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RESUMO

A Esquistossomose Mansonica ¢ uma doenga endémica em 76 paises e territorios. Em meados
de 2003, calculou-se que 779 milhdes de pessoas estavam dentro da populacao de risco para
esquistossomose, € 207 milhdes de pessoas estavam infectadas. O diagndstico laboratorial
dessa parasitose pode ser realizado através de métodos parasitologicos de fezes, desde os mais
classicos (Kato-Katz), a alguns que ainda estdo em fase de validagdo. Este estudo foi realiza-
do para avaliar dois novos métodos coproscopicos para diagnostico da Esquistossomose Man-
sonica, em moradores de uma area de baixa endemicidade no Municipio de Maranguape, no
Estado do Ceara, utilizando o método de Kato-Katz como referéncia e a sorologia (ELISA)
para a triagem dos pacientes. Foram desenvolvidas as seguintes etapas: Reconhecimento da
area e divulgacdo do projeto junto aos residentes na localidade; Visita domiciliar para assina-
tura do termo de consentimento livre e esclarecido e entrevista para coleta de dados epidemio-
logicos; Coleta de sangue para realizagdo do método sorologico; Distribuicdo dos frascos para
coleta de fezes, somente para os participantes que foram reativos no teste soroldgico; recebi-
mento das amostras de fezes e realizacdo dos métodos coproscopicos e por fim, entrega dos
resultados dos exames e tratamento dos individuos positivos. Comparando-se os resultados
obtidos pelo método do Kato-Katz e do Gradiente Salinico viu-se que dos 13 positivos
(23,2%) encontrados por ambos, 10 (76,9%) foram diagnosticados apenas através do Gradien-
te Salinico. Ja quando comparou-se o método do Kato-Katz e do Helmintex, das 32 amostras
analisadas, 16 foram positivos (50%) por ambos, porém, 12 (75%) destes individuos foram
diagnosticados apenas pelo Helmintex. E ao comparamos o método do Gradiente Salinico
com o Helmintex, nos 32 individuos que realizaram estes, 17 (53%) foram positivos em am-
bas as técnicas, sendo 11 (64,7%) positivos s6 no Helmintex. Assim, os métodos do Gradiente
Salinico e Helmintex mostraram-se mais efetivos no diagnostico da esquistossomose manso-
nica na localidade em estudo, quando comparados ao Kato-Katz, porém diante da forma de
execugao das técnicas, as mesmas podem ndo ser adequadas para grandes inquéritos epide-
miologicos, mas para estudos pontuais em areas onde o programa de controle ndo consegue

atingir os objetivos.

Palavras-chave: ELISA. Kato-Katz. Schistosoma mansoni. Gradiente Salinico. Helmintex.



ABSTRACT

The Schistosomiasis is endemic in 76 countries and territories. In mid 2003, it was estimated
that 779 million people were within the population at risk for schistosomiasis, 207 million
people were infected. The laboratory diagnosis of schistosomiasis can be accomplished
through methods for parasites, ranging from classics (Kato-Katz), a few that are still undergo-
ing validation. This study was conducted to evaluate two coproscopic new methods for dia-
gnosis of Schistosomiasis in residents of an area of low endemicity in Maranguape-Cear4, us-
ing the Kato-Katz as a reference and serology (ELISA) for screening of patients. We de-
veloped the following steps: knowing the area and dissemination of the project with residents
in the locality; Home visit to signing the consent form and interview to collect epidemiologic
data, blood collection for performing the serological method, distribution of the bottles for fe-
ces, only for participants who were reactive in serological testing, collection of stool samples
and carrying out the methods coproscopic and finally, delivery of results of examinations and
treatment of positive individuals. Comparing the results obtained by the Kato-Katz method
and salt gradient was seen that the 13 positive (23.2%) found by both, 10 (76.9%) were dia-
gnosed only by the saline gradient. Even when we compared the method of Kato-Katz and
Helmintex of the 32 samples analyzed, 16 were positive (50%) for both, however, 12 (75%)
of these individuals were diagnosed only by Helmintex. And when comparing the method the
saline gradient with Helmintex in 32 individuals who completed these, 17 (53%) were posit-
ive by both techniques, 11 (64.7%) positive only in Helmintex. Thus, the methods of the Sa-
line Gradiente and Helmintex were more effective in the diagnosis of schistosomiasis in locus
study, when compared to the Kato-Katz, but on the way of implementing the techniques, they
may not be suitable for large surveys epidemiological, but for specific studies in areas where

the driver fails to achieve the goals.

Key-words: ELISA. Kato-katz. Schistosoma mansoni. Saline Gradient. Helmintex.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

Em 1852, Theodor Bilharz, ao realizar a necropsia de um jovem egipcio, se
depara com um helminto na veia porta e descreve de forma minuciosa ambos os géneros deste
parasito, que recebe o nome de Distomum haematobium e posteriormente ¢ denominado
Schistosoma haematobium. Tendo sido, entdo, Bilharz o primeiro pesquisador a descrever
este parasito com riqueza de detalhes, ficando, entdo, esta doenga conhecida como Bilharzia
ou Bilharziose (KATZ, 2008).

Através de observagodes feitas durante o acompanhamento de um paciente inglés
que tinha residido nas ilhas das Antilhas durante 15 anos, Patrick Manson, em 1902, levanta a
hipdtese da existéncia de duas espécies diferentes de Bilharzia. Esta hipdtese ¢ comprovada
pelas observacdes realizadas em outros locais € em marco de 1907, durante uma sessdo na
Zoological Society de Londres, Sambon propde a criagdo de uma nova espécie parasita do
homem, e em dedicacdo aos estudos de Patrick Manson, denomina o parasito de Schistosoma
mansoni. Porém, a pequena quantidade de vermes estudados por Sambon suscitou duvidas
sobre a validacao do seu trabalho (KATZ, 2008).

Em paralelo, o médico brasileiro Piraja da Silva, em 1908, descrevia uma possivel
espécie nova encontrada na Bahia, denominando-a Schistosoma americanum. No entanto,
apos publicar dois trabalhos cientificos, resultados de uma série de autdpsias de casos
humanos de onde foram retirados vermes, além de numerosos exames de fezes realizados, viu
que se tratava da mesma espécie relatada por Sambon (KATZ, 2008).

Conforme Gryseels et al. (2006), assim como o S. mansoni, existem vdrias
espécies de trematddeos parasitando o homem em diversas regides do mundo, dentre elas
destacam-se:

O Schistosoma haematobium, que € o agente etioldogico da esquistossomose
vesical ou “hematuria do Egito”, encontrado no Norte da Africa, especialmente no Delta do
Nilo, cujos hospedeiros intermediarios sdo moluscos do género Bulinus. Também ocorre no
Iémen, Aréabia Saudita e Oeste da India;

O Schistosoma japonicum, que € o causador da esquistossomose japOnica ou

moléstia de Katayama, que ¢ uma esquistossomose intestinal, encontrada na China, Japao,
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Filipinas e Sudeste Asiatico, tendo como hospedeiro intermedidrio moluscos do género
Oncomelania;

O Schistosoma mansoni, € o parasito causador da Xistose, ou Doenca de Manson
e Piraja da Silva, outra forma de esquistossomose intestinal. Requer como hospedeiros
intermediarios caramujos do género Biomphalaria e esta distribuida pela Africa, América do

Sul, Central e Caribe.

Figura 1 - Distribuicao global das vérias espécies de Schistosoma.
Fonte: GRYSEELS et al., 2006.

1.2 Agente etiologico da esquistossomose mansonica

O Schistosoma mansoni Sambon (1907) ¢ um trematodeo digenético (Trematoda:
Digenea), pertencente a familia Schistosomatidae, possui formas adultas didicas, com duas
ventosas, tubo digestivo formado inicialmente por esdfago unico, o qual em seguida se
bifurca para posteriormente se unir em um s6 ramo terminal, o ceco (MAURER, 2005).

O parasitismo humano por ele gerado parece ser decorrente de uma linhagem de
parasitos que evoluiu anteriormente em roedores. Admite-se que esta espécie tenha surgido na

Asia e migrado para a Africa, ao longo desse processo evolutivo foram selecionadas
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subpopulagdes devido ao desenvolvimento do helminto em diversas ordens de vertebrados e
moluscos da familia Planorbidae, que constituem seus hospedeiros intermediarios
(MAURER, 2005).

Em sua fase adulta, quando no hospedeiro definitivo, habita a luz dos vasos
sanguineos, preferencialmente as vénulas do plexo hemorroidario superior e os ramos mais
finos das veias mesentéricas (MAURER, 2005). J4 no hospedeiro intermediario, a forma
evolutiva conhecida como esporocisto-mae localiza-se em areas expostas como a regido
cefalopodal, tentaculos, pseudobranquia e colar do manto, enquanto que os esporocistos-
filhos maduros localizam-se nos espagos intertubulares da glandula digestiva, local com
abundante riqueza nutritiva (ANDRADE, 2009).

A introducdo do S. mansoni no Brasil se deu, a partir de meados do século XVI,
através da chegada de populacdes africanas, trazidas pelos portugueses, para trabalhar em
regime de escraviddo nas plantagcdes de cana-de-agicar no Nordeste (MAURER, 2005).
Embora os escravos africanos estivessem infectados por duas espécies de Schistosoma: o S.
mansoni € o S. haematobium, apenas o primeiro se desenvolveu no Brasil, pois o ciclo
evolutivo do segundo ndo instalou-se nas Américas por falta do hospedeiro intermedidrio

proprio dessa espécie (KATZ ; ALMEIDA, 2003).

1.3 Hospedeiros intermediarios do S. mansoni

O género Biomphalaria Preston, 1910 (Mollusca: Pulmonata, Planorbidae) possui
37 espécies ja identificadas na Africa e na Regido Neotropical. No Brasil foram reconhecidas
11 espécies (Quadro 1), dentre estas apenas trés (Biomphalaria glabrata, Biomphalaria
tenagophila e Biomphalaria straminea) sdo encontradas naturalmente infectadas (PEPE et al.,
20006).

Estes caramujos apresentam concha do tipo discoide, com didmetro variando de 7
a 40 mm, com zona central profunda, chamada umbigo, em ambos os lados da concha (Bis =
duplo; Omphalos = umbigo). Apresentam a hemolinfa vermelha, devido a hemoglobina
soluvel, e tubo renal em “J”. Sdao hermafroditas podendo, autofecundar-se, mas,

preferencialmente, realizam fecundagdo cruzada, o que possibilita maior troca de material

genético (ANDRADE, 2009).
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. Biomphalaria glabrata (Say, 1818)

Hospedeiras Bi - - .

naturais /_omphalar/_a tenag_ophlla (Orbigny, 1835)
Biomphalaria straminea (Dunker, 1848)

Hospedeiras Biomphalaria amazbnica Paraense, 1966

potenciais Biomphalaria peregrina (Orbigny, 1835)
Biomphalaria intermédia (Paraense & Deslandes, 1962)
Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883)

N&o Biomphalaria schrammi (Crosse, 1864)

hospedeiras Biomphalaria oligoza Paraense, 1975
Biomphalaria occidentalis Paraense, 1981
Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984

Quadro 1 - Espécies ¢ subespécies de Biomphalaria descritas no Brasil, assinalando as espécies hospedeiras
naturais, as potenciais e as ndo hospedeiras do S. mansoni.
Fonte: BRASIL, 2007.

Seu habitat natural ¢ bastante varidvel, podendo ser 16tico (desde rios até
pequenas valetas) ou lénticos (de lagoas a pequenos pogos). Ja os focos de transmissao
propriamente ditos geralmente tém caracteristicas ecologicas semelhantes, sendo localizadas
no peridomicilio de comunidades urbanas ou rurais desprovidas de agua encanada ou
saneamento (BRASIL, 2007).

Os biotopos revelam em sua maioria pH entre 6,0 ¢ 8,0 que ¢ ideal para a
deposi¢do de célcio, necessaria para a constitui¢do das conchas. Densidades populacionais
elevadas sdo, em geral, encontradas em aguas com altas concentragdes de calcio. Quanto ao
substrato, os moluscos ocorrem preferencialmente em substratos ricos em argila fina e detritos
organicos, por possuirem muitos microrganismos epifiticos e epiliticos, que constituem a
principal fonte de alimento destes moluscos. Estes substratos proporcionam, ainda, protecao a
luz solar na forma de um abrigo denso e macio, mesmo em criadouros sem cobertura
macrofitica (BRASIL, 2007).

Foram encontrados exemplares de B. glabrata vivendo em aguas com salinidade
15 vezes superior a0 maximo aceito para habitats dulcicolas (que ¢ de 0,5g/1), bem como em
concentragdes de sulfatos até 489mg/l e de amoénia até 39,2 mg/l. Experimentalmente foi
verificado que B. straminea sobrevive em aguas com até 3g/l de NaCl. E em condigdes
naturais, ja foram assinalados planorbideos em bidtipos com concentragao de até 2,6g/1 de

cloro (SILVA et al., 2006).
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1.4 Ciclo evolutivo

A fémea do S. mansoni produz centenas de ovos por dia, cada ovo contém um
miracidio — larva ciliada, que secreta enzimas proteoliticas que ajudam o ovo a migrar para a
luz do intestino, com o objetivo de ser eliminado nas fezes, permanecendo viaveis por até sete
dias. Em contato com a dagua, o ovo libera o miracidio que procura o hospedeiro
intermedidrio, pela luz e por estimulos quimicos. Depois de penetrar no caramujo, o miracidio
se multiplica assexuadamente em esporocistos multicelulares, que mais tarde dardo origem as
larvas cercarianas, que possuem como caracteristica uma cauda bifurcada. As cercarias saem
do caramujo 4-6 semanas depois da infec¢do e nadam livremente na agua por até 72 horas
procurando um hospedeiro definitivo apropriado. A libera¢do das cercérias ¢ provocada pela
luz e ocorre principalmente durante o periodo diurno. Um tUnico caramujo infectado, por
apenas um miracidio, pode liberar milhares de cercéarias todos os dias durante meses
(GRYSEELS et al., 2006).

Na busca por um hospedeiro, as cercarias penetram na pele utilizando a ventosa
oral e ventral. Durante esta penetragdo as cercarias sofrem metamorfose perdendo a cauda e
desenvolvem um tegumento heptalaminado, recebendo a partir deste momento a denominagao
de esquistossomulos, que migram através da pele intacta para as veias dérmicas e, ao longo
dos proximos dias, para a vasculatura pulmonar. Os esquistossomulos absorvem uma
variedade de proteinas do hospedeiro, incluindo antigenos eritrociticos (glicopeptideos na
forma de antigenos de grupos sanguineos), imunoglobulinas, antigenos principais de
histocompatibilidade de classe I (MHC — Classe 1) e componentes do complemento, dentre
outras; mascarando seu estado de estranheza perante o reconhecimento imunolégico. O seu
metabolismo passa a glicolise e os esquistossomulos migram através dos capilares
pulmonares para a circulagdo sist€émica, que os levam para a veia porta, onde se conclui o seu
amadurecimento sexual e a transformagdo em vermes adultos. Dentro da vasculatura portal,
machos e fémeas acasalam-se, com a entrada da fémea no canal ginec6foro do macho. Juntos
eles migram ao longo do endotélio, contra o fluxo sanguineo portal, as veias mesentéricas
onde comegam a produzir os ovos ¢ a realizar a postura, momento em que o ciclo inicia-se

novamente (CARVALHO et al., 2008).
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1.5 Transmissao

A transmissdo da doenga ¢ hoje reconhecida em importantes areas metropolitanas
do Nordeste do Brasil, no Centro-Oeste da Africa e na Regido Central da China. Tem sido
inclusive observado, nessas areas, que mulheres e criangas correm maior risco de infec¢ao ja
que as colecdes hidricas sdo usadas para fins domésticos e recreativos. Quando emigrantes
rurais com uma elevada prevaléncia de esquistossomose vao para uma area peri-urbana, existe
um alto risco de transmissdo da doenca, devido & contaminagdo dessas colegdes de aguas
naturais (OMS, 2008).

Determinantes sociais da saude, ambientais e culturais sdo conhecidos como
fatores-chave na transmissdo da esquistossomose. No entanto, nos tltimos anos, o controle da
doenca baseou-se basicamente na distribui¢do em grande escala da quimioterapia especifica.
Esta estratégia provisoria mostrou-se ser efetiva no controle da morbidade, conseguindo uma
reducdo substancial nas taxas globais da doenga. No entanto, ¢ cada vez mais claro que essa
abordagem por si s6 ndo ¢ capaz de quebrar o ciclo de transmissdo em comunidades de alta
endemicidade e que a eliminagdo da esquistossomose depende de estratégias mais complexas
e integradas (CURTALE et al., 2010).

As taxas e a intensidade da infecg¢do sofrem influéncias dentro de uma populagao
de acordo com seus padrdes de contato com a agua, da imunidade adquirida e dos fatores
comportamentais, profissionais, culturais e religiosos. Em relagdo a idade, os indices
aumentam na infincia, com um pico na faixa etaria de 8-15 anos, voltando a diminuir nos
adultos (GRYSEELS et al., 2006).

O desenvolvimento na area de recursos hidricos tem levado a criacdo de
reservatorios, barragens, e a implementacdo de sistemas de irrigagcdo, fatos que
freqlientemente levam a expansdo do habitat do hospedeiro intermedidrio e, assim, criam
novos locais potenciais para a transmissao da esquistossomose. Por outro lado, a realizacao de
obras que visam a melhoria no abastecimento de 4gua e no saneamento, pode quebrar o ciclo
de transmissdo através da reducdo do contato com os reservatdrios de dgua ndo tratada e pela
diminui¢do da contaminagdo ambiental com excrementos (STEINMANN et al., 2006).

No Brasil a transmissdao do S. mansoni acontece em ambientes hidricos de agua
doce habitados por caramujos planorbideos das espécies B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea, apesar de evidéncias experimentais demonstrarem a susceptibilidade de outras
espécies de Biomphalaria. A presenga dessas espécies ¢ essencial para a introdugdo e

manutencdo dos focos da esquistossomose mansoOnica, mas o sucesso da instalacdo e
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manuten¢do desses focos necessita da convergéncia de uma série de fatores bioldgicos e
ambientais que, conforme a maior ou menor intensidade, determinam as diferentes
prevaléncias e morbidades dessa infeccdo. A par de pormenores bioldgicos e ambientais, a
transmissdo do parasito também ¢ favorecida pelas deficiéncias do saneamento basico
(TELES, 2005).

Nas ultimas décadas tem-se evidenciado a urbanizagdo da doenca no Brasil, com
o surgimento de casos autoctones nas regides periurbanas das grandes cidades brasileiras, este
fato estd fortemente associado a componentes socioecondmicos € comportamentais das

populagdes dessas localidades (GUIMARAES; TAVARES-NETO, 2006).

1.6 Manifestac¢odes clinicas

A esquistossomose mansdnica induz diferentes manifestagdes clinicas nas fases
aguda e cronica. Inicia-se com a penetragdo das cercérias, podendo ser assintomatica ou
desenvolver uma infec¢do aguda dentro de poucas horas apds a penetracdo destas na pele,
caracterizando-se por lesdes maculopapular com intensa manifestacdo pruriginosa (dermatite
cercariana) que perdura, em geral, de 24 a 72 horas, podendo chegar até¢ no maximo 15 dias
(PRATA, 2002).

A fase aguda ocorre varias semanas apds a penetracdo das cercarias, sendo
considerada uma reago alérgica toxémica a migracao e maturagao das larvas do S. mansoni.
Em geral os sintomas sao febre, tosse seca, fraqueza, dor de cabeca, sintomas abdominais,
urticaria e/ou angioedema. A gravidade do quadro clinico varia de acordo com a carga
parasitdria e a resposta imune aos antigenos do parasito, sendo que imunocomplexos
circulantes sdo encontrados em 55-93% dos pacientes com esquistossomose aguda. O padrao
particular de citocinas apresentado, com altos niveis de citocinas pro-inflamatorias como
Interleucina (IL)-1, IL-6 e Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a) e uma resposta pobre do tipo
Th2 (IL-4 e IL-5), pode explicar o estado geral alterado durante esta fase. Além disso, a
toxicidade direta dos eosindfilos também desempenha um papel importante, pois durante a
ativacao de células liberam o conteudo dos seus granulos, contribuindo para o agravamento da
doenga, afetando diretamente os vasos do coragdo e do cérebro (MOUNTFORD, 2005).

Muitos pacientes ndo t€ém uma forma clara de esquistossomose aguda,
apresentando-se assintomaticos, ou com poucos sintomas e leves, ou ainda queixas

inespecificas. Esta fase sintomatica aguda ¢ descrita principalmente em individuos nao-
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imunes (muitas vezes turistas) expostos a dagua contaminada em areas endémicas
(CORACHAN, 2002).

Manifestagdes neurologicas, pulmonares e cardiacas podem ocorrer durante a
esquistossomose aguda, e algumas podem ser fatais. O envolvimento do cérebro durante esta
fase por ser percebida como dor de cabeca, confusdo mental, convulsdes, perda da
consciéncia, deficiéncias visual, ataxia, incontinéncia urindria ou paralisia motora. O
envolvimento cardiaco foi demonstrado em um estudo realizado durante um surto no Brasil,
por De Jesus ef al. em 2002, com 31 pacientes dos quais 38,7% (12) apresentavam dor no
peito e 19% (06) tinham um diagndstico positivo na ecografia para pericardite. E de salientar
que estas formas mais graves podem ocorrer durante a evolugdo espontdnea da doenca ou
apos o tratamento com praziquantel (JAUREGUIBERRY et al., 2007).

Os sintomas da fase aguda sdo normalmente observados antes da oviposicao,
postura e do aparecimento de reagdes granulomatosas em torno dos ovos, que define a fase
cronica da doencga. No entanto, as duas fases do ciclo podem sobrepor-se, pois o individuo
pode fazer varios circuitos de esquistossomulos na circulagdo sistémica e pulmonar, antes dos
mesmos encontrarem o caminho para o sistema porta-hepatico, podendo explicar também a
varia¢do no tempo, decorrido entre a penetragdo das cercarias na pele e a postura de ovos, de
um estudo para outro. Isto € observado, também, em alguns pacientes que ja apresentam ovos
nas fezes embora alguns sintomas da fase aguda ainda estejam presentes (JAUREGUIBERRY
et al., 2005).

Os sintomas da fase cronica podem apresentar-se meses ou até anos apos a
exposi¢ao principal, sendo resultado da resposta imunoldgica induzida pelo ovo, com
formagdo de granulomas associado a alteracdes fibroticas. Este quadro ¢ mais comum do que
a forma aguda da doenca, visto que as formas cercarianas e adultas do verme sdo
minimamente imunogénicas, enquanto que os ovos sdo altamente imunogénicos. Durante a
evolucdo da esquistossomose cronica, dependendo da maior ou menor susceptibilidade do
individuo e da intensidade da infeccdo, podem ocorrer diversas formas clinicas como
intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (GRYSEELS et al., 2006).

A retengdo dos ovos e a formagdo de granulomas na parede intestinal podem
causar diarréia sanguinolenta, colicas e, eventualmente, polipose coldnica inflamatoria.
Pacientes com grande envolvimento da parede intestinal tem um risco maior de infec¢do
recorrente por Salmonella (PRATA, 2002).

Os ovos nao eliminados, que sdo levados de volta para a circulagdo portal,

induzem reagdes granulomatosas no trato portal, levando a severa fibrose periportal e
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infeccdes com alta carga parasitaria sdo mais propensas a produzir comprometimento
hepatico. Embora a fung¢ao hepatocelular seja poupada, a fibrose periportal pode levar a
hipertensdo portal com seqiielas em potencial, incluindo esplenomegalia, ascite e hemorragia
por varizes de esofago. Devido a essas complicacdes os ovos podem atingir a circulagdo
pulmonar e a granulomatose ¢ a fibrose resultante pode levar a hipertensdo pulmonar, que
possui uma alta taxa de mortalidade (MELO; COELHO, 2005).

Deposicdo ectdpica de ovos pode levar a sindromes clinicas adicionais, podendo
atingir a pele, pulmdo, cérebro, medula espinhal, musculo, glandulas supra-renais, 6rgaos

genitais e olhos (MELO; COELHO, 2005).

1.7 Epidemiologia da esquistossomose

A esquistossomose ¢ endémica em 76 paises e territorios. Em meados de 2003,
calculou-se que 779 milhdes de pessoas estavam dentro da populacdo de risco para
esquistossomose, € 207 milhdes de pessoas estavam infectadas (OMS, 2008). Os programas
de controle de morbidade aplicados em grande escala, o desenvolvimento socio-econémico,
bem como as alteragdes ambientais, incluindo, por vezes a introdu¢ao deliberada de espécies
concorrentes para o caramujo, levaram a interrup¢do da transmissao ou elimina¢do da doenca
em nove paises (Ird, Japdo, Libano, Malasia, Martinica, Montserrat, Tailandia, Tunisia e
Turquia), bem como redugdes consideraveis de pessoas infectadas e de morbidades atribuiveis
a doenca no Brasil, China, Egito, Marrocos, Filipinas, Venezuela, paises do Caribe, bem
como Camboja e Laos (STEINMANN et al., 2006).

Dos 67 paises com transmissdo ativa, 46 estio na Africa, representando cerca de
97% de todos os infectados, comportando 85% da populacdo mundial em risco para esta
doenca. Atualmente, 29 paises africanos, o Brasil e o [émen abrigam mais de um milhdo de
casos cada. E em termos globais, 3,4% (1,22 milhdes) do total de pessoas em risco para a
esquistossomose vive nas Américas, a maioria no Brasil (STEINMANN et al., 2006).

Alguns paises da América Latina e Asia e a maioria dos paises do Caribe e do
Oriente Médio baixaram os indices de prevaléncia da esquistossomose e impediram as
morbidades graves da infeccdo, através de um esfor¢o concentrado na saude publica. Mas em
muitos desses paises, ainda existem regides endémicas e um potencial para o ressurgimento

existe (OMS, 2008).
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Apds o primeiro relato de esquistossomose mansonica no Brasil, realizado por
Piraja da Silva em 1908, sua distribuicao no territério nacional s6 foi conhecida, quase meio
século depois, quando Pellon & Teixeira em 1950 realizaram o primeiro grande inquérito
coproscopico do pais, evidenciando a existéncia da doenga em 612 das 877 localidades
pesquisadas na Regido Nordeste e no Estado de Minas Gerais (GUIMARAES; TAVARES-
NETO, 2006).

No Brasil, tradicionalmente, esta doenca ¢ considerada uma endemia rural, mas
nas ultimas trés décadas do século XX, observou-se a progressiva reducdo da prevaléncia da
esquistossomose em muitas localidades e o crescente nimero de casos em cidades de maior
porte. Essa mudanca foi em grande parte decorrente do significativo éxodo rural, a partir dos
anos 60, na busca por trabalho nas cidades de maior porte, onde estas pessoas sdo
freqiientemente marginalizadas do processo econdomico, ¢ muitas véem a residir em areas
urbanas sem as minimas condi¢oes basicas de saneamento, onde existem cursos naturais de
agua com caracteristicas adequadas para a presenca de criadouros naturais dos planorbideos,
passando a ser focos de transmissdo do S. mansoni (GUIMARAES; TAVARES-NETO,
2006).

1.8 Esquistossomose no Ceara

No Estado do Ceara tém-se as primeiras notificagdes da esquistossomose a partir
dos trabalhos cientificos publicados por Maciel em 1925, no qual encontrou positividade de
2,8% dos 114 marinheiros cearenses estudados; a seguir em 1934, Davis realizando
diagnostico da febre amarela em 7.387 amostras de figado colhidas no Ceard, encontrou
positividade de 0,66% para S. mansoni; e também, Evandro Chagas em 1938 realizou
diagnosticos para esquistossomose no municipio do Crato, sul do Estado. Mas apenas em
1940 foi realizado o primeiro inquérito coproscopico no Estado, por Alencar, que encontrou
casos autoctones na cidade de Redencdo, com positividade de 12,2% em 199 amostras
estudadas (ALMEIDA, 1999).

Pontes et al. (1999), em um projeto financiado pelo Ministério da Saude e pelo
Banco Mundial para avaliagdo das acdes de controle da esquistossomose e delimitagdo das
areas endémicas, no periodo de 1977 a 1994, em vérios estados, apontaram quatro focos
principais como area endémica em nosso Estado: I) a Regido Hidrografica Pacoti-Choro-

Pirangi, onde as maiores prevaléncias eram nas localidades banhadas pelo Rio Pacoti ¢ Rio
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Chor6. O Macico do Baturité era o principal foco por abranger 10 municipios com altos
indices de positividade; II) a Regido Hidrografica do Rio Curu, &rea que na época possuia um
projeto de irrigagdo do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas — DNOCS e onde a
alta densidade de caramujos transmissores da esquistossomose nos canais de irrigacdo
contribuia para a persisténcia do foco; III) a cidade de Quixada e localidades periféricas, que
tinham seus focos alimentados pelos canais de irrigacao que provinham do Agude Cedro e do
Rio Siti4, afluente do Rio Jaguaribe; IV) a Regido Hidrografica do Rio Jaguaribe, que
abrangia os municipios de Barbalha, Crato, Juazeiro do Norte e Missdo Velha.

No inicio das agdes do Programa Especial de Controle da Esquistossomose —
PECE no Ceara, segundo semestre de 1976, o municipio de Maranguape pertencia a Regiao
da Bacia Hidrografica Pacoti-Chor6-Pirangi e possuia 283 localidades, destas 278 (98%)
foram trabalhadas, apresentando 85 (31%) localidades positivas (PONTES et al., 1999).

Em outro estudo apresentado pelos mesmos pesquisadores, em que sdo avaliados
os indicadores epidemioldgicos € o impacto das agdes de controle sobre a doenca,
Maranguape apresenta inicialmente coeficiente de prevaléncia de 2,5%; decaindo 12,5 vezes
nos anos seguintes e voltando a aumentar 7,5 vezes no ultimo ano da pesquisa. O numero de
localidades positivas caiu para 29, porém ¢ importante ressaltar que o nimero de localidades
trabalhadas foi menos de 50% das estudadas inicialmente (PONTES ef al., 1999). Estes fatos
nos levam a pensar na possibilidade de um agravamento da doenca neste municipio.

Dados atuais do Programa de Controle da Esquistossomose — PCE, que substituiu
o PECE a partir de 1979, tem demonstrado que o Estado do Cearé caracteriza-se como uma
area de baixa prevaléncia, porém indicam também que o municipio de Maranguape possui a
localidade com maior indice de positividade para a esquistossomose no estado, chamada
Planalto do Cajueiro, cuja prevaléncia da doenca tem aumentado a cada ano. Segundo os
ultimos levantamentos realizados no local, a prevaléncia era de 8,53% em 2006, passando
para 13,76% em 2007, com aumento real de 64% no niimero de casos positivos em apenas um
ano, visto que o numero de exames realizados foi aproximadamente o mesmo. Dai a escolha

deste local para a realizacdo desse estudo.
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1.9 Diagnostico

Para fins de diagnostico da esquistossomose mansonica € necessario a utilizagdo
de exames clinicos e laboratoriais.

O diagnéstico clinico baseia-se no exame clinico (palpagdo do abdémen, para
verificar o crescimento do figado e do baco), em informagdes sobre a historia do paciente, do
local de moradia, de estadia em areas de risco e de contato com cole¢des hidricas
possivelmente contaminadas e da sintomatologia apresentada (CARVALHO et al., 2008).

O diagnostico laboratorial da doenga pode ser realizado através dos métodos
diretos ou parasitolégicos que se fundamentam na identificacdo dos ovos do parasito nas fezes
ou em tecidos do paciente. Nesse grupo estdo inseridos o exame parasitologico de fezes
através do método de Kato-Katz, o Helmintex, eclosdo, gradiente salinico e a biopsia retal.

O Meétodo de Kato e Miura, modificado por Katz et al. (1972), se baseia na
visualizagdo, por microscopia, de ovos em esfregacos de fezes. E considerado pela
Organizagdo Mundial de Satde o método de diagnoéstico recomendado para a
esquistossomose. No entanto, em caso de cargas parasitarias baixas, a técnica apresenta
limitagdo. Apenas uma pequena amostra de 42 mg de fezes ¢ examinada por esta técnica. A
probabilidade de se detectar uma infec¢do com um s6 casal de vermes por exame de uma so
lamina, pelo método de Kato-Katz, serd de aproximadamente 1/24. Esta limitagdo pode ser
superada pelo aumento do nimero de amostras e também pelo aumento do niumero de laminas
examinadas por amostra (RABELLO et al., 2008).

O Helmintex® tem como principal caracteristica a identificagdo de ovos de S.
mansoni em grandes quantidades de fezes (30 gramas), que sdo processadas através de uma
seqiiéncia de sedimentagdo espontdnea, tamisacdo e eliminagdo de detritos e gordura, para
posterior isolamento dos ovos através da interacdo com esferas paramagnéticas e exame
microscopico (TEIXEIRA et al., 2007).

De acordo com o mesmo estudo, Teixeira et al. (2007), concluiram que esse
método de deteccdo do S. mansoni pode melhorar significativamente o diagnostico das
infeccdes com baixa carga parasitaria em areas de recente introducdo do parasita, em areas
com controle da transmissao bem sucedido, ou em viajantes infectados. Em uma aplicacao
preliminar do Helmintex para investigar o estabelecimento recente de focos no sudeste do
Brasil, aproximadamente trés vezes mais ovos foram detectados por esse método quando

comparado ao método de Kato-Katz.
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O Meétodo de eclosdo consiste em um dispositivo de incubagdo contendo um
recipiente de coleta para detec¢do de miracidios que eclodem de uma suspensdo de fezes
quando o paciente ¢ positivo. Apenas o recipiente de coleta ¢ exposto a uma fonte luminosa
para que haja uma atragdo desses miracidios para dentro do mesmo baseando-se no
fototaquitismo positivo do parasito. Embora os métodos de incubagdo sejam sensiveis, eles
apresentam uma limitagdo uma vez que as amostras de fezes devem estar frescas no momento
do exame. Por outro lado, a suspensdo de miracidios fixados em formol a 10% poderia ser
analisada, pelo menos, 15 dias ap6s a fixagdo sem perda significativa do numero dos mesmos
(JURBERG et al., 2008).

A sensibilidade desse método foi de 100% quando comparado ao método de Kato-
Katz que foi de 81,81%. Dessa forma, este método também ¢é preconizado para a utilizagdo
em trabalho de campo, j& que demonstrou bons niveis de sensibilidade, facilidade de
manuseio em campo ¢ baixo custo, dispensando a utilizagdo do microscopio sendo também
recomendado para avaliacao de cura apos tratamento, em estudos clinicos (JURBERG et al.,
2008).

O Método do Gradiente Salinico (batizado de “aranha”) consiste de um
dispositivo simples baseado em um gradiente salinico para a deteccdo de ovos por exame
microscopico. Sabidamente, solugdes de diferentes concentracdes salinicas criam uma
sedimentacdo diferencial entre os ovos de S. mansoni e homogeneizados de tecidos ou fezes,
assim os ovos permanecem na parte inferior do dispositivo, enquanto que os restos de baixa
densidade sdo suspensos para o topo da coluna de gradiente (COELHO et al., 2009);

A biopsia da mucosa retal constitui um procedimento invasivo, em que se retira,
por retoscopia e biopsia, um fragmento da mucosa retal, para exame microscopico e
verificacdo da presenca de ovos. A dependéncia de pessoal treinado e o desconforto para o
paciente limitam este método. Atualmente, a indicagdo da biopsia retal para o diagndstico da
esquistossomose mansoni restringe-se ao ensaio de drogas, pela demonstracdo precoce de
modificagdes no oograma retal, método que permite a classificagdo dos ovos em imaturos,
maduros e mortos (RABELLO et al., 2008).

Estas técnicas parasitologicas variam consideravelmente quanto a sensibilidade,
dependendo da quantidade de fezes examinadas, do nimero de ovos excretados e de fatores
inerentes a perda intrinseca durante a realiza¢do do procedimento. O que gera uma dificuldade
do diagndstico por meio de um unico exame de fezes, principalmente em inquéritos

epidemiologicos e mesmo no diagnostico individual de pacientes (GARGIONI et al., 2008).
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Nos métodos diretos, quando a carga parasitaria ¢ de intensidade moderada a alta
(Quadro 2), todas as técnicas coproscoOpicas apresentam resultado satisfatorio. Enquanto
podemos observar que a maioria dos métodos atualmente utilizados tem grandes dificuldades

na identificagcdo de pacientes com baixa carga parasitaria.

Intensidade / Carga Parasitaria* S. mansoni
Baixa intensidade 1 —99 epg**
Moderada 100 — 399 epg
Alta > 400 epg

Quadro 2 — Classes de intensidade / carga parasitaria* das infec¢des por Esquistossomiase.
Fonte: OMS, 2002.

(*) por exame de amostras de fezes

(**) epg: ovos / grama de fezes

Além dos métodos diretos o diagndstico da esquistossomose pode ser realizado
através dos métodos indiretos, dentre eles o método imunoenzimatico enzyme linked
imunosorbent assay (ELISA), método que visa a deteccdo de antigenos circulantes, o método
molecular de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), descritos abaixo. Existe, ainda, a
pesquisa de coproantigenos, utilizando anticorpos monoclonais contra antigenos de S.
mansoni.

A técnica de ELISA utiliza enzimas ligadas a antigenos ou anticorpos para
deteccdo de anticorpos ou antigenos, respectivamente (RABELLO et al., 2008). Por
possibilitar automagdo, além de proporcionar ensaios quantitativos, mostra-se melhor
adaptado pra aplicacdo em estudos populacionais (OLIVEIRA et al., 2003). No entanto, um
dos grandes problemas da pesquisa de anticorpos ¢ a ocorréncia de reagdes cruzadas,
principalmente observadas com o uso de antigenos brutos, que contém fracdes antigénicas
compartilhadas com diversos parasitos, como também com alguns protozodrios e bactérias
(RABELLO et al., 2008).

A deteccgao de antigenos circulantes geralmente envolve a captura do antigeno por
intermédio do ELISA utilizando anticorpos dirigidos a epitopos repetitivos. No entanto, essas
técnicas passaram a oferecer maior sensibilidade quando a produgdo de anticorpos
monoclonais favoreceu o processo de captura (RABELLO et al., 2008). A elevada
especificidade da detec¢do de antigenos circulantes, pela auséncia de reacdes cruzadas com

outros parasitos e pelo desaparecimento répido apds o tratamento especifico, constitui a
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principal vantagem desse método (DE JONGE et al., 1989). Além disso, os niveis de
antigenos circulantes geralmente se correlacionam com a intensidade da infec¢do e o niumero
de ovos excretados (POLMAN et al., 2001).

Os anticorpos circulantes permanecem apds a cura da infec¢do, resultando em
provas imunolégicas positivas durante anos depois da cura. Sendo esta a principal limitacao,
por nao diferenciar infecgdes passadas de infec¢des presentes, existe ainda o fato das reagdes
cruzadas que aparecem em areas endémicas para S. mansoni, onde hd uma alta prevaléncia de
geohelmintos, resultando em co-infecgdes que podem comprometer a especificidade destes
métodos (FLEMING et al., 2006).

O método de PCR busca identificar o DNA dos ovos, tegumento ou material de
regurgitagdo do Schistosoma nas fezes (RABELLO et al., 2008). Esse método ¢ utilizado por
possuir uma alta sensibilidade quando comparado ao método do Kato-Katz (PONTES et al.,
2002). Nesse mesmo estudo, os autores observaram que usando uma amostra positiva de fezes
para S. mansoni, o PCR foi capaz de detectar a presenca de DNA do parasito em amostras
onde os ovos ndo foram observados através do método de Kato-Katz.

Mesmo as promissoras ferramentas de diagnostico molecular ainda sdo
consideradas um método alternativo, pois € necessaria uma extensa validacdo em areas de
baixa endemicidade (Quadro 3), além do fator custo que ¢ um limitador para a execugdo de
rotina desta técnica na maioria dos paises. Assim, sistemas de detec¢do de ovos mais sensiveis
sdo desejaveis como métodos para o diagndstico definitivo e para serem utilizados na

avaliagdo de métodos diagnosticos indiretos (TEIXEIRA ef al., 2007).

Prevaléncia* obtida em inquérito

Classificacdo da comunidade
com escolares

I — Alta prevaléncia > 50% de infectados
IT — Moderada prevaléncia > 10 - < 50% de infectados
IIT — Baixa prevaléncia < 10 % de infectados

Quadro 3 - Classificagdo da comunidade segundo a prevaléncia* das infecgdes por

Esquistossomiase.
Fonte: OMS, 2002.
(*) obtida por exame de amostras de fezes
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar dois novos métodos coproscopicos para diagndstico da Esquistossomose
Mansodnica, em moradores de uma area de baixa endemicidade no Municipio de Maranguape
no Estado do Cear4, utilizando o método de Kato-Katz como referéncia e a sorologia (ELISA)

para a triagem dos pacientes.

2.2 Objetivos especificos

Descrever o perfil socio-ambiental da comunidade do Planalto do Cajueiro em
Maranguape-CE;

Realizar o método soroldgico ELISA para o diagndstico da esquistossomose
mansonica na localidade Planalto do Cajueiro em Maranguape-CE;

Realizar o método coproscopico de Kato-Katz para o diagndstico da
esquistossomose mansdnica (como também para outras helmintoses) na localidade Planalto
do Cajueiro em Maranguape-CE;

Realizar o método coproscopico do Gradiente Salinico para o diagnostico da
esquistossomose mansonica na localidade Planalto do Cajueiro em Maranguape-CE;

Realizar o método coproscopico Helmintex® para o diagnostico da
esquistossomose mansonica na localidade Planalto do Cajueiro em Maranguape-CE;

Avaliar as diferengas de positividade entre os métodos realizados, utilizando o

método de Kato — Katz como referéncia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, longitudinal, de intervencdo (tratamento
parasitario), realizada ap6s os resultados dos exames. O periodo do estudo foi de maio de
2009 a marco de 2010.

Esse estudo foi delineado para ser desenvolvido em cinco etapas:

a) 1* Etapa: Reconhecimento da 4rea e divulga¢do do projeto junto aos residentes
na localidade;

b) 2% Etapa: Visita domiciliar para assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido e entrevista para coleta de dados epidemioldgicos;

c¢) 3* Etapa: Divulgacdo das datas para coleta de sangue, realizacdo da coleta do
método soroldgico;

d) 4* Etapa: Distribui¢do dos frascos para coleta de fezes, somente para os
participantes que foram reativos no teste soroldgico; recebimento das amostras de fezes e
realizagao dos métodos coproscopicos.

e) 5% Etapa: Entrega dos resultados dos exames e tratamento dos individuos

positivos nos métodos coproscopicos.

3.2 Area de estudo

O estudo foi realizado na comunidade do Planalto do Cajueiro, localizada no
Municipio de Maranguape, na regido Nordeste do Estado do Ceara (Figura 2).

A sede de Maranguape estd situada no sopé da serra de mesmo nome, a uma
altitude de 68,57 metros e conta com uma darea territorial de 591 km? e uma populacio
estimada de 110.523 habitantes (IBGE, 2009), distante 30 km de Fortaleza. O Indice de
Desenvolvimento Humano ¢ de 0,691 (ocupando o 13° lugar no ranking do Estado), a taxa de
analfabetismo 23,75% e de pobreza 58,54% . Sua economia baseia-se principalmente na

Industria e nos Servicos (IBGE, 2009).
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Figura 2 - Mapa do Estado do Cear4d com destaque para o municipio de Maranguape.
Fonte: TABWIN.

O Planalto do Cajueiro, distante apenas 1,5 km da sede do municipio, ¢ um
pequeno povoado banhado por dois coérregos (Figura 3), possui 903 habitantes, segundo o
ultimo levantamento da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), distribuidos em cinco

quarteirdes.

Figura 3 - Foto localidade do Planalto do Cajueiro - Maranguape — CE.
Fonte: Arquivos do LPPBM.
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3.3 Populacio de estudo

Participaram deste estudo 250 individuos que responderam ao questionario
socioecondmico e demografico os quais realizaram coleta de sangue e de material fecal.

Os moradores desta localidade tém sua fonte de renda baseada, principalmente, na
agricultura de subsisténcia, como também em algumas industrias té€xteis e de calgados que se
instalaram recentemente no municipio.

Segundo dados da Secretaria de Saide do Estado do Ceara (SESA-CE) a
localidade possuia em 2006 uma prevaléncia para a esquistossomose de 8,53%, elevado-se
para 13,76% em 2007. Sendo considerado, atualmente, o local com a maior taxa para esta

infec¢ao no Estado do Ceara.

3.4 Aspectos éticos

Este estudo é parte de um projeto mais amplo denominado “Avaliacio da
Sensibilidade de Métodos para Diagnéstico da Esquistossomose Mansonica em Area de
Baixa Endemicidade no Estado do Ceara”, desenvolvido no Laboratério de Pesquisa em
Parasitologia e Biologia de Moluscos (LPPBM), da Faculdade de Farmacia, Odontologia e
Enfermagem (FFOE), da Universidade Federal do Ceara (UFC), em colaboragdo com
pesquisadores do Instituto de Pesquisa René Rachou — Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
da Pontifica Universidade do Rio Grande do Sul (PUC-RS).

O projeto foi submetido & apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, recebendo parecer favoravel de n°
165/09.

Os participantes foram informados, de acordo com os preceitos éticos previstos na
Resolugdo n® 196/96 do Conselho Nacional de Saude, sobre os objetivos da pesquisa, a
garantia de que ndo serdo divulgados nomes ou qualquer outra informacdo que ponham em
risco a sua privacidade, pois os resultados serdo divulgados sob a forma de graficos e dados
estatisticos, e que a qualquer momento podem desistir da pesquisa, sendo necessario que os
mesmos comuniquem ao pesquisador.

Obedecendo as normas éticas que regem a pesquisa em saude e em seres

humanos, apos o esclarecimento das etapas do estudo, os individuos que concordaram em



32

participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice A),
seguido do preenchimento de um Questionario Socioambiental (Apéndice B).
No caso dos individuos menores de idade, a autorizacdo na participacdo da

pesquisa ficou a cargo dos pais ou do responsavel pelas criangas.

3.5 Critérios de inclusao e excluséo

3.5.1 Critérios de Inclusao
Foram incluidos no estudo, adultos e criangas acima de dois anos de idade

residentes no Planalto do Cajueiro.

3.5.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidas do estudo, as criancas menores de dois anos de idade; os
individuos que ndo participaram da coleta de sangue; os individuos cujas amostras de sangue
foram inviabilizadas (soro hemolisado) e que ndo retornaram para uma segunda coleta; e
aqueles que ndo entregaram a amostra de fezes, como também os que ndo concordaram em

participar do estudo.

3.6 Coleta do material biologico

3.6.1 Coleta de Sangue

A divulgacao do dia para a coleta de sangue foi realizada pelos agentes de saude
que atendem a comunidade, em visitas domiciliares aos individuos participantes da pesquisa.

A coleta foi realizada no posto de saiide da localidade, com a participagdo de
técnicas do Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Municipal de Maranguape.

Foram coletados 5 ml de sangue, por pun¢ao venosa, utilizando material a vacuo
esterilizado e descartavel. O soro foi separado por centrifugacao, aliquotado, identificado e
transportado sob refrigeracdo para o LPPBM da UFC. As amostras sorologicas foram
armazenadas em freezer, a menos 70°C, para posteriores analises pelo método ELISA

(Enzime Linked Immunosobernt Assay).



33

3.6.2 Coleta Coproscopica

Foram distribuidos, na casa dos participantes da pesquisa, frascos de coleta
(coletor universal) com tampa e espatula, identificados com nome e numero de identificagdo
para o domicilio. Decorridas 24 horas, os frascos foram recolhidos e levados ao LPPBM,
onde as amostras foram aliquotadas para a realizagdo dos métodos propostos.

Para a coleta do material fecal contamos com a participagdo de técnicos da
FUNASA lotados na localidade, que participaram tanto na distribui¢do dos frascos coletores,
quanto no recolhimento dos mesmos.

Ap6s a realizagdo dos exames de fezes, o restante do material foi descartado em
sacos plasticos e levado para incineracdo junto ao lixo bioldgico do Hospital Universitario

Walter Cantidio (HUWC) /UFC.

3.7 Métodos de diagndstico

Foram realizados os seguintes métodos de diagndstico: método sorologico, para
triagem (screening) da populacdo de estudo e métodos parasitologicos de fezes, usados para

diagnostico do S. mansoni.

3.7.1 Método Sorologico

3.7.1.1 ELISA

a) Fundamento

O método de ELISA combina a especificidade de um anticorpo a sensibilidade de
um ensaio enzimatico simples, tendo como principio uma rea¢do antigeno — anticorpo. Este
ensaio se baseia no uso de um segundo anticorpo conjugado com uma enzima, que ao reagir
com seu substrato, da origem a um produto colorido. Esta mudanga de cor ¢ monitorada com
o uso de um espectrofotometro para determinar a propor¢do entre a quantidade de cor
produzida e a quantidade de analito presente.

A determinagdo da dilui¢do dos soros foi obtida a partir de uma curva padrao com

concentracdes conhecidas de IgG.
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b) Procedimento

Foram utilizadas placas de 96 pocos com capacidade para 300uL, fundo chato
maxisorp (NUNC®), sendo sensibilizadas pela adicdo, a cada pogo, de 100 pL do antigeno
total de verme adulto de S. mansoni (que nos foi fornecido pelo Prof. Dr. Alfredo Goes, do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais), na concentragao
de S5pg/mL de proteinas diluidas em tampado carbonato (pH 9,6). Foi escolhido este tipo de
antigeno por sua caracteristica antigénica, o que proporcionou uma sensibilidade maior para
este teste. As placas foram seladas e mantidas em geladeira (4°C) overnight (18 horas). No dia
seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com solucdo de lavagem Salina-Tween 0,05M e
secas. Foram adicionados a cada po¢co 100uL de soro de cada amostra a ser testada, em
duplicata, diluidos em 1:200 em solu¢do diluente (PBS, contendo NaCl 0,5M e 0,2% de
Tween 20). As placas foram seladas e incubadas por 1 hora e 30 minutos em estufa a 37°C.
Apos esse periodo, as placas foram novamente lavadas trés vezes e secas. Foram adicionados
100uL de Anti-IgG conjugada com peroxidase (Sigma-Aldrich) por poco, diluido de 1:1.500
em solugdo diluente. As placas foram seladas e incubadas novamente por mais uma hora e
meia em estufa a 37°C.

Apos trés lavagens, as placas foram secas e adicionado por pogo 100uL de
ortophenylenediamina - OPD (Sigma-Aldrich) diluido em tampao citrato (pH 5,0) e 0,03% de
perdxido de hidrogénio. As placas foram entdo tampadas e protegidas da luz por 20 minutos,
a temperatura ambiente ¢ depois a reagdo foi interrompida com a adigcdo de 20uL / pogo de
acido sulfurico 2N.

A densidade otica foi medida em leitor automatico de ELISA (BioTeck®),
utilizando um filtro de 490nm.

Foram consideradas positivas as reacdes com densidade optica (DO) acima de
0,283, que foi o valor do “cut off” determinado utilizando-se a média mais dois desvios
padrdes da leitura em DO obtida de 35 soros de um grupo controle, formado por individuos

ndo provenientes de regido endémica para a esquistossomose.
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3.7.2 Métodos Coproscopicos

A coproscopia foi baseada nas técnicas de Kato-Katz (KATZ et al., 1972),
Método do Gradiente Salinico (COELHO et al., 2009) e Helmintex® (TEIXEIRA ef al.,
2007).

3.7.2.1 Método de Kato — Katz

a) Fundamento

O método de Kato — Katz ¢ uma técnica qualitativa e quantitativa, que permite,
pelo uso de material clarificante, a visualizagao dos ovos de S. mansoni porventura existentes

nas fezes.

b) Procedimento

Este método foi realizado utilizando o Kit Helm-Test®, onde foi colocada sobre as
fezes uma tela, fornecida pelo kit, pressionando-as com o auxilio de uma espatula. Utilizando
a espatula, foi colhida uma pequena quantidade (40 a 50mg) das fezes que passaram pela tela,
depositando no orificio do cartdo, que estava sobre uma ldmina. Apds preencher
completamente o orificio, o cartdo foi retirado, deixando as fezes sobre a lamina de vidro. As
fezes foram cobertas com laminula de celofane, previamente embebida em solucdo de verde-
malaquita, a lamina foi invertida em uma superficie lisa, pressionando-a para a formagao de
uma camada delgada entre 1amina e laminula (Figura 4). Foram levadas para estufa a 40°C
por 2 horas, em seguida foi realizada a leitura das mesmas ao microscopio, percorrendo toda a
superficie delimitada pela laminula, fazendo a contagem do numero de ovos de S. mansoni. O
nimero de ovos encontrados fgi multiplicado pelo fator de conversio (24), o que
corresponderd ao nimero de ovos por grama de fezes (a quantidade de fezes contida no
volume que passa pelo orificio ¢ de aproximadamente 41,7 mg, que multiplicado por 24

resulta em 1.000,8mg).
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a: desenho esquematico para preparacdo das laminas; b: kit com reagente e materiais
utilizados.

Figura 4 — Prepara¢dao do método do Kato — Katz.
Fonte: Arquivos do LPPBM.

Foram preparadas trés laminas de cada individuo, através da técnica descrita
acima, e a carga parasitaria foi determinada pela média do numero de ovos por grama de fezes
(opg) e a média aritmética de opg calculada para as 3 laminas (OPG = Soma do n° de ovos x

24 / n° laminas analisadas) determinando, assim, a intensidade da infec¢do por S. mansoni.

3.7.2.2 Método do Gradiente Salinico

a) Fundamento

Solugdes salinas sao amplamente utilizadas para suprimir a eclosao do miracidio
de Schistosoma sp. Além disso, estas solu¢des foram utilizadas anteriormente por Rowan &
Gram em 1959 e Ritchie & Berrios-Duran em 1961, para criar um gradiente diferencial de
sedimentacdo entre ovos de S. mansoni € homogeneizado fecal ou de tecido. O aparelho
desenhado para este método ¢ uma modificagdo dos equipamentos utilizados pelos
pesquisadores anteriormente citados, para a recuperacdo em massa de ovos do S. mansoni
(Figura 5). Estes ovos permanecem na parte inferior do baldo, enquanto os sedimentos de
baixa densidade sdo suspensos para a parte superior da coluna de gradiente (COELHO et al.,

2009).



37

Desenho esquematico (visao lateral). Apenas duas das 12 colunas de separagdo (g) sdo
mostradas. a: base; b: suporte; c: braco de apoio; d: reservatério de solugdo salina; e: pingca
rolete; f: mangueira; g: colunas de separacdo; h: pedra porosa (cinza); i: mangueira de
drenagem; j: recipiente para recolhimento dos detritos.

Figura 5 — Sistema para realiza¢do do método do Gradiente Salinico.
Fonte: COELHO et al., 2009.

b) Procedimento

A bracadeira que interliga o reservatorio contendo salina a 3% e a coluna de
separagdo foi aberta, deixando que esta solug@o atingisse o nivel superior da pedra porosa; foi
interrompido o fluxo da solucdo salina a 3% para a ampola da coluna, fechando a bragadeira;
com uma pipeta, foi descartado o excesso de salina logo acima da pedra porosa; a coluna de
separac¢do foi preenchida com uma suspensao de fezes previamente preparadas por dilui¢ao de
500mg de fezes da amostra teste em 3 mL de solugdo salina 0,9%. A bragadeira foi aberta,
ajustando o fluxo de solugdo salina a 10 gotas/min. O fluxo lento e continuo da solugdo salina
a 3% do reservatdrio para a coluna de separacdo fazia com que os sedimentos de baixa
densidade fossem suspensos e descartados do sistema, promovendo a limpeza do sedimento
no fundo da coluna. Como os ovos tém uma densidade mais elevada, eles permaneceram na
superficie da placa porosa. O sedimento final foi entdo transferido para laminas de vidro e

examinadas ao microscopio de campo claro e realizada a contagem dos ovos.
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3.7.2.3 Método do Helmintex®

a) Fundamento

O método Helmintex® ¢ uma técnica quantitativa, que permite, pelo uso de
microesferas paramagnéticas, a purificacao e a concentragao dos ovos de S. mansoni e, assim,
uma maior identificacdo do niimero de ovos deste parasito porventura existente nas fezes
(TEIXEIRA et al, 2007). Uma possivel explicagdo da afinidade entre as esferas
paramagnéticas ¢ os ovos de S. mansoni é a presenca do ion ferro (Fe) na membrana externa
dos ovos, permitindo a interagcdo destes com as esferas, na presenga de um campo magnético

externo (JONES; BALEN, 2007).

b) Procedimento

De cada amostra foi separada 30g de fezes em um recipiente e adicionado formol
10% e homogeneizada. O homogeneizado de fezes foi tamisado através de uma tela de nylon
(500pm) em um copo de sedimentacdo, com auxilio de uma espatula e agua destilada. A
solugdo foi deixada em repouso por 1 hora em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
desprezado e o sedimento re-suspenso em agua destilada. Este procedimento foi repetido até
obten¢do de um sobrenadante limpido. Em seguida o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento tamisado através de tamises com diferentes espessuras: 100 (S1), 200 (S2) e 325
(S3) fios por polegada quadrada. A fracdo retida em S3 foi re-suspensa novamente em agua
destilada e realizada nova sedimentacao espontanea por uma hora. O sedimento formado foi
submetido ao método de Ritchie (descrito pelo mesmo em 1948), este procedimento foi
repetido até se obter um sobrenadante limpido sem anel de detritos. O sedimento foi ajustado
para um volume de 1,5mL e transferido para microtubos, onde foram adicionados 19ulL. da
suspensdo contendo as esferas super-paramagnéticas. A incubacao foi realizada em agitador
orbital (Phoenix) por 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida o microtubo contendo esta
preparacao foi conectado ao magneto (BioMag®) por 3 minutos, o sobrenadante foi removido
e o sedimento retido na parede foi coletado e examinado ao microscopio para contagem dos

ovos de S. mansoni (Figura 6).
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Figura 6 — Equipamento utilizado no método do Helmintex® para atragdo das esferas

paramagnéticas.
Fonte: Arquivos do Laboratorio de Biologia Parasitaria — PUCRS.

3.8 Tratamento

Todos os pacientes com presenca de ovos de S. mansoni nas fezes, foram tratados
com Praziquantel® na dose de 40 mg / kg / peso, em dose tnica.

O medicamento foi administrado sob supervisao médica e da enfermeira do Posto
de Satude da localidade. No caso de individuos que ndo puderam comparecer ao posto, o
tratamento foi realizado na propria residéncia dos mesmos, sob supervisao dos pesquisadores.

Estes medicamentos foram disponibilizados pela SESA-CE, através do Programa
de Controle da Esquistossomose - PCE.

Os pacientes que foram diagnosticados com outros helmintos receberam os
resultados e foram orientados a procurar o posto de saude da localidade para receber o

tratamento.

3.9 Analise estatistica

Um banco de dados foi elaborado com o auxilio do Programa Epi-Info 6.04 para
organizacao e armazenamento dos dados pessoais, clinicos e laboratoriais. Os resultados dos
diferentes métodos foram analisados utilizando-se o Programa SPSS versdo 15, com a
aplicacdo do teste de Mc Nemar para avaliar as propor¢des correlacionadas, sendo escolhido o
teste do qui-quadrado para célculo do valor de P. As cargas parasitarias individuais foram
analisadas através do Programa Prisma versao 5, com a aplicagdo do teste de Friedman, sendo

o pos-teste realizado através do teste de comparagdes multiplas de Dunn's.
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4 RESULTADOS

O nosso estudo foi desenvolvido a partir de uma triagem soroldgica, empregando

o método ELISA para a detecgdo de anticorpos IgG anti-S. mansoni contra antigenos do

verme adulto.

4.1 Perfil socio-ambiental

Através da aplicagdo de um questiondrio, tragamos o perfil s6cio-ambiental dos
participantes do estudo.

Quanto a faixa etaria, 70 individuos (28%) estavam entre 26 e¢ 46 anos, 57
(22,8%) entre 15 e 25 anos e 48 (19,2%) com 47 anos ou mais. Os demais grupos incluiam
idades variadas, conforme figura abaixo. A divisdo das faixas etarias seguiu o padrao utilizado

pelo Programa de Controle da Esquistossomose do Ministério da Satde.

> 47 anos 19,2%

28,0%

26 a 46 anos

22,8%

15 a 25 anos

10 a 14 anos 14,0%

Idade

7 a9 anos 7,2%

>2 a6 anos 8,8%

0,00% 10,00% 20,00% 30,00%

Porcentagem

Figura 7 — Faixa etaria dos individuos participantes do estudo e residentes do Planalto do
Cajueiro — Maranguape-CE.
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Ao realizarmos o cruzamento entre faixas etarias e positividade, observou-se que
2 (6,9%) positivos tinham de 7 a 9 anos; 8 (27,6%) de 10 a 14 anos; 2 (6,9%) de 15 a 25 anos;
11 (37,9%) de 26 a 46 anos e 6 (20,7%) tinham idade superior a 47 anos.

Quanto ao sexo, 100 (40%) eram do sexo masculino e 150 (60%) do sexo
feminino (Figura 8). Ao realizarmos o cruzamento entre sexo e positividade, observamos que

15 (51,7%) infectados eram homens enquanto que 14 (48,3%) eram mulheres.

B Feminino
M Masculino

Figura 8 — Distribuicdo por sexo dos individuos participantes do estudo residentes no
Planalto do Cajueiro — Maranguape-CE.

Quanto a escolaridade, 26 (10,4%) individuos possuiam o ensino médio completo,
enquanto 142 (56,8%) possuiam o ensino fundamental incompleto e 38 (15,2%) ndo tinham

estudo. A faixa etdria maior de 2 a 6 anos estava incluida na populacdo sem estudo (Figura 9).

60,00% 56,80%
50,00%
40,00%
30,00%

20,00%  15,20%

Porcentagem

11,20% 10,40%

- 6,40%
m B

Sem estudo  Ensino Fund. Ensino Fund. Ensino Médio Ensino Médio
Incompleto Completo Incompleto Completo

10,00%

0,00%

Figura 9 - Participantes segundo o grau de escolaridade - Planalto do Cajueiro —
Maranguape-CE.
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Ao realizarmos o cruzamento entre escolaridade e positividade, observamos que
19 (65,5%) infectados possuiam o ensino fundamental incompleto; 6 (20,7%) fundamental
completo e 4 (13,8%) médio incompleto.

Cinquenta e duas pessoas (20,8%) afirmaram que ja tiveram esquistossomose
(Figura 10). Ao analisarmos estes dados em relacdo aos pacientes positivos 23 (79,3%)

afirmaram que ndo tiveram infec¢do prévia por esta doenga e 6 (20,7%) afirmaram j4 ter tido.

ESim

EN3o

Figura 10 — Participantes segundo a presenga de infec¢do anterior por Schistosoma mansoni -
Planalto do Cajueiro — Maranguape-CE.

Quanto ao conhecimento sobre como se adquire a doenga, metade, ou seja, 127
(50,8%) afirmaram que sabiam e 123 (49,2%) que ndo (Figura 11). Dados semelhantes foram
encontrados quando correlacionamos positividade com o dado supracitado, onde metade do
numero de individuos infectados disse que sabiam como se pega a doenga e a outra metade

que nao.
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M Conhece
M Nio conhece

Figura 11 — Participantes segundo o conhecimento da forma de transmissdo da doenga -
Planalto do Cajueiro — Maranguape-CE.

Referente as condigdes sanitdrias, o banheiro estava presente na residéncia de 237
(94,8%) entrevistados e a agua encanada em 229 (91,6%) (Figura 12). Ao correlacionarmos
estes dados com o numero de positivos, observamos que 27 (93,1%) positivos possuiam

banheiro e agua encanada em suas residéncias.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

91,6%4:8%

B Agua Encanada
B Banheiro

Porcentagem

Sim

Figura 12 — Percentual de casas com abastecimento de 4dgua e presenca de banheiro dos
participantes do estudo - Planalto do Cajueiro — Maranguape-CE.

Quanto ao perfil de utilizacao da adgua, 122 (48,8%) moradores afirmaram que nao
tém contato com os corregos que atravessam a comunidade, enquanto 65 (26%) afirmaram
que utilizam a 4gua para o lazer (pescar, nadar, etc.), 51 (20,4%) a utilizam para tomar banho
e 34 (13,6%) para a realizagdo de tarefas domésticas (lavagem de roupas e de utensilios

domeésticos), conforme figura abaixo.
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B Nao utiliza
W Lazer
O Banho

M Tarefas
domésticas

Utilizagdo da agua

49%
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Figura 13 — Perfil de utilizacdo da 4gua pelos moradores do Planalto do Cajueiro —
Maranguape-CE participantes do estudo.

Ao estratificarmos estes dados em relagdo aos positivos, encontramos que 11
(37,9%) afirmaram ndo ter contato com a agua do rio, 10 (34,6%) informaram que utilizam a
mesma para o banho, 3 (10,3%) utilizam para a realizacdo de tarefas domésticas, 3 (10,3%)
utilizam como lazer e 2 (6,9%) tém contato com a agua para a realizacdo de atividades com

fins econdmicos.

4.2 Sorologia

4.2.1 Método de ELISA

Das 250 amostras analisadas pelo método ELISA, para deteccdo de anticorpo IgG
contra antigeno de vermes adultos de S. mansoni, 118 (47,2%) foram reativas e 132 (53,8%)
ndo reativas (Figura 14). O valor do “Cut off” (limiar de reatividade) determinado foi de

0,283 (+2DP).
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Figura 14 — Sorologia dos individuos que realizaram o teste ELISA para IgG anti-S. mansoni
residentes do Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

4.3 Coproscopia

Foram realizados trés diferentes métodos coproscopicos, cujos resultados sdao

apresentados a seguir.

4.3.1 Resultados dos Métodos Coproscopicos Avaliados

4.3.1.1 Primeiro Método (Kato - Katz)

Dos 118 individuos ELISA reativos, apenas 80 entregaram as amostras de fezes.
Para o método de Kato — Katz foram preparadas trés laminas de cada amostra fecal. Foram
encontradas 7 (8,75%) amostras positivas para S. mansoni, com apenas um positivo na

primeira e segunda lamina e cinco na terceira lamina (Figura 15).
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Figura 15 — Distribuicdo do numero de ovos de S. mansoni nas fezes, por lamina analisada,
visualizados através do método de Kato — Katz - Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

Outros parasitos encontrados por este método foram: Trichuris trichiura em 5

pacientes (6,25%) e Taenia sp em 3 (3,75%).

4.3.1.2 Segundo M¢étodo (Gradiente Salinico)

Foram analisadas 61 amostras de fezes pelo método do Gradiente Salinico, destas

11 (18,0%) foram positivas para o S. mansoni (Figura 16).
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18%

B Positivo
M Negativo

82%

Figura 16 — Presenca de ovos de S. mansoni nas fezes, visualizados através do método do
Gradiente Salinico - Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

Em relagdo as outras espécies de helmintos, 16 (26,2%) amostras foram positivas.
Destas, 14 (87,5%) apresentaram a presenga de Ancilostomideos, 5 (31,2%) de Trichuris

trichiura, 1 (6,2%) com Taenia sp e 1 (6,2%) com Strongyloides stercoralis.

®
4.3.1.3 Terceiro Método (Helmintex )

Das 80 amostras de fezes recebidas, 34 tinham material suficiente para a

®
realizacdo do método Helmintex , pois o mesmo exige 30g de fezes.

Das 34 amostras analisadas, em 16 (47,1%) foram encontrados ovos de

Schistosoma mansoni (Figura 17).
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M Positivo
M Negativo

52,9%

Figura 17 — Presenga de ovos de S. mansoni nas fezes, visualizados através do método
®
Helmintex - Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

Em relagdo as outras espécies de helmintos, 04 (11,8%) amostras foram positivas.
Destas uma amostra apresentou ovos de Ancilostomideos (25%), duas amostras tinham larvas

de Strongyloides stercoralis (50%) e trés com Trichuris trichiura (75%).

4.3.1.4 Prevaléncias Determinadas pelos Métodos Avaliados

Os trés métodos coproscopicos avaliados apresentaram indices de prevaléncia

diferentes, como mostra a figura a seguir.
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Figura 18 — Prevaléncias da esquistossomose mansonica, detectadas através dos métodos de
®
Kato — Katz, Gradiente Salinico € Helmintex - Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

4.4 Comparacio entre os métodos coproscopicos realizados

4.4.1 Gradiente Salinico x Kato — Katz

Dos 56 pacientes, que foram avaliados através do método de Kato — Katz e do
Gradiente Salinico, 13 foram positivos, sendo 03 positivos no Kato — Katz e 11 no Gradiente
Salinico, com apenas 01 paciente positivo em ambos os métodos.

Constatou-se diferenca estatisticamente significante entre os métodos Kato-Katz e
Gradiente Salinico em relacdo a propor¢ao de pacientes portadores de esquistossomose, ou
seja, a proporcao de deteccdes pelo método do Gradiente Salinico (19,64%) foi
significantemente maior (P = 0,039) que a propor¢ao de detecgdes pelo Kato-Katz (5,36%),
como mostra a Tabela 1.

O método do Gradiente Salinico detectou 10 pacientes que ndao haviam sido

detectados no método do Kato — Katz.
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Tabela 1 — Comparagdo entre os métodos Kato-Katz e Gradiente Salinico na deteccdo da
esquistossomose mansdnica. Dados analisados pelo teste de McNemar para varidveis
categoricas emparelhadas.

Kato-Katz
Gradiente Total
Positivo Negativo
Positivo 1 10 11 (19,64%)
Negativo 2 43 45
Total 3 (5,36%) 53 56

P = 0,039 (calculado através do Teste de Qui-Quadrado).

®
4.4.2 Helmintex x Kato—Katz

®
O método de Kato — Katz e o Helmintex foram realizados em 32 pacientes, dos

®

quais 16 foram positivos. Destes, 04 foram positivos no Kato — Katz e 15 no Helmintex |,
com 03 pacientes positivos em ambos os métodos.

Constatou-se diferenga estatisticamente significante entre os métodos Kato-Katz e

®
Helmintex em relagdo a propor¢do de pacientes portadores da esquistossomose, ou seja, a

®
proporcao de detecgdes pelo método do Helmintex (46,87%) foi significantemente maior (P

=0,003) que a proporcao de detecgdes pelo Kato-Katz (12,50%), como mostra a Tabela 2.
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®
Tabela 2 — Comparagdo entre os métodos Kato-Katz e Helmintex na deteccdo da
esquistossomose mansdnica. Dados analisados pelo teste de McNemar para varidveis
categoricas emparelhadas.

® Kato-Katz
Helmint Total
cimintex Positivo Negativo
Positivo 3 12 15 (46,87%)
Negativo 1 16 17
Total 4 (12,50%) 28 32

P =0,003 (calculado através do Teste de Qui-Quadrado).

®
O Helmintex detectou 12 pacientes que ndo haviam sido detectados no método

do Kato — Katz.

®
4.4.3 Gradiente x Helmintex

®
Os métodos do Gradiente Salinico e Helmintex foram realizados em 32

®

pacientes, dos quais 17 foram positivos, sendo 06 no Gradiente Salinico e 15 no Helmintex ,
com 04 pacientes coincidentes.

Constatou-se diferenca estatisticamente significante entre os métodos Gradiente

®
Salinico e Helmintex em relagdo a proporcao de pacientes portadores de esquistossomose,

®
ou seja, a propor¢do de deteccdes pelo método do Helmintex  (46,87%) foi
significantemente maior (P = 0,022) que a propor¢ao de detecgdes pelo Gradiente Salinico

(18,75%), como mostra a Tabela 3.
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®
O Helmintex detectou 11 pacientes que ndo haviam sido detectados no método

do Gradiente Salinico.

®
Tabela 3 — Comparacao entre os métodos Gradiente Salinico e Helmintex na deteccdo da
esquistossomose mansonica. Dados analisados pelo teste de McNemar para variaveis
categéricas emparelhadas.

® Gradiente Salinico
Helmint Total
cimintex Positivo Negativo
Positivo 4 11 15 (46,87%)
Negativo 2 15 17
Total 6 (18,75%) 26 32

P = 0,022 (calculado através do Teste de Qui-Quadrado).

4.5 Cargas parasitarias segundo os métodos avaliados

4.5.1 Kato — Katz

A intensidade de infec¢do na populagdo estudada avaliada através do calculo da
média geométrica (G) da contagem de ovos nas trés laminas analisadas neste método foi de 8
ovos por grama de fezes (OPG), sendo a mesma igual a intensidade da infec¢do individual na
maioria dos pacientes, visto que todos apresentaram apenas um ovo por amostra, conforme

mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 — Numero de ovos de S. mansoni (x) encontrados por lamina analisada pela técnica
de Kato — Katz.

Amostra de fezes
Paciente L1 L2 L3 OPG (x)
8

QON-HTZZ—m
O~ 00O0O0O0o
OO -~~000O0
A 00O~ A A A

0 00 00 00 00 00 0o

4.5.2 Gradiente Salinico

Neste método a carga parasitaria individual variou de 02 a 12 OPG, enquanto a
carga parasitaria da populagao foi estimada em 4,1 OPG (Tabela 5).

Para o desenvolvimento do método empregam-se 500mg de fezes, sendo a carga
parasitaria individual calculada através da multiplicagdo do niimero de ovos encontrados no

material examinado por dois.
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Tabela 5 — Distribuicdo do nimero de ovos de Schistosoma mansoni nos 11 pacientes
diagnosticados através da técnica do Gradiente Salinico.

Pacientes Ovos (n°) OPG

A 5 10
C 1 2
E 5 10
F 3 6
J 1 2
K 3 6
L 1 2
R 1 2
S 6 12
X 1 2
AB 2 4
G 4,1

®
4.5.3 Helmintex

Este método foi o que apresentou maior variacdo na carga parasitaria individual,
indo de 0,03 a 7,73, ficando a carga parasitaria desta populacdo estimada em 0,29 OPG
(Tabela 6).

E importante ressaltar que neste método, por termos avaliado 30 g de fezes, para

calculo do OPG o niimero de ovos encontrados na amostra analisada foi dividido por trinta.
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Tabela 6 — Numero de ovos de Schistosoma mansoni encontrados ¢ média geométrica do

®
OPG (G) dos 16 casos positivos pela técnica do Helmintex .

Pacientes Ovos (n°) OPG

B 3 0,10
C 4 0,13
D 5 0,17
E 14 0,47
F 4 0,13
G 17 0,57
H 4 0,13
I 143 4,77
O 6 0,20
Q 19 0,63
S 232 7,73
T 6 0,20
U 6 0,20
W 1 0,03
Y 9 0,30
AA 4 0,13
G 0,29
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5 DISCUSSAO

A prevengdo da infeccdo e re-infeccdo por Schistosoma mansoni, assim como a
redu¢do na incidéncia da infeccdo exigem atencdo aos fatores sociais, dentre outros
(ASAOLU; OFOEZIE, 2003). Fatores como idade e sexo, condi¢des locais, incluindo infra-
estrutura, e fatores econdémicos, como o emprego € ocupagdo, tém impacto direto sobre o risco
de infecg¢do e da transmissdo da doenga. Nas ultimas décadas, os servicos de saude e os
programas de controle t€ém dado mais atencdo a estes fatores, e aos desafios que surgem de
suas interacdes (HUANG; MANDERSON, 2005).

Diante disso, visando conhecer o perfil epidemiologico da comunidade do
Planalto do Cajueiro aplicou-se um questionario socio-ambiental. Torna- se pertinente uma
reflexdo a respeito da nao participagao de 653 individuos, o que ¢ indesejavel principalmente
em area de baixa endemicidade, na qual a deteccdo de positivos, por si sé ja ¢ um problema,
conforme afirma Gongalves et al. (2005).

A decisdo das pessoas da localidade de participar ou ndo desse estudo estava
relacionada a fatores intervenientes como: ndo gostar de colher sangue, ter dificuldades de
evacuar, ndo estar no domicilio nos horérios de entrega/recolhimento dos frascos de coleta,
falta de interesse por ja terem participado de repetidos exames realizados pelo Programa de
Controle da Esquistossomose, constrangimento relacionado a colheita das fezes e exposi¢ao
destas a equipe de profissionais, etc. Em estudos futuros, todas essas causas de recusa e de
viés precisam ser neutralizadas para que haja a colaboragdo do maior numero possivel de
participantes. Os constrangimentos podem ser neutralizados, ainda que ndo se consiga
elimind-los, pela percep¢do dos beneficios individuais e coletivos que o diagndstico pode
propiciar e pela confianca nos individuos que realizam o estudo. Para estimular essa
percepcao, a informagdo deve atingi-los de modo a sensibiliza-los, resguardados os limites da
ética. E necessario que eles percebam, sem serem constrangidos, que seus interesses
individuais, apesar de legitimos, contrapdem-se a outros interesses igualmente legitimos: os
do restante da comunidade, j4 que recusas ao diagnostico e ao tratamento propiciam a
disseminagao local da esquistossomiase (GONCALVES et al., 2005).

A analise dos questiondrios dos 250 individuos, que compunham o nosso grupo
amostral, mostraram que a maior parte desses estava entre as faixas etarias de 15 a 25 (22,8%)

e 26 a 46 anos (28,0%). De acordo com Gazzinelli et al. (2006) em estudo realizado no Vale
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do Jequitinhonha-MG a faixa etaria de 15 a 29 anos foi a que apresentou maior prevaléncia
(Razdo de Prevaléncia = 1,56) para esquistossomose. Esse dados diferem do que obtivemos
em nosso estudo, onde ao realizarmos o cruzamento das faixas etdrias com positividade,
observamos que os individuos de 26 a 46 anos foram os que apresentaram maior prevaléncia
(37,9%). Embora essas diferengas ndo sejam significativas.

De acordo com Huang e Manderson (2005), na China ha evidéncias de que a
frequéncia de contato com a dgua, em geral, ¢ maior nos homens do que nas mulheres, o que
afeta a proporcao de infeccdo pelo Schistosoma nos sexos, o que corrobora com nosso estudo,
onde observou-se que 51,7% dos infectados eram homens enquanto que 48,3% eram
mulheres, valendo ressaltar que a maioria da comunidade era do sexo feminino (60%).

Observamos ainda que, em relacdo a escolaridade, que a maior parte da
comunidade (56,8%) possuia apenas o ensino fundamental incompleto. E importante salientar
que a falta de informag¢des pode levar a atitudes que contribuam para uma maior
probabilidade de adquirir a doenga, como mostra o estudo de Yin et al. (2000), que afirma
existir uma correlacdo negativa entre os niveis de estudo e os indices de esquistossomose. Na
comunidade em estudo observou-se que 65,5% dos infectados possuiam o ensino fundamental
incompleto o que corrobora com os dados acima citados, sendo importante ressaltar que a
maior parte da comunidade (56,8%) possui esse mesmo nivel de escolaridade.

Em relacdo a infeccdo prévia, 20,8% das pessoas afirmaram ter tido
esquistossomose anteriormente, sendo semelhante aos dados encontrados por Frota et al.
(2008) em estudo realizado em Caititi de Cima-CE, onde 23,3% também fizeram a mesma
afirmacdo. Ao analisarmos nossos dados em relacdo aos pacientes positivos 79,3% desses
afirmaram que nao tiveram infec¢do prévia por esta doenga. Devemos ponderar que este dado
foi obtido de informagdes dos proprios individuos o que pode ser subjetivo, como também
pode ser subjetiva a presenga ou ndo da infec¢do devido a baixa susceptibilidade do método
de diagnostico utilizado.

Quando foi perguntado se os individuos sabiam como se adquire a doenga 50,8%
afirmaram ter conhecimento e 49,2% nao sabiam, sendo semelhante aos dados de Frota et al.
(2008), que encontrou 50,16% que sabiam e 49,84% que nao.

Apesar da maioria das pessoas possuirem banheiro (94,8%) e agua encanada
(91,6%), quando relacionamos estes dados com o niimero de positivos vimos que 93,1%
destes possuiam banheiro e agua encanada na residéncia, o que sugere a ndo utilizagdo

adequada dos mesmos.
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Em relacdo ao perfil de utilizagdo da 4gua, boa parte da populagdo (48,8%)
afirmou que ndo utilizava a agua dos corregos. Essa porcentagem foi muito proxima da
encontrada entre os positivos, onde 37,9% afirmaram que ndo tinham contato com a agua do
rio. Isso nos leva a questionar a veracidade destas informacdes fornecidas pela comunidade, ja
que este fato contradiz a dinamica de transmissao da doenga.

A segunda maior porcentagem do grupo de positivos afirmou utilizar a agua do
rio para tomar banho (34,6%), o que era de se esperar, pois esta atividade expde o corpo a
forma infectante por mais tempo e com uma maior superficie de contato.

A realidade social desta comunidade ¢ critica, pois boa parte da populacio esta
situada em locais de risco para transmissao de doengas (como esquistossomose, leishmaniose,
dengue, entre outras), devido as precarias condi¢cdes de infra-estrutura e saneamento. A
infancia e adolescéncia ndo sdo beneficiadas por programas adequados para o direcionamento
para o trabalho e cidadania. E possivel, com relativa facilidade, encontrar pequenos grupos de
criangas e adolescentes vagando pelas ruas e pela area de lazer utilizada pela comunidade, e
até mesmo, em alguns momentos, utilizando substancias entorpecentes.

Os métodos parasitologicos de fezes para diagnostico da infeccdo por
Schistosoma mansoni baseiam-se na deteccdo de ovos excretados, pois esses possuem
morfologia facilmente identificaveis. O diagndstico parasitologico de fezes tem as vantagens
da alta especificidade e de exigir equipamentos relativamente simples e, em areas de alta
endemicidade, pessoal apenas com formacao de base. No entanto, hd algum tempo, tem sido
reconhecido que a falta de sensibilidade de detec¢do por estes se deve a imprecisdo na
contagem de ovos (DE VLAS; GRYSSELS, 1992).

Alguns trabalhos tem mostrado a estrategia de definir objetivos para o controle de
doencas infecciosas nos paises em desenvolvimento por entidades governamentais e agéncias
internacionais, em colaboracdo com a Organizagdo Mundial de Satide. Um consideravel
progresso tem sido feito, mas hd uma tendéncia para enfatizar o tratamento e a prevengao
através do uso de vacinas, com isso a importancia de assegurar-se bons testes de diagnostico €
muitas vezes negligenciada (RIDLEY, 2006). No entanto, uma avaliagdo precisa da situagdo
epidemiologica torna-se crucial para a obten¢do de programas de controle bem sucedidos
(BERQUIST et al., 2009).

Ainda sdo necessarios investimentos para o estudo e desenvolvimento de novos
métodos de diagndstico para a esquistossomose, levando em consideragdo a importancia dos

esforgos para controle da doenga (RABELLO, 1997).
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Os métodos imunologicos para o diagnostico da esquistossomose assumem cada
dia maior importancia devido a sua especificidade, sensibilidade, rapidez e simplicidade. As
técnicas de deteccdo de anticorpos continuam a constituir instrumento de valor indubitavel a
ser utilizada em estudos populacionais, assim, a sua incorporagdo aos programas de controle
em area de baixa endemicidade ¢ imprescindivel (NOYA et al., 1999). A técnica indicada
para o diagndstico em massa desta parasitose, tem sido a técnica de ELISA. Este ensaio
cumpre os requisitos de baixo custo, reprodutibilidade, objetividade, resultados rapidos e
automacao.

E importante destacar que esse método realizado com antigeno bruto de S.
mansoni superestima a prevaléncia da infec¢do, uma vez que ndo faz a distingdo entre
infeccdes ativa/passada devido a presenca de falsos positivos, decorrentes de reagdes cruzadas
com outros parasitos, como ancilostomideos (NOYA et al., 2006). Valendo ressaltar que
quando utilizado como ferramenta para triagem a imunogenicidade do antigeno pode ser
encarada como uma vantagem, visto que aumenta-se a probabilidade de detec¢ao de um maior
numero de individuos reativos no grupo a ser trabalhado, ja que a confirmacdo da doenga sera
realizada por métodos mais especificos.

O teste [gG-ELISA tém sido proposto para aplicacdo no programa de controle da
esquistossomose, pois acredita-se que ele seja mais sensivel do que os métodos coprologicos,
por ser mais rapido e de facil execu¢do. Sendo assim, sugeri-se a sua utilizagdo na primeira
etapa do estudo, onde deseja-se realizar uma vigilancia e controle da doenga, para triagem dos
individuos. E importante destacar que os métodos de diagndsticos sorologicos e
coproscopicos sdo complementares, assim ndo faz sentido comparar 0os mesmos, mas sim
utilizar um de forma a auxiliar o outro (ZHOU et al., 2007). Quando emprega-se somente o
método parasitologico de fezes para diagnosticar a esquistossomose, a prevaléncia real da
doenga fica subestimada, tendo em vista a baixa eficiéncia deste método para detectar casos
com pequeno numero de ovos (ENGELS et al., 1996).

A possibilidade de selecionar previamente os individuos a serem submetidos ao
exame parasitologico de fezes, pela utilizagdo de uma técnica soroldgica comprovadamente
mais sensivel, permite confirmar a infecg¢do através da insisténcia do exame parasitologico e
assim determinar uma taxa de prevaléncia mais proxima da realidade (GARGIONI et al.,
2008).

Diante do exposto, utilizamos o ELISA como ferramenta na triagem sorologica da
populagdo do Planalto do Cajueiro, sendo utilizado antigeno do verme adulto de S. mansoni.

Os casos reativos foram submetidos aos trés métodos coproscopicos avaliados.



60

A triagem sorologica foi realizada em 250 individuos do Planalto do Cajueiro,
destes 118 (47,2%) foram reativos e 132 (52,8%) ndo reativos, 0 que vem corroborar com o
estudo de Gongalves ef al. (2006) que estudaram 269 individuos de Paracambi-RJ, uma 4rea
endémica de baixa transmissao, encontrando 128 (48%) soros reativos.

A determinagdo da reatividade dos soros dos individuos direcionou, em nosso
estudo, a definicao da amostragem que foi submetida para ao trés métodos coproscoOpicos a
serem avaliados neste estudo.

A coprologia ¢ imprescindivel por: ser um método pratico e de baixo custo;
evidenciar o parasito diretamente; permitir a contagem de ovos, o que ¢ indicativo da
intensidade da infeccdo e oferecer possibilidade de comparagdo com outros trabalhos
(GONCALVES et al., 2005). Apesar disso, as técnicas parasitologicas de fezes variam
consideravelmente quanto a sensibilidade, dependendo da quantidade de fezes examinadas, do
namero de ovos eliminados e de fatores inerentes a perda intrinseca durante a realizagdo do
procedimento (ENGELS et al., 1996).

Kato-Katz ¢ o método internacionalmente recomendado pela Organizagao
Mundial de Satde para o diagndstico do S. mansoni e de outras infec¢des intestinais por
helmintos (WHO, 1994), por ser quantitativo, de facil execugdo, necessitar de pouco material
e ter uma alta especificidade (LIN et al., 2008). Possibilita, ainda, o armazenamento e
transporte das laminas por meses sem prejuizo dos resultados (KATZ et al, 1972).
Atualmente estdo disponiveis kits de material plastico descartavel que permite que a técnica
seja executada com maior biosseguranca.

Na localidade em estudo foram encontradas 7 (8,75%) amostras positivas para S.
mansoni, com apenas um ovo por ldmina. Na primeira lamina foi encontrado um paciente
positivo (14,3%), na segunda também um positivo (14,3%) e na terceira cinco positivos
(71,4%). Nossos achados, em relagdo a primeira e segunda lamina, foram similares aos
observados por Enk et al. (2008) em estudo realizado em Chonim de Cima, Governador
Valadares-MG, onde a prevaléncia foi de 11,2% quando realizada apenas uma lamina, de
12,5% com duas laminas, mas divergiram em relacdo ao niumero de detecgcdes na terceira
lamina, quando os mesmos encontraram apenas 20,8% de positivos, embora as duas areas
trabalhadas sejam de baixa endemicidade.

Ao avaliarmos a carga parasitaria da populagdo, calculada através da média
geométrica das trés laminas analisadas, obtivemos uma intensidade de infeccdo de 8 ovos por
grama de fezes (OPG), valor superior ao identificado por Gargioni et al. (2008), que

encontraram uma intensidade de infeccao de 5,3 OPG, no municipio de Holambra, no Estado
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de Sao Paulo. Vale destacar que, em nosso trabalho, o valor da carga parasitaria populacional
foi igual ao da carga individual, pois s6 foi encontrado um ovo nas analises de cada paciente
positivo.

A estratégia metodoldgica nacional atualmente aplicada para o diagnostico da
esquistossomose mansdnica, utilizando o método de Kato-Katz com uma amostra ¢ uma
lamina, para determinar a taxa da infec¢do ndo possui a sensibilidade necessaria para o
diagndstico, por conseqiiéncia, os valores de prevaléncia da esquistossomose, em area de
baixa endemicidade, ficam subestimados.

Essa técnica enfrenta o dilema de ter elevada especificidade, mas ndo possuir
sensibilidade suficiente para o diagnoéstico confiavel da infec¢do por Schistosoma em area de
baixa endemicidade (LIN et al., 2008).

Especialmente em areas de baixa prevaléncia e baixa intensidade, a sensibilidade
dos testes parasitologicos podem ser melhorada através do aumento da quantidade de material
fecal e / ou do niimero de laminas examinadas. Em Zhuxi, a propor¢ao de positivos pelo
Kato-Katz, aumentou de 47% utilizando uma tUnica amostra de fezes, para 68% apds analise
de sete amostras. No entanto, em condigdes de campo a realiza¢do destes repetidos exames
torna-se muito dificil (YU et al., 1998).

Entre os métodos parasitologicos ja empregados em estudos populacionais,
destaca-se a técnica do Kato-Kato, que tem sido muito utilizada em inquéritos populacionais
por apresentar facilidades operacionais e por possibilitar a estimativa das cargas parasitarias
(KANAMURA et al., 2001). Frente a falta de sensibilidade deste método, em areas de baixa
carga parasitaria e baixa endemicidade, tem-se buscado novas técnicas diagnosticas
alternativas que visem superar esta limitacdo, utilizando-se a técnica de Kato-Katz como
referéncia na avaliacdo de novas técnicas (LIN et al., 2008).

O Gradiente Salinico, ¢ uma dessas novas técnicas alternativas para o diagnostico
da esquistossomose, que foi por nds utilizada. A técnica baseia-se na diferenca de
concentracdes de solugdes salinicas, para recuperacdo em massa de ovos de S. mansoni, sendo
proposto para execugdo em campo. Consiste em um dispositivo simples, que foi desenvolvido
para facilitar a detec¢do de ovos por exame ao microscopio, sendo de baixo custo, muito
sensivel, rapido e de facil execu¢ao (COELHO et al., 2009).

O método requer apenas dgua e cloreto de sddio, o dispositivo pode ser reutilizado
quantas fezes forem necessarias, bastando lavéa-lo cuidadosamente. Este método estd em fase

de melhoramento, conforme recomendagdes da OMS (2006), para ser utilizado como
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ferramenta de diagndstico da esquistossomose. Pesquisas de campo adicionais estio em
andamento para validar seu uso em estudos populacionais (COELHO et al., 2009).

Um aspecto importante ¢ que ao compararmos o nimero de laminas necessarias
para ler-se todo o sedimento produzido pelo Gradiente Salinico, o qual utiliza 500mg de
fezes, com o niumero de laminas necessarias para a leitura dessa mesma quantidade de fezes
através do Kato-Katz aumenta-se em média de 7 para 12 laminas. Além disso, de acordo com
Coelho et al., (2009), o sedimento gerado pelo Gradiente Salinico requer geralmente 20
minutos para andlise microscopica, enquanto neste mesmo tempo apenas 4 laminas de Kato-
Katz sdo examinadas.

Durante a execucdo do método ¢ possivel processar 12 amostras por vez € os
sedimentos de fezes obtidos pelo método do Gradiente Salinico podem ser mantidos em
formol a 10%, por pelo menos 60 dias antes das andlises, e assim armazena-los em laboratério
para leitura posterior, facilitando a realizacdo de grandes levantamentos epidemiol6gicos.

Ao realizarmos o método do Gradiente Salinico em 61 amostras de fezes,
encontramos 11 (18,0%) individuos positivos para o S. mansoni. Esses dados diferem de
Coelho et al. (2009), que ao empregarem este método em uma amostra de 40 individuos, em
Corrego Fundo-MG, identificaram uma taxa de infeccdo de 35% para S. mansoni. Essa
prevaléncia encontrada pode, provavelmente, ter sido maior do que a nossa devido os mesmos
terem utilizado duas amostras por individuo, enquanto em nossas analises utilizamos apenas
uma.

Apesar deste sistema ter se mostrado bastante vantajoso, algumas observagdes na
sua operacionalizagdo com o seu uso continuo devem ser ressaltadas. Notamos que faz-se
necessario a troca da conexdo do reservatorio da solucdo salina com a mangueira de borracha,
pois a mesma, por ser de latex, ressecava apds algum tempo de uso, o que impedia a
passagem da solucdo. Outro aspecto observado foi em relagdo a coluna de sedimentagdo, que
exigia lavagens do filtro poroso bem criteriosas para evitar-se a contaminagao de uma amostra
para a outra. Quanto a este problema, por ultimo relatado, os inventores do sistema
(COELHO et al., 2009) ja estao desenvolvendo uma coluna de separagdo descartavel, o que
facilitara a realizagdo de um grande volume de exames.

Ao comparar-se os resultados obtidos pelo Kato-Katz e o Gradiente Salinico,
vimos que a proporc¢do de detecgdes pelo Kato-Katz foi 5,36% enquanto que no Gradiente
Salinico foi de 19,64%, o que corrobora com os dados de Siqueira et al. (2009), em estudo
realizado no municipio de Montes Claros-MG, classificado como area de baixa endemicidade,

onde obteve 10,4% de prevaléncia para esquistossomose ao realizar apenas uma lamina de
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Kato-Katz e 14,4% pelo método do Gradiente Salinico. Assim, o método do Gradiente
Salinico foi mais sensivel do que o Kato-Katz em ambos os estudos realizados.

Utilizando-se a amostragem na qual foi realizado o método do Kato-Katz e do
Gradiente Salinico para comparagdo dos resultados obtidos por estes, viu-se que dos 13
positivos (23,2%) encontrados por ambos, 10 (76,9%) individuos foram diagnosticados
apenas através do Gradiente Salinico, sendo o mesmo mais efetivo na deteccao de casos na
localidade em estudo.

Em areas onde os esfor¢os para o controle da esquistossomose levaram a reducao
da carga parasitaria dos individuos, os métodos parasitoldgicos classicos nao demonstram
sensibilidade suficiente para o diagnodstico da doenga (NOYA et al., 2002). Sistemas mais
sensiveis de deteccdo de ovos sdo desejaveis como método de diagndstico definitivo. Como
os ovos de S. mansoni sdo grandes e tem forma peculiar, com espiculo lateral, sdo facilmente
reconhecidos quando visualizados ao microscopio, o que garante um diagnostico definitivo
com poucas possibilidades de resultados falso-negativos. O aumento da quantidade de fezes
ou do numero de amostra ou do niumero de laminas lidas, bem como o uso de métodos de
concentragdes fecais diferenciados, foram testados a fim de melhorar a sensibilidade do
diagndstico parasitolégico, mas nenhuma destas abordagens tem sido suficientemente
convincentes para justificar a sua extensa utilizagdo (EBERL et al., 2002).

Diante disso, recentemente, um novo método altamente sensivel denominado
Helmintex® tém sido proposto por Teixeira et al. (2007), visando a identificagdo de ovos de S.
mansoni em grandes quantidades de fezes. Trinta gramas das amostras de fezes sao
processadas através de uma seqiiéncia de sedimentacdo espontanea, método de tamisacao e
método de Ritchie (1948) e, em seguida, os ovos sdo isolados através da interacdo com esferas
paramagnéticas e visualizados ao microscopio (TEIXEIRA et al., 2007).

Estudos recentes tem demonstrado que o ion ferro (Fe) possui um papel
importante no metabolismo do Schistosoma, o que pode explicar a afinidade dos ovos desse
por esferas paramagnéticas. Espectroscopia por energia dispersiva dos ovos de S. japonicum
demonstrou que o ferro estd incorporado na membrana do ovo (JONES et al, 2007).
Trabalhos anteriores mostraram que as fémeas do Schistosoma acumulam ferro nos
viteldcitos, células da linhagem germinal, que sintetizam os precursores da membrana do ovo
(WOLDEMUSSIE e BENNETT, 1982).

Graeff-Teixeira (2006), iniciou um projeto de pesquisa intitulado “Avaliagcdo de
métodos parasitologicos de extrema sensibilidade para a esquistossomose e outras

helmintiases”, onde na descricdo do mesmo afirma que o método de Helmintex ¢
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extremamente promissor ndo somente para o monitoramento de medidas de controle visando
erradicagdo da transmissdo (como os focos isolados e de recente introducao), mas também
para ser utilizado como padrdo ouro na comparagdo entre métodos copro-parasitologicos e na
avaliagdo de métodos soroldgicos.

E importante ressaltar que Teixeira ef al. (2007) mostrou que a sensibilidade desta
técnica foi de 100% quando a carga parasitaria era de 1,3 ovos por grama de fezes (OPG),
decaindo para 25% de sensibilidade quando era de 0,1 OPG. Vale destacar que estes dados
sdo referentes a andlises realizadas em amostras semeadas em laboratorio com ovos
recuperados de camundongos infectados por S. mansoni.

Ao submetermos as amostras de fezes dos pacientes ELISA reativos a esta
técnica, encontramos uma prevaléncia de 47,1%, tendo sido a mais alta por nos encontrada
dentre os métodos aplicados, visto que o resultado do Kato-Katz foi de 8,75% e o do
Gradiente Salinico foi 18%. Nao ¢é possivel comparar estes dados com outros estudos
realizados, pois fomos os primeiros a aplica-los em inquérito epidemiologico.

Uma provavel limita¢do dessa ferramenta de diagnostico para o controle integrado
da esquistossomose e de outras helmintoses, ¢ que ainda ndo ¢ possivel afirmar se a migracao
que ocorre com os ovos de S. mansoni na presenca de esferas paramagnéticas também
ocorrera com os ovos de nematoides (LAMMIE et al., 2006).

Entretanto, em nossas andlises, encontramos 11,8% das amostras parasitadas por
outras espécies de helmintos. Destas, uma amostra apresentou ovos de ancilostomideos, duas
amostras tinham larvas de Strongyloides stercoralis e tr€s ovos de Trichuris trichiura. Vale
salientar que, dos pacientes parasitados por esses helmintos, dois apresentaram alta carga
parasitaria, sendo um deles com 200 larvas de S. stercoralis e outro com 224 ovos de
Trichuris trichiura.

Outra caracteristica do Helmintex é a exigéncia de uma grande quantidade de
fezes para a sua realizagdo (30 gramas), o que pode tornar-se um fator limitante devido ao fato
de que a maioria dos individuos, mesmo que avisados da necessidade de coletar uma grande
quantidade de material ndo o faz. Devido a grande quantidade de fezes requerida durante a
primeira etapa do método, na fase de sedimentagdo, exige-se cerca de 5 lavagens, em média,
para a obtengdo de um sobrenadante limpido, tempo gasto entre estas lavagens, tornando a
técnica bastante demorada.

J& na segunda etapa do método, o material era tamisado através de diferentes

telas, que deveriam ser lavadas ap6s cada utilizagdo, gerando um risco de contaminagdo entre
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as amostras se as lavagens destas telas ndo forem criteriosas. Uma sugestao para suprimir esse
risco seria o desenvolvimento de telas descartaveis.

Em relagdo a etapa de leitura, para analise de todo o sedimento, de cada amostra,
gerado por esta técnica era necessaria em média a realizacdo de 20 a 30 laminas, o que
aumenta o tempo dispendido para a realizagdo desta etapa. Apesar da vantagem do sedimento
ser limpido, o que facilita a leitura.

As esferas paramagnéticas utilizadas, nesta técnica, para atragdo dos ovos de S.
mansoni a0 campo magnético, quando acopladas a uma variedade de ligantes sdo utilizadas
em outras aplicagdes, tais como a purificacdo de células inteiras, organelas, dcidos nucléicos,
proteinas e outras moléculas (KRETZER et al., 2007), bem como na deteccdo de antigeno de
S. mansoni (GUNDERSON et al., 2007). Entretanto o alto custo dessas esferas pode ser um
fator limitante para que esta técnica seja utilizada de rotina nos programas de controle da
esquistossomose.

A interacdo dos ovos com as esferas ndo € muito especifica, visto que uma
quantidade de detritos fecais também migra para o ima, no entanto a redu¢do do volume total
de fezes e a concentragdo final de ovos no sedimento parece ser fundamental para o sucesso
deste método (TEIXEIRA et al., 2007).

O método do Helmintex mostrou-se mais sensivel que a técnica do Kato-Katz,
embora seja mais laborioso, relativamente caro (TEIXEIRA et al, 2007) e exija
equipamentos especificos. Assim, a aplicagdo deste método em trabalhos de campo se torna
mais complexa.

Ao comparar- se os resultados obtidos pelo Kato-Katz e o Gradiente Salinico,
vimos que a proporc¢do de detecgdes pelo Kato-Katz foi 5,36% enquanto que no Gradiente
Salinico foi de 19,64%, o que corrobora com os dados de Siqueira et al. (2009), em trabalho
realizado no municipio de Montes Claros-MG, classificado como area de baixa endemicidade,
onde obteve 10,4% de prevaléncia para esquistossomose ao realizar apenas uma lamina de
Kato-Katz e 14,4% pelo método do Gradiente Salinico. Assim, o método do Gradiente
Salinico foi mais sensivel do que o Kato-Katz em ambos os estudos realizados.

Utilizando-se a amostragem na qual foi realizado o método do Kato-Katz e do
Gradiente Salinico para comparagao dos resultados obtidos por estes, viu-se que dos 13
positivos (23,2%) encontrados por ambos, 10 (76,9%) individuos foram diagnosticados
apenas através do Gradiente Salinico, sendo o mesmo mais efetivo na deteccdo de casos na

localidade em estudo.
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Em relacdo a comparacdo do método do Kato-Katz e do Helmintex, das 32
amostras analisadas 16 foram positivos (50%) por ambos, porém, 12 (75%) destes individuos
foram diagnosticados apenas pelo Helmintex, assim o mesmo se mostrou mais efetivo para a
deteccdo de casos na localidade em estudo.

Quando comparamos o método do Gradiente Salinico com o Helmintex, nos 32
individuos que realizaram estes, 17 (53%) foram positivos em ambas as técnicas, 11 (64,7%)
s6 foram positivos no Helmintex. Demonstrando que este método foi mais eficiente na
deteccao de casos na area trabalhada.

Ao analisarmos a carga parasitaria populacional obtida através da realizacdo dos
trés métodos, observamos uma diferenca muito grande entre as mesmas, visto que no Kato-
Katz a média geométrica foi de 8 OPG, no Gradiente Salinico foi 4,1 OPG e no Helmintex
0,29. Verificamos que a carga parasitdria diminui principalmente com o aumento da
quantidade de laminas ou de material fecal examinado, o que pode ser devido as amostras
analisadas serem de individuos provenientes de area de baixa endemicidade e assim
possuirem uma menor elimina¢do de ovos, o que foi semelhante ao observado por Enk et al.

(2007).
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

A comunidade do Planalto Cajueiro no municipio de Maranguape — Ceard
apresenta um perfil sécio-ambiental que muito se assemelha as comunidades rurais e semi-
urbanas do nordeste brasileiro;

O método de ELISA ¢ uma ferramenta para a triagem de pacientes que tem ou
tiveram contato com os antigenos do S. mansoni;

O Gradiente Salinico mostrou-se mais eficaz na detec¢do de portadores da
esquistossomose em area de baixa endemicidade do que o Kato-Katz;

O Helmintex mostrou-se mais eficaz na deteccdo de portadores da

esquistossomose em area de baixa endemicidade do que o Kato-Katz e o Gradiente Salinico.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, Marta Cristhiany Cunha Pinheiro, Farmacéutica, aluna do curso de mestrado
em Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, estou realizando
uma Pesquisa cujo nome é: “Avaliagdo de Trés Métodos Coproscopicos para Diagnostico da
Esquistossomose Mansonica em Area de Baixa Endemicidade no Estado do Ceara”. Farei
exames de fezes e de sangue em amostras da populagdo da area em estudo. O método de
exame de fezes recomendado pelo Ministério da Satude para diagnostico da esquistossomose
(Kato-Katz) pode vir a ndo detectar ou detectar poucos ovos nas fezes, devido a baixa carga
de vermes nas pessoas residentes nessa area, devido a isso serdo realizados os outros métodos
de exames nas amostras de fezes para verificar qual sera o mais adequado a este tipo de
populagdo. O exame de fezes serd feito por amostras coletadas em frascos que distribuirei a
populagdo e serdo examinados no laboratorio de Parasitologia da UFC. Apo6s a realizagao dos
exames com as fezes, o material sera descartado em sacos plasticos e estes levados para serem
destruidos com o lixo do Hospital Universitario Walter Cantidio. O exame de sangue sera
feito através da coleta de 5 mL do sangue, na Unidade Bésica de Satde que atende esta
comunidade. Neste mesmo local serd separado o soro e o restante do sangue serd descartado
com as agulhas e as seringas para ser destruidos com o lixo do Hospital Municipal de
Maranguape. Apos a realizagdo desse exame, o soro dos pacientes sera levado e armazenado
em freezer em uma soroteca no laboratorio de Parasitologia da UFC. Para a realizacdo da
coleta de sangue ¢ necessario dar uma pequena picada com uma agulha descartavel no brago,
usando uma para cada pessoa. Isto causa um pouquinho de dor que passara logo e podera ou
ndo causar um hematoma no local da picada, a depender de cada individuo. Trata-se de um
estudo comparativo que proporciona beneficio direto para vocé, pois de acordo com os
resultados obtidos terd um maior controle da doenga nessa regido evitando problemas maiores
para a populagdo. Os pacientes que forem diagnosticos nos exames de fezes e na sorologia
serdo avisados pessoalmente e orientados a receber o tratamento especifico para a
Esquistossomose pela Secretaria de Saude do municipio de Maranguape. Cada paciente

recebera a dosagem da medicacdo adequada de acordo com seu peso e idade.

Vocé podera ter todas as informagdes que quiser € poderd ndo participar da
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pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento.
Seu nome nao aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um
numero.

Pela sua participagdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro,
mas terd a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa nao
serdo de sua responsabilidade.

Firmo um compromisso de utilizar os dados e o material coletado somente para

esta pesquisa.

Em qualquer etapa de estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. A principal investigadora ¢ a Dra. Marta
Cristhiany Cunha Pinheiro, que pode ser encontrada na Rua Capitdo Francisco Pedro 1210,
Rodolfo Tedfilo, ou pelo Telefone (085) 9673.7290 e tendo como orientador do projeto o
Professor Dr. Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra que pode ser encontrado na Rua
Capitao Francisco Pedro 1210, Rodolfo Teofilo ou pelo Telefone (085)3366-8265. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Ceara, na Rua Coronel
Nunes de Melo 1127, Rodolfo Tedfilo que pode ser encontrado pelo Telefone (085)3366-
8338.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para participar deste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data: ............ Lo Lo

Fui suficientemente esclarecido a respeito do que li ou do que foi lido para mim
sobre o estudo acima. Ficaram claros quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também, que minha participacdo ¢ isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso ao tratamento quando necessario. Concordo

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer



78

momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servigo.

Assinatura do sujeito da pesquisa/responsavel legal

Data: ............ [oveeeaann. Joveeeeann

Assinatura da testemunha*

Data: ........... Joeeeeeann, Joveeaaannn,

*Para casos de analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.



APENDICE B
Questionario
5= v
F: Local: wo__ -
Elevagdo: | @ ——— — — m
Data de coleta das informagoes:
I — Identificacao
1. Localidade: N Casa N°
2. Nome: Apelido:
3. Nome da mae:
4. Data de nascimento: Idade:
5.Sexo: () Masculino ( )Feminino. 6. Estado Civil:
7. Profissao:
8.1. Municipio de nascimento: UF

8.2. Procedéncia:

8.3. Area endémica: ( )Sim ( ) Nao

8.4. Tempo de residéncia no municipio (em anos):

8.5. Outros municipios onde residiu:

* Municipio -UF

. Area endémica () Sim ( )Nio

II — Dados Socio-Economicos

9. Anos de estudo?

10. Grau de escolaridade: Nenhum (

Fundamental incompleto ()

11. Renda Familiar em salarios minimos: menos de 1 salario ()

) Fundamental completo (

) Médio( )
Superior ()

1-3 salarios ()

3-5 salarios () mais que 5 salarios ()

12. Caracteristicas familiares e domiciliares:
) 1 =Proprio; 2 = Alugado; 3 = Cedido; 4 = Outro
. 12.3 N°. de cdmodos

12.1. Domicilio: (
12.2. N°. de pessoas:

12.4. Paredes: () 1 = Alvenaria; 2 = Madeira; 3 = Pau-a-pique; 4 = Mista e 5= outro
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12.5. Cobertura: () 1 = Telha; 2 = Zinco; 3 = Palha; 4 = Mista com palha; 5 = Mista sem
palha e 6 = Outra

III — Manifestacoes Clinicas:
13. Vocé ja teve a Xistose? () Sim () Nao

14. A quanto tempo vocé tem a doenca?

15. Assintomdtico () ou Sintomatico ()

16. Sintomatologia apresentada:

Febre:( )Sim ( )Nao

Problemas pulmonares (Tosse): () Sim () Nao

Dores abdominais: () Sim () Nao

Hepatoesplenomegalia discreta (aumento do figado e bago): () Sim () Nao
Ascite (barriga d’agua): () Sim () Nao

17. Teve alguma vermelhidao ou coceiranapele: ( )Sim () Nao

IV — Dados Epidemioldgicos:

18. Possui fossa? () Sim () Nao

19. Possui cisterna no domicilio? () Sim () Nao

20. Caso possua, existe dgua encanada para o domicilio? ( ) Sim ( ) Nao
21.Usadaguadorio? ( )Sim ( ) Nao. Para que atividades?
22. Possui banheiro? () Sim () Nao

23.Fazuso? ( )Sim ( )Nao

24. Distancia da casa ao rio: (em metros)

25. Faz uso de bebida alcodlica? () Sim () Nao. Como?

26. Sabe o que ¢ esquistossomose? () Sim () Nao
27. Sabe como se pega? (  )Sim () Nao
28. Recebeu alguma informagdo sobre a Esquistossomose? () Sim () Nao, onde?

. A quanto tempo?

VI — Dados Laboratoriais

29. Realizou algum tipo de exame para a doenga? ( ) Sim ( ) Nao. Quais:
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30. Recebeu alguma informagao sobre os tipos de exames realizados e o motivo pelo qual esta

sendo feito? () Sim () Nao

VII — Tratamento

31. Faz uso de algum medicamento regularmente? ( ) Sim ( ) Nao. Quais?

32. Ja foi tratado para Esquistossomose? () Sim () Nao
33. Quando:

34. Quantas vezes:
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