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Resumo

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo determinar e comparar o limiar de positividade
e a sensibilidade dos métodos de centrifugo-flutuagéo em sulfato de zinco (Faust et al.) e
sedimentagéo espontanea (Lutz) para o diagndstico de cistos de Giardia duodenalis. Méto-
dos: Para obtengcado de amostras fecais com quantidades conhecidas de cistos de G.
duodenalis, amostras positivas para o parasito foram purificadas e quantificadas, e posteri-
ormente aliquotas com diferentes quantidades foram adicionadas a amostras fecais negati-
vas para parasitos. Apds a contaminagéo de oito amostras negativas com quantidades
variando entre 1.000 e 200.000 cistos por grama de fezes (c/g/f), as mesmas foram subme-
tidas aos métodos de Faust et al. e Lutz, onde o primeiro se mostrou mais sensivel para a
detecgéo de cistos de G. duodenalis. Resultados: O limiar de positividade do método de
Faust et al. foi de 11.000 c/g/f, e do método de Lutz foi de 100.000 c/g/f, portanto, cargas
parasitarias inferiores a esses limiares levariam a resultados falso-negativos. Conclusao: O
método de Lutz ndo é adequado para o diagnéstico de giardiase, portanto deve ser sempre
utilizado em conjunto com o método de Faust et al.
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INTRODUCAO

As enteroparasitoses sédo consideradas um problema
de salde publica devido a sua alta prevaléncia e sua ampla
distribuicao geografica,® podendo acarretar ma absorgao
de nutrientes, anemia, diarreia crénica, desnutricdo e dores
abominais. Estima-se que 3,5 bilhdes de pessoas este-
jam infectadas por parasitos intestinais em todo o mundo,
e, dessas, 450 milhdes estdo doentes, sendo a maioria cri-
ancas.®

O diagnéstico de enteroparasitos é realizado princi-
palmente através de exames coproparasitologicos, os quais
sdo exames de baixo custo, de simples execugdo e com
boa sensibilidade.®® Existem diversos métodos para a re-
alizacao de exames coproparasitolégicos, sendo que cada
um possui especificidade e sensibilidade diferente para
cada parasito e nenhum método isolado é capaz de diag-
nosticar todas as formas parasitarias.('>?

Giardia duodenalis (sin. Giardia lamblia ou Giardia
intestinalis) € uma espécie de enteroprotozoario cosmopo-
lita e estima-se que infecta cerca de 2,8 milhdes pessoas a
cada ano, principalmente criangas na faixa etaria de 0-5
anos de idade.("® A maioria dos infectados é assintomatica,
porém podem ocorrer manifestagdes clinicas como diarreia
cronica, ma absorgao de nutrientes e perda de peso.("3'9 O
diagnostico da giardiase é realizado principalmente pela
demonstracéo de trofozoitos ou cistos do parasito nas fe-
zes, por meio de exames coproparasitologicos, porém o di-
agnostico se torna mais dificil, uma vez que o parasito libe-
ra os cistos nas fezes de forma intermitente e o diagnoéstico
exige experiéncia do laboratorista.('56)

No Brasil, a prevaléncia de G duodenalis é relatada
variando de 2,7% a 74,1%,("-?Yporém esse tipo de compa-
racao é inviavel, visto que ndo existe uma padronizagéo dos
métodos coproparasitolégicos utilizados, o nimero de co-
letas realizadas e nem mesmo o nimero de laminas a
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serem examinadas em cada método. Essa falta de padro-
nizacéo torna os dados epidemiol6gicos ndo confiaveis,
prejudicando a elaboracédo de medidas de controle.

O método de Faust et al.?? é considerado mais sen-
sivel para a detecc¢éo de cistos de protozoarios quando
comparado ao método de Lutz ou Hoffman, Pons e
Janer, (1225 porém de acordo com Souza e Amor,(? o
método mais utilizado na rotina laboratorial € o método
de Lutz.

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

MATERIAL E METODOS

Amostras de fezes provenientes de criancgas partici-
pantes do projeto de extensao "Epidemiologia e Controle
de Entero e Ectoparasitoses em Criangas de Centros Mu-
nicipais de Educacao Infantil" foram processadas pelos
métodos de centrifugo-flutuagédo em sulfato de zinco (Faust
et al.) e sedimentacéao espontanea (Lutz) no laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal do Parana. As
amostras positivas para G duodenalis foram submetidas
ao método de purificagdo de cistos descrito por Roberts-
Thomson.?) Apés a purificagdo, as suspensdes resultan-
tes, contendo cistos de G. duodenalis, foram quantificadas
em Camara de Neubauer.

Para obter amostras de fezes com quantidades co-
nhecidas de cistos de G duodenalis por grama de fezes
(c/g/f), variando de 1.000 a 200.000 c/g/f, amostras de fe-
zes negativas para enteroparasitos foram pesadas em
balanca analitica Shimadzu AY220, e a partir do peso foi
calculada a quantidade a ser adicionada das suspencgdes
de cistos de G duodenalis. As fezes negativas foram
homogeneizadas com as suspensdes até que uma con-
sisténcia pastosa fosse obtida, para que houvesse uma
distribuicao uniforme dos cistos na amostra fecal.

As amostras fecais contaminadas experimentalmente
com cistos de G duodenalis, juntamente com outras amos-
tras de fezes negativas para enteroparasitos, foram proces-
sadas pelos métodos Faust et al. e Lutz por trés profissio-
nais com experiéncia em Parasitologia, sendo dois bioqui-
micos e um biédlogo. Cada profissional examinou trés lami-
nas da mesma amostra fecal para cada método. O estudo
foi conduzido de maneira duplo-cego."

Os dados foram analisados quanto a sensibilidade e
especificidade para diagnéstico de cistos de G
duodenalis.

O teste de McNemar foi utilizado para avaliar a discor-
dancia entre método de Faust et al. e 0o método de Lutz na
deteccé@o de cistos deste parasito.

RESULTADOS

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

Tabela 1 - Resultados observados nos exames coproparasitolégicos para detecgédo de cistos de G. duodenalis pelos métodos de Faust
et al. e Lutz pelos trés profissionais ao examinar trés laminas da mesma amostra fecal

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

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

Profissional 1

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

Profissional 2

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

Profissional 3

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

+

+

+

- + - + + + + + +
- + - + + + + + +
- + - + - + + + +
- + - + + + + + +
- + - + - + + + +
- + - + + + + + +
- + - + - + + + +
- + - + + + - + +
- + - + - + + + +

F Método de Faust et al.; L Método de Lutz ou Hoffman, Pons e Janer;- Resultado negativo + Resultado positivo
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O resultado foi positivo na amostra com 10.000 c/g/f
somente no método de Faust et al. e por apenas um profis-
sional, o qual identificou cisto deste parasito na segunda
lamina examinada. Ja na amostra contendo 11.000 c/g/f o
resultado foi positivo para os trés avaliadores apenas no
método de Faust et al., porém os cistos nado foram observa-
dos em todas as laminas examinadas.

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

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

DISCUSSAO

No presente trabalho, o método de Faust et al. foi mais
sensivel para a deteccdo de cistos de G duodenalis
(76,34%) em relagdo ao método de Lutz (37,5%). Em estu-
do similar, Chaves et al.("% e Souza® ndo observaram dife-
renca estatistica entre os métodos para o diagnéstico de
protozoarios, porém, nesses estudos, a carga parasitaria
nao foi determinada.

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

O limiar de positividade do método de Faust et al. de
11.000 c/g/f para o diagnéstico de G duodenalis foi préxi-
mo ao trabalho realizado por Castanho,® o qual, utilizando
metodologia diferente, encontrou positividade em amostras
com 10.000 c/g/f, porém, nesse estudo, a carga parasitaria
foi apenas estimada, ao contrario do presente estudo, onde
as amostras foram previamente purificadas, concentradas,
e posteriormente quantificadas. Portanto, cargas parasita-
rias inferiores a esse limiar de positividade levariam a re-
sultados falso-negativos pelo método de Faust et al., o qual
é considerado o melhor método para diagnéstico de cistos
de G duodenalis, uma vez que fornece um campo com me-
nor quantidade de detritos.¢"3?

Para o método de Lutz, o qual é muitas vezes o Unico
utilizado na rotina laboratorial, foi necessaria uma alta car-
ga parasitaria (100.000 c/g/f) para que o resultado fosse
positivo; portanto, esse método néo é indicado para o diag-
nostico de infecgdes por G duodenalis.

102

Outro fator que deve ser considerado para a realiza-
¢do de exames coproparasitolégicos de rotina, é que, de-
vido a liberacédo intermitente de cistos de G duodenalis
nas fezes, o exame de apenas uma Unica amostra de fecal
pode induzir resultados falso-negativos; portanto, a anali-
se de amostras multiplas aumenta a sensibilidade do mé-
todo.%)

Novos métodos diagnésticos foram desenvolvidos
para a pesquisa de G duodenalis, como o método de
ELISA (Enzyme-linked immunosorbentassay), o qual tem
sido amplamente estudado e mostrado uma alta sensibili-
dade.?730.33-36) Apesar deste método ser mais sensivel para
o diagnoéstico de G duodenalis, quando comparado ao mé-
todo de Faust et al.,?"%530) gle ndo é indicado para a realiza-
¢édo de exames coproparasitolégicos de rotina nos labora-
torios de andlises clinicas, pois, além ser mais caro, ndo
permite o diagnéstico de mais de um enteroparasito na mes-
ma amostra fecal.(?":37:3)

CONCLUSOES

O limiar de positividade para detec¢ao de cistos de G
duodenalis foi determinado pela primeira vez para os mé-
todos de Faust et al. e Lutz; tal informacéo é essencial para
tentar reduzir os resultados falso-negativos na rotina
laboratorial.

Os resultados corroboram que o método de Faust et
al. € mais sensivel do que o método de Lutz para o diagnés-
tico de giardiase, uma vez que possibilita a identificacéo de
cistos de G duodenalis em amostras fecais a partir de
11.000 c/g/f. Portanto, os laboratérios de andlises clinicas
nao devem utilizar apenas o método de Lutz para processar
as amostras de fezes na rotina, devendo sempre associar
mais de um método coproparasitolégico, para, dessa for-
ma, ampliar a pesquisa dos enteroparasitos e minimizar os
resultados falso-negativos. Além disso, outro ponto impor-
tante é a necessidade de se examinarem no minimo trés
laminas para cada método coproparasitolégicos empre-
gado.

Estes dados poderao ser usados em futuros trabalhos
para a discussdo da prevaléncia dessa importante para-
sitose intestinal, além de contribuir para uma padronizacao
dos métodos coproparasitolégicos utilizados na rotina
laboratorial.
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Abstract

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

Keywords
Giardia lamblia; Sensitivity and specificity; Analytic sample preparation
methods
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