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RESUMO

Giardia duodenalis é uma das principais causas globais de diarreia. O diagnostico
geralmente envolve a detec¢do, usando microscopia Optica, de parasitos nas fezes.
Contudo, nem todas as amostras de fezes de pessoas infectadas contém parasitos
(porque a eliminacdo de parasitos é irregular), e nem todos os testes detectam o0s
parasitos presentes em amostras positivas (porque a sensibilidade dos testes é
imperfeita). Isto dificulta a compreenséo das dinamicas de transmisséo e a avaliacdo
do desempenho dos testes diagnosticos. Neste trabalho, ilustramos uma abordagem
desenhada para estimar separadamente as probabilidades de eliminacdo de parasitos
nas fezes (0) e de deteccdo de parasitos em amostras positivas (p); esta informacéo
permite derivar estimativas corrigidas da frequéncia de infeccdo (¥). Coletamos 1-3
amostras de fezes, em semanas consecutivas, de 276 criancas (4—76 meses) de oito
creches em quatro setores do Distrito Federal, Brasil. As amostras foram processadas
por sedimentacdo espontanea e analisadas por dois observadores independentes (um
experiente, um inexperiente). Usando estes resultados replicados e modelos
hierarquicos  multi-nivel, estimamos 0 (8 = 0.44 [ICg5,0.24 — 0.66]); p
(Pexperiente = 0.64 [0.47 — 0.78];  Prnexperiente = 046 [0.33 —0.66]); e ¥

(PMeninas = 0.54 [0.28 — 0.77]; Ppmeninos = 0.34 [0.17 — 0.54]). N&o encontramos
evidéncia de que 6 mudasse com 0 género ou a idade das criancgas, ou entre dias de
coleta; p mudasse com a idade; ou W mudasse com a idade ou entre setores urbanos.
A probabilidade média de um observador experiente, usando um teste, detectar

Giardia em uma amostra procedente de wuma crianca infectada foi

Pr(d|+, Experiente) = ¥ X 8 X Pgyperiente = 1.0 X 0.44 X 0.64 ~ 0.28. O valor
méximo de Pr(d|+), caso existisse um Teste Perfeito, seria Pr(d|+, TP) =
W x 8 xprp =1.0x 8 x 1.0 ~ 0.44; portanto, para alcancar Pr(d[+) > 0.44 é

necessario aumentar 6 usando amostras replicadas. Nossas analises sugerem que
~56% das amostras de fezes de criancas infectadas ndo continha cistos de Giardia.

Como nenhum teste pode (ou deveria) detectar parasitos em amostras sem parasitos,
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0 ~ 0.44 sinaliza o limite maximo da probabilidade de detectar Giardia em uma
amostra procedente de um individuo infectado. A Unica estratégia capaz de levar

Pr(d|+) para além desse limite é usar amostras replicadas; com quatro amostras,

040 1— (1 —0.44)* = 0.90, e Pr(d| + ,4a, Experiente) = ¥ x 8,, X
DExperiente = 1.0 X 0.90 X 0.64 =~ 0.58. A abordagem que descrevemos abre novas

perspectivas para o estudo tanto dos ciclos de transmissao quanto dos procedimentos

diagnosticos das parasitoses intestinais.

Palavras-Chave: Parasitoses intestinais, exame parasitologico de fezes, diagnostico,

transmissao, modelagem hieréarquica.
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ABSTRACT

The parasitic protozoan Giardia duodenalis (‘Giardia’ hereafter) is a leading global
cause of diarrhea. As with many other intestinal pathogens, Giardia diagnosis typically
involves detecting parasite presence in stool samples. However, not all stool samples
drawn from infected individuals contain parasites (due to irregular parasite shedding),
and no test can detect the target parasites in 100% of the samples that indeed contain
those parasites (due to imperfect test sensitivity). Disentangling the effects of irregular
shedding and imperfect sensitivity on parasite detection would help us better
understand both transmission dynamics (which heavily depend on parasite-shedding
probabilities) and diagnostic-test performance (of which sensitivity is a critical
component). Here, we illustrate an approach to separately estimating, under the
assumption of no false-positives, the probabilities of Giardia shedding in the stool of
infected hosts (denoted 0) and of Giardia detection in Giardia-positive stool samples
(true test sensitivity, denoted p). With this information, we then derive corrected
estimates of host-infection frequency (¥). We collected 1-3 stool samples, in
consecutive weeks, from 276 children (4-73 months) attending 8 kindergartens in 4
urban sectors of the Federal District, Brazil. Samples were processed by the
spontaneous-sedimentation method and examined via optical microscopy by two
independent observers — an expert parasitologist and a graduate student. Using these
replicate test results and multi-level hierarchical models, we estimated (i) the
probability of Giardia shedding: 8 = 0.44 [Clys,0.24 — 0.66]; (ii) observer-specific
test sensitivities: Pgxpert = 0.64 [0.47 — 0.78]; Pnon-expert = 0.46 [0.33 — 0.66];
and (iii) gender-specific infection frequencies: Pg;s = 0.54 [0.28 — 0.77]; @Boys =
0.34 [0.17 — 0.54]. We found no evidence that shedding changed with child gender
or age, or between stool sample-collection days; that test sensitivity depended on child
age; or that infection frequency changed with child age or varied among urban sectors.
The average probability that an expert observer, using a single test, detects Giardia in
a stool sample drawn from an infected child was estimated at Pr(d|+) =

W X 0 X Pypert = 1.0 X 0.44 X 0.64 ~ 0.28 (or 28%). The maximum value
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Pr(d|+) could attain, if a Perfect Test (ppr = 1.0) existed (it does not), would be
Pr(d|+,PT) =¥ x 8 X ppr = 1.0 X 0.44 X 1.0 ~ 0.44 (or 44%). Therefore,

reaching Pr(d|+) > 0.44 requires increasing 0, which in turn requires drawing, then
pooling, replicate stool samples. Our analyses suggest, in sum, that ~56% of stool
samples drawn from infected children did not contain Giardia cysts. As no specific
test can (or should) detect parasites in parasite-free samples, 8 ~ 0.44 measures the
upper limit of the probability of detecting Giardia in a single stool sample drawn from
an infected child. The only strategy capable of taking Pr(d|+) beyond this limit is to
draw-and-pool replicate samples; with 4 pooled samples, for example, 8, ~ 1 —
(1—0.44)* = 0.90, and Pr(d[+) = ¥ X 845 X Pxpert = 1.0 X 0.90 X 0.64 ~ 0.58
(or 58%). By allowing estimation (and modeling) of pathogen-shedding probabilities
(6), the approach we illustrate paves the way to studying pathogen transmission cycles
and dynamics in unprecedented detail. Separate estimation (and modeling) of true test
sensitivity (p), moreover, may cast new light on the performance of many highly-
specific microscopy-based diagnostics used in routine practice to detect pathogens in

biological samples.

Keywords: Intestinal parasites, parasitological stool examination, diagnosis,

transmission, hierarchical modeling.
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1. INTRODUCAO

Parasitos sdo organismos que habitam outra espécie (hospedeiro), sendo
capazes de evadir a resposta imune do hospedeiro, do qual retiram 0s nutrientes
necessarios para viverem e se reproduzirem. Apesar de existirem parasitos nos cinco
reinos de seres vivos, 0s grupos mais conhecidos na medicina sdo 0s protozoarios,
helmintos e artropodes (ZELMER, 1998; GURGEL-GONCALVES, et al, 2007). Os
principais parasitos intestinais de interesse médico sdo o0s protozoarios Entamoeba
histolytica (FAUST & GUILLEN, 2012), Giardia duodenalis (sinbnimo G. lamblia/
G. intestinalis), Cryptosporidium hominis, C. parvum (THOMPSON & ASH, 2019),
Balantidium coli (CHALMERS, 2014), e os helmintos Hymenolepis nana (ABDEL,
et al, 2015), Taenia solium, T. saginata (DAILEY GARNES, WHITE & SERPA,
2018), Enterobius vermicularis (ARIYARATHENAM, et al, 2010), Ascaris
lumbricoides, Trichiuris trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator americanus e
Strongyloides stercoralis (JOURDAN, et al, 2018). Esses parasitos necessitam das
condi¢cdes ambientais adequadas (temperatura, luminosidade e oxigenagdo) para o
desenvolvimento dos ovos/cistos, sendo transmitidos para o0 homem via oral ou por
penetracdo das larvas infectivas (ANDRADE et al, 2010; HOLANDA &
VASCONCELOS, 2015).

A interacdo parasito-hospedeiro é complexa e as manifestacGes clinicas
podem mudar com o desenvolvimento da infecgdo. A presenga do parasito no
organismo ndo garante o aparecimento da doenga a qual se desenvolve dependendo
de: (i) a infectividade e carga do parasito, (ii) as condicdes fisioldgicas e imunoldgicas
do hospedeiro, e (iii) as condi¢gdes do meio ambiente. O “desequilibrio” em um dos
pontos dessa triade pode resultar no surgimento e/ou aumento de casos de doencas
(ZELMER, 1998; GORDIS, 2000; DIAS-LIMA, 2014). As infec¢bes por parasitos
intestinais sdo associa¢des desarmonicas, pois interferem diretamente na absor¢éo de
nutrientes, podendo causar diferentes manifestagdes clinicas como quadros de diarreia
e de ma absorcdo devido as infeccbes por E. histolytica, G. duodenalis,
Cryptosporidium sp. (FERREIRA, et al., 2000; HALLIEZ & BURET, 2013;
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BARTELT & SARTOT, 2015; BARTELT & PATTS-MILLS, 2016; ADAM, 2021),
obstrucdo intestinal por Ascaris lumbricoides, desnutricdo por A. lumbricoides e T.
trichiura, anemia por deficiéncia de ferro por ancilostomideos, prolapso retal por T.
trichiura, entre outros agravos. Em infecgdes intensas os parasitos podem ocasionar a
morte dos hospedeiros, principalmente em criancas e individuos imunocomprometidos
(OSHIRO, et al, 2000; BOTERO, et al, 2003; SUDRE, et al, 2007; ANDRADE, et al,
2010; MARTINS, et al, 2011; GONCALVES et al, 2015BORA, et al, 2016).

As medidas de prevencao e controle das principais parasitoses intestinais ja
sdo conhecidas. Entretanto, prevaléncia de enteroparasitoses continua a alta, sendo um
importante problema de satde publica mundial e contribuindo para elevadas taxas de
morbidade e mortalidade, principalmente nos paises em desenvolvimento. As
infeccBes causadas por parasitos intestinais estdo na lista de doencas tropicais
negligenciadas (WONG, 2005; BENIETEZ, et al., 2016). As condicdes climéticas de
regides tropicais como temperatura entre 15°C a 37°C, e chuvas frequentes com média
mensal de 50mm, sdo fatores importantes para a manutencdo e disseminacdo dos
parasitos (ALMEIDA, et al. 2005). Quando tais fatores estdo associados a populagédo
de baixo nivel socioecondmico, condi¢des precarias de saneamento basico e educacéo,
0 problema com as enteroparasitoses se torna muito grave, principalmente para as
criancas, por serem mais vulneraveis as infeccdes parasitarias, devido aos precarios
habitos higiénicos e sistema imunoldgico ainda em desenvolvimento (FERREIRA,
2000; MELO, FERRAZ, ALEIXO, 2010; FILHO, et al, 2011; VAHEDI, et al, 2012;
SEIXAS, et al, 2012; DAMAZIO, et al 2013; DE OLIVEIRA, et al, 2015; CERTAD
ET AL., 2017; ADAM, 2021).

Estimativas indicam que aproximadamente 280 milhdes de individuos no
mundo estejam infectados com G. duodenalis, 50 milhdes com E. histolytica/E. dispar,
e um bilh@o com A. lumbricoides, T. trichiura ou algum tipo de ancilostomideo. Na
América Latina, cerca de 20% a 30% da populacdo pode estar infectada por
geohelmintos. A frequéncia de parasitoses intestinais no Brasil é elevada, no Distrito
Federal a giardiase & uma das mais comuns em criangas (MUNIZ-JUNQUEIRA &
QUEIROZ, 2002; SUDRE, et al., 2007; VAHEDI, et al., 2012; SANTOS et al, 2014;
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GONCALVES, et al., 2015; BENIETEZ, et al., 2016; FONSECA, et al., 2010;
EINARSSON et al. 2016; OMS, 2017; RYAN et al, 2018).

O diagndstico de parasitos intestinais geralmente depende da deteccéo desses
parasitos nas fezes, por meio de microscopia optica (GARCIA, et al. 2017; INACIO,
et al. 2021). Contudo, um problema que afeta esses procedimentos é que nem toda
amostra de uma pessoa infectada contém parasitos, e nem todo exame microscopico
detecta os parasitos em amostras positivas (NAZER, et al. 1993; SOARES & TASCA
2016). Isto dificulta tanto a compreensdo das dinamicas de transmissdo quanto a
avaliacdo dos testes diagndsticos (ABAD-FRANCH, et al. 2020). O protozoéario
intestinal G. duodenalis é uma das principais causas globais de diarreia
(EFSTRATIOU, et al, 2017) sendo um 6timo exemplo para ilustrar o problema geral
que é intrinseco dos procedimentos com microscopia nos diagnosticos de parasitoses
intestinais (ADEYEMO, et al. 2018).

1.1 Giardia duodenalis

O agente etiol6gico da giardiase, Giardia duodenalis, € um dos protozoarios
intestinais mais prevalentes no ser humano, principalmente em criangas e pessoas
imunocomprometidas (DUPONT, 2013; CERTAD, et al, 2017). G. duodenalis € um
protozoario flagelado anaerdbio, porém, tolerante a oxigénio, patdgeno com potencial
zoondtico e uma das causas nao virais mais comuns de diarreia em humanos e animais.
Esta distribuido em todo o0 mundo e estima-se que cause ~ 280 milhdes de infeccdes
sintomaticas anualmente e por estar diretamente relacionado ao desenvolvimento
socioecondémico da regido em questdo, essa infeccdo estd na lista de doencas
negligenciadas da Organizagdo Mundial de Saude desde 2004 (SAVIOLI, SMITH,
THOMPSON, 2006; ANKARKLEYV, et al, 2010).

A prevaléncia de giardiase em humanos é de 0,4% a 7,5% em paises
desenvolvidos e de 8% a 30% em paises subdesenvolvidos, sendo que em criangas, é

responsavel por quadros de diarreia em 2 a 7% e 20 a 30%, respectivamente
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(MACHADO & COSTA-CRUZ, 1998; FENG & XIAO, 2011; FLETCHER, et al,
2012). Em um estudo sobre 381 surtos de doencas de veiculacéo hidrica causadas por
protozoarios, em nivel mundial, entre os anos 2011 e 2016, o parasito G. duodenalis
apareceu como o segundo agente causador com 37% dos casos perdendo apenas para
Cryptosporidium spp. (EFSTRATIOU, et al, 2017).

1.1.2 Histéria e Taxonomia

Antonie van Leeuwenhoek foi quem observou o protozoario pela primeira
vez em 1681, enquanto avaliava suas proprias amostras de fezes diarreicas, mas o
parasito sé foi ser descrito mais detalhadamente por Lamb em 1859, que pensava se
tratar de um organismo pertencente ao género Cercomonas e 0 nomeou de
Cercomonas intestinalis. Nos anos seguintes varias outras nomenclaturas foram
sugeridas, sendo Kunstler que o designou como Giardia pela primeira vez. Em 1888,
Blanchard prop6s Lamblia intestinalis, que Stiles mudou para G. duodenalis em 1902;
Kofoid e Christiansen indicaram o nome G. lamblia em 1915. A taxonomia
permaneceu confusa com varios pesquisadores sugerindo denominac6es baseadas na
morfologia e hospedeiro de origem, o que levou a descricdo de mais de cinquenta
espécies de Giardia (ADAM, 2001). Apesar dos nomes G. duodenalis, G. lamblia e
G. intestinalis serem sindnimos, G. duodenalis tem prioridade sobre os outros dois
nomes de acordo com as Regras da Nomenclatura Zool6gica (THOMPSON E MONIS,
2004). O nome G. lamblia foi bastante usado e aceito na decada de 1970, porém outros
pesquisadores incentivaram o uso dos nomes G. duodenalis e G. intestinalis entre 1980
e 1990 (KULDA & NOHYNKOVA, 1978; ADAM, 2001).

As espécies de Giardia foram reorganizadas ao caracterizar a variagdo
morfoldgica existente entre diferentes isolados, sendo as diferengas encontradas no
comprimento e formato dos corpos medianos internos. Assim, com bases nesses
achados propuseram a existéncia de trés espécies (Figura 1) morfologicamente

distintas: Giardia duodenalis em seres humanos e uma variedade de mamiferos,
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Giardia muris em roedores e Giardia agilis em anfibios (FILICE, 1952; MONIS,
1999). Em anos posteriores, considerando caracteristicas morfologicas, e com auxilio
da microscopia de varredura e estudos moleculares, outras espécies (Figura 1) foram
reconhecidas: Giardia microti em roedores, Giardia psittaci e Giardia ardeae em aves
(RYAN; CACCIO, 2013) e Giardia paramelis em marsupiais (HILLMAN, et al.,
2016).

G. duodenalis
Disco ventral
Corpos medianos
Flagelo posterior
lateral

Figura 1 - Espécies de Giardia: G. duodenalis; G. muris; G. agilis, respectivamente. (Adaptado de
THOMPSON, 2004).
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Flagelo
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A realizacdo de andlises moleculares em isolados humanos e animais,
comparando as isoenzimas, antigenos, cariétipos e sequéncias de DNA, demonstraram
uma diversidade no grupo morfolégico de Giardia (Figura 2). Giardia ¢ um
organismo tetrapléide e estudos recentes mostram que o genoma de Giardia é
pequeno, com 5 cromossomos e 4,963 genes codificando proteinas (XU, JEX, &
SVARD, 2020; RODRIGUEZ-WALKER, et al., 2022. ROJAS-LOPEZ, et al., 2022).
Assim, 0s genotipos mais proximos foram agrupados em genotipos de A até H e
subgendtipos: Al, All, Blll e BIV, que abrangem oito grupos genéticos dos quais 0s
gendtipos A e B sdo patdgenos humanos e também de uma variedade de mamiferos
(CACCIO, et al., 2002; FENG & XIAO, 2011).
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Figura 2 - Arvore filogenética da espécie Giardia duodenalis (G. lamblia) através da anélise do gene

gdh (adaptado MONIS et al., 2009)

1.1.3 Morfologia e Ciclo de vida

Giardia duodenalis possui um ciclo de vida simples e direto, apresentando

duas formas distintas: trofozoito e cisto. Os trofozoitos habitam o interior do trato

gastrointestinal do hospedeiro, os quais em condicdes ideais de temperatura (em torno

de 37°C) e pH &cido permanecem viaveis e ativos (Figura 3). Eles sdo formas moveis,
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possuem simetria bilateral, com contorno piriforme e corpo com achatamento
dorsoventral. Na superficie ventral do protozoario se localiza um disco ventral e no
interior do citoplasma, um par de ndcleos, dois pares de feixes de fibras longitudinais
(axonema) e quatro pares de flagelos. Esta forma mede de 12 a 20 um de comprimento
por 5 a9 pum de largura e habita o duodeno e porgdes iniciais do jejuno do hospedeiro
(ANKARKLEV, et al., 2010; BENCHIMOL & DE SOUZA, 2011). Os quatro pares
de flagelos surgem dos corpos basais, que estdo proximos do ndcleo. A funcdo deles
esta relacionada com a mobilidade, mas também pode impedir que os trofozoitos sejam
arrastados pelos movimentos peristalticos intestinais. Os flagelos podem ter um papel
importante na fase de encistamento, pelo fato de surgirem precocemente neste
processo (ADAM, 2001).

Giardia spp. ndo invadem os tecidos dos hospedeiros, nem tdo pouco a
corrente sanguinea, limitando sua presenca a luz intestinal, principalmente duodeno e
jejuno. A capacidade do trofozoito em aderir ao epitélio intestinal, em grande parte,
pode definir o estabelecimento da doenca (CARRANZA & LUJAN, 2010). Aderidos
aos enterocitos os trofozoitos estdo em um microambiente com pH préximo a neutro,
devido a cobertura pelo muco intestinal que € um mecanismo inato do sistema de
defesa, dificultando assim a adesdo dos trofozoitos a mucosa (TURNER, 2009).
Quando os trofozoitos conseguem se aderir a mucosa, s6 0s movimentos peristalticos
ndo sdo suficientes para remové-los (ADAM, 2001; ANKARKLEV, et al., 2010).
Durante a infeccdo, devido a condi¢des desfavoraveis para o crescimento do parasito
ou ainda para que evitem de ficarem presos pelo muco, os trofozoitos se soltam dos
enterdcitos e buscam se aderir novamente em outro local. Quando ndo aderem
novamente os trofozoitos ficam sujeitos a um ambiente ligeiramente alcalino, com
baixos niveis de colesterol e rico em bile, 0 que acaba desencadeando o processo de
encistamento (LUJAN et al., 1998; LAUWAET et al., 2007), que se inicia no baixo
ileo, sendo o ceco o principal local. Embora alteragdes do pH sejam de extrema
relevancia nesse processo (ADAM, 2001), alguns estudos usam da privacdo de
colesterol como suficientemente necessario para iniciar a diferenciacéo de trofozoitos
em cistos (LUJAN et al., 1996).
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O cisto (Figura 3) é o estagio de estrutura resistente, podendo permanecer
viavel por bastante tempo. Principal responsavel pela transmissao, tem aspecto ovdide,
medindo entre 8 a 14um de comprimento e 7 a 10 um de largura, suas estruturas
internas estdo duplicadas (ADAM, 1991; BENCHIMOL & DE SOUZA, 2011). Os
cistos séo eliminados do organismo juntamente com as fezes. No meio ambiente e
condicdes ideais, permanecem viaveis no solo por cerca de um ano, contaminando
agua e alimentos (LOPEZ-ROMERO, et al., 2015).

Mitossomas
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Figura 3 - Principais caracteristicas do trofozoito e cisto de Giardia duodenalis. A - O trofozoito
visto dorsalmente. Composto por oito flagelos organizados em quatro pares. Os corpos basais sdo 0s
locais de onde os flagelos se originam. O corpo mediano € uma estrutura microtubular. O disco adesivo
é uma estrutura de fixacdo grande e rigida composta por microtibulos. Existem varios mitossomas
centrais e periféricos na célula. As vesiculas periféricas sdo vesiculas semelhantes a lisossomos que se
encontram abaixo da membrana plasmatica em toda a célula. B - No cisto, a parede e uma camada
interna composta por duas membranas. Os cistos tém formato oval e medem 8-12 pm de comprimento
por 7-10 um de largura. O disco adesivo e os flagelos sdo desmontados e armazenados no parasita. O
cisto possui quatro nucleos dioloides, e o trofozoito é tetrapldide. (Adaptado de ANKARKLEYV et al.,
2010).

A principal forma de transmissdo é fecal-oral, ou seja, 0 hospedeiro infecta-
se ao ingerir cistos eliminados pelas fezes e que contamina agua ou alimentos ou por
contato direto com pessoas e animais infectados. O desencistamento (Figura 4) ocorre
pela acdo de &cidos gastricos e enzimas pancreaticas e rapidamente emergem 0s

trofozoitos (ADAM, 2001). Cada cisto libera um trofozoito tetranucleado, que se
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divide por fissdo binaria, dando origem a dois trofozoitos. Os cistos sdo imediatamente
infectantes quando eliminados junto as fezes do hospedeiro (ADAM, 1991;
O’HANDLEY & OLSO, 2006)

Nucleo
Desencistamento

% / Cisto
)
bz
Encistamento
Replicacdo
Flagelo Ndcleo

Trofozoitos —

Epitélio —

adesivo

Figura 4 - Ciclo de vida Giardia duodenalis - Os cistos sdo expostos ao acido gastrico, desencadeando
uma rapida diferenciacdo de cistos em trofozoitos vegetativos. Os trofozoitos se ligam ao epitélio
intestinal com o disco adesivo. Na fase inicial do encistamento os trofozoitos se arredondam e as
vesiculas especificas de encistamento se tornam visiveis. Durante o encistamento tardio, os nucleos se
dividem (dando quatro nicleos diploides) e 0 DNA é replicado mais uma vez, gerando cistos com quatro
nacleos. Os cistos tém uma taxa metabdlica mais baixa que os trofozoitos e sdo altamente resistentes a
fatores ambientais, podendo sobreviver por varias semanas em agua fria fora do hospedeiro (Adaptado
de ANKARKLEV et al., 2010).

1.1.4 Fisiopatologia e sinais clinicos

Muitos pesquisadores acreditam que existe um numero elevado de pessoas
que se infectam com G. duodenalis, quando comparado com uma minoria de
individuos que apresenta a giardiase assintomatica, oligossintomatica ou como
sintomas mais graves (KRAFT, et al., 2017; RYAN, et al., 2019). Esse fato esta
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relacionado com um numero elevado de pessoas que vivem em areas de risco de
infeccdo e ndo adquirem a giardiase. Assim, 0s mecanismos de acdo do sistema
imunoldgico conseguem impedir o estabelecimento do protozoario e a evolucéo da
doenca (JANEWAY, 2001; ROJAS-LOPEZ, et al., 2022).

No entanto, nos casos de giardiase, o individuo pode apresentar um quadro
clinico diverso, que varia desde casos assintomaticos, mas com exames parasitologicos
positivos, até os quadros agudos, crénicos ou intermitentes. Essa variagdo no quadro
clinico da protozoonose depende de fatores intrinsecos do parasito como a viruléncia
da cepa com a qual a pessoa se infectou, presenca ou auséncia de coinfeccbes da
giardiase com outras doencas parasitarias ou outras comorbidades, estado nutricional
e imunologico do hospedeiro, ou natureza da microflora intestinal (FENG & XIAO,
2011; SANTANA, et al., 2014; LEUNG, et al., 2019). Os sintomas mais comumente
associados a doenca incluem diarreia, fraqueza, fezes com mal cheiro e gordurosas,
cblicas abdominais, ndusea, perda de apetite, inchaco abdominal, perda de peso,
alergias, retardo do crescimento e desenvolvimento, e déficit cognitivo (HALLIEZ &
BURET, 2013; BARTELT & SARTOT, 2015; BARTELT & PATTS-MILLS, 2016;
ADAM, 2021). A doenga pode ser assintomética, fazendo com que reduza a procura
por auxilio médico e assim pode tornar o portador da parasitose um reservatorio
disseminador de cistos. Quando a infeccdo é em individuos imunocomprometidos, e 0
namero de linfécitos CD4+ ¢é reduzido, o risco de infeccdo sintomaética por Giardia
aumenta, com tendéncia ao desenvolvimento de diarreia cronica (DWIVEDI et al,
2007; CERTAD, et al, 2017).

Em criancas, o parasito pode ser responsavel por reducdo do crescimento e
desenvolvimento cognitivo. Isto ocorre, porque a giardiase induz alteracdes dos vilos
e microvilosidades no intestino delgado, e mesmo sendo um parasito
predominantemente luminal, os trofozoitos aderem a mucosa intestinal e alteram a
arquitetura no local da adeséo, promovendo atrofia vilosa e diminui¢do da produgéo
enzimatica (BURET, et al., 1990), que € seguida de uma série de acontecimentos que
induzem o aumento da permeabilidade intestinal, levando a diarreia por mé absorcéo

de agua, eletrdlitos, glucose, vitaminas A e B, gordura, lactose e folato, tendo como
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consequéncia a perda de peso (RUEST, et al., 1997; SAMUEL, et al., 2001).

1.1.5 Resposta Imunoldgica

Existem duas formas do organismo do hospedeiro eliminar G. duodenalis:
logo apods o parasito entrar no organismo, o sistema imunolégico inato atua impedido
que o protozoario evolua. Ou o protozoario se instala no intestino do individuo e ativa
a resposta imunoldgica adquirida celular ou humoral, e nesse caso muitos parasitos
morrem devido a acdo do sistema imune, porém 0s parasitos que resistem a acao,
induzem os quadros sintomaticos da doenca (ZAMBRANO-VILLA, et al., 2002).

O equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro pode ser quebrado devido a
imunossupressao induzida pelo parasito ou por uma resposta imune exagerada contra
o0 parasito. As deficiéncias imunolégicas devido as: disfuncdes de células fagociticas,
deficiéncia do Sistema de Complemento (Imunidade inata), deficiéncia de producédo
de anticorpos por plasmdcitos ou deficiéncia da funcdo de células T (imunidade
adaptativa), aumentam a susceptibilidade a infecdo e o estabelecimento de quadros
sintomaticos agudos graves, que podem evoluir para infeccBes cronicas (JANEWAY,
2001; ADAM, 2021).

1.1.5.1 Imunidade Inata/ Adaptativa

A infeccdo por G. duodenalis na maioria dos casos, cerca de 85%, €
autolimitada,. Esse fato, indica que ha eficiéncia no mecanismo de defesa inato do
hospedeiro contra o parasito (FAUBERT, 2000). A mucosa intestinal é muito
complexa, ela consegue discernir diferentes antigenos de diferentes origens: alimentos,
bactérias comensais ou patogénicas, e ainda responder a presenca de patdgenos, via
resposta imunoldgica. O parasito G. duodenalis ndo invade o endotélio, por isso, pouca

ou nenhuma resposta inflamatoria é observada no local, onde ele estd aderido
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(ECKMANN, 2003; MULLER; VON ALLMEN, 2005, SOLAYMANI-
MOHAMMADI; SINGER, 2010).

A imunidade inata e adaptativa responde em conjunto para controlar a
infecdo por Giardia (Figura 5). A primeira barreira contra o parasito é a barreira
mecanica: muco e peristaltismo. O muco diminui a adesao do parasito e o peristaltismo
aumenta o transito intestinal que pode eliminar muitos trofozoitos. A imunidade inata
é inespecifica e de acdo rapida, sendo a primeira linha de defesa contra Giardia. No
inicio, o parasito coloniza o duodeno e jejuno, um ambiente hostil para o seu
desenvolvimento, devido a grande concentracdo de bile e enzimas digestivas, além da
renovacdo do endotélio e a constante adesdo e “desadesdo” dos trofozoitos no
endotélio para evitarem de ficarem presos pelo muco, ja faz com que a taxa de infec¢édo
seja minimizada (LOPEZ-ROMERQO, et al., 2015).
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Figura 5. Mecanismos de defesa do hospedeiro contra G. duodenalis. (1) A camada de muco e 0s
movimentos peristalticos constituem barreiras mecanicas. (2) Peptideos antimicrobianos podem matar
os trofozoitos. (3) A microbiota do intestino possui um efeito anti-Giardia por competicao, toxicidade
direta ou modulando a resposta do sistema imune. (4) Os mastdcitos liberam citocinas pré-inflamatérias,
tais como a IL-6; a desgranulagdo dos mastocitos promove o peristaltismo. (5) Enterocitos e macrdfagos
produzem 6xido nitrico, que contribui para o peristaltismo. (6) As células M9 capturam os antigenos do
limen do intestino e os levam para as placas de Peyer para induzir a resposta imune. (7) As células
dendriticas desempenham o papel de "conectoras" entre a imunidade inata e adaptativa. (8) As células
dendriticas interiorizam e processam os antigenos de Giardia para posteriormente apresenta-los, através
de moléculas MHC de classe I, as células T naive (inativas). (9) As células T ativadas liberam uma
gama de citocinas que modulam a resposta anti Giardia. (10) Os plasmdcitos migram para lamina
prépria para liberarem IgA, o que pode inibir a Giardia de aderir nas células epiteliais do intestino. (11)
Células Th17 e células T CD4+ sdo ativadas durante a imunidade adaptativa precoce e liberam citocinas,
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tais como IL-17, IL-21, IL-22, as quais desempenham um papel pré-inflamatério. (12) Linfocitos
intraepiteliais sdo principalmente células T CD8+ e desempenham um papel no dano patoldgico do
intestino durante a giardiase. (Adaptado de LOPEZ-ROMERO et al., 2015).

Resultados da literatura mostraram que diferencas na microbiota intestinal
dos hospedeiros e as diferentes linhagens do parasito poderiam explicar a
susceptibilidade a infeccdo. Além disso, a microbiota do intestino interfere no
crescimento e na fisiopatologia da infeccao por Giardia. Essas bactérias tem um efeito
anti-Giardia por modular a resposta imune, competicdo ou toxicidade direta
(SOLAYMANI-MOHAMMADI & SINGER, 2010; BERRILLI, etal., 2012; GOYAL
& SHUKLA, 2013). Desta forma, esses mecanismos ajudam a reduzir a duracao e a
intensidade do parasitismo, e manter a integridade do epitélio intestinal (SHUKLA et
al., 2012; GOYAL, et al., 2013).

Existem evidéncias de que o éxido nitrico (ON) produzido pelas células do
epitélio intestinal e por macrofagos, contribua na eliminagdo dos trofozoitos de
Giardia, pois possuem atividade citotoxica e imunomoduladora (ECKMANN, et al.,
2000; ECKMANN, 2003; MULLER; VON ALLMEN, 2005). Resultados de pesquisa
corroboram com os dados desses autores, pois foram observados que pessoas adultas
infectadas com G. duodenalis apresentam niveis de ON elevados (MATOWICKA-
KARNA, et al., 2011), enquanto criangas com giardiase apresentavam niveis de oxido
nitrico reduzidos (MOKRZYCKA, et al., 2010). Estudos de citotoxidade do ON sobre
G. duodenalis dos gendtipos A, B e E, mostraram que o efeito citostatico inibe o
processo de desencistamento e encistamento do protozoario, sendo que, 0s genotipos
B e E sdo mais suscetiveis a acdo de ON do que o genotipo A. Esses resultados sugerem
que o ON é gendtipo dependente. Além disso, 0 ON aumenta o transito e a motilidade
intestinal que juntos formam uma importante barreira contra a fixagéo e colonizacéo
da Giardia na mucosa intestinal (ANDERSEN, et al., 2006; BENERE, et al., 2012).

Outros mecanismos de controle da G. duodenalis no intestino, sdo realizados
pelas células M (Microfold cells). Essas células captam por meio de endocitose 0s
antigenos do protozoario no limen intestinal do protozoario e levam para as placas de
Peyer, onde séo transfiridos para as células dendriticas e os macrofagos, e esses por

sua vez, os apresentam para os linfocitos, induzindo assim a resposta imunoldgica
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adquirida, celular ou humoral. As células dendriticas funcionam como "conectores"
entre a imunidade inata e imunidade adaptativa. Estas células estdo no endotélio, e
realizam fagdcitose de antigenos especificos de Giardia, 0s processam e apresentam a
via moléculas MHC de classe I (MHC-I1), junto a coreceptores, as células T naive nos
6rgdos do sistema imune local e sistémico. As células T sdo ativadas e liberam
citocinas, que modulam a resposta imune anti-Giardia (LOPEZ-ROMERO, et al.,
2015). Estudos mostram que 0s mastocitos presentes na mucosa intestinal liberam a
interleucina 6 (IL-6) gque atua junto ao ON aumentando o peristaltismo e ativando as
celulas B a se diferenciarem em plasmocitos e sintetizarem anticorpos A (IgA)
especificos contra antigenos de G. duodenalis, ou seja, anti-Giardia (L1 et al., 2004).

Individuos com giardiase podem apresentar niveis alterados de varias
citocinas como: TNF-a, IFN-y, 1L-12, IL-5, IL-4, IL-2, IL-3, IL17, IL-22 e IL-23
(LOPEZ-ROMERQO, et al., 2015), sendo a IL-6 a que apresenta taxas maiores
(SCHELLER, et al., 2011). Pesquisas usando modelos animais com deficiéncia em
TNF-0, IL-6 e IL-17 mostraram uma menor capacidade de interromper a infecgéo por
Giardia (KAMDA, et al., 2012). Outro estudo realizado em camundongos mostrou
que as células dendriticas sdo as responsaveis pela producgdo de IL-6, a qual contribui
com a eliminacdo da infeccdo por Giardia (BIENZ, et al., 2003).

Os hospedeiros imunocompetentes, tanto modelos experimentais quanto
humanos, levam de trés a cinco semanas pés-infeccdo para eliminar os parasitos,
mostrando o estabelecimento da imunidade humoral (LANGFORD, et al., 2002;
ECKMANN, 2003; VELAZQUEZ, et al., 2005), ficando resistentes as infeccoes
posteriores ou com menores danos significativos no epitélio intestinal (SOLAYMANI-
MOHAMMADI; SINGER, 2010). Os anticorpos séricos (IgG, IgM e IgA anti-
Giardia) e intestinais (IgA anti- Giardia) sdo produzidos por hospedeiros contra 0s
antigenos dos trofozoitos no intestino. A IgA diminui a capacidade dos trofozoitos
aderirem a superficie das células do epitélio intestinal, atuando especificamente nas
proteinas presentes no disco adesivo (o-giardinas). Essa interacdo do antigeno e

anticorpo interagem com as células da mucosa intestinal, aumentam o peristaltismo
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intestinal, contribuindo com a expulsdo dos parasitos (HEYWORTH & VERGARA,
1994; HERNADEZ-SANCHEZ, et al., 2008).

O entendimento da resposta Thl e Th2 é importante na defesa do hospedeiro
contra as infecgbes. A resposta Thl é efetora contra protozoarios e bactérias
intracelulares, e virus, enquanto a resposta Th2 é mais efetiva contra os helmintos e a
resposta Th17 contra bactérias extracelulares. As respostas mediadas por essas celulas
sdo antagonicas, 0 que permite uma homeostasia no sistema imune e uma resposta
balanceada (MILLS & MCGUIRK, 2004).

1.1.6 Meétodos de diagndstico da giardiase

Existe uma variedade de métodos de diagnostico para giardiase, cada um com
suas vantagens e desvantagens. Encontrar o parasito é importante para o tratamento
clinico da doenga, mas também para limitar a infeccdo pelos cistos e prevenir a
zoonose (COSTA et al., 2016; OLSON, 2010).

Hé& padrdes diferentes de eliminacdo dos cistos pelos individuos infectados.
Alguns eliminam um ndmero mais alto que outros, 0 que pode ser uma barreira no
diagndstico. Muitos autores sugerem a necessidade de se realizar o exame coproldgico
com pelo menos trés amostras fecais, coletados em dias consecutivos ou alternados
para melhor sensibilidade dos métodos parasitologicos. Assim, dados da literatura
mostram que usando uma amostra de fezes, permite detectar de 60 a 80% das infecdes,
porém, quando usam trés ou mais amostras detectam mais de 90% dos casos positivos
(GARDNER & HILL, 2001; PITAES, et al., 2015).

Geralmente, o diagnostico € feito através da identificacdo de trofozoitos ou
cistos por microscopia oOtica em amostras fecais (KOEHLER et al., 2014). Os cistos
(Figura 6) podem ser visualizados por meio de exames parasitologicos de fezes (EPFS)
utilizando sacarose, sulfato de zinco (FAUST et al., 1939), formalina (RITCHIE,
1948), sedimentacdo espontanea (HOFFMANN, et al, 1934) e o “three fecal test” (TF-
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Test) que apresentam resultados satisfatérios (CARVALHO et al., 2016). Trofozoitos
moveis estdo correlacionados com a manifestacdo clinica da doenca e podem ser
observados por exame microscopico direto de amostras fecais diarreicas recém-
colhidas (ADAM, 1991; SAMUEL et al., 2001; KOEHLER et al., 2014).

: ¥
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Figura 6. Cistos de Giardia duodenalis visualizados por microscopia 6ptica. (Fonte: Ferreira-Sa, L. C.
E)

As vantagens desses EPFs baseiam-se na sua elevada especificidade, no seu
baixo custo e por serem métodos ndo invasivos na colheita da amostra. Contudo o
sucesso do diagnostico depende da presenca e deteccdo do parasito na amostra, o que
esta diretamente ligado a experiéncia e capacidades do técnico de microscopia, sendo
assim sensibilidade a sua desvantagem (SOARES & TASCA, 2016; ADEYEMO, et
al, 2018). Em alguns casos, principalmente nas infeccBes cronicas por Giardia, 0s
exames coprolégicos podem resultar falsos negativos em pessoas doentes com
sintomas clinicos da doenga como: diarreia e ma absorcdo. Nesses casos, é necessario
a realizacdo de um exame direto no intestino por meio de endoscopia digestiva com
aspiracdo ou biopsia (ORTEGA & ADAM, 1997). Por serem procedimentos

invasivos, demorados e caros, eles sdo impraticaveis na rotina (SAMUEL, et al., 2001).
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Os ensaios imunoenzimaticos como, imunofluorescéncia, enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) e imunocromatografia, também sao utilizados para o
diagnostico da giardiase, e visam mensurar no plasma sanguineo a presenca de
imunoglobulinas especificas e reativas anti-Giardia, e também a deteccéo de antigenos
do parasito em suspensdes fecais. Essas técnicas possuem a facilidade de estarem
disponiveis em kits comerciais e nao necessitar de microscopista experiente
(HELLER, 2004 & SINGHAL, et al. 2015). Esses métodos apresentam bons
resultados em sensibilidade e especificidade, contudo apresentam como maior
desvantagem o fato de os kits comerciais serem caros, podendo apresentar falhas na
deteccdo (falsos-negativos) e apenas a imunofluorescéncia permite a quantificagao do
numero de cistos por grama de fezes (GEURDEN, et al., 2010). Os exames baseados
em sorodiagnéstico ndo permitem diferenciar uma infeccdo recente de uma cronica,
sendo mais usados em estudos epidemioldgicos e imunologicos (ORTEGA & ADAM,
1997; SAMUEL, et al., 2001; BURNET, 2018).

Resultados apresentados na literatura mostram que a técnica molecular
Polymerase Chain Reaction (PCR) apresenta maior sensibilidade e especificidade no
diagnostico da giardiase, do que a microscopia convencional e as técnicas
imunolégicas. PCR é uma técnica rapida, de facil execucdo e permite a analise de
inimeras amostras ao mesmo tempo (IVANOV, 2010). Em varios dos estudos, a PCR
em tempo real (qQPCR) mostrou uma sensibilidade de 98% e especificidade de 100%.
Na teoria o limite para deteccdo é de apenas um cisto, associado a marcadores
genéticos especificos (primers e sondas), que permite amplificar e quantificar DNA
dos organismos de diferentes matrizes. A sensibilidade da técnica do gPCR pode ser
até 10° mais sensivel que a PCR convencional (GEURDEN, et al., 2010; ARAUJO,
2015; MERO, et al., 2017). O cisto, estagio do parasito comumente encontrado nas
fezes apresenta uma estrutura firme, resistentes a detergentes, portanto, um desafio na
extracdo de DNA para a realizacdo da qPCR. Assim, diferentes estratégias de pré-
tratamento das amostras devem ser aplicadas para romper a parede do cisto e liberar o
DNA para a extracdo (ADAMSKA, et al., 2011; NURMINEN, et al., 2015). Existem

varias versdes de protocolos para melhorar a extracdo de DNA em amostras de fezes
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e as alguns mixes das reagdes e tampdes ja veem prontos para 0 uso, ja se encontram
disponiveis no mercado (VERWIJ, et al, 2003.; NURMINEN, et al, 2015).

No entanto, deve-se considerar que testes diagnosticos podem falhar ao
detectar uma infeccdo porque (1) a eliminacdo de Giardia nas fezes é irregular
(GARDNER & HILL 2001) e (2) nenhum método de detecgdo é perfeito (ABAD-
FRANCH 2020), por exemplo, a detec¢cdo do parasito pelo método de sedimentacao
espontanea esta relacionada a coleta/processamento correto da amostra, experiéncia
do observador e as condi¢fes do equipamento usado na analise da amostra (SOARES
& TASCA 2016, GARCIA, et al. 2017, ADEYEMO, et al. 2018). Incertezas
relacionadas a esses processos existem e, por isso, trés niveis hierarquicos devem ser

considerados no diagndstico: o sujeito, a amostra e o teste (ABAD-FRANCH, 2020).

1.2 Deteccgdo de patdégenos e modelagem

A deteccdo de um patdgeno em um corpo infectado ndo é facil, pois podem
ocorrer ‘falsos-negativos’, isso ocorre quando o patdgeno esta presente no organismo
do individuo, mas ndo foi detectado pelo teste. Também é possivel ocorrer o falso-
positivo em uma pesquisa de presencga-auséncia, no entanto, esse tipo de erro é
considerado menos prevalente por dois motivos: (i) os falsos positivos mostram um
erro na identificacdo de um organismo depois que ele foi visualizado, esse tipo de erro
diminui drasticamente mesmo com pouca experiéncia do observador; (ii) € comum nao
registrar uma espécie quando se ha davida sobre sua identidade. Esses falsos-positivos
acabam por se converter em falsos negativos e tendem a inflar a taxa de falsos-
negativos (MILLER, et al, 2011; GUILLERA-ARROITA, et al, 2017; ABAD-
FRANCH, 2020).

Uma recomendacdo comum (CDC 2022, MAYO CLINIC 2022) e cléssica
(DANCIGER & LOPEZ 1975, WHO, 1987, GARCIA, 1992) para aumentar a

efetividade dos exames parasitoldgicos de fezes baseados na microscopia 6ptica (EPF-
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MO) na deteccdo de Giardia e outros parasitos intestinais € examinar mais de uma
amostra por individuo (NAZER, et al. 1993; HIATT, et al. 1995; CARTWRIGHT
1999; HANSON & CARTWRIGHT, 2001; SOARES & TASCA, 2016; GARCIA, et

POPULACAO Prevaléncia
. & Infeccdo
INDIVIDUO
b 4
\ /
1 Disponibilidade
AMOSTRAS dadaa infecgdo
do individuo =
0
| Deteccdo
dadaa
TESTES disponibilidade
nasamostras | [=|[=|[= === p

al. 2018; ADAM, 2021). A base desta recomendacdo é o reconhecimento de que
qualquer EPF-MO pode “falhar” no diagnoéstico da infecgdo por Giardia (ou outros

parasitos) (Figura 7).

Figura 7. O processo hierarquico de detectar um parasito em seus hospedeiros. O esquema mostra
gue detectar um parasito em seus hospedeiros envolve uma hierarquia de pelo menos trés niveis: sujeitos
(que estdo infectados com probabilidade ¥); amostras derivadas de cada sujeito (e que contém parasitos
com probabilidade 6 quando o sujeito esta infectado); e procedimentos ou testes diagnésticos aplicados
a cada amostra (e que detectam os parasitos, quando estes estdo presentes na amostra, com probabilidade
p). Para entender como essa hierarquia funciona, é preciso estimar trés probabilidades: i) a de detec¢do
do parasito pelo teste (has laminas com gotas pretas o parasito foi detectado, nas ldaminas com gotas
brancas o parasito ndo foi detectado pelo teste); ii) a de disponibilidade do parasito na amostra (pote
com amostra preta e um desenho tem o parasito, pote com amostra branca ndo tem o parasito); e iii) a
de infeccdo do individuo (que pode estar infectado ou ndo). (Adaptado de ABAD-FRANCH, 2020).
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A eliminacdo de Giardia (e outros parasitos) nas fezes é tipicamente irregular,
de forma que nem todas as amostras de fezes procedentes de um hospedeiro infectado
contém parasitos; em outras palavras, a disponibilidade de parasitos em amostras
procedentes de hospedeiros infectados é < 100%. Por outro lado, nenhum teste
diagndstico (incluindo as diversas técnicas de EPF-MO) detecta sempre 0s parasitos
presentes em amostras que, de fato, contém parasitos; em outras palavras, a

sensibilidade (sensu stricto) de qualquer teste é < 100%.

Nos Ultimos anos, tornou possivel lidar com a possibilidade desses erros de
diagndstico, como ja tem sido feito por muitos ecologistas, que realizam pesquisas
repetidas de cada local para resolverem esses erros. Com os dados obtidos nessas
pesquisas repetidas, € possivel criar modelos para estimar a probabilidade de presenca
de espécies na amostra (MACKENZIE, et al., 2002), e a probabilidade de detec¢do em
um local onde a espécie esta presente. Esses modelos e suas extensfes sdo referidos
como modelos de detecgdo de ocupacao do local, permitindo que a ocorréncia de uma
espécie seja estimada com mais precisdo, a0 mesmo tempo em que leva em conta
falsos negativos na deteccdo (GUILLERA-ARROITA, et al.,, 2017 DORAZIO;
ERICKISON, 2017).

O processo de deteccdo de um patdgeno em uma amostra de um hospedeiro
foi analisado por Abad-Franch (2020), sugerindo um modelo hierarquico onde, no topo
da hierarquia, os individuos séo infectados com uma certa probabilidade (indicada por
¥). No segundo nivel, as amostras coletadas dos individuos contém um patégeno com
uma certa probabilidade (indicada por 6) que depende do sujeito ser infectado e, no
terceiro nivel esta um teste que detecta o patdgeno em uma amostra com uma certa
probabilidade (indicada por p) que esta condicionado ao alvo estar disponivel na

amostra (que deve vir de um individuo infectado).

Desta forma, W mede a probabilidade (Pr) de um individuo estar infectado; 6
mede a disponibilidade do patdogeno numa amostra, dada a infeccdo; e p mede a
sensibilidade ao nivel do teste, dada a infeccdo e disponibilidade do patogeno na
amostra. Se um resultado de um teste feito em uma amostra de um individuo aleatério

der como “negativo”, deve-se considerar uma das trés possibilidades: (i) o sujeito ndo
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estava infectado (probabilidade 1 — W); (ii) o sujeito foi infectado (probabilidade W),
mas o patégeno ndo estava disponivel na amostra (probabilidade 1 — 6); ou (iii) o
sujeito foi infectado (probabilidade W) e o patdgeno estava disponivel para deteccdo
na amostra (com probabilidade 6), mas ndo foi detectada pelo teste (probabilidade 1 —

p). Logo a probabilidade de observar um teste de resultado negativo ("0") é:
Pril)=1-Y)+¥Yx(1-0)+¥x0x(1—-p)

Logo se o resultado do teste for positivo (assumindo 100% de especificidade)
sabe-se que o individuo foi infectado e o patdgeno estava disponivel para a deteccéo e
o teste detectou o patdgeno. A probabilidade de observar um resultado positivo ("1")

é:
Pr(l) = ¥x60Xp

Aqui também se aplica a amostragem repetida que resultara em um historico
de deteccdo do patdgeno em testes replicados executados em amostras replicadas de
cada individuo. Por exemplo a probabilidade de observar o historico de detecgédo (“1

0”) de uma amostra (Al) analisada por dois testes diferentes (T1 e T2) é:

Pr(10) = ¥ X [0a1 X pr1-a1 X (1 —Pr2-a1)]
Ja para o historico de detec¢do (“0 0””) da amostra A2 é:
Pr(00) = WX 6a; + (1 —642) X (1 —pri—az) X (1 —Pr2-a2)

Por fim, os modelos de ocupacéo precisam de algum tipo repeticdes seriadas
para obter as informacdes necessarias para estimar a probabilidade de deteccao e, desta
forma, separar probabilisticamente a auséncia verdadeira da presenca e ndo deteccao
(MACKENZIE, et al. 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

As parasitoses intestinais ainda sdo frequentes na populacdo humana,
podendo acarretar casos clinicos graves e causadores de mortalidade, principalmente,
em criancas. Na infancia, a susceptibilidade as infeccGes parasitarias € mais elevada
em razdo da imaturidade do sistema imune, exposicdo frequente ao ambiente
contaminado, e habitos de higiene pouco consolidados. Além disso, a fase escolar
favorece a disseminacdo de agentes infecciosos, principalmente quando em areas

desassistidas de estruturas de saneamento basico.

O diagnostico geralmente depende da detec¢do desses parasitos nas fezes, por
meio de microscopia éptica. Contudo, um problema que afeta esses procedimentos é
gue nem toda amostra de uma pessoa infectada contém parasitos, e nem todo exame
microscopico detecta os parasitos em amostras positivas. Isto dificulta tanto a

compreensdo das dindmicas de transmissdo quanto a avaliagdo dos testes diagndsticos.

O protozoério intestinal Giardia duodenalis é uma das principais causas
globais de diarreia e infecta ~280 milhdes de pessoas anualmente, sendo um 6timo
exemplo para ilustrar o problema geral que é intrinseco dos procedimentos com
microscopia no diagndésticos de parasitoses intestinais. Os testes diagndsticos podem
falhar ao detectar uma infec¢do porque (i) a eliminacdo de Giardia nas fezes é irregular
e (ii) nenhum método de deteccdo € perfeito, por exemplo, a deteccdo do parasito pelo
método de sedimentacdo espontanea esta relacionada a coleta/processamento correto
da amostra, experiéncia do observador e as condi¢des do equipamento usado na analise

da amostra.

Para a obtencdo de diagndsticos parasitolégicos mais precisos sdo necessarios
métodos de alta sensibilidade e especificidade, uma vez que o tratamento especifico
do paciente fica dependente dessas condi¢des. Dessa forma, estudos que avaliem 0s
EPFs para deteccdo de parasitos intestinais e levem em consideragéo a intermiténcia
na eliminacdo desses parasitos na amostra e a sensibilidade imperfeita dos testes séo
fundamentais para aplicagdo de intervencGes em saude que possam combater e/ou

controlar os possiveis danos causados por essas doengas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Separar os efeitos da eliminacdo irregular de parasitos nas fezes e da
sensibilidade imperfeita do teste baseado em microscopia para deteccdo de Giardia
duodenalis e, dessa forma, obter estimativas corrigidas da frequéncia de infeccdo em

criancas.

3.2 Objetivos Especificos

- Estimar a probabilidade de G. duodenalis ser eliminado em uma amostra de fezes de

uma crianca infectada.

- Estimar a probabilidade de o teste de sedimentacdo esponténea detectar G.
duodenalis quando esse parasito esta presente na amostra, considerando a experiéncia

do observador.

- Estimar a probabilidade de uma crianca usuaria de creches do Distrito Federal estar

infectada por G. duodenalis.

- Analisar como os fatores relacionados ao hospedeiro e a amostra (género, idade e dia
da coleta) e ao ambiente (local das creches) influenciam as probabilidades de

eliminacdo, deteccdo e infec¢éo.

- Obter estimativas corrigidas da frequéncia de infeccdo de G. duodenalis em criancgas
usudrias de creches do Distrito Federal considerando que a eliminacéo de parasitos €
irregular e que a sensibilidade dos testes € imperfeita.
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4. METODOS

4.1 Populacéo e area de estudo

Oito creches publicas do Distrito Federal, Brasil, participaram da pesquisa;
as creches estdo localizadas em quatro setores urbanos — Nordeste, Centro-Oeste,
Oeste e Sul (Tabela 1, Figura 8). O estudo, realizado entre marco e setembro de 2019,

incluiu um total de 276 criancas de 4 a 76 meses de idade (Tabela 1).

Tabela 1. Criancas incluidas no estudo de acordo com género, idade e setores das
oito creches amostradas no Distrito Federal, Brasil, 2019.

Género Idade (meses)

SRS ETEEARE Masculino Feminino 4a47 48a76 et

Setor Nordeste

Creche 2 21 19 19 21 40
Subtotal Setor Nordeste 21 19 19 21 40
Setor Centro-Oeste

Creche 3 10 14 0 24 24

Creche 8 13 16 8 21 29
Subtotal Setor Centro-Oeste 23 30 8 45 53
Setor Oeste

Creche 1 17 20 17 20 37

Creche 5 21 9 36 6 30

Creche 6 19 23 14 16 42
Subtotal Setor Oeste 57 52 67 42 109
Setor Sul

Creche 4 31 29 23 37 60

Creche 7 8 6 4 10 14
Subtotal Setor Sul 39 35 27 47 74
Total 140 136 121 155 276
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Figura 8. Area de estudo: Localizag&o dos setores e respectivas creches participantes do estudo, Distrito
Federal, Brasil, 2019.

4.2 Obtencéo das amostras

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB), conforme
documento: numero de protocolo 17596919.3.0000.5558 (Apéndice 1).

O estudo foi aprovado pela Secretéria de Estado de Educacdo, no Centro de
aperfeicoamento dos Profissionais de Educacdo (EAPE) para a realizagdo da pesquisa
nas creches Coordenadas pelo CRE-Guara e pelo CRE-Ceilandia (Apéndice 2). A
autorizacdo das coletas das amostras de fezes, foi avaliada e aceita pelo gestor (a) das

unidades de ensinos, onde assinaram o Termo de Concordancia.
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Também, os pais ou responsaveis legais pelas criangas, autorizaram a coleta
das amostras de fezes, assinando o Termo Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

conforme Apéndice 3.

4.3 Processamento das amostras de fezes

O projeto tinha como meta coletar, de cada crianca, uma amostra de fezes por
semana durante trés semanas consecutivas; contudo, nem todas as criangas entregaram
as trés amostras, e as nossas analises levaram em conta este fato (ver se¢cdo Analises
estatisticas abaixo). Foram coletadas trés amostras de fezes de cada crian¢a, em dias
alternados e ndo consecutivos, usando frascos de coleta (coletor universal) com tampa
e sem conservante, identificados com nome, data de nascimento e numero da amostra
(amostra 1, 2 ou 3) para cada individuo. No momento da entrega dos coletores, 0s pais

eram instruidos como fazer as coletas e recebiam estas instrucdes por escrito.

Os frascos de coleta eram entregues nas sextas-feiras e recolhidos nas
segundas-feiras entre as 8-9 horas da manha, acondicionados em caixa isopor com
tampa, resfriada com quatro placas de 200ml (2x7x2,9cm) de gelo gel artificial rigido
reutilizavel (GELOTECH) e transportadas de carro para o Laboratério de Parasitologia
Médica e Biologia de Vetores da Universidade de Brasilia. As amostras chegavam ao
laboratério por volta das 10 horas da manhd, onde foram processadas usando o método
de Sedimentacdo Espontanea (HOFFMANN, PONS, JANER 1934).

4.3.1 Sedimentacdo Espontanea (HOFFMANN, PONS, JANER 1934)

Com 50 mL de agua destilada, a amostra foi triturada com bastdo de vidro
(palito de madeira descartavel), a suspenséo obtida foi filtrada usando gaze, em calice
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conico de 250 mL. Os detritos contidos na gaze foram lavados com mais dgua destilada
até completar o volume do célice de sedimentacdo o qual foi vedado com vidro de
relogio. Os calices de sedimentacdo com as amostras foram mantidos em repouso por
24 horas em uma sala em temperatura ambiente, separada das outras dependéncias do
laboratério. Posteriormente, nds descartamos 0 sobrenadante cuidadosamente,
homogeneizamos o sedimento em 150 mL de agua destilada e deixamos as amostras
em repouso por mais 24 horas, essa segunda lavagem foi realizada para diminuir a
quantidade de detritos na amostra, findo esse tempo, o sobrenadante foi descartado e
10 mL do sedimento foi homogeneizado e transferido para tubos falcon de 15 mL. As
amostras foram mantidas em geladeira (4°C) até 0 momento das andlises. Para evitar
contaminagfes todos os processos foram feitos com materiais de uso unico e
descartaveis (palitos de madeira e pipetas de Pasteur) e equipamento de protecdo

individual (méascara cirargica, 6culos de protecdo e luva de procedimento).

A leitura das laminas foi realizada por dois pesquisadores (um experiente e
outro inexperiente), sendo que cada um, separadamente e em dias diferentes, colocou
uma gota da amostra processada sobre uma lamina de microscopia, mais uma gota do
corante lugol (solucdo de iodo e iodeto de potassio 5%) e cobriu a l&mina com uma
laminula de microscopia para em seguida observar no microscopio. Cada pesquisador
observou 3 laminas para cada amostra e a presenca/auséncia de G. duodenalis nas
amostras foi baseada na observacdo das trés laminas. Os pesquisadores realizaram a
pesquisa de parasitos nas laminas por todo o campo delimitado pela laminula
(24x40mm), sem limite de tempo, usando microscopio éptico (Olympus BX41), com
0 aumento de 100x e 400x da imagem (objetivas de 10x e 40x). Para preservar a
independéncia dos dados de deteccdo do parasito nas criancas, as analises foram
realizadas pelos observadores sem que eles soubessem os resultados dos diagnosticos
um do outro nem se a amostra era de uma crianga que tinha sido positiva em alguma
amostra anterior. A planilha de analise incluiu o historico de deteccdo de G. duodenalis
nas amostras obtidas das criancas, sendo que a detecgéo do parasito em pelo menos
uma das trés laminas era codificado como “1” ¢ a ndo detec¢do como “0”. Nos
consideramos “positivo” todo “teste” (definido como a leitura de 3 laminas preparadas

com a mesma amostra) no qual pelo menos uma lamina foi positiva — com
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“positividade” definida como a identifica¢do sem ambiguidade de pelo menos um cisto

de Giardia.

4.4 Entrega dos Resultados

Ao final da leitura das amostras, os resultados dos exames foram entregues
em forma impressa e digital, para os coordenadores das creches para serem entregues
aos pais das criancgas. As criancas gque estavam infectadas com G. duodenalis, ou outro
parasito intestinal, os responsaveis por elas foram orientados a procurarem as unidades

de saude, mais proximas as suas residéncias ou das creches para serem tratadas.

As criancas que foram diagnosticadas com protozoarios comensais, tanto 0s
pais como os responsaveis pelas creches foram orientados sobre as formas de aquisicao
dos comensais, com o intuito de gerar mudancas de higienizacédo individual e coletivas

tanto nas residéncias como nas creches.
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RESUMO

Giardia duodenalis é uma das principais causas globais de diarreia. O diagnostico
geralmente envolve a detec¢do, usando microscopia Optica, de parasitos nas fezes.
Contudo, nem todas as amostras de fezes de pessoas infectadas contém parasitos
(porque a eliminacdo de parasitos é irregular), e nem todos os testes detectam o0s
parasitos presentes em amostras positivas (porque a sensibilidade dos testes €
imperfeita). Isto dificulta a compreensédo das dinamicas de transmisséo e a avaliagdo
do desempenho dos testes diagnosticos. Neste trabalho, ilustramos uma abordagem
desenhada para estimar separadamente as probabilidades de eliminagdo de parasitos
nas fezes (0) e de deteccédo de parasitos em amostras positivas (p), esta informagéo
permite derivar estimativas corrigidas da frequéncia de infeccdo (¥). Coletamos 1-3
amostras de fezes, em semanas consecutivas, de 276 criancgas (4—76 meses) de oito
creches em quatro setores do Distrito Federal, Brasil. As amostras foram processadas
por sedimentacdo espontanea e analisadas por dois observadores independentes (um
experiente, um inexperiente). Usando estes resultados replicados e modelos
hierarquicos  multi-nivel, estimamos 8 (8 = 0.44 [ICq5¢,0.24 — 0.66]), p

(pAExperiente = 0.64[0.47 — 0.78], ﬁlnexperiente = 0.46 [0.33 — 0-66])1 € ¥

(PMeninas = 0.54 [0.28 — 0.77], Pymeninos = 0.34 [0.17 — 0.54]). N&o encontramos
evidéncia de que 6 mudasse com 0 género ou a idade das criangas, ou entre dias de
coleta, p mudasse com a idade, ou ¥ mudasse com a idade ou entre setores urbanos.
A probabilidade média de um observador experiente, usando um teste, detectar

Giardia em wuma amostra procedente de wuma crianca infectada foi

Pr(d|+, Experiente) = ¥ x 8 x Dexperiente = 1.0 X 0.44 X 0.64 =~ 0.28. O valor
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maximo de Pr(d|+), caso existisse um Teste Perfeito, seria Pr(d|+,TP) =
WY x 8 xprp =1.0x0x1.0=~ 044, portanto, para alcancar Pr(d[+) > 0.44 ¢
necessario aumentar 6 usando amostras replicadas. Nossas analises sugerem que
~56% das amostras de fezes de criangas infectadas ndo continha Giardia. Como
nenhum teste pode (ou deveria) detectar parasitos em amostras sem parasitos, 8 ~
0.44 sinaliza o limite m&ximo da probabilidade de detectar Giardia em uma amostra
procedente de um individuo infectado. A Unica estratégia capaz de levar Pr(d|+) para

além desse limite é usar amostras replicadas, com quatro amostras, 8,, ~ 1 —

(1-0.44)* ~ 090, e Pr(d|+,4a Experiente) = ¥ x 8,, x DExperiente = 1.0 X
0.90 x 0.64 = 0.58. A abordagem que descrevemos abre novas perspectivas para o
estudo tanto dos ciclos de transmissdo quanto dos procedimentos diagnosticos das
parasitoses intestinais.

Palavras-Chave: Parasitoses intestinais, exame parasitoldgico de fezes, diagndstico,

transmissdo, modelagem hierarquica.

1. Introducéo

As infeccdes por parasitos intestinais (protozoarios ou helmintos) afetam a
mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo, com maior prevaléncia nos paises em
desenvolvimento e em populagfes com poucos recursos. As parasitoses intestinais
interferem diretamente na absorcdo de nutrientes e, quando sdo intensas, podem
ocasionar a morte dos pacientes, principalmente no caso de criangas ou individuos
imunocomprometidos (Dawson, 2005; Fletcher et al., 2012; Havelaar et al., 2015; Kirk

etal., 2015; Pires et al., 2015; Torgerson et al., 2015; Speich et al., 2016; Efstratiou et
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al., 2017; Jourdan et al., 2018; Omarova et al., 2018; Pabalan et al., 2018; Siwila et al.,
2020; Loukas et al., 2021). Os procedimentos diagndsticos mais comuns dependem da
deteccdo dos parasitos (em qualquer fase do seu ciclo de vida) em amostras de fezes,
geralmente por meio de microscopia 6ptica (McHardy et al., 2014, Garcia et al., 2017).
Contudo, um problema intrinseco de todos os procedimentos disponiveis é que, por
um lado, (i) nem todas as amostras de fezes de uma pessoa infectada contém parasitos,
porque a eliminacdo de parasitos (ou seus ovos ou cistos) nas fezes é tipicamente
irregular, e, por outro, (ii) nem todo exame microscopico detecta os parasitos presentes
nas amostras que, de fato, sdo positivas, porque a sensibilidade dos testes é imperfeita
(< 100%) (Garcia et al., 2017). Este ‘duplo problema’ dificulta tanto a compreensao
das dinamicas de transmissdo quanto a avaliacdo do desempenho dos testes
diagnosticos (McClintock et al., 2010; Lachish et al., 2012; Miller et al., 2012; Brost
et al., 2018; Abad-Franch, 2020, 2022).

O protozoério Giardia duodenalis ilustra bem o problema geral que acabamos
de delinear, e neste trabalho investigamos o processo de deteccdo desse parasito por
meio de exames parasitologicos de fezes baseados na microscopia Optica (EPF-MO).
Giardia duodenalis (sindbnimos, G. lamblia e G. intestinalis, ‘Giardia’ daqui em
diante) é um parasito cosmopolita e uma das principais causas globais de diarreia.
Estima-se que Giardia infecte ~280 milhdes de pessoas anualmente (Einarsson et al.,
2016), a prevaléncia da infeccdo na populagéo infantil € muito maior nos paises em
desenvolvimento (até 30%) do que nos paises mais desenvolvidos (~1-3%) (Savioli et
al., 2006; Feng e Xiao, 2011; Fletcher et al., 2012; Certad et al., 2017; Adam, 2021).
O risco de infeccdo por Giardia é geralmente maior nas criangas mais novas e nas que

frequentam creches (Berkman et al., 2002; Sumsek et al., 2004; Julio et al., 2012;
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Adam 2021). A giardiase é assintomatica na maioria dos casos (~50-70%), as
manifestacdes clinicas, quando presentes, incluem diarreia, fraqueza, fezes com mal
cheiro e gordurosas, célicas abdominais, ndusea, perda de apetite, inchaco abdominal,
perda de peso, alergias, retardo do crescimento e desenvolvimento, e déficit cognitivo
(Halliez e Buret, 2013, Bartelt e Sartot, 2015, Bartelt e Patts-Mills, 2016; Adam, 2021).

A infeccdo se inicia com a ingestao de cistos de Giardia, seja junto com agua
ou alimentos contaminados ou por contato fecal-oral direto. Ap6s a ingestdo, os cistos
passam pelo estdmago e seguem para o0 duodeno, onde ficam expostos a bile e a um
meio alcalino que desencadeia o processo de desencistamento. A célula recém
desencistada se divide duas vezes, dando origem a quatro trofozoitos (Bernander et al.,
2001; Adam 2021). Os trofozoitos se replicam por fissdo binaria no intestino delgado,
onde se diferenciam em cistos infecciosos que séo eliminados nas fezes (Barash et al.,
2017). A formagdo de cistos depende de diversos fatores, como a disponibilidade de
colesterol e outros lipideos (Lujan et al., 1997), a exposicao a sais biliares primarios
(Gillin et al., 1987, Boucher e Gillin, 1989) ou a densidade local de trofozoitos (Barash
etal., 2017). Ao modular a produgéo de cistos, estes e outros fatores contribuem para
que a eliminacdo de Giardia nas fezes seja tipicamente irregular (Danciger e Lopez,
1975; Hanson e Cartwright 2001; Adam, 2021).

O diagndstico da infeccdo por Giardia geralmente depende da deteccdo e
identificacdo do parasito em amostras de fezes (Adam, 2021). Embora existam testes
imunoldgicos e moleculares, os EPF-MO continuam sendo a principal ferramenta
diagnostica, especialmente em contextos de escassez de recursos (Hanson e Cartwright
2001; Mchardy et al., 2014, Cama e Mathison, 2015; Garcia et al., 2017; Adam, 2021).

Os procedimentos mais usados nos EPF-MO sdo a centrifugo-flutuacdo (Faust et
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al.,1939), a centrifugo-sedimentacdo (Ritchie, 1948) e a sedimentagdo espontanea
(Hoffmann et al., 1934). O método de sedimentacdo espontanea é amplamente
utilizado porque, sendo de execucdo simples e baixo custo, permite identificar tanto
cistos e trofozoitos de protozoarios (como Giardia) quanto ovos de helmintos (De
Carli, 2007; Ribeiro e Furst, 2012; Garcia et al. 2017).

Uma recomendagdo comum (CDC, 2022) e classica (Danciger e Lopez, 1975;
WHO, 1987; Garcia, 1992) para aumentar a efetividade dos EPF-MO na deteccédo de
Giardia e outros parasitos intestinais é examinar mais de uma amostra por individuo
(Nazer et al., 1993; Hiatt et al., 1995; Cartwright, 1999; Hanson e Cartwright, 2001;
Soares e Tasca, 2016; Garcia et al., 2017; Adam, 2021). A base desta recomendacao é
0 reconhecimento de que qualquer EPF-MO pode “falhar” no diagnoéstico da infecgao
por Giardia (ou outros parasitos) por dois motivos principais (ver Figura 1). Por um
lado, como vimos acima, a eliminacdo de Giardia (e outros parasitos) nas fezes é
tipicamente irregular, de forma que nem todas as amostras de fezes procedentes de um
hospedeiro infectado contém parasitos, em outras palavras, a disponibilidade de
parasitos em amostras procedentes de hospedeiros infectados (que chamaremos ‘9°) é
< 100% (Figura 1). Por outro lado, nenhum teste diagnostico (incluindo as diversas
técnicas de EFP-MO) detecta sempre 0s parasitos presentes em amostras que, de fato,
contém parasitos, em outras palavras, a sensibilidade (sensu stricto) de qualquer teste

(que chamaremos ‘p’) € < 100% (Figura 1).
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Fig 1. O processo hierarquico de detec¢do um parasito em seus hospedeiros. O esquema mostra que 0
problema biolégico de detectar um parasito em seus hospedeiros envolve uma hierarquia de pelo menos
trés niveis: sujeitos (que estdo infectados com probabilidade W), amostras derivadas de cada sujeito (e
gue contém parasitos com probabilidade 6 quando o sujeito esté infectado), e procedimentos ou testes
diagnésticos aplicados a cada amostra (e que detectam os parasitos, quando estes estdo presentes na
amostra, com probabilidade p). Para entender como essa hierarquia funciona, é preciso estimar trés
probabilidades: i) a de deteccdo do parasito pelo teste (nas ldminas com gotas pretas o parasito foi
detectado, nas ldminas com gotas brancas o parasito ndo foi detectado pelo teste), ii) a de disponibilidade
do parasito na amostra (pote com amostra preta e um desenho tem o parasito, pote com amostra branca
ndo tem o parasito), e iii) a de infec¢do do individuo (que pode estar infectado ou ndo). (Adaptado de
Abad-Franch, 2020).

Até o momento, nenhum estudo estimou separada e formalmente a
probabilidade de eliminacdo de Giardia nas fezes de pessoas infectadas e a
probabilidade de detectar Giardia em amostras que sdo de fato positivas. Essas
estimativas sdo fundamentais para compreender tanto as dinamicas de transmissao do
parasito, que depende da eliminagéo de cistos nas fezes (governada por 0), quanto o
desempenho dos procedimentos diagndsticos, que envolvem a eliminacao de parasitos
nas fezes (de novo, governada por 0) e a deteccdo dos mesmos em amostras positivas
(governada por p). Finalmente, as estimativas de p e 6 permitem, por sua vez, derivar

estimativas corrigidas da frequéncia de infec¢do por Giardia (que chamaremos “¥’),
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0 que é indispensavel para entender a epidemiologia da infec¢do. Neste trabalho,
ilustramos uma abordagem desenhada para estimar separadamente as trés
probabilidades de interesse (¥, 6 e p) usando modelos hierdrquicos de trés niveis
(Nichols et al., 2008). Estes modelos, desenvolvidos no contexto da pesquisa sobre uso
de manchas de hébitat por animais silvestres (Nichols et al., 2008), sdo amplamente
utilizados em estudos de ADN ambiental (por exemplo, Dorazio e Erikson 2018;
Sengupta et al., 2019) e tém sido recentemente aplicados a problemas relacionados
com patégenos humanos (Abad-Franch, 2020, 2022). Além de apresentar estimativas
estatisticas formais da probabilidade de eliminacdo de Giardia nas fezes (), da
probabilidade de deteccdo dos parasitos (usando EPF-MO) em amostras positivas (p)
e da frequéncia de infeccdo pelo parasito (W), neste trabalho mostramos como a
abordagem pode ser usada, também, para avaliar os efeitos de covariaveis selecionadas
sobre cada uma dessas trés probabilidades.
2. Material e Métodos

2.1 Comité de Etica

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (protocolo
17596919.3.0000.5558). Os pais ou responsaveis legais das criancas autorizaram a
coleta das amostras de fezes e assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

2.2 Area de Estudo

Oito creches publicas do Distrito Federal, Brasil, participaram da pesquisa, as

creches estdo localizadas em quatro setores urbanos — Nordeste, Centro-Oeste, Oeste
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e Sul (Tabela 1, Figura 2). O estudo, realizado entre marco e setembro de 2019, incluiu

um total de 276 criangas de 4 a 76 meses de idade (Tabela 1).

Tabela 1. Criangas incluidas no estudo de acordo com género, idade e setores/creches
amostrados no Distrito Federal, Brasil, 2019.

Género Idade (meses)
Setores/creches Masculino  Eeminino 4347 48 2 76 Total
Setor Nordeste
Creche 2 21 19 19 21 40
Subtotal Setor Nordeste 21 19 19 21 40
Setor Centro-Oeste
Creche 3 10 14 0 24 24
Creche 8 13 16 8 21 29
Subtotal Setor Centro-Oeste 23 30 8 45 53
Setor Oeste
Creche 1 17 20 17 20 37
Creche 5 21 9 36 6 30
Creche 6 19 23 14 16 42
Subtotal Setor Oeste 57 52 67 42 109
Setor Sul
Creche 4 31 29 23 37 60
Creche 7 8 6 4 10 14
Subtotal Setor Sul 39 35 27 47 74
Total 140 136 121 155 276
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Fig 2. Area de estudo: Localizacio das oito creches participantes do estudo em quatro setores urbanos
do Distrito Federal, Brasil, 2019.
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2.3 Coleta, processamento e exame das amostras de fezes

O projeto tinha como meta coletar, de cada crianca, uma amostra de fezes por
semana durante trés semanas consecutivas, contudo, nem todas as criangas entregaram
as trés amostras, e as nossas andlises levaram em conta este fato (ver secdo Analises
estatisticas abaixo). As amostras foram coletadas usando péa plastica, em frascos de
coleta universal de 80ml (JPROLAB), esterilizados por radiagdo ionizante e sem
conservante. As amostras foram identificadas com etiquetas contendo a localizagao da
creche, 0 nimero da amostra (amostra 1, 2 ou 3) e 0 nome e data de nascimento da
crianga. No momento da entrega dos frascos de coleta, os pais recebiam instrugcdes por
escrito de como fazer a coleta da amostra de fezes, incluindo a solicitacdo de manter
as amostras refrigeradas até a entrega na escola. Os frascos eram entregues nas sextas-
feiras e recolhidos nas segundas-feiras entre as 8 e 9 horas da manha, acondicionados
em uma caixa de isopor com tampa e resfriada com quatro placas de 200ml
(2x7x2,9cm) de gelo gel artificial rigido reutilizdvel (GELOTECH), e transportadas
de carro para o Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da
Universidade de Brasilia. As amostras chegavam ao laboratério por volta das 10 horas
da manha.

As amostras foram processadas pelo método de sedimentacdo espontanea
(Hoffmann et al., 1934). N6s organizamos os materiais (calice conico de sedimentacao
de 250 ml, gaze, palito de madeira descartavel de e agua destilada) e retiramos as
amostras da caixa de isopor para o processamento. Adicionamos 50 ml de agua
destilada no frasco coletor de cada amostra e maceramos as fezes com o palito
descartavel de madeira. A suspensdo obtida foi filtrada, usando a gaze, no calice de

sedimentacgdo, e os detritos contidos na gaze foram lavados com 200 ml de agua
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destilada até completar o volume do célice, o qual foi vedado com vidro de reldgio.
Os célices de sedimentacdo foram mantidos em repouso por 24 horas em uma sala em
temperatura ambiente, separada das outras dependéncias do laboratorio.
Posteriormente, descartamos o sobrenadante cuidadosamente, homogeneizamos o
sedimento em 150 ml de agua destilada e deixamos as amostras em repouso por mais
24 horas, esta segunda lavagem foi realizada para diminuir a quantidade de detritos na
amostra. O sobrenadante foi descartado e 10 ml do sedimento foram homogeneizados
e transferidos para tubos Falcon de 15 ml. As amostras foram mantidas na geladeira
(4°C) até o momento dos exames. Para evitar contaminacéo, todos os procedimentos
foram feitos com materiais de uso Unico e descartaveis (palitos de madeira e pipetas
Pasteur) e equipamento de protecdo individual (méscara cirdrgica, 6culos de protecao
e luvas de procedimento).

Dois pesquisadores (um com ampla experiéncia no diagnostico de parasitoses
intestinais e outro com experiéncia limitada) prepararam e avaliaram, de forma
separada e independente 3 laminas de cada amostra (6 ld&minas por amostra). Para a
preparacgéo das laminas, colocamos uma gota da amostra processada sobre uma lamina
de microscopia, adicionamos uma gota de corante lugol (solucdo de iodo e iodeto de
potéssio 5%) e cobrimos a lamina com uma laminula de microscopia. A leitura das
laminas foi feita em microscépio déptico (Olympus BX41) com aumento de 100x e
400% (objetivas de 10x e 40x), e incluiu todo o campo delimitado pela laminula
(24x40mm), sem limite de tempo. Para preservar a independéncia das observacdes,
cada observador avaliou as laminas sem saber os resultados dos exames realizados
pelo outro observador nem se a amostra procedia de uma crianca que tinha sido

positiva em alguma amostra anterior. Contudo, os resultados da leitura de cada uma
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das trés laminas de uma mesma amostra avaliadas por um mesmo observador ndo
podem ser considerados independentes — o observador tinha conhecimento dos
resultados das leituras das laminas anteriores dessa amostra. Portanto, os resultados
individuais da leitura de cada uma das trés laminas de cada amostra por um mesmo
observador ndo foram analisados separadamente (Murtaugh, 2007). Assim, os dados
descrevem, para cada amostra e observador, (a) a detec¢do, sem ambiguidade, de pelo
menos um cisto ou trofozoito de Giardia em pelo menos uma das trés ldaminas (codigo
“1”) ou (b) a ndo detecgdo do parasito em nenhuma das trés laminas (codigo “0”’). Em
outras palavras, o “historico de detec¢do” de Giardia em cada uma das amostras inclui
duas observacdes independentes, uma para cada observador, ao final do estudo, as
criangas que forneceram apenas uma mostra geraram duas observacdes independentes,
as que forneceram duas amostras geraram quatro observacoes independentes e as que
forneceram trés amostras geraram seis observacdes independentes — trés de cada um
dos dois observadores. Em adiante, chamaremos “teste” a leitura, por um mesmo
observador, das trés laminas preparadas com uma mesma amostra, cada teste assim
definido gerou um resultado positivo (detecgao, “1”’) ou negativo (ndo deteccao, “0)

como ilustra a Figura 3.
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Fig 3. O processo de deteccdo de Giardia duodenalis em seus hospedeiros. A figura ilustra uma
hierarquia de trés niveis: o primeiro mede a probabilidade de um individuo estar infectado, ¥; o
segundo nivel mede a disponibilidade do patégeno numa amostra, dada a infecgéo, 0; e o terceiro mede
a sensibilidade ao nivel do teste, dada a infeccdo e disponibilidade do patégeno na amostra, p. Se 0
resultado de um teste feito em uma amostra de um individuo aleatério der como “negativo”, deve-se
considerar uma das trés possibilidades: (i) o sujeito ndo estava infectado (probabilidade 1 — W¥); (ii) o
sujeito foi infectado (probabilidade W), mas o patdgeno ndo estava disponivel na amostra (probabilidade
1 — 0); ou (iii) o sujeito foi infectado (probabilidade W) e o patdgeno estava disponivel para deteccdo
na amostra (com probabilidade 6), mas ndo foi detectado pelo teste (probabilidade 1 — p). Dois
individuos (Y e Z), cada um entregou duas amostras (Al e A2) e, de cada uma das amostras seis laminas
foram produzidas, trés delas foram examinadas por um observador experiente (teste EX) e as outras trés
por um observador iniciante (teste IN), os dados observados vém na forma de historico de detecgdo
(codificado “1”) ou néo detecgdo (“0”). Na amostra Al do individuo Y, o teste EX detectou o parasito
em pelo menos uma das trés laminas examinadas (produzindo “1”), ja o teste IN ndo detectou em
nenhuma das trés 1dminas (produzindo um “0). Isso significa (assumindo que néo haja falsos positivos)
que o parasito (representado por uma gota preta), (i) estava infectando o individuo Y (W), (ii) estava
disponivel para deteccdo em Al (8,,) e, de fato, foi detectado por EX (pex-a1) € que o teste IN ndo
conseguiu detecta-lo (1 — pyy_a1), isto ¢, portanto, um verdadeiro falso negativo (“0” em vermelho), e
(iii) ndo foi detectado por nenhum teste na A2, 0 que pode ser porque o0 parasito ndo estava disponivel
para deteccdo na A2 (1 — 0,,) ou porque estava disponivel(8g,), mas todos os testes falharam em
detecté-lo (1 — pgx a2) X (1 — pin_a2)- A fonte cinza é usada para destacar ambiguidades. O parasito
estava disponivel em A2, mas nao foi detectado? Ou estava indisponivel, de modo que os testes deram
aresposta correta (nivel da amostra)? Os “0”’s de A2 sao verdadeiros negativos ou sdo falsos negativos?
No individuo Z, nenhuma deteccdo é registrada no histérico e, portanto, todas as observacdes séo
ambiguas. O sujeito estava infectado? Se estava infectado, o parasito ndo estava disponivel em nenhuma
das amostras? Ou estava disponivel, mas os testes ndo conseguiram detecta-lo? Os “0” sdo verdadeiros
ou falsos negativos? Observe que as amostras replicadas sdo coletadas em mais de uma ocasido e, todos
0s pardmetros acima (W, 6, p) séo probabilidades podendo assumir qualquer valor entre O e 1.
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2.4 Analises estatisticas

2.4.1 Anélises descritivas e exploratorias

Em um primeiro momento, descrevemos nossos dados em tabelas e figuras e
realizamos uma série de analises exploratdrias para avaliar, de forma preliminar, as
hipoteses focais deste trabalho.

(i) Aceliminacdo de Giardia nas fezes de criancas infectadas € irregular. Para avaliar
esta possibilidade (de forma preliminar), calculamos a propor¢do de amostras
positivas procedentes de criangas sabidamente infectadas (ou seja, criangas com
pelo menos um teste positivo em pelo menos uma amostra).

(if) A deteccdo de Giardia em amostras que, de fato, contém Giardia (e, portanto,
procedem de criancas infectadas) é imperfeita — alguns dos testes realizados
utilizando amostras positivas geram resultados negativos (ou seja, falsos
negativos). Para avaliar esta possibilidade (de forma preliminar), calculamos a
proporgdo de testes positivos realizados utilizando amostras sabidamente
positivas (ou seja, amostras nas quais o outro teste foi positivo).

Avaliamos também a frequéncia observada de infeccdo por Giardia nas
criangas da nossa amostra, assim como (de forma preliminar) possiveis variacGes ()
da frequéncia de eliminacdo de Giardia nas fezes de criangas infectadas entre dias de
coleta ou com a idade ou o0 género das criangas, (b) da frequéncia de deteccdo de
Giardia em amostras positivas, dependendo da experiéncia do observador ou da idade
das criancas, e (c) da frequéncia de infec¢do por Giardia em criancas de diferentes
setores urbanos, idades e géneros. A Tabela 2 resume as hipdteses e possibilidades que
consideramos nas nossas andlises. Para avaliar (de forma preliminar) possiveis

diferencas nas frequéncias acima, calculamos intervalos de confianca de 95% (IC)
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usando o método de Wilson implementado no pacote Hmisc (Harrell, 2022) no
ambiente estatistico R 4.2.1 (R CORE TEAM, 2022).

Tabela 2. Efeitos esperados das covariaveis na infeccdo, eliminacéo e deteccéo de
Giardia duodenalis em criancas de creches publicas no Distrito Federal, Brasil.

Sobre a infec¢éo por Giardia (W)

Criancas de setores de maior vulnerabilidade socioecondmica*, como o
Setores Setor Oeste, tém maior probabilidade de estarem infectadas por Giardia
(Feng e Xiao, 2011).

Né&o esperamos encontrar diferencas nas probabilidades de meninos e
meninas estarem infectados por Giardia, pois em criancas 0s hormonios
sexuais, que sdo capazes de modular as respostas imunitarias, resultando
na diferenca da resolucéo na doenca entre 0s géneros, ainda estdo em
niveis muito baixos no organismo (Guerra-Silveira e Abad-Franch, 2013;
Giefing-Kroll et al., 2015).

Género

Criancas com idades maiores tém maior probabilidade de estarem
Idade infectadas por Giardia pela frequente exposicao a fontes de infec¢éo
(WHO, 2007; Ignatius et al., 2012).

Sobre a eliminacéo de Giardia, dada a infeccédo (6)

N&o esperamos encontrar variacao entre o dia da coleta e a eliminacéao de

Dia da coleta Giardia na amostra (Uchoa et al., 2017).

N&o esperamos encontrar nenhum efeito de género relacionado a

Género L .
eliminacdo de Giardia na amostra.

A probabilidade de eliminacdo de Giardia nas amostras € maior nas
Idade criancas com idades maiores considerando maior exposi¢éo e carga
parasitaria maior (Kantzanou et al., 2021, Chelkeba et al., 2020).

Sobre a deteccdo, dada a infecgéo e a presenca do parasito na amostra (p)

Experiénciado A probabilidade de deteccdo de Giardia nas amostras é maior quando o
observador observador é mais experiente (Adeyemo et al., 2018).

A probabilidade de deteccdo de Giardia nas amostras € maior em
criangas com idades maiores considerando maior exposi¢édo e carga
parasitaria maior, o que facilita a deteccdo devido a uma maior
guantidade de parasitos nas fezes (Andrade et al., 2013).

Idade

* Processo acentuado de excluséo social, provocado por pobreza, baixo nivel educacional, moradia com
saneamento basico precario ou ausente, entre outros (Katzman, 2001).No presente estudo o setor centro-
oeste apresentou maior vulnerabilidade socioecondmica, sem coleta de lixo, rede de esgoto, agua
potavel e com registro de ocorréncia de doencgas de veiculagdo hidrica Cruvinel et al.(2019). Portanto
nossa predicdo é que haveria maior probabilidade de criangas desse setor estarem infectadas por
Giardia.
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2.4.2 Analises inferenciais: modelagem hierarquica

As analises exploratdrias descritas acima ndo permitem derivar estimativas
formais dos valores de interesse — que séo, primariamente, (i) as probabilidades de
infecg@o das criangas (W), de eliminacdo de Giardia nas fezes de criancas infectadas
(0) e de detecgdo de Giardia em amostras positivas (p) (Figura 1) e, secundariamente,
(ii) os efeitos de diferentes covaridveis nessas probabilidades (Tabela 2). Para avaliar
formalmente as hipéteses deste trabalho é necessério utilizar ferramentas analiticas
capazes de capturar a natureza hierarquica do problema — no qual p é condicional em
0 e 0, por sua vez, é condicional em W (Abad-Franch, 2020; Figura 3). Os “modelos
hierarquicos multi-nivel” desenvolvidos por Nichols et al. (2008) tém as caracteristicas
adequadas (Abad-Franch, 2020, 2022).

Os “modelos hierarquicos de ocupagdo de manchas de habitat” (geralmente
conhecidos como ‘site-occupancy models’ na literatura em Inglés) foram concebidos
para levar formalmente em conta o fato de que, no estudo da ecologia de animais
silvestres, o processo de observacdo é sempre (ou quase sempre) imperfeito
(Mackenzie et al., 2002, 2017). No caso mais simples, a ndo detec¢do de uma espécie
em uma mancha de hébitat pode ser devida (1) a algum processo bioldgico que resultou
na auséncia real da espécie nessa mancha de habitat (um ‘verdadeiro negativo’) ou (2)
a algum processo amostral (ou de observacdo) que resultou na ndo deteccdo da
espécie, mesmo ela estando presente na mancha de habitat (um ‘falso negativo’)
(Mackenzie et al., 2002, 2017). Os modelos hierarquicos de dois niveis incluem um
‘sub-modelo’ para o processo amostral (que governa a probabilidade de detecgéo,
condicionada na presenca) e um ‘sub-modelo’ para o processo biologico (que governa

a probabilidade de presenca) (Mackenzie et al., 2002, 2017). Nichols et al. (2008)
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propuseram uma extensao destes modelos a problemas de ‘trés niveis’. Em particular,
eles consideraram que a deteccdo de uma espécie em uma mancha de habitat que, de
fato, estd ocupada por essa especie, depende de (a) pelo menos um dos individuos
presentes na mancha de habitat estar “disponivel para ser detectado” e (b) pelo menos
um dos individuos “disponiveis” ser de fato detectado (Nichols et al., 2008). Por
exemplo, a deteccdo aural (pelo ouvido) de uma espécie de ave em um fragmento
florestal no qual ela ocorre depende de (a) pelo menos um individuo da espécie
vocalizar (emitir um som) durante o periodo de observacédo (neste caso, audi¢do) e (b),
quando pelo menos um individuo vocaliza, esse som ser ouvido pelo observador (neste
caso, ouvinte). Em outras palavras, aves que permanecem em siléncio, mesmo estando
presentes, ndo estdo “disponiveis” para serem detectadas por métodos aurais — e,
mesmo quando vocalizam, nem sempre sdo detectadas (por exemplo, por causa da
interferéncia de outros sons). Esta situacdo define uma hierarquia de trés niveis: (1)
presenca (em uma mancha de habitat), (2) “disponibilidade” (condicional na presenca)
e (3) detecgao (condicional na “disponibilidade” e, portanto, na presenca) (Nichols et
al., 2008). A situagdo que estudamos neste trabalho define uma hierarquia anéloga: (1)
presenca de Giardia nas criangas (as ‘manchas de habitat’ dos parasitos), (2)
“disponibilidade” dos parasitos em amostras procedentes de criangas infectadas (ou
seja, condicional na presenca) e (3) deteccéo, por meio de um teste determinado, dos
parasitos em amostras que, de fato, contém parasitos (ou seja, condicionada na
“disponibilidade” e, portanto, na presenga) (ver Abad-Franch, 2020). Decidimos,
portanto, usar os modelos de Nichols et al. (2008) nas nossas analises inferenciais.
Para ajustar modelos multi-nivel é necessario obter observacdes replicadas

nos trés niveis da hierarquia, no Nosso caso, este requisito implica (1) estudar multiplas
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criancas, (2) examinar amostras replicadas das criancas e (3) realizar testes replicados
nas amostras. Os nossos dados refletem esta necessidade, com (a) 276 criangas
estudadas em oito creches de quatro setores urbanos, (b) entre uma e trés amostras
(coletadas com ~5-7 dias de diferenca) examinadas por cada crianca, e (c) dois testes
independentes realizados com cada amostra. Os dados foram organizados em formato
‘largo’, com cada fileira contendo a informacao de uma crianga e colunas para:
(i) Os resultados de cada um dos testes realizados em cada uma das amostras,
que compdem a “historia de detec¢do de Giardia” em cada crianga e amostra.
Por exemplo, a “historia de deteccao” codificada como “00 01 --” representa
0 caso de uma crianca na qual a primeira amostra (na ordem cronoldgica) foi
negativa nos dois testes (Giardia nao detectada: “00”), a segunda amostra foi
negativa em um teste, mas positiva no outro (“01”), ¢ a terceira amostra nao
foi coletada nem, portanto, avaliada (“--”’). A histéria “00 00 00 representaria
uma crianga cujas trés amostras foram avaliadas, mas nenhum cisto ou
trofozoito de Giardia foi detectado em nenhum dos seis testes.
(if) Os valores, para cada crianca, de cada uma das covariaveis consideradas no
estudo (setor urbano no qual a creche esta localizada, género e idade),
(iii) Os valores da covariavel que descreve a experiéncia do observador, com um
valor (inexperiente = “0”, experiente = “1”) para cada teste de cada amostra.
Nossa estratégia de andlise consistiu em (1) definir hipoteses especificas
alternativas (a priori) sobre cada um dos parametros de interesse (¥, 6, p) e sobre 0s
efeitos que algumas covariaveis selecionadas podem ter sobre esses parametros
(Tabela 2), (2) especificar um modelo hierarquico multi-nivel representando cada uma

das hipoteses alternativas (Tabela 3, Apéndice 4), (3) ajustar cada um dos modelos
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especificados, (4) avaliar o suporte relativo que cada um dos modelos (e, portanto,
cada uma das hipoteses alternativas) encontrou nos dados, e (5) avaliar as estimativas
numericas derivadas (i) do(s) modelo(s) com maior suporte relativo e (ii) do conjunto
de todos os modelos considerados, levando em conta o suporte relativo que cada um
encontrou nos dados.

Os modelos foram ajustados por maxima verossimilhanca no programa
PRESENCE 2.13.39 (Hines, 2006) e avaliados (em termos do suporte relativo que cada
um encontrou nos dados) usando o critério de informacdo de Akaike para amostras
finitas (AICc, com N =276) e métricas associadas (em particular, os ‘pesos de Akaike’,
wi) (Burnham e Anderson, 2002). Dado um conjunto de modelos ajustados por méxima
verossimilhanga as mesmas observagdes, modelos com valores menores de AlCc e
valores maiores de w; tém maior suporte relativo (Burnham e Anderson, 2002, 2004).
Os valores de wi sdo “normalizados” (Zwj = 1), no contexto da inferéncia multi-
modelo, eles se usam como pesos para computar estimativas médias (ponderadas)
derivadas do conjunto de todos os modelos considerados (Burnham e Anderson, 2002,
2004). Para quantificar a incerteza ao redor de cada uma das estimativas, usamos
intervalos de confianca de 95% (ICgs) computados com o ‘método delta’ ou, no caso
da inferéncia multi-modelo, erros-padréo incondicionais (ver Hines, 2006; Burnham e

Anderson, 2002, 2004).
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Tabela 3. Efeitos das covariaveis na probabilidade de infeccdo, eliminacdo e deteccao
de G. duodenalis: Dez primeiros modelos ajustados e suas hipoteses.

Categoria
do modelo

Nulo

Género

Idade

Setor

Dias

Modelos
Mistos

ID Estrutura do modelo

MO w(),80),p() [NULO]

M1

Y(.),0(.),p(expertise)

[Nulo realista]
M2 .

Y(género),0(.),p(.)
M3

Y(género), 0(.), p(expertise)
M4

Y(.),0(género), p(expertise)
M5

Y(.), 6(idade), p(expertise)
M6

Y(idade), 8(.), p(expertise)
M7

Y(idade), 6(idade), p(expertise

M8

Y(setor), 0(.), p(expertise
M9

Y(.),0(dia), p(expertise
M10

Y(género), 6(idade),
p(expertise)

Hipoteses

As probabilidades ndo variam em nenhum nivel, os
valores se mantém constantes.

Y, probabilidade de uma crianca estar infectada e ,
probabilidade da eliminagédo de Giardia na amostra
de uma crianca infectada, sdo constantes, mas, p, a
probabilidade de deteccdo de Giardia é maior
quando o teste é executado por um observador
experiente.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar
infectada por Giardia, 6 e p sdo constantes.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar
infectada por Giardia, 6 é constante e p é maior
quando o teste é executado por um observador
experiente.

WY ¢é constante, o género influencia a probabilidade
de eliminacdo de Giardia na amostrae p é maior
quando o teste é executado por um observador
experiente.

W é constante, a maior idade aumenta a
probabilidade de eliminagdo de Giardia na amostra e
p € maior quando o teste é executado por um
observador experiente.

A maior idade aumenta a probabilidade de estar
infectado por Giardia, 6 é constante e p € maior
guando o teste é executado por um observador
experiente.

A maior idade aumenta a probabilidade de estar
infectado por Giardia, a maior idade aumenta 6 e p
é maior quando o teste é executado por um
observador experiente.

Crianca de setor de maior vulnerabilidade
socioecondmica tem maior probabilidade de estar
infectada por Giardia, 8 é constante e p é maior
guando o teste é executado por um observador
experiente.

Y é constante, o dia da coleta interfereem 6 e p é
maior quando o teste é executado por um observador
experiente.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar
infectada por Giardia, a maior idade aumenta® e p é
maior quando o teste é executado por um observador
experiente.
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3. Resultados
3.1 Resultados descritivos

Neste trabalho realizamos 826 testes (EPF-MO por sedimentacao espontanea,
com leitura de trés laminas) para a deteccdo de Giardia em 413 amostras coletadas de
276 criangas. A Tabela 4 mostra os resultados principais — incluindo as frequéncias
observadas de amostras positivas procedentes de criancas sabidamente infectadas,
testes positivos realizados utilizando amostras sabidamente positivas e criancas
positivas.

Tabela 4. Detecgdo de Giardia em criangas, amostras e testes: frequéncias gerais
observadas.

Nivel Avaliadas/os Positivas/os* Porcentagem CI (Wilson, 95%)
Criancas 276 56 20,29 15,97-25,43
Amostras
Total 413 63 15,25 12,11-19,04
De criancas 91 63 69,23 59,13-77,77
positivas**
Testes
Total 826 86 10,41 8,51-12,68
Em amostras 126 86 68,25 59,69-75,74

positivas***

*Deteccdo, sem ambiguidade, de pelo menos um cisto ou trofozoito de Giardia

**Criangas sabidamente positivas (com pelo menos um teste positivo em pelo menos uma
amostra)

***Amostras sabidamente positivas (com pelo menos um teste positivo)

Os dados da Tabela 4 mostram que nem todas as 91 amostras procedentes das 56
criangas sabidamente infectadas resultaram em detec¢bes de Giardia — de fato, o
parasito ndo foi detectado em 30,77% dessas amostras. Se o teste utilizado fosse 100%
sensivel, poderiamos concluir que somente 69,23% das amostras procedentes de
criancas infectadas continha o parasito. Contudo, os dados também mostram que nem

todos os testes realizados utilizando amostras sabidamente positivas resultaram em
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deteccOes de Giardia, isso significa que parte das 350 amostras consideradas
“negativas” provavelmente continha Giardia, mas o parasito ndo foi detectado pelo
teste (cuja sensibilidade é claramente < 100%,). Portanto, € provavel que parte das 220
criangas aparentemente ‘“negativas” estivesse, na verdade, infectada. A ndo deteccao
do parasito nessas criancas provavelmente se deveu a uma combinacdo de (1) o
parasito estar ausente de algumas das amostras, mesmo que elas procedessem de
criancas infectadas, e (2) o teste falhar na deteccdo do parasito em algumas amostras
que, na verdade, continham parasitos. O proposito central deste trabalho é estimar as
probabilidades dos eventos (1) e (2) para, com essa informacdo, derivar estimativas
corrigidas da frequéncia de infeccéo nas criancgas estudadas.

A tabela 5 mostra que o a maioria das infec¢des por G. duodenalis foi detectada
no setor Centro-Oeste e no género feminino, a frequéncia foi muito similar entre
criangas de diferentes idades. Considerando somente as amostras sabidamente
positivas, os dados mostraram que as frequéncias de criancas infectadas foram
similares nos trés dias de coleta e entre idades, mais uma vez observou-se que a
frequéncia de meninas infectadas foi maior que a de meninos. A tabela 5 mostra ainda
que a deteccgdo de criangas infectadas pelo observador experiente foi maior que a do

observador inexperiente.
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Tabela 5. Deteccdo de Giardia em criangas, amostras (de criangas positivas) e testes
(em amostras positivas): frequéncias observadas em diferentes estratos.

Nivel Fator/estrato  Avaliadas/os Positivas/os* Porcentagem  CI (Wilson, 95%)
Crianca Setor urbano
Nordeste 40 9 22,50 12,31-37,50
Centro-Oeste 53 15 28,30 17,96-41,57
Oeste 109 18 16,51 10,70-24,59
Sul 74 14 19,00 11,61-29,28
Género
Feminino 140 34 24,28 17,93-32,01
Masculino 136 22 16,17 10,93-23,27
Idade
4-47 meses 121 24 19,83 13,70-27,81
48-76 meses 155 32 20,64 15,02-27,68
Amostra**  Dia da coleta
Dial 276 42 15,21 11,45-19,93
Dia 2 112 17 15,17 9,69-22,96
Dia 3 24 4 16,66 6,67-35,85
Género
Feminino 140 34 24,28 17,93-32,01
Masculino 136 22 16,17 10,93-23,27
Idade
4-47 meses 121 24 19,83 13,70-27,81
48-76 meses 155 32 20,64 15,02-27,68
Teste*** Observador
Experiente 412 50 12,13 9,32-15,64
Inexperiente 412 35 8,49 6,17-11,58
Idade
4-47 meses 121 24 19,83 13,70-27,81
48-76 meses 155 32 20,64 15,02-27,69

*Deteccdo, sem ambiguidade, de pelo menos um cisto ou trofozoito de Giardia
**Amostras procedentes de criangas sabidamente positivas (com pelo menos um teste positivo
em pelo menos uma amostra)
***Testes realizados utilizando amostras sabidamente positivas (com pelo menos um teste
positivo).

3.2 Modelagem

No total, foram ajustados 38 modelos para avaliar o suporte relativo para cada

uma das hipdteses (Tabela 6).
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ID

M3
M10
M17
5
M1
M4
M6
M12
M18
M26
M2
M8
M7
M14
M27
M35
M15
MO
M19
M11
M23
M28
M34
M16
M9
M21
M20
M30
M29
M24
M22
M32
M36
M25
M31
M37
M33
M13

Tabela 6. Modelos hierarquicos considerando parametros de infeccdo (W), eliminacéo
(6) e deteccéo (p) de Giardia duodenalis: estrutura e desempenho.

Modelo

W(género), 6(.), p(expertise)

W(género), 6(idade), p(expertise)
W(género+idade), 6(.), p(expertise)

W(.), 6(idade), p(expertise)

Y(.), 6(.), p(expertise) [Nulo realista]

W(.), 6(género), p(expertise)

W(idade), 6(.), p(expertise)

W(género), 6(.), p(expertise+idade)
W(género+idade), 6(idade), p(expertise)
W(setor+genéro), 6(.), p(expertise)
W(género), 6(.), p(.)

Y(setor), 0(.), p(expertise)

Y(idade), 6(idade), p(expertise)

W(género), 6(dia), p(expertise)
W(setor+género), 6(idade), p(expertise)
W(setor+género+idade), 6(.), p(expertise)
W(género), 6(dia+idade), p(expertise)

Y(.), 6(), p() [INULO]

W(género+idade), 6(dia), p(expertise)
W(género), 6(.), p(idade)

W(sector), 0(idade), p(expertise)
Y(sector+idade), 0(.), p(expertise)
W(sector+género+idade), 6(idade), p(expertise)
Y(.), 6(dia+ idade), p(expertise)

W(.), 6(dia), p(expertise)

Y(idade), 6(dia), p(expertise)
W(género+idade), 6(dia+idade), p(expertise)
Y(setor+género), 0(dia), p(expertise)
Y(setor+idade), 6(idade), p(expertise)
W(setor), 0(dia), p(expertise)

Y(idade), 6(dia+ idade), p(expertise)
W(setor+género), 6(dia+idade), p(expertise)
W(setor+género+idade), 6(dia), p(expertise)
W(setor), O(dia+ idade), p(expertise)
YW(setor+ idade), 6(dia), p(expertise)

W(setor+género+idade), 6(dia+idade), p(expertise)

Y(setor+ idade), 6dia+ idade), p(expertise)
W(género), 6 (fixado 1), p(expertise)

AlCc

485,95
486,34
486,66
487,78
487,80
487,86
487,86
487,90
488,45
488,57
488,88
489,65
489,86
490,10
490,17
490,42
490,43
490,75
490,84
490,87
491,30
491,36
491,71
491,82
491,91
491,97
492,56
492,71
492,72
493,76
493,94
494,26
494,59
495,37
495,48
495,69
496,65
501,61

AAICc

-0,00
0,39
0,71
1,83
1,85
1,91
1,91
1,95
2,50
2,62
2,93
3,70
391
4,15
4,22
4,47
4,48
4,80
4,89
4,92
5,35
5,41
5,76
5,87
5,96
6,02
6,61
6,76
6,77
7,81
7,99
8,31
8,64
9,42
9,53
9,74
10,70
15,66

Wi

0,1465
0,1206
0,1027
0,0587
0,0581
0,0564
0,0564
0,0553
0,0420
0,0395
0,0339
0,0230
0,0207
0,0184
0,0178
0,0157
0,0156
0,0133
0,0127
0,0125
0,0101
0,0098
0,0082
0,0078
0,0074
0,0072
0,0054
0,0050
0,0050
0,0030
0,0027
0,0023
0,0019
0,0013
0,0012
0,0011
0,0007
0,0001

11
11
10
10
12
11
5

Funcéo Desvio
(Deviance)
475,73
474,03
474,35
477,56
479,65
477,64
477,64
475,59
474,03
472,03
480,73
475,23
477,55
475,68
471,49
471,74
473,89
484,66
474,30
480,65
474,76
474,82
470,88
477,40
479,60
477,55
473,88
471,88
474,04
475,08
477,40
471,26
471,59
474,54
474,65
470,50
473,65
491,39

Os modelos tém trés niveis hierarquicos: W € probabilidade de uma crianca estar infectada (nivel superior), 0 € a
probabilidade de eliminagdo de Giardia na amostra (nivel da amostra), p € a sensibilidade do teste (nivel do teste).
As covariaveis para os trés niveis (idade, género, local de residéncia, dia da coleta e observador) estdo indicadas
entre parénteses, com um ponto representando o submodelo sem covariavel. Os modelos sdo organizados pela
pontuacdo de AICc com tamanho amostral corrigido, AAICc é a diferenca entre o modelo e o AlCc do melhor
modelo do ranking, wi € o peso de Akaike, que pode ser interpretado como o peso da evidéncia em favor de cada
modelo e sua hip6tese associada, em relagdo ao conjunto de modelos considerados, k é o nimero de parametros
estimados (uma medida da complexidade do modelo), e funcdo desvio é menos duas vezes o valor do logaritmo
natural da verossimilhanga” (-2(log-likelihood), uma medida de ajuste do modelo.
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O modelo “nulo”, MO = W(.),0(.),p(.), ficou com 490,75 na pontuacao de
AICc. O modelo “nulo realista”, M1 = W(.),0(.), p(expertise), que representava a
hipdtese que o teste fica mais sensivel quando executado por um observador
experiente, ficou com 487,80 na pontuacdo de AlCc, sendo 2,95 pontos a menos que
o modelo “nulo” (Tabela 6), essa ¢ uma evidéncia clara contra o modelo “nulo”, ¢
portanto, contra a hipotese de que as probabilidades, em qualquer nivel, ndo variam.
As analises desses modelos fornecem suporte para a visdo de que a experiéncia do
observador aumenta a probabilidade de deteccdo do parasito na amostra, como ja era
esperado, e por essa razao, a maioria 0s modelos incluem o efeito de expertise do
observador em p.

As estimativas dadas pelo melhor modelo do ranking, M3 =
Y(género), 0(.), p(expertise), com pontuacdo de AICc de 485,95 (Figura 4),
indicam que (i) a eliminagdo de Giardia em uma amostra coletada de uma crianca
infectada foi de 44% (I1Cq50,24 — 66), OU Seja, a eliminagdo irregular de cistos levou
a provavel auséncia de Giardia em mais da metade (~56%) das amostras de fezes, (ii)
a probabilidade de um observador experiente encontrar Giardia em uma amostra onde
tem o parasito (64%, ICy50,47 — 78) € maior do que a de um observador inexperiente
(46%, 1Cys50,33 — 66), e (iii) a probabilidade de meninas estarem infectadas com
Giardia foi um pouco maior (54%,1C950,28 —77) do que para meninos

(34% ICy50,17 — 54).
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Fig 4. Melhor modelo do ranking, de acordo com a pontuacdo AlCc. Efeitos do género na infecgdo
(\P), nivel crianga (meninas: circulos roxos, meninos: circulos verdes), probabilidade de eliminagdo de
Giardia (0), nivel amostra (tridngulo amarelo), efeitos na deteccdo do parasito por diferentes
observadores (p), nivel teste (observador experiente: losango vermelho claro, inexperiente: vermelho
escuro).

Usamos as mesmas covariaveis em ¥ e p do modelo M3 (1° do ranking), mas
com 0 valor de 0 fixado em 1.0, modelo M13 =
Y(género), O(fixado 1), p(expertise). Em relacdo ao pardmetro eliminagdo, esse
modelo representa a hip6tese de que quando uma crianga tem Giardia, 0s parasitos
estdo presentes em todas as amostras de fezes dessa crianga. O modelo M13 ficou em
ultimo lugar no ranking, com pontuacdo AICc de 501,61, um total de 15,66 pontos a
mais que o primeiro (Tabela 5), ou seja, ndo tem suporte dos dados, essa € uma
evidéncia inegavel contra o modelo (M13) e a hipdtese de que quando uma crianca
estd infectada por Giardia, pelo menos uma amostra dessa crianga nao tera parasito

disponivel para a deteccdo. Essa analise fornece uma evidéncia muito forte para a
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eliminacdo irregular de Giardia nas fezes, e ajuda a ilustrar 0 quao importante é essa
intermiténcia na avaliagdo dos diagndsticos e padrdes de transmissdo do parasito.

Os outros modelos concorrentes tiveram pouca diferenca entre os valores de
AICc e AAICc (diferenca de AICc < 1,0). As predi¢cbes médias de uma analise
generalizada incluindo os valores médios das estimativas de todos os modelos indicou
que a idade da crianca pode ter um efeito positivo, porém pequeno, em relacdo a
eliminacdo irregular dos cistos nas fezes. Criangas mais novas tiveram a probabilidade
menor de ter Giardia naamostra (~40 %, [Cq50,27 — 53), enquanto para crian¢as com
maiores idades, essa probabilidade aumenta um pouco, mas, ainda assim, pelo menos
metade das amostras de fezes de criancas infectadas estariam sem o protozoario. Essa
estimativa ndo foi afetada por outra covaridvel como a semana de amostragem ou

género das criangas (Figura 5).
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Fig 5. Efeitos do género, idade e dia da coleta na probabilidade de eliminagdo de Giardia, no nivel da
amostra (8). Os circulos representam as probabilidades de eliminagdo nas criangas infectadas, por idade
(4 e 76 meses) e género (rosa: feminino, verde: masculino), em diferentes semanas de amostragem.
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As predigdes medias também sugeriram um suporte forte ao efeito do
observador (Figura 6). Se o teste for feito em uma amostra que vem de uma crianga
infectada e que realmente contém Giardia, a probabilidade de um observador
experiente detectar o parasito na amostra foi de ~60 % (ICg50,, 54 — 72). Para um
observador inexperiente a probabilidade de deteccdo de Giardia foi de
~46 % (ICgs0, 38 — 54). A probabilidade de detecgdo de Giardia em uma amostra
que veio de uma crianca infectada, mas que pode ou ndo conter G. lamblia é

Y x 6 X p, 0 que significa que, para um observador experiente, ~72% das infec¢bes

sdo perdidas (Pr(d|+, Experiente) = ¥ X 8 X Pgyperiente = 1.0 X 0.44 X 0.64 ~

0.28) e para o observador inexperiente aproximadamente 80% das infec¢des séo

perdidas  (Pr(d|+, Inexperiente) = ¥ x 8 x Dinexperiente = 1.0 X 0.44 X 0.46 ~
0.20). O valor maximo de Pr(d|+), caso existisse um Teste Perfeito, seria
Pr(d|+ TP) =¥ x 8 X prp = 1.0 X § X 1.0 ~ 0.44, portanto, para alcancar

Pr(d|+) > 0.44 é necessario aumentar 0 usando amostras replicadas.

Esse informacdo € de extrema relevancia porque a maioria dos dados que 0s
trabalhos sobre infec¢do por parasitos intestinais reportam na literatura consideram
que 6 e p = 100% . No presente trabalho conseguimos separar o efeito relativo de 6
de p e mostramos que B ep < 100%, 0 que permite entender a transmisséo (que
depende de 6) e o diagnostico (que depende de p). As predi¢cbes médias sugerem
também que a idade das criancas ndo influencia na detecgdo do parasito, independente

se é ou ndo um observador experiente (Figura 6).
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Fig. 6. Efeitos da experiéncia do observador e idade das criangas na sensibilidade do teste para
Giardia duodenalis (p). Os losangos representam as probabilidades de deteccéo do parasito por
observadores experientes (vermelho escuro) e iniciantes (vermelho claro).

A média de todos os modelos indica que a probabilidade de meninas estarem
infectadas foi um pouco maior (~50%, [Cgsz0, 31 — 69) do que para 0S meninos
(~41%, 1Cq50, 26 — 57), € que 0s meninos mais novos teriam a probabilidade menor
de estarem infectados (~36% ICqs0, 21 — 51) quando comparado com as meninas
mais novas (~48%, ICqs0, 31 — 65), porém séo efeitos pequenos e com uma incerteza
relativamente grande, com ICs sobrepostos. J& a probabilidade de infeccdo, em relacéo

aos setores onde se localizam as creches, teve pouca variagéo (Figura 7).
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Fig. 7. Probabilidade de infec¢do por Giardia duodenalis e proporgdo de casos que foram observados
no estudo em creches de quatro setores do Distrito Federal, Brasil, de acordo com género e idade das
criangas. Os circulos representam as probabilidades de infeccdo por género (rosa: feminino, verde:
masculino) e os losangos a proporcdo observada de criangas infectadas por género (roxo: feminino,
verde: masculino), em diferentes idades (até 12 meses e apds 47 meses).

4. Discusséo

Nossos resultados mostraram que apds separar os efeitos da eliminagédo
irregular de parasitos nas fezes e da sensibilidade imperfeita do exame microscopico,
a probabilidade de eliminacdo de G. duodenalis em amostras coletadas de criancas
infectadas foi de 44% levando a provavel auséncia desse parasito em mais da metade
das amostras de criangas infectadas (~56%, 1Cy50, 32 — 68). NOS mostramos
também que a probabilidade de um observador experiente encontrar Giardia em uma
amostra com o parasito € maior (~54%, 1Cqys¢, 47 — 78) do que a de um observador
inexperiente (~46%, 1Cqys50, 34 — 66). Dessa forma, a eliminagdo irregular do

parasito nas fezes e a experiéncia do observador sao fatores relevantes para estimar a
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probabilidade de detectar Giardia nos hospedeiros. Nossos resultados também
indicam que a probabilidade de infeccdo das criangas por Giardia (54% para meninas
e 34% para meninos) é maior que os dados observados (20%), mostrando que muitas
criangas infectadas ndo sdo detectadas usando o teste de sedimentacdo espontanea
seguido por microscopia, um dos mais usados para o diagnostico parasitologico em
paises em desenvolvimento. Finalmente, ndo encontramos evidéncias de que a
probabilidade de infeccdo de uma crianca por Giardia mudasse com a idade ou entre
setores urbanos.

O principal resultado encontrado na pesquisa foi a estimativa da
probabilidade de eliminacdo de Giardia em amostras coletadas de criancas infectadas.
Para nosso conhecimento, é a primeira vez que esse parametro é estimado para um
parasito intestinal usando modelagem hierarquica. Alguns trabalhos sugeriram que
havia eliminacdo irregular de Giardia nas fezes indicando que a analise de trés
amostras poderia revelar mais de 90% dos casos positivos (Nazer et al., 1993; Hiatt et
al., 1995; Gardner e Hill 2001; Soares e Tasca, 2016). Outros trabalhos buscaram
entender 0s mecanismos bioldgicos para explicar a eliminacéo irregular (Gillin et al.,
1987; Boucher e Gillin, 1989; Lujan et al., 1997; Barash et al., 2017). No presente
trabalho, mostramos que 6 ep < 100%. Essa contribuicdo é relevante porque a
maioria dos resultados de infeccdo por parasitos intestinais da literatura consideram
que 8 = 100% (Garciaetal., 2017). A ideia de que um parasito sempre esta disponivel
para deteccdo em qualquer amostra do hospedeiro foi questionada recentemente.
Abad-Franch et al. (2022) encontrou estimativas de disponibilidade do parasito
Trypanosoma cruzi no sangue de pacientes com doenca de Chagas de

aproximadamente 70%, sendo menores em pacientes na fase crénica sintomatica. No
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nosso trabalho de modelagem com Giardia, 0 modelo M13 (6 fixado em 1,0) ficou em
ultimo lugar no ranking, sem suporte dos dados, resultado similar foi obtido por Abad-
Franch et al. (2022). Esses resultados reforcam a ideia de que parasitos intestinais (G.
duodenalis) e sanguineos (T. cruzi) nem sempre estdo disponiveis para deteccao nas
amostras, dessa forma, é muito importante considerar essa intermiténcia para avaliagdo
dos diagnosticos parasitologicos e para entender a dindmica de transmissdo. Ao
considerar as falhas de amostragem, reforcamos a recomendacéo de repetir as amostras
de fezes e avaliar pelo menos trés vezes em dias diferentes, pois resulta em um
aumento na detecgédo de Giardia (Mchardy et al., 2014; Binnicker, 2015, Mom¢ilovi¢
et al., 2019). Recomendamos ainda que, se possivel, 0 nUmero de amostras seja maior
que trés, para aumentar a probabilidade de detectar um paciente infectado. Ao levar
em consideracao a eliminacéo irregular dos parasitos nas fezes podemos diagnosticar
de forma mais acurada os individuos como infectados ou ndo com um patégeno (Abad-
Franch, 2020, 2022), o que tem implicac@es clinicas e epidemioldgicas.

Mesmo considerando que existe um parasito na amostra ainda ha a
possibilidade do teste ndo o detectar (Soares e Tasca 2016, Garcia et al., 2017;
Adeyemo et al., 2018). Isso acontece porque nenhum método de deteccdo é perfeito
(Abad-Franch, 2020). Por exemplo, a deteccdo do parasito pelo método de
sedimentacdo espontanea esta relacionada a experiéncia do observador (Soares e
Tasca, 2016; Garcia et al., 2017; Adeyemo et al., 2018). Nosso estudo mostrou que a
probabilidade de um observador experiente encontrar Giardia em uma amostra com o
parasito é consideravelmente maior do que a de um observador inexperiente,
reforcando a hipotese de que o nivel de treinamento do observador influencia a

sensibilidade dos exames parasitologicos de fezes (Garcia et al., 2017). Esses
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resultados contribuem para reforcar a recomendacdo de treinamento continuo dos
microscopistas que trabalham na identificagdo de parasitos intestinais em laboratorios
publicos e privados.

H& uma grande variacdo de valores de sensibilidade do método de
sedimentagdo espontanea descrita na literatura, com valores abaixo (37%) e acima
(100%) do que encontramos (Gomes et al., 2004; Brandelli et al., 2011; Cognialli et
al., 2016; Gongalves et al., 2014; Yanet et al., 2017). O problema desses estudos é que
n&o foram desenhados para separar os efeitos da eliminacg&o irregular e da sensibilidade
imperfeita do teste. Porém, a sensibilidade do método de centrifugacdo com
formalina/éter (com principio similar ao de Hoffmann) para detectar Giardia em
amostras de agua reconhecidamente positivas foi de ~63% (Lora-Suarez et al., 2016).
Esse resultado foi parecido com a sensibilidade de ~64% encontrada em nosso estudo.
Além dos efeitos relacionados a quantidade de amostras analisadas e experiéncia do
microscopista, outro fator que poderia influenciar essa grande variacdo de
sensibilidade seria 0 nimero de laminas analisadas para cada uma das amostras. De
acordo com Tibirica et al. (2009) é fundamental examinar pelo menos trés laminas
para aumentar a sensibilidade do método de sedimentacdo espontanea. No presente
estudo, apesar de analisarmos trés I|&minas para cada amostra, ndés nao
individualizamos o resultado de cada lamina nem calculamos a probabilidade de
deteccdo por lamina (ver limitagdes do estudo).

A frequéncia de infeccdo observada nas criangas por Giardia foi de 20%,
porém os modelos estimaram uma probabilidade de infecgdo 2-3 vezes maior que 0
dado observado. Nos reforcamos a ideia que Giardia € muito mais frequente em

criancas do que os dados da literatura indicam e que a menor frequéncia de infecgéo
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relatada na literatura esta relacionada ao fato de nenhum estudo ter avaliado os efeitos
da irregularidade de eliminacdo desse parasito nas fezes. Ao considerar
especificamente as prevaléncias para Giardia do presente estudo (dado bruto 20%, e
até 54% ap0s corrigir falhas de detecgdo) mostramos que elas foram maiores do que
outros estudos na nossa area de amostragem (Santos et al., 2014, 9-15%; Muniz-
Junqgueira e Queiroz 2002, 30%). As altas prevaléncias de Giardia em criangas podem
ser explicadas pelo fato de que a exposicdo a infeccao esté associada a exploracéo oral
nessa fase da vida como por exemplo, héabitos de brincar ou manusear solos
contaminados, comer com as maos sujas, entre outros (Franco e Cordeiro, 1996;
Kantzanou et al., 2021). Dados sobre a real prevaléncia de giardiase no Brasil ndo sdo
disponibilizados regularmente pelo Ministério da Saude, entretanto, a doenca ocorre
em todas as regides do pais, com amplas variacdes de prevaléncia (Fantinatti et al.,
2020). Muitos casos de infeccBes com baixa carga parasitaria ndo sdo detectados
usando as técnicas parasitologicas de rotina. Considerando nossos resultados para
Giardia, hipotetizamos que as prevaléncias de outras espécies de protozoarios
intestinais também sejam maiores do que as observadas.

Nossos dados indicaram que a probabilidade de infeccdo por G. duodenalis
foi um pouco maior para meninas (54%) do que para meninos (34%). Duas hip6teses
principais foram propostas para explicar diferengas na ocorréncia de doengas
infecciosas entre homens e mulheres, a fisiologica afirma que essas diferengas séo
devido a atuacdo de hormonios e genes diferentes, enquanto a hipotese
comportamental afirma que as diferencas estdo relacionadas aos comportamentos de
risco (Guerra-Silveira e Abad-Franch, 2013). A hipotese hormonal sugere que apés a

puberdade, as mulheres sdo menos suscetiveis a doencas infecciosas, devido a maior
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capacidade de ativar respostas imunes inatas e adaptativas (Gay et al., 2021). No
entanto, essa hipotese ndo se aplica ao nosso estudo, realizado com criangas de até seis
anos, quando ainda ndo ocorreu a liberagdo dos hormonios sexuais (Escobedo et al.,
2005). Entretanto, a maioria dos estudos com parasitos intestinais, incluindo Giardia,
indicam uma maior frequéncia de infeccdo em meninos (WHO, 2007; Arbex, 2015;
Ferreira et al., 2021), e Daryani et al (2017) concluiram que ndo houve relagéo
significativa entre prevaléncia de Giardia e 0 sexo das criancgas.

Em relacdo a idade, alguns estudos indicaram maior frequéncia de parasitos
intestinais entre as criancas das faixas etarias de trés a seis anos, provavelmente devido
as mudancas em relacdo a hébitos, tais como introdugdo de alimentos crus na dieta,
maior contato interpessoal e com animais domésticos, desenvolvimento da
mobilidade, o que possibilita a interagdo com o meio ambiente. A medida que a idade
aumenta, a frequéncia desses parasitos tende a diminuir (Ludwig et al., 1999;
Gebretsadik et al., 2018, Araujo et al., 2020). Nosso estudo também mostrou uma
maior probabilidade das criancas de trés a seis anos estarem infectadas por Giardia
nas amostras (~50%, IC 68-32%) quando comparado com as criangas nos primeiros
meses de vida.

N&do houve diferencas significativas quanto a localizacdo das escolas
participantes e a estimativa de infeccdo das criancas por G. duodenalis. As instalagdes
das creches nas quais o trabalho foi realizado mostraram uma grande preocupagéo com
limpeza e asseio, evidenciado durante as visitas. Porém, mesmo com 0s cuidados com
a higienizagdo desses ambientes, mais da metade das criangas amostradas estava
infectada de acordo com nossa estimativa. Um estudo realizado por Gurgel et al.(2005)

mostrou que as criancas que frequentam creches tém 1,5 vezes mais chances de
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estarem infectadas por parasitos quando comparadas as crianc¢as que ndo frequentam
creches (41,4% vs 63%), o que poderia ser explicado por facilidade do contato
interpessoal entre criangas com diferentes origens e entre criancas e funcionarios da
creche (Belloto et al., 2011, Gizaw, et al. 2018)

As principais limitacBes do estudo foram: 1) n6s obtivemos pouquissimas
amostras na terceira coleta, isso aconteceu pela baixa adesdo dos responsaveis pelas
criancas quando voltavamos nas creches para coletar, 2) os resultados das 1dminas ndo
foram expressos de maneira independente, estudos incluindo novas bases de dados
devem individualizar os resultados das laminas de cada amostra para estimar qual a
probabilidade de detectar um parasito intestinal por ldémina observada e
consequentemente a quantidade ideal de ldaminas a serem visualizadas por amostra para
um diagndéstico mais acurado, 3) o nimero amostral poderia ter sido maior. Porém, ao
considerar as falhas de amostragem relacionadas a eliminacdo irregular dos parasitos
e sensibilidade imperfeita do teste, nds avancamos muito para superar essas limitacdes
de amostragem e deteccdo de parasitos intestinais. Como perspectiva, esperamos
continuar essas analises para outros parasitos intestinais assim como realizar
modelagem hierdrquica incluindo outras covariaveis que poderiam influenciar as
probabilidades de infeccdo de protozoarios e helmintos parasitos em diferentes grupos
populacionais. Esperamos que essas abordagens permitam realizar predi¢fes cada vez
mais proximas da realidade, para apoiar as acdes de prevenc¢éo junto a comunidade e

avaliar o impacto dessas acoes.

Neste estudo conseguimos demonstrar como a modelagem hierarquica pode
ser aplicada para compreender os efeitos da eliminagéo irregular do parasito nas

amostras e dos testes de deteccdo no diagnostico de Giardia pelo método de
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sedimentagdo espontanea. Levando em consideragdo que a eliminagéo irregular de
parasitos nas fezes e sensibilidade do método de deteccdo sdo menores que 100%, é
possivel que ~80% das infeccBes por Giardia ndo sejam detectadas. Os parametros
estimados neste estudo permitiram recomendar a combinacdo de nimero de amostras
seriadas e nimero de testes parasitoldgicos que maximizam a probabilidade de detectar
pessoas infectadas. A Unica estratégia capaz de levar Pr(d|+) para além desse limite

é usar amostras replicadas, com quatro amostras, 8,, ~ 1 — (1 — 0.44)* =~ 0.90, e

Pr(d| + ,4a, Experiente) = ¥ x 8,, X DExperiente = 1.0 X 0.90 X 0.64 =~ 0.58.
Dessa forma, a ideia de realizar trés amostras de fezes por um microscopista
experiente, como geralmente recomendado, ainda ndo seria uma estratégia suficiente
para um diagnostico adequado de Giardia usando o meétodo de sedimentacédo
espontanea. Essas informacgdes sdo relevantes para um diagndéstico acurado o que é
fundamental para guiar a abordagem terapéutica dos médicos assim como as
estratégias de prevencdo. A abordagem que descrevemos abre novas perspectivas para
0 estudo tanto dos ciclos de transmissdo quanto dos procedimentos diagndsticos das
parasitoses intestinais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As parasitoses intestinais ainda sdo frequentes na populacdo e o protozoario
G. duodenalis € uma das principais causas globais de diarreia, infectando ~280 milhGes
de pessoas anualmente, principalmente criancas. A maioria dos diagnosticos
dependem da deteccdo desse parasito nas fezes, no entanto, um problema que afeta
esses procedimentos é que nem toda amostra de uma pessoa infectada contém
parasitos, porque a eliminagdo de Giardia nas fezes € irregular, e nem todo exame
microscopico detecta os parasitos em amostras positivas, porque nenhum teste é
perfeito. Isto dificulta tanto a compreensdo das dindmicas de transmissdo quanto a

avaliacdo dos testes diagnosticos.

Nosso objetivo foi separar os efeitos da eliminacdo irregular de parasitos nas
fezes e da sensibilidade imperfeita do teste baseado em microscopia para detecgéo de
G. duodenalis e, dessa forma, obter estimativas corrigidas da frequéncia da infeccéo
em criancas. Para isso, nds estimamos a probabilidade de G. duodenalis ser eliminado
em uma amostra de fezes de uma crianga infectada (8), a probabilidade de o teste de
sedimentacdo espontanea detectar G. duodenalis quando esse parasito esta presente na
amostra (sensibilidade do teste, p) e a probabilidade de uma crianga usuéria de creches

do Distrito Federal estar infectada por G. duodenalis ().

Para alcancar esses objetivos nossa estratégia de analise consistiu em definir
hipéteses sobre cada um dos parametros de interesse (¥, 0, p) e sobre os efeitos que
algumas covariaveis selecionadas (género, idade, setor, dia da coleta e experiéncia do
observador) podem ter sobre esses parametros. A hipotese central do estudo foi que a
eliminacdo de Giardia nas fezes de criangas infectadas é irregular, no entanto, outras
hipoteses importantes foram levantadas relacionadas a detec¢do de Giardia nas fezes
e infecgdo das criangas com diferentes caracteristicas (e.g. sexo, idade) e em diferentes

setores de vulnerabilidade socioecondmica.
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Para avaliar formalmente essas hipoteses utilizamos ferramentas analiticas
capazes de capturar a natureza hierarquica do problema — no qual p é condicional em
0 e 0, por sua vez, é condicional em ¥. Os “modelos hierarquicos multi-nivel” foram
selecionados para avaliar essas hipoOteses. Para ajustar modelos multi-nivel é
necessario obter observacdes replicadas nos trés niveis da hierarquia, no nosso caso,
este requisito implica (1) estudar multiplas criancas, (2) examinar amostras replicadas
das criancas e (3) realizar testes replicados nas amostras. Os nossos dados refletiram
esta necessidade, com (a) 276 criancas estudadas em oito creches de quatro setores
urbanos, (b) entre uma e trés amostras (coletadas com ~5-7 dias de diferenga)
examinadas por cada crianca, e (c) dois testes independentes realizados com cada

amostra.

Ap0s realizar os procedimentos e anélises dos nossos dados, o objetivo geral
do estudo foi alcangado. N6s conseguimos demonstrar como a modelagem hieréarquica
pode ser aplicada para compreender os efeitos da eliminacgéo irregular do parasito nas
amostras e dos testes de deteccdo no diagnostico de Giardia pelo método de
sedimentacdo espontdnea. Nossos resultados confirmaram a hipotese central do
estudo, mostrando que a probabilidade de eliminacdo de G. duodenalis leva a provavel
auséncia desse parasito em mais da metade das amostras de criancas infectadas
(~56%). Nao encontramos evidéncia de que 6 mudasse com o0 género ou entre dias
de coleta, como haviamos previsto, porém, nossa hipétese inicial era que 6 seria maior
nas criancas com idades maiores considerando maior exposicdo e carga parasitaria
maior, 0 que ndo foi observado nos modelos. Outras hipoteses também foram
confirmadas como a de que a probabilidade de um observador experiente encontrar
Giardia em uma amostra com o parasito, p, € maior (~64%, 1Cqs0, 47 — 78) do que
a de um observador inexperiente (~46%, 1Cqs0, 34 — 66). Entretanto, néo
encontramos evidéncias de que p mudasse com a idade, como haviamos previsto. Em
relacdo a probabilidade de uma crianga estar infectada por Giardia, ¥, ndo
encontramos evidéncias de que ¥ mudasse com a idade ou entre setores urbanos.
Nossas expectativas eram que as criancas de setores de maior vulnerabilidade
socioeconémica teriam maior probabilidade de estarem infectadas por Giardia e que

criangas com idades maiores teriam maior probabilidade de estarem infectadas por
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Giardia pela frequente exposicdo a fontes de infeccdo. Apesar das analises
exploratérias mostrarem tendéncias de que essas varidveis (setor e idade) seriam
importantes para explicar as probabilidades de infeccdo, os modelos mostram que elas
nédo foram relevantes. Por outro lado, nossa expectativa inicial era de que ndo haveria
diferenga nas probabilidades de meninos e meninas estarem infectados por Giardia.
Entretanto os modelos mostraram que Pyeninas = 0,54 [0,28 — 0,77] € Pymeninos =
0,34 [0,17 — 0,54]. Como os dados da literatura indicam maiores prevaléncias em
meninos esse resultado surpreendente abre oportunidades para analisar os fatores

nessas creches que poderiam levar a essa maior probabilidade de infeccdo em meninas.

H& uma grande variacdo de valores de sensibilidade do método de
sedimentagdo espontanea descrita na literatura, com valores abaixo (37%) e acima
(100%) do que encontramos (~64%). Além dos efeitos relacionados a quantidade de
amostras analisadas e experiéncia do microscopista, outro fator que poderia influenciar
essa grande variacao de sensibilidade seria 0 nimero de 1dminas analisadas para cada
uma das amostras, sendo fundamental examinar pelo menos trés laminas para
aumentar a sensibilidade do método de sedimentacdo espontanea. No presente estudo,
apesar de analisarmos trés laminas para cada amostra, nds ndo individualizamos o
resultado de cada ld&mina nem calculamos a probabilidade de deteccéo por lamina, n6s
também obtivemos pouquissimas amostras na terceira coleta e 0 nimero amostral
poderia ter sido maior. Porém, ao considerar as falhas de amostragem relacionadas a
eliminacdo irregular dos parasitos e sensibilidade imperfeita do teste, nés avancamos
muito para superar essas limitacGes de amostragem e detec¢édo de parasitos intestinais

O principal resultado encontrado na pesquisa foi a estimativa da
probabilidade de eliminacdo de Giardia em amostras coletadas de criancas infectadas.
Para nosso conhecimento é a primeira vez que esse parametro é estimado para um
parasito intestinal usando modelagem hierarquica. Essa contribuicdo é de extrema
relevancia porque a maioria dos resultados de infecgdo por parasitos intestinais da
literatura consideram que 6 = 100%, e ao considerar as falhas de amostragem,
reforcamos a recomendac&o de repetir as amostras de fezes e avaliar pelo menos trés
vezes em dias diferentes, pois resulta em um aumento na deteccdo de Giardia. Como

perspectiva, esperamos continuar essas analises para outros parasitos intestinais assim
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como realizar modelagem hieréarquica incluindo outras covariaveis que poderiam
influenciar as probabilidades de infeccdo de protozoarios e helmintos parasitos em
diferentes grupos populacionais. Esperamos que essas abordagens permitam realizar
predi¢bes cada vez mais proximas da realidade, para apoiar as a¢fes de prevencao
junto & comunidade e avaliar o impacto dessas acgdes.
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8. CONCLUSOES

1. Separamos os efeitos da eliminagédo irregular de parasitos nas fezes e da
sensibilidade imperfeita do teste baseado em microscopia para deteccdo de
Giardia duodenalis em criancgas usuarias de creches.

2. A probabilidade de eliminacdo de Giardia nas fezes (8) é de ~44 % , ou seja,
nossas analises sugerem que ~56% das amostras de fezes de criangas
infectadas ndo continha Giardia. Ndo encontramos evidéncia de que 8 mudasse
com o género e idade das criancas, ou entre dias de coleta.

3. A probabilidade de o teste de sedimentacdo espontanea detectar G. duodenalis
quando esse parasito esta presente na amostra varia de acordo com a
experiencia do observador, a probabilidade de um observador experiente
detectar o parasito na amostra foi de ~64 %, ja para um observador
inexperiente essa probabilidade de deteccao de Giardia diminui para ~46 % .

4. A probabilidade de uma crianga usuéria de creches do Distrito Federal estar
infectada por G. duodenalis, ap6s corrigir falhas de deteccdo, é de até 54%,
maior do gque outros estudos na nossa area de amostragem.

5. N&o encontramos evidéncias de que a probabilidade de infeccdo de uma
crianga por Giardia (W) mudasse com a idade ou entre setores urbanos. Os
modelos mostraram que a probabilidade de infeccdo em meninas (~54%) foi
maior que em meninos ~34%.

6. As estimativas corrigidas da frequéncia de infeccdo de G. duodenalis em
criangas usuarias de creches do Distrito Federal (até 54%) considerando que a
eliminacdo de parasitos € irregular e que a sensibilidade dos testes é imperfeita
foram muito maiores que os dados observados (20%). A estratégia capaz de
aumentar a probabilidade de detectar Giardia em uma amostra procedente de
uma crianca infectada usando um teste € replicar as amostras, com pelo menos

quatro amostras.
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APENDICE 2

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE EDUCACAO
Centro de Aperfeigoamento dos Profissionais de Educagéo - EAPE

Memorando N"QbOZOI 8 - EAPE
Brasilia, 11 de outubro de 2018.

PARA: CRE Guara
ASSUNTO: Autorizagdo para realizagdo de pesquisa

Senhor (a) Diretor (a),

Autorizamos ELEUZA RODRIGUES MACHADO, pesquisadora responsavel pelo projeto
proposto pela Faculdade Anhanguera de Brasilia ¢ a equipe composta pelos pelos pesquisadores RODRIGO
GURGEL-GONGALVES, IRIANI RODRIGUES MOLDENADE, VERONICA CORTEZ GINANI, MARIANA
MACHADO HETCH, LENORA GANDOLF], a realizarem pesquisa de campo nessa regional.

A pesquisa intitulada “ESTUDO IMUNOPARASITOLOGICO, NUTRICIONAL E FATORES DE
RISCO PARA AQUISICAO DE ENTEROPARASITOS EM CRIANCAS USUARIAS DE CRECHES E
ESCOLAS DE ENSINO FUNDAMENTAL DAS CIDADES ESTRUTURAL E CEILANDIA, DISTRITO
FEDERAL” tem como objetivo correlacionar parasitoses intestinais em criangas usudrias de creches e estudantes
de Ensino Fundamental, com respostas imunolégicas, a desnutrigéo e as condigdes ambientais, saneamento bésico

e condigdes socioecondmicas.

Dentre as agdes de pesquisa estdo incluidos coleta de amostras de fezes sem conservantes, para
a realizagdo de exames, coleta de amostra de sangue para realizagio do Exame Hematolégico e Bioquimico

completo e aplicagdo de questionarios .

A autorizag@o final da coleta dos dados dependera do aceite do (a) gestor (a) da unidade ou
setor objeto da pesquisa. O acesso & escola, aos professores, pais e alunos se dara por autorizagdo expressa dos
Gestores da Unidade de Ensino e assinatura do  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos
participantes da pesquisa e ainda mediante parecer do Comité de Etica em Pesquisa da com Seres Humanos da

Faculdade Anhanguera Ltda/ Universidade Kroton.

Atenciosamente,

Thaiane Ferreira

Centro de Aperfeigoamento dos Profissionais de Educagiio — EAPE
Diretoria de Formagdo Continuada, Pesquisa ¢ Desenvolvimento Profissional
Diretora

Centro de Aperfei dos Profissionais de Educagio - EAPE
SGAS 907, Conjunto - A, CEP- 70.390-070
Telefone: 3901-2378
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GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE EDUCACAO
Centro de Aperfeigoamento dos Profissionais de Educagdo - EAPE

Memorando N‘\:.)éj /2018 — EAPE
Brasilia, 16 de outubro de 2018.

PARA: CRE Ceilandia
ASSUNTO: Autorizagdo para realiza¢o de pesquisa

Senhor (a) Diretor (a),

Autorizamos ELEUZA RODRIGUES MACHADO, pesquisadora responsavel pelo projeto
proposto pela Faculdade Anhanguera de Brasilia e a equipe composta pelos pelos pesquisadores RODRIGO
GURGEL-GONGCALVES, IRIANI RODRIGUES MOLDENADE, VERONICA CORTEZ GINANI, MARIANA
MACHADO HETCH, LENORA GANDOLFI, a realizarem pesquisa de campo nessa regional.

A pesquisa intitulada “ESTUDO IMUNOPARASITOLOGICO, NUTRICIONAL E FATORES DE
RISCO PARA AQUISICAO DE ENTEROPARASITOS EM CRIANCAS USUARIAS DE CRECHES E
ESCOLAS DE ENSINO FUNDAMENTAL DAS CIDADES ESTRUTURAL E CEILANDIA, DISTRITO
FEDERAL” tem como objetivo correlacionar parasitoses intestinais em criangas usudrias de creches e estudantes
de Ensino Fundamental, com respostas imunolégicas, a desnutri¢io e as condigdes ambientais, saneamento basico

e condigdes socioecondmicas.

Dentre as agdes de pesquisa estdo incluidos coleta de amostras de fezes sem conservantes, para
a realizagdo de exames, coleta de amostra de sangue para realizagdo do Exame Hematolégico e Bioquimico

completo e aplicagdo de questionarios .

A autorizagdo final da coleta dos dados dependera do aceite do (a) gestor (a) da unidade ou

setor objeto da pesquisa. O acesso  escola, aos professores, pais e alunos se dard por autorizagdo expressa dos
Gestores da Unidade de Ensino e assinatura do  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos

participantes da pesquisa e ainda mediante parecer do Comité de Etica em Pesquisa da com Seres Humanos da

Faculdade Anhanguera Ltda/ Universidade Kroton.

Atenciosamente,

Thaiane Ferreira

Centro de Aperfeigoamento dos Profissionais de Educagdo — EAPE
Diretoria de Formagdo Continuada, Pesquisa e Desenvolvimento Profissional
Diretora

Centro de Aperfeig dos Profissionais de Educagio - EAPE
SGAS 907, Conjunto - A, CEP- 70.390-070
Telefone: 3901-2378



APENDICE 3

A .
"‘ FACULDADE ANHANGUERA DE BRASILIA ==
M QS 01, Rua 212, Lotes 11 101;35; 17&;;955/8_558;{”(%J)agggtzi[lg;gbAguas Claras - Brasilia-DF U n B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Aplicado aos pais ou responsaveis legais pelas criancas e adolescentes)

Com a finalidade de té-lo (a) como participante da pesquisa intitulada “Estudo
imunoparasitologico, nutricional e fatores de risco para aquisicdo de enteroparasitos em
criancgas e adolescentes de usuarias de creches e escolas de Ensino Fundamental das cidades
Regionais: Estrutural e Ceilandia, Distrito Federal” convidamos vocé a participar dessa pesquisa,
de cunho académico e cientifico, realizada pelos pesquisadores. A pesquisa tera como objetivo
principal: “Correlacionar enteroparasitoses em criangas e adolescentes usuarias de creches e de
Ensino Fundamental, com as respostas imunoldgicas, estado nutricional, condigbes ambientais,
saneamento béasico e socioecondmicas de familias residentes nas cidades Regionais Estrutural e
Ceilandia, Distrito Federal”. E um projeto que sera subdividido em cinco sub-projetos: dois projetos
de Trabalho de Iniciagdo Cientifica, da Faculdade Anhanguera de Brasilia — Unidade
Taguatinga/Universidade Kroton, duas Dissertagdes de Mestrado do Programa de Pés-graduacdo em
Medicina Tropical, Faculdade de Medicina, UnB e uma Tese de Doutorado, Programa de Pds-
graduacao em Nutri¢do, Faculdade Ciéncias da Saude, UnB.

O objetivo do projeto serd: Correlacionar enteroparasitoses em criancas e adolescentes
usuarias de creches e de Ensino Fundamental, com as respostas imunolégicas, estado nutricional,
condi¢cBes ambientais, saneamento bésico e socioecondmicas de familias residentes nas cidades
Regionais Estrutural e Ceilandia, Distrito Federal.

Para atingir esse objetivo, serdo coletadas das criancas trés amostras de fezes obtidas em dias
alternados para a pesquisa de enteroparasitos, e uma amostra de sangue. Os materiais que serdo usados
nas coletas de amostras de fezes, e as que serdo usadas nas coletas das amostras de sangue serdo novos
e estéreis, e sem qualquer tipo de substancia, que a crianga possa ingerir. A coleta da amostra de
sangue € necessaria para fazermos os estudos bioquimicos, hematoldgicos e imunoldgicos que
associados com os resultados parasitolégicos e fatores de riscos, nos permitira identificar o real estado
de saude da crianca.

Sua participacdo e de sua crianca na pesquisa serdo voluntarias, sem qualquer tipo de gasto,
recebimento ou pagamento. Se concordar em participar e deixar a crianca pela qual é responsavel
participar do estudo, deverd assinar o documento “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” e
em responder a questionarios. Vale ressaltar que em hipo6tese alguma vocé e a crianga serdo
identificadas, sendo garantido o sigilo e o seu anonimato.

Informamos também, que se sua crianga estiver positiva para alguma parasitose, daremos um
encaminhamento para um pediatra, para ser tratada com um vermifugo proprio para cadabarasito.
Também seré oferecido palestras sobre as parasitoses mais comuns no Brasil, abrangendo os sintomas
e como evitar a infeccdo por elas. Além de ensinar as criancas a fazerem a higienizacdo das méaos.



Durante a pesquisa, vocé podera tirar suas dividas relacionadas aos questionarios, assim como
poderdo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento desejado. Caso queira obter
informacdes sobre os resultados da pesquisa e esclarecerem duvidas sobre a importancia do estudo,
entre em contato com a Coordenadora do projeto Profa. Dra. Eleuza Rodrigues Machado no telefone:
(061) 8197-1894 e 98230-5611 (e-mail: eleuzarodriguemachado51@gmail.com), ou com 0s
pesquisadores integrantes do projeto: Lana Cristina Ferreira de S4, no telefone: (061) 98148-9886 (e-
mail: lannaah.c@gmail.com), ou Prof. Dr. Rodrigo Gongalves-Gurgel, no telefone: (061) 3107-1787
(e-mail: gurgelrg@hotmail.com), ou do Comité de Etica em Pesquisa da FS, UnB — CEP/FS-UnB,
no telephone: (061)3107-1947 (e-mail: cepfsunb@gmail.com).

Eu, ;
CPF e/ou RG responsavel legal pela
crianca :
residente em :
telefone apos ter recebido

informacgdes sobre o estudo “Estudo imunoparasitélogico, nutricional e fatores de risco para
aquisicao de enteroparasitos em criancas e adolescentes de usuarias de creches e escolas de
Ensino Fundamental das cidades Regionais: Estrutural e Ceilindia, Distrito Federal” por meio
da carta informativa lida por mim, declaro que ficou claro o objetivo geral do estudo, os procedimentos a
serem realizadas, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. N&o tendo dividas a
respeito da pesquisa, concordo e permito que minha crianga participa como voluntario (a) nesse estudo,
assinando esse termo, do qual poderei deixar de participar a qualquer momento do estudo, sem penalidades
ou prejuizos, ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido.

Este Termo de Consentimento sera assinado em duas vias, sendo a primeira de posse do participante
da pesquisa e a segunda dos pesquisadores.

Brasilia, DF,........... (o [T de 2019

Assinatura do responsavel legal

Assinatura/carimbo do Diretor (Chefe):

B s R Backadio

Assinatura da Pesquisadc}r)i Coordenadora/Responsavel pelo projeto
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Aplicado aos pais ou responsaveis legais pelas criancas e adolescentes)

Eu, ,

CPF elou RG responsavel legal pela

crianca ,

residente em ,

telefone apos ter recebido

informacgdes sobre o estudo “Estudo imunoparasitologico, nutricional e fatores de risco para
aquisicdo de enteroparasitos em criancas e adolescentes de usuarias de creches e escolas de
Ensino Fundamental das cidades Regionais: Estrutural e Ceiléndia, Distrito Federal” por meio
da carta informativa lida por mim, declaro que ficou claro o objetivo geral do estudo, os procedimentos a
serem realizadas, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. N&o tendo ddvidas a
respeito da pesquisa, concordo e permito que minha crianca participa como voluntério (a) nesse estudo,
assinando esse termo, do qual poderei deixar de participar a qualquer momento do estudo, sem penalidades

ou prejuizos, ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido.

Este Termo de Consentimento sera assinado em duas vias, sendo a primeira de posse do participante

da pesquisa e a segunda dos pesquisadores.

Brasilia, DF,........... de.ooeeeeeee, de 2019

Assinatura do responsavel legal

Assinatura/carimbo do Diretor (Chefe):

Eluso R ackhadio

Assinatura da Pesquisadga Coordenadora/Responsavel pelo projeto 135




APENDICE 4

Tabela: Efeitos das covariaveis na probabilidade de infeccéo, eliminacéo e deteccdo de G.
duodenalis: Modelos ajustados e suas hipdteses.

Categoria
do modelo
Nulo

Género

Idade

Setor

Dias

Modelos
Mistos

ID

MO

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

M13

M14

M15

M16

Estrutura do modelo

(), 8(.), p(.) [NULO]
Y(.), 6(.), p(expertise) [nulo
realista]

¥(género), 0(.), p(.)

W(género), 0(.), p(expertise)

¥(.), 6(género), p(expertise)

Y(.), 6(idade), p(expertise)

Y(idade), 0(.), p(expertise)

Y(idade), O(idade),

p(expertise)

Y(setor), 6(.), p(expertise)

Y(.), 6(dia), p(expertise)

Y(género), B(idade),
p(expertise)

W(género), 0(.), p(idade)
W(género), 0(.), p(expertise+
idade)

WY(género), 0 (fixado 1),
p(expertise)

Y(género), 6(dia), p(expertise)
Y(género), O(dia+ idade),
p(expertise)

(.), O(dia+idade),
p(expertise)

Hipoteses

As probabilidades ndo variam em nenhum nivel, os valores se
mantém constantes.

VY, probabilidade de uma crianga estar infectada e 6, probabilidade
da eliminacédo de Giardia na amostra de uma crianga infectada, sdo
constantes, mas, p, a probabilidade de deteccdo de Giardia é maior
guando o teste é executado por um observador experiente.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia,
0 e p sdo constantes.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia,
0 é constante e p € maior quando o teste é executado por um
observador experiente.

W ¢é constante, o género influencia a probabilidade de eliminacéo de
Giardia na amostra e p é maior quando o teste é executado por um
observador experiente.

VW é constante, a maior idade aumenta a probabilidade de
eliminacdo de Giardia na amostra e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

A maior idade aumenta a probabilidade de estar infectado por
Giardia, 0 é constante e p é maior quando o teste é executado por
um observador experiente.

A maior idade aumenta a probabilidade de estar infectado por
Giardia, a maior idade aumenta 0 e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Crianca de setor de maior vulnerabilidade socioecondmica tem
maior probabilidade de estar infectada por Giardia, 6 é constante e
p é maior quando o teste é executado por um observador experiente.
W ¢ constante, o dia da coleta interfere em 0 e p é maior quando o
teste é executado por um observador experiente.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia,
a maior idade aumenta 6 e p € maior quando o teste é executado por
um observador experiente.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia,
0 é constante e p € maior quando a amostra é de uma crianga menos
nova

Ser menina aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia,
0 é constante e p € maior quando a amostra é de uma crianga menos
nova e executado por um observador experiente.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia,
0 assume que ndo ha eliminagao irregular e p ¢ maior quando o
teste é executado por um observador experiente.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia,
o dia da coleta interfere em 6 e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Ser menina aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia,
o dia da coleta e ser menos nova interfere em 6 e p é maior quando
0 teste € executado por um observador experiente.

W ¢ constante, o dia da coleta e ser menos nova interfere em 0 e p é
maior quando o teste é executado por um observador experiente.
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M17

M18

M19

M20

M21

M22

M23

M24

M25

M26

M27

M28

M29

M30

M31

WY(género + idade), 0(.),
p(expertise)

Y(género + idade), O(idade),
p(expertise)

Y(género + idade), 0(dia),
p(expertise)

Y(género + idade), 0(dia
+idade), p(expertise)
Y(idade), 6(dia), p(expertise)
Y(idade), 6(dia +idade),
p(expertise)

Y(setor), O(idade),

p(expertise)

YW(setor), 6(dia), p(expertise)

Y(setor), O(dia + idade),
p(expertise)

Y(setor+ género), 0(.),
p(expertise)

Y(setor+ género), B(idade),
p(expertise)

Y(setor+ idade), 0(.),
p(expertise)

Y(setor+ idade), O(idade),
p(expert)

Y(setor+ género), B(dia),
p(expertise)

Y(setor+ idade), 6(dia),
p(expertise)

Ser menina e menos nova aumenta a probabilidade de estar
infectada por Giardia, 6 é constante e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Ser menina e menos nova aumenta a probabilidade de estar
infectada por Giardia, ser menos nova interfere em 6 e p é maior
guando o teste é executado por um observador experiente.

Ser menina e menos nova aumenta a probabilidade de estar
infectada por Giardia, o dia da coleta interfere em 6 e p € maior
guando o teste é executado por um observador experiente.

Ser menina e menos nova aumenta a probabilidade de estar
infectada por Giardia, o dia da coleta ser menos nova interfere em
0 e p é maior quando o teste é executado por um observador
experiente.

Ser menos nova aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, o dia da coleta interfere em 6 e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Ser menos nova aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, o dia da coleta e ser menos nova interfere em 6 e p € maior
guando o teste é executado por um observador experiente.

Crianca de setor de maior vulnerabilidade socioeconémica tem
maior probabilidade de estar infectada por Giardia, ser menos nova
interfere em 0 e p € maior quando o teste € executado por um
observador experiente.

Crianca de setor de maior vulnerabilidade socioecondmica tem
maior probabilidade de estar infectada por Giardia, o dia da coleta
interfere em 0 e p € maior quando o teste é executado por um
observador experiente.

Crianca de setor de maior vulnerabilidade socioecondmica tem
maior probabilidade de estar infectada por Giardia, o dia da coleta
e ser menos nova interfere em 6 e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Ser menina de setor de maior vulnerabilidade socioeconémica
aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia, 6 é
constante e p é maior quando o teste é executado por um
observador experiente.

Ser menina de setor de maior vulnerabilidade socioeconémica
aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia, ser menos
nova interfere em 6 e p é maior quando o teste é executado por um
observador experiente.

Ser crianga menos nova de setor de maior vulnerabilidade
socioecondmica aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, 0 € constante e p é maior quando o teste é executado por
um observador experiente.

Ser crianga menos nova de setor de maior vulnerabilidade
socioecondmica aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, ser menos nova interfere em 6 e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Ser menina de setor de maior vulnerabilidade socioeconémica
aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia, o dia da
coleta interfere em 6 e p € maior quando o teste é executado por um
observador experiente.

Ser crianga menos nova de setor de maior vulnerabilidade
socioecondmica aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, o dia da coleta interfere em 0 e p € maior quando o teste €
executado por um observador experiente.
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M32

M33

M34

M35

M36

M37

Y(setor+ género), O(dia +
idade), p(expertise)

Y(setor+idade), O(dia +
idade), p(expertise)

W(setor+ género + idade),
O(idade), p(expertise)

W(setor+ género + idade), 0(.),
p(expertise)

W(setor+ género + idade),
0(dia), p(expertise)

W(setor+ género + idade),
0(diat+ idade), p(expertise)

Ser menina de setor de maior vulnerabilidade socioeconémica
aumenta a probabilidade de estar infectada por Giardia, o dia da
coleta e ser menos nova interfere em 6 e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Ser crianga menos nova de setor de maior vulnerabilidade
socioecondmica aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, o dia da coleta e ser menos nova interfere em 6 e p € maior
guando o teste é executado por um observador experiente.

Ser menina menos nova de setor de maior vulnerabilidade
socioecondmica aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, ser menos nova interfere em 6 e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Ser menina menos nova de setor de maior vulnerabilidade
socioecondmica aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, 0 é constante e p ¢ maior quando o teste é executado por
um observador experiente.

Ser menina menos nova de setor de maior vulnerabilidade
socioeconémica aumenta a probabilidade de estar intentada por
Giardia, o dia da coleta interfere em 6 e p € maior quando o teste é
executado por um observador experiente.

Ser menina menos nova de setor de maior vulnerabilidade
socioecondmica aumenta a probabilidade de estar infectada por
Giardia, o dia da coleta e ser menos nova interfere em 6 e p é maior
guando o teste é executado por um observador experiente.

¥ é maior nas meninas, 8 diminui com a idade, e p aumenta com a expertise do observador.
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