novamente lavadas com agua e de seguida mergulhadas em
azul-de-metileno (Deltalab, Espanha) durante 30 segundos. Finalmente, passaram-se as
laminas por agua, deixaram-se secar a temperatura ambiente e depois de se efetuar a sua
montagem em meio entellan (Merck, Alemanha) foram observadas ao microscopio 6tico
para a detecdo e identificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp., com recurso as
objetivas de 20x e 40x.
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Anexo F

Metodo de extracdo de DNA através do protocolo comercial QlAamp Fast DNA Stool
Mini kit” (QIAGEN, Alemanha).

O protocolo deste Kit de extracdo consiste em quatro passos: lise celular, adsorcéo de

DNA a membrana de silica, lavagem e eluicdo de DNA purificado a partir da coluna.

1- Lise celular: por amostra, foram colocadas 400 ul de fezes concentradas pelo método

(referido em 2.6.2.1) num tubo de micro-centrifuga de 2 ml e adicionaram-se 500 ul do
tampdo de lise InhibitEX. De seguida as amostras foram homogeneizadas continuamente
no vortex durante um minuto, de modo a assegurar a maxima concentracdo de DNA. O
tampéo InhibitEX remove os inibidores de PCR durante a extracdo do DNA, absorve
substancias que podem degradar o DNA e inibe reacGes enzimaticas. Posteriormente a
suspensdo foi aquecida durante 10 minutos a 70 °C e homogeneizada no vortex durante
15 segundos. Seguiu-se uma centrifugacdo (centrifuga KUBOTA 3300) apenas de 1
minuto para sedimentar as particulas das fezes. Para novos tubos de centrifuga de 1,5 ml
pipetaram-se 25 pl de Proteinase K (& uma serina protease capaz de hidrolisar uma
variedade de ligacdes peptidicas), aos quais foram adicionados 600 pl de sobrenadante
dos tubos iniciais. Depois foram adicionados 500 pl de tampéo AL (contém sal caotropico
que aumenta os efeitos hidrofolicos dentro da solucédo), e procedeu-se a homogeneizacao
no voértex durante cerca de 15 segundos. Em seguida procedeu-se a incubacdo das
amostras a 70°C, durante 15 minutos, e depois adicionaram-se 450 ul de etanol a 96% ao

lisado, e foram homogeneizadas no vortéx.

2- Adsorcao de DNA: de seguida, aplicaram-se 600 ul do lisado obtido no passo anterior,

a coluna Qiamp (QIAGEN, Alemanha) que foi fechada e centrifugada durante um minuto.
Apbs essa breve centrifugacdo o DNA € adsorvido na membrana de silica da coluna. As
concentracdes de sal otimizadas e as condi¢fes de pH no lisado asseguram que 0s restos
de proteinas digeridas, e outras impurezas que podem inibir a PCR, fiquem retidos na
membrana. Em seguida a coluna foi colocada num novo tubo coletor e o tubo que
continha o filtrado foi descartado (repetiu-se este passo até que todo o lisado tenha sido

carregado na coluna).

142



Anexos

3- Lavagem: as condigOes de lavagem otimizadas (utilizando dois tampdes de lavagem)
asseguram a remocao completa de todas as impurezas residuais sem afetar a ligacdo do
DNA. A coluna foi cuidadosamente aberta e adicionaram-se 500 ul de tampdo AWI1
(contém uma concentracdo baixa de guanidina) e em seguida centrifugou-se durante um
minuto. Apds a centrifugacéo a coluna foi colocada num novo tubo coletor, descartando
0 tubo que continha o filtrado anterior e adicionaram-se 500 pul de tampao AW?2 (utilizado
para remover sais). De seguida procedeu-se a uma segunda centrifugacdo durante trés
minutos. O tubo que continha o filtrado foi descartado e a coluna transferida para um
novo tubo coletor que foi centrifugado durante trés minutos. Este passo serve para
eliminar residuos do tampao AW?2 que possam ter ficado retidos na membrana da coluna.

4- Eluicdo de DNA: para eluir o DNA purificado e concentrado, a coluna foi transferida

para um eppendorf de 1,5 ml e pipetaram-se 80 ul de tampdo ATE diretamente sobre a
membrana. O tampédo ATE é um tampao de elui¢do, com baixos niveis de EDTA (acido
etilenodiamina tetra-acético), otimizado para armazenamento de DNA a longo prazo. Em
seguida, os eppendorfs foram incubados durante 5 min a temperatura ambiente, e

centrifugados durante dois minutos.
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Anexo G

Visualizacdo dos produtos de PCR

Os produtos de amplificacdo da segunda reacdo da nested-PCR, utilizados neste estudo,

foram visualizados em gel de agarose a 1,5% de acordo com o seguinte procedimento:

Para a preparacdo do gel pesou-se (KERN Acj/Acs-320-4, Alemanha) 1,5 g de agarose
pura (Citomed, Portugal), que foram dissolvidos em 100 ml de tampao Tris-Acetato-
EDTA (TAE) 1X (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA,; pH 8.3) e ao qual se adicionou
brometo de etidio na concentragio final 0,5 ug/ml (Sigma, EUA). Ap0s polimerizacdo, o
gel foi colocado numa tina de eletroforese (Bio-Rad, Portugal) com tampdo TAE 1X.
Posteriormente em tubos de micro-centrifuga adicionou-se 1,5 ul de 6 x DNA loading dye
(0,03% azul de bromofenol, 0,03% xileno cianol FF, 60% glicerol, 60 mM EDTA, 10
mM Tris-HCI [pH 7.6]) (Fermentas, Reino Unido) e mais 16ul de produto de PCR. A
migragédo dos produtos de PCR no gel foi realizada simultaneamente com um marcador
de massa molecular de 100 quilobase (kb) (G. duodenalis e E. bieneusi) e de 1 kb
(Cryptosporidium spp.), tendo-se adicionado a 1,5 ul de 6 x DNA loading dye
(Fermentas) 1,0 ul de marcador e 15 pul de agua desionizada estéril. Depois da aplicagédo
dos produtos de PCR e do marcador submeteu-se o gel a uma corrente elétrica de 100

volts durante cerca de 40 minutos.

A visualizacdo, dos produtos de amplificacdo no gel, efetuou-se sob a iluminacédo
ultravioleta (UV), no transiluminador (Vilber Lourmat, Franca), devido a emissdo de
fluorescéncia do brometo de etidio intercalado na cadeia de DNA. Os géis foram
seguidamente fotografados e as bandas de interesse excisadas do gel com a ajuda de um

bisturi e conservados em microtubos a 4°C.
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Anexo H

Purificacdo de fragmentos de DNA amplificados por kit comercial “JecQUICK

Purification Spin” (Genomed).

12 Fase: Solubilizacdo da agarose: cortaram-se, cuidadosamente, as zonas do gel de

agarose onde se encontra as bandas correspondentes, com as dimensfes pretendidas,
excluindo as moléculas de tamanho indesejado, o0 que permite, desde logo, a eliminagdo
de dimeros de primers e de outros produtos inespecificos. Num tubo de eppendorf de 1,5
ml, foram colocadas as bandas. Por cada 100 mg de agarose, adicionaram-se 250 ul da
solucdo L1. Seguiu-se a incubacdo da solucdo a 50 °C durante 30 minutos, agitando-se
vigorosamente no vortex em intervalos de 10 minutos. A solucdo L1 contém perclorato
de sddio (NaCLOs4), um agente que, quando utilizado em elevadas concentracdes, remove
complexos proteicos presentes em solucdo, acetato de sédio (C2HsNaO>), cuja acdo visa
precipitar os acidos nucleicos em solucéo, e Tris-Borato-EDTA (TBE), um tampéo que,

em conjunto com o aumento da temperatura, auxilia na solubilizag&o da agarose.

22 Fase: Aplicacdo em coluna e adsorcdo de DNA: colocaram-se as colunas JetQUICK

em tubos coletores de 2 ml e transferiu-se 600 pl da mistura obtida no passo anterior.
Seguiu-se uma centrifugacéo (centrifuga KUBOTA 3300) a 12500 rpm durante 1 minuto,
da qual se descartou o filtrado. Adicionou-se as colunas 250 pl da solucéo L1 e aguardou-
se um minuto. De seguida, procedeu-se a uma nova centrifugacéo a 12500 rpm durante 1
minuto e descartou-se o filtrado. As colunas possuem uma matriz de silica, que € um

material com alta afinidade para as moléculas de DNA, carregadas negativamente.

3 @ Fase: Lavagem da coluna: esta fase tem como objetivo remover contaminantes.

Colocou-se a coluna num novo tubo coletor de 2 ml onde adicionou-se 250 ul de solugéo
H2 e aguardaram-se 5 minutos. A solucdo de H2 é composta por EDTA, um forte agente
quelante, aplicado para aprisionar ides monovalentes, Tris-HCI, um tamp&o que auxilia
na manuten¢do do pH, funcionando como agente estabilizador da solugéo, etanol, que
funciona como um forte solvente organico, e cloreto de sddio, utilizado para manter e
estabilizar as cargas idnicas. Posteriormente, centrifugou-se a 1250 rpm durante 1 minuto
e desprezou-se o filtrado e colocou-se a coluna novamente no tubo coletor. Repetiu-se a

centrifugagdo por 2 minutos e descartou-se o tubo com o filtrado final. Esta segunda
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centrifugagcdo tem por objetivo remover a totalidade do etanol, composto orgéanico
considerado como um contaminante limitante da reagdo de sequenciagao.

4 2@ Fase: Eluicdo de DNA: colocaram-se as colunas num eppendorf de 1,5 ml e
adicionou-se 50 pl de TE (tris—HCl 10 mM, EDTA 1 mM, com pH 8,0; tris =

hidroximetilaminometano), pré-aquecida a 65°C, diretamente no centro da matriz de
silica de forma a ter uma distribuicdo uniforme e a solver o maximo de moléculas de
DNA. Aguardaram-se 5 minutos e seguiu-se uma centrifugacao final a 12500 rpm durante
dois minutos. Por fim, o filtrado com DNA purificado foi guardado a -20°C e a coluna

utilizada foi descartada.
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Anexo |

Teste rapido Rota-Strip (CORIS BioConcept) para detecdo de rotavirus nas fezes,
de acordo com as instruges fornecidas pelo fabricante.

Procedimento:

Adicionaram-se 14 gotas de tampéo de diluicdo em eppendorf. Ao eppendorf contendo

tampdo de diluicdo adicionaram-se 40 pl da amostra fecal concentrada (referido em

2.6.2.1) e no vortex a preparagdo/mistura foi homogeneizada. Em seguida as tiras foram

mergulhadas no eppendorf e deixou-se agir durante 10 minutos.

Os resultados devem ser interpretados da seguinte forma:

¢ Resultado negativo: uma banda avermelhada aparece na linha de controlo (C) (linha
superior). Nenhuma outra banda esté presente.

¢ Resultado positivo: Para além da banda avermelhada na linha de controlo (C), aparece
uma linha avermelhada visivel na posicédo da linha de teste (T). A intensidade da
linha de teste pode variar de acordo com a quantidade de antigénios encontrados
na amostra. Qualquer sinal, mesmo fraco, na linha de teste deve ser considerado
como um resultado positivo. No entanto, o teste é qualitativo e ndo pode prever a
guantidade de antigénios presentes na amostra.

¢ Resultado invalido: a auséncia de banda na linha de controlo, que é a linha superior,

torna o resultado invalido. Neste caso, a amostra deve ser novamente testada.
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Anexo J

Medidas de localizagdo e dispersdo das variaveis idade e
dias de entrega das fezes das criancas.

Idade (anos) Dias de entrega das

fezes

N 150 144

Média 4,53 2,58

Mediana 4,25 2,00

SD 3,13 1,40

min. 0,00 1,00

max. 10,00 11,00

P2s 1,92 2,00

P7s 7,25 3,00

SD= desvio padrdo; Min.= minimo; max.= maximo; Pzs=percentil
25; P7s= percentil 75
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Anexo k

Quadro 30: Distribuicdo das criancas com e sem infecdo por G. duodenalis, Cryptosporidium spp., E. histolytica/E. dispar e E. bieneusi de acordo com os fatores clinicos.

Espécies de protozoarios intestinais

Fatores clinicos Infecéo por G. duodenalis Infecéo por Cryptosporidium spp. Infecdo por E. histolytica/E. Infecdo por E. bieneusi
dispar
Auséncia Presenca  Sig. P*  Auséncia Presenga  Sig.P* Auséncia Presenca Sig. P*  Auséncia Presenga  Sig. P*
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Imunossupressao Ndo  132(98,5) 16 (100,0) 146 (98,6) 2(10,0) 144 (98,6) 4 (100,0) 140 (98,6) 8 (100,0)
Sim 2(1,5) 0(0,0) 1,000*  2(1,4) 0(0,0) 1,000* 2 (1,4) 0(0,0) 1,000 2(100,0) 0(0,0) 1,000*
Total 134 (100,0) 16 (100,0) 148 (100,0) 2 (100,0) 146 (100,0) 4 (100,0) 142 (100,0)  8(100,0)
Febre Ndo  114(85,1) 14 (87,5) 127 (85,8) 1(50,0) 126 (86,3)  2(50,0) 121 (85,2) 7 (87,5)
Sim 20 (14,9) 2 (12,5) 1,000* 21 (14,2) 1(50,0)  0,273* 20 (13,3) 2 (50,0) 0,103* 21 (14,8) 1(125)  1,000%
Total 134 (100,0) 16 (100,0) 148 (100,0) 2 (100,0) 146 (100,0) 4 (100,0) 142 (100,0)  8(100,0)
Diarreia Ndo  114(85,1) 11 (68,8) 123 (83,1) 2 (100,0) 122 (83,6)  3(75,0) 119 (83,8) 6 (75,0)
Sintomatologia Sim 20 (14,9) 5(31,2)  0147*  25(16,9) 0(0,0) 1,000* 24 (16,4) 1 (25,0) 0,522* 23(16,2) 2(250)  0,625*
Total 134 (100,0) 16 (100,0) 148 (100,0) 2 (100,0) 146 (100,0) 4 (100,0) 142 (100,0)  8(100,0)
Dores Nio 67 (50,0) 6 (37.,5) 72 (48,6) 1 (50,0) 72 (49,3) 1(25,0) 68 (47,9) 5 (62,5)
abdominais  Sim 67 (50,0) 10 (62,5)  0,431** 76 (51,4) 1 (50,0) 1,000% 74 (50,7) 3(75,0) 0,620* 74 (52,1) 3(37,5) 0,486*
Total 134 (100,0) 16 (100,0) 148 (100,0) 2 (100,0) 146 (100,0) 4 (100,0) 142 (100,0) 8 (100,0)
Vémitos Nio  124(92,5) 14 (87,5) 136 (91,9)  2(100,0) 135(92,5) 3(75,0) 130 (91,5)  8(100,0)
Sim 10 (7,5) 2 (12,5) 0,619*  12(8,1) 0(0,0) 1,000* 11 (7,5) 1(25,0) 0,286* 12 (10,0) 0(0,0) 1,000*
Total 134 (100,0) 16 (100,0) 148 (100,0) 2 (100,0) 146 (100,0) 4 (100,0) 142 (100,0)  8(100,0)
Dor de Nio  93(69,4) 10 (62,5) 102 (68,9) 1 (50,0) 101 (69,2)  2(50,0) 95 (66,9) 8 (100,0)
cabeca Sim 41 (30,6) 6 (37,5) 0,777* 46 (3L1) 1 (50,0) 0,530* 45 (30,8) 2 (50,0 0,590* 47 (331) 0(0,0) 0,057*
Total 134 (100,0) 16 (100,0) 148 (100,0) 2 (100,0) 146 (100,0) 4 (100,0) 142 (100,0)  8(100,0)
Tratamento Ndo 81 (60,4) 10 (62,5) 89 (60,1) 2 (100,0) 88 (60,3) 3(75,0) 87 (61,3) 4 (50,0
antiparasitario Sim  53(39,6) 6 (37.,5) 1,000%* 59 (39,9) 0 (0,0) 0,520* 58 (39,7) 1(25,0) 1,000* 55 (38,7) 4 (50,0 0,712*
Total 134 (100,0) 16 (100,0) 148 (100,0) 2 (100,0) 146 (100,0) 4 (100,0) 142 (100,0) 8 (100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados e para determinar o valor de significAncia dos mesmos; **Foi utilizado o teste estatistico do Qui-quadrado de
Pearson para o cruzamento de dados e para determinar o valor de significancia dos mesmos.
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Anexos

Quadro 31: Distribuicéo das criangas com e sem infecdo por B. hominis de

acordo com os fatores clinicos.

Fatores Clinicos

Infe¢do sé por B. hominis

Auséncia Presenca  Sig. P*
n (%) n (%)
Imunossupressao Né&o 84 (98,8) 64 (98,5)
Sim 1(1,2) 1(1,5) 1,000*
Total 85 (100,0) 65 (100,0)
Febre Nio 70 (82,4) 58 (89,2)
Sim 15 (17.,6) 7 (10,8)
Diarreia Néo 68 (80,0) 57 (87,7)
Sim 17 (20,0) 8(12,3) 0,210**
Sintomatologia Total 85(100,0) 65 (100,0)
Dores Ndo 44 (51,8) 29 (44,6)
abdominais Sim 41 (48,2) 36 (55,4)  0,385**
Total 85 (100,0) 65 (100,0)
VVémitos Ndo 76 (89,4) 62 (95,4)
Sim 9 (10,6) 3(4,6) 0,233*
Total 85 (100,0) 65 (100,0)
Dor de cabeca N&o 62 (72,9) 41 (63,1)
Sim 23 (27,1) 24 (36,9) 0217*
Total 85 (100,0) 65 (100,0)
Tratamento Né&o 54 (63,5) 37 (56,9)
antiparasitario Sim 31 (56,7) 28 (43,1) 0,500*
Total 85 (100,0) 65 (100,0)

* Foi utilizado o teste estatistico exato de Fisher para o cruzamento de dados
e para determinar o valor de significancia dos mesmos; **Foi utilizado o teste
estatistico do Qui-quadrado de Pearson para o cruzamento de dados e para
determinar o valor de significancia dos mesmos.
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