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RESUMO

O protozoário Giardia lamblia é um dos agentes etiológicos de diarreia em crianças no Brasil. 
Seu diagnóstico pode tornar-se difícil em consequência da baixa sensibilidade dos métodos 
usualmente empregados e por causa da eliminação intermitente dos cistos pode produzir resultados 
falso-negativos. Por essa razão, foi desenvolvido um ensaio imunoenzimático (ELISA) para 
pesquisa de antígenos de G. lamblia em fezes. Este imunoensaio tem sido descrito na literatura como 
um método simples, sensível e específico quando aplicado para o diagnóstico de diversas parasitoses. 
Assim, este estudo objetivou comparar a técnica de ELISA com os métodos coproscópicos de 
centrífugo-sedimentação (Técnica de Ritchie) e centrífugo-flutuação (Técnica de Faust), visando 
demonstrar a importância de um método com maior sensibilidade. Foram examinadas 158 amostras 
de fezes de crianças, de 0 a 12 anos, em uma creche municipal pública de Rio Grande, no Rio 
Grande do Sul, Brasil. Os resultados referentes à comparação entre as técnicas mostraram que a 
técnica de ELISA tem 3,0 vezes mais chances de detectar amostras positivas de G. lamblia que o 
método de centrífugo-flutuação. Quando comparada com o método de centrífugo-sedimentação, 
a técnica de ELISA demonstrou ter 3,4 vezes mais chances de detectar amostras positivas para G. 
lamblia. Concluiu-se que a técnica de ELISA desenvolvida mostrou-se mais eficiente que as técnicas 
adotadas na rotina laboratorial para o diagnóstico desta parasitose, podendo ser aplicada tanto para 
o diagnóstico individual como em avaliações epidemiológicas, já que permite o processamento de 
várias amostras simultaneamente.
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ABSTRACT

Giardia lamblia: diagnosis using microscopic methods and enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA).

The protozoan Giardia lamblia is one of the etiological agents of diarrhea in children in Brazil, and 
diagnosis may be difficult due to low sensitivity of the methods commonly used, due the intermittent 
liberation of cysts, which may lead to false-negative results. Thus, an enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) was developed for detection of G. lamblia antigens in fecal samples, considering 
that this immunoassay has been described to be simple, sensitive and specific when applied to 
diagnose various parasitic diseases. Thus, this study aimed to compare the ELISA technique with 
single stool sample to examination methods using centrifugal sedimentation (Ritchie technique) and 
centrifugation-flotation (Faust technique), intending to demonstrate the importance of a method with 
greater sensitivity. Fecal samplesfrom a total of 158 children aged 0-12 years, were examined in a 
public municipal nursery in the city of Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brazil. The comparative results 
of the investigated techniques showed that ELISA has 3.0 times more chance than centrifugation-
flotation, and 3.4 times more chance than  centrifugal sedimentation to detect positive samples of 
G. lamblia. Overall, it was concluded that the ELISA was more efficient than the routine laboratory 
techniques for the diagnosis of giardiasis, and it may be used for both individual and epidemiological 
assessments, as the technique allows for processing of multiple samples simultaneously.

KEY WORDS:	Giardiasis; diagnosis; epidemiology.

INTRODUÇÃO

A infecção por Giardia lamblia é a causa mais frequente de diarreia 
parasitária no âmbito mundial, com 2% a 7% de prevalência nos países desenvolvidos 
e 20% a 30% na maioria dos países em desenvolvimento. Calcula-se a existência 
de 280 milhões de casos de infecções por ano (17, 19). Como a giardíase apresenta 
uma carga global considerável e crescente e prejudica a capacidade de as pessoas 
infectadas atingirem seu pleno potencial, em 2004 esta parasitose foi incluída na 
Iniciativa para as Doenças Negligenciadas da Organização Mundial da Saúde (30).

Na América Latina, a giardíase constitui uma das três principais causas 
de morbidade em crianças de 0 a 5 anos de idade (9, 16). O teste diagnóstico mais 
utilizado é o exame direto de fezes com pesquisa de cistos ou trofozoítos do parasito 
(28). A transmissão pode ocorrer pela ingestão de água e alimentos contaminados 
com cistos de G. lamblia e pelo contato direto com pessoas e animais domésticos 
infectados (8, 21, 35). O quadro clínico da giardíase nas crianças varia desde 
infecções assintomáticas até quadros de diarreia persistente, com síndrome de má 
absorção intestinal de nutrientes e de gorduras, podendo ser observado retardo no 
desenvolvimento e crescimento (1, 22, 23).

A prevalência de giardíase registrada em diferentes estados brasileiros, 
obtida por meio de exames parasitológicos de fezes (EPF) executados por diferentes 
técnicas e em diferentes populações, apresenta ampla variação (4, 20, 31). Segundo 
El-Nahas et al. (2013), as prevalências registradas são observadas, na maioria das 
vezes, por meio da análise de apenas uma amostra de fezes, portanto é possível que 
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estejam subestimadas. Na pesquisa de cistos de G. lamblia pelo EPF, podem ser 
empregados diferentes métodos, tais como exame direto, centrífugo-sedimentação 
(26) e/ou centrífugo-flutuação (de eleição) (12). Entretanto, o diagnóstico 
laboratorial da giardíase pode tornar-se difícil em virtude da baixa sensibilidade 
destes métodos e por causa da eliminação intermitente dos cistos. O período 
negativo da eliminação dos cistos tem, em média, a duração de dez dias. Portanto, 
para aumentar a sensibilidade do EPF, é importante examinar, no mínimo, três 
amostras de fezes (5), o que pode aumentar a sensibilidade do diagnóstico em até 
80% (11, 15, 17). Sabe-se também que a sorologia não é o método ideal em virtude 
de sua baixa especificidade, pois os anticorpos permanecem no soro de pessoas já 
curadas. Diante dessas dificuldades no diagnóstico da protozoose, foi desenvolvido 
o ensaio imunoenzimático (ELISA) para a pesquisa de antígenos de superfície de 
cistos de G. lamblia nas fezes dos pacientes, com a expectativa de se obter um 
método simples, sensível e específico (7, 33).

Em decorrência das dificuldades do diagnóstico da giardíase, da 
necessidade de processamento de várias amostras de fezes e da carência de um 
método de diagnóstico laboratorial conclusivo para giardíase, foi proposta a presente 
investigação. O trabalho teve como objetivo comparar os métodos coproscópicos 
convencionais de centrífugo-sedimentação e centrífugo-flutuação com o ensaio 
imunoenzimático (ELISA), que se baseia na pesquisa de coproantígenos de 
superfície dos cistos de G. lamblia, visando demonstrar a importância do emprego 
deste teste na rotina laboratorial como um método de maior sensibilidade.

MATERIAL E MÉTODOS

Sujeitos da pesquisa e aspectos éticos

Para a pesquisa de cistos de Giardia lamblia, foram examinadas fezes 
de 158 crianças, de 0 a 12 anos, de uma creche pública do município de Rio 
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. A creche atende crianças oriundas de famílias 
carentes. O responsável pela creche foi esclarecido quanto ao objetivo do projeto e 
à participação das crianças, sendo autorizada sua realização. Os responsáveis pelas 
crianças tomaram conhecimento dos objetivos do trabalho e autorizaram as coletas 
de fezes para fins de pesquisa por meio da assinatura do Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido. Todas as crianças positivas para cistos de Giardia lamblia (ou 
outros enteroparasitos) receberam gratuitamente a prescrição médica e o tratamento 
adequado. O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 
de Medicina da Universidade Federal de Pelotas.

Coleta das amostras de fezes

De cada criança foram coletadas três amostras de fezes, sendo 
acondicionadas em frasco de coleta estéril, devidamente etiquetado e identificado. 
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O material foi conservado a 4°C até o momento do exame, realizado no Laboratório 
de Parasitologia do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Federal de Pelotas.

Pesquisa de cistos de Giardia lamblia

As amostras de fezes foram processadas, analisadas e comparadas pelos 
métodos de centrífugo-flutuação (técnica de Faust), centrífugo-sedimentação 
(técnica de Ritchie) e pela pesquisa de coproantígenos de Giardia lamblia – ensaio 
imunoenzimático (ELISA - kit comercial Giardia II - Techlab®) (2, 14, 36).

Análise estatística

Os resultados obtidos pelos métodos de centrífugo-flutuação e centrífugo-
sedimentação foram comparados com o método de ELISA. Para a comparação dos 
métodos, foram utilizados o teste do Qui-quadrado e o teste da razão de chance (OR, 
odds ratio), considerando-se nível de significância de 0,05.

RESULTADOS 

Das 158 amostras analisadas pela técnica de ELISA para coproantígenos 
de superfície de cistos de Giardia lamblia, 57% (90) foram positivas, com 
absorbância média de 0,944 (desvio padrão de 1,189), e 5,1% (8/158) das amostras 
apresentaram valores de densidade óptica muito próxima ao cut off (0,185).

Na Tabela 1, podem ser observados os resultados referentes à comparação 
do método de centrífugo-flutuação com o método de ELISA. Comparativamente, 
observou-se que a técnica de ELISA apresentou 3,0 vezes mais chances de detectar 
amostras positivas de G. lamblia do que o método de centrífugo-flutuação.

Tabela 1.	 Comparação entre os métodos de ELISA para coproantígenos e 
centrífugo-flutuação no diagnóstico laboratorial de Giardia lamblia em 
crianças da Região Sul do Brasil (n=158)

Resultados ELISA Centrífugo-
flutuação Valor de p Odds ratio 

(IC – 95%)
Positivos (%) 90 (57) 48 (30,4) <0,001 3,0

(1,9-4,8)Negativos (%) 68 (43) 110 (69,6)
Total 158 (100) 158 (100) - -

Na Tabela 2, podem ser examinados os resultados da comparação do 
método de ELISA com a técnica de centrífugo-sedimentação. Nesta comparação, 
verificou-se que o método de ELISA para coproantígenos apresentou 3,4 vezes 
mais chances de detectar amostras positivas para G. lamblia do que o método de 
centrífugo-sedimentação.
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Tabela 2.	 Comparação entre os métodos de ELISA para coproantígenos e 
centrífugo-sedimentação no diagnóstico laboratorial de Giardia lamblia 
em crianças da Região Sul do Brasil (n=158)

Resultados ELISA Centrífugo-
sedimentação Valor de p Odds ratio 

(IC – 95%))
Positivos (%) 90 (57) 44 (27,8) <0,001 3,4

(2,1-5,5)Negativos (%) 68 (43) 114 (72,2)
Total 158 (100) 158 (100) - -

Observou-se, contudo, que houve a ocorrência de sete casos positivos 
diagnosticados pela técnica de centrífugo-flutuação e de dois casos por centrífugo-
sedimentação, os quais não foram diagnosticados pela técnica de ELISA.

DISCUSSÃO

A ampla distribuição geográfica e os elevados índices de prevalência 
de infecção por G. lamblia, considerada uma das principais etiologias de 
enteroparasitoses de crianças (22), têm motivado a realização de estudos em todo o 
mundo. Estas investigações se referem, sobretudo, ao diagnóstico desta protozoose, 
pois há necessidade de se buscar um método que ofereça elevadas sensibilidade e 
especificidade, que seja prático e de baixo custo (33).

A maior positividade de G. lamblia observada neste estudo foi obtida pelo 
método de ELISA (57%), sendo superior à detectada pelos métodos de centrífugo-
flutuação (30,4%) e centrífugo-sedimentação (27,8%). O maior número de amostras 
positivas verificadas no ELISA pode ser decorrente do fato de esta técnica detectar 
não somente cistos e/ou trofozoítos, mas também antígenos, ou seja, frações de 
glicoproteína dos cistos do protozoário presentes nas fezes (14, 37). Além disso, 
a demora no processamento das amostras fecais, os tratamentos realizados para 
giardíase e a utilização de antibióticos e/ou anti-helmínticos podem danificar cistos 
e trofozoítos, dificultando sua visualização nos exames coproscópicos usuais, mas 
não inviabilizam a detecção de antígenos provenientes de fragmentos de formas 
evolutivas de G. lamblia pela técnica de ELISA.

Ainda em relação à adoção da técnica de ELISA, vários relatos na literatura 
corroboraram os achados do presente estudo. Embora hajam sido diagnosticadas 
diferenças nos índices de sensibilidade, os estudos demonstraram elevada 
sensibilidade e especificidade de kits comerciais de ELISA para o diagnóstico da 
giardíase, superando as técnicas coproscópicas utilizadas na rotina laboratorial. O 
índice de 76,4% de sensibilidade para o ELISA foi relatado em um estudo realizado 
por Al-Saeed & Issa (2010) em amostras fecais de crianças; a especificidade foi 
de 100% quando comparada com outros métodos de microscopia. Já Chakarova 
(2010), detectou 98,9% de sensibilidade e 100% de especificidade na técnica de 
ELISA, quando comparada com outras técnicas microscópicas para o diagnóstico 
de infecção por Giardia lamblia em amostras de fezes humanas.
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Estudos anteriores propõem que o método de ELISA deva ser uma 
alternativa nos casos em que os resultados dos exames parasitológicos de fezes forem 
repetidamente negativos em pacientes com sintomas compatíveis com giardíase 
(27). Deve-se recordar que a intermitência na eliminação dos cistos de G. lamblia 
nas fezes leva à diminuição da visualização do parasito na microscopia tradicional, o 
que sugere a coleta de várias amostras de fezes para diagnóstico coproscópico deste 
parasito (11, 13, 29, 34, 36). No presente estudo, quando os métodos de centrífugo-
flutuação e centrífugo-sedimentação foram comparados com a técnica de ELISA, 
observou-se que esta mostrou possuir 3 e 3,4 vezes mais chances, respectivamente, 
de detectar antígenos de G. lamblia. Estes resultados indicam que, provavelmente, 
os casos de giardíase estejam subestimados nas populações estudadas apenas com 
a utilização dos métodos microscópicos, o que pode resultar em diagnósticos 
falso-negativos. Cabe lembrar que, mesmo que as investigações apontem uma 
correlação entre a eliminação de cistos com a gravidade da doença (32), a baixa 
eliminação de cistos por um hospedeiro já é suficiente para causar contaminação 
do ambiente, da água e de alimentos, sendo fonte de infecção para outras pessoas.

Com o objetivo de avaliar a presença de protozoários de importância 
em saúde nas amostras ambientais, Barbosa et al. (2012) compararam o grau de 
concordância entre a técnica de Ritchie, a técnica Sheather e a técnica de ELISA 
para a pesquisa de Giardia lamblia em amostras de água e solo. Estes autores 
comprovaram que o método de ELISA, quando comparado com as técnicas 
microscópicas, apresentou maior número de amostras positivas, tanto na água como 
no solo, demonstrando elevada eficiência e capacidade para detectar pequenas 
quantidades de antígenos presentes em ambientes de baixa carga parasitária.

É importante registrar, no entanto, que foi observada a presença de 
cistos nos EPF em amostras que não foram reagentes no ELISA. A ocorrência de 
resultados falso-negativos no ELISA, segundo Duque-Beltran et al. (2002), deve ser 
explicada pela não utilização de antígenos regionais de G. lamblia para a preparação 
dos anticorpos monoclonais utilizados para a captura de antígenos específicos no 
ELISA. Read et al. (2004) e Lalle et al. (2005) acreditam que isso ocorra em virtude 
da existência de vários genótipos e subgenótipos (zoonóticos e não zoonóticos) de 
G. lamblia, o que também pode interferir no preparo dos anticorpos policlonais 
utilizados como conjugado no ELISA. Rishniw et al. (2010) também encontraram 
discordância em algumas amostras nos resultados coproscópicos tradicionais e o 
método de ELISA em amostras fecais caninas. Entretanto, cabe salientar que os 
métodos de centrífugo-flutuação e de centrífugo-sedimentação, nesta investigação, 
mostraram menor sensibilidade quando comparados com a técnica de ELISA.

Conclui-se que a pesquisa de coproantígenos de superfície de cistos de 
G. lamblia pelo método de ELISA poderia ser implementada como apoio à rotina 
laboratorial, já que este método possui maior capacidade de detectar casos positivos 
em uma população, quando comparado com as técnicas coproparasitológicas que 
são usualmente empregadas. Além disso, o diagnóstico pelo método de ELISA 
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é de fácil execução e permite processar simultaneamente várias amostras, o que 
facilita sua utilização até mesmo em avaliações epidemiológicas. Acredita-se que 
investigações desta natureza possam servir de respaldo para o uso de técnicas que, 
embora sejam um pouco mais dispendiosas para os serviços de saúde, oferecem à 
população benefícios incontestáveis de saúde, neste caso, especialmente às crianças.
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