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RESUMO

A esquistossomose ainda € um problema de saude publica no Brasimanipldisseminada
nas regibes sudeste e nordeste. O diagndstico laboratorial dessa @oeawra@lizado
principalmente através de métodos diretos que detectam 0s ovoszess dgavés da
microscopia e por métodos indiretos, que se baseiam na determenagéntificacdo de
antigenos, anticorpos e fragmentos especificos de DNA queasstdciados a infecgdo por
Schistosoma mansoriNesse estudo, objetivamos avaliar a reacdo em cadeia da psdéimera
(PCR) para diagndstico da esquistossomose mansoni, em individuos idadecdé Planalto

do Cajueiro, uma area de baixa endemicidade, em Maranguapa- Realizamos o0 método

de ELISA, para deteccdo de anticorpos IgG contra antigenos de aduiteedeS. mansonie

a coproscopia, pelos métodos de Kato-Katz e de Lutz, para deteapamsdieS. mansone

de outros parasitos. Diante dos resultados obtidos nesses métodamamiesi56 amostras
de fezes, dentre as 125 analisadas, que compuseram 0s seguintesGuuoms:- ELISA
reativo/Outros parasitos (+) ; Grupo II- ELISA reativo/Outrosgiéns (-); Grupo IlI- ELISA

nao reativo/ Outros parasitos (+) ; Grupo IV-ELISA nao reativtit3 parasitos (-); Grupo

V- ELISA Reativo/Coproscopia par@. mansoni+). Os parametros da PCR seguiram o
protocolo de Pontest al, 2002. Do Grupo I, 02 das 10 amostras foram positivas na PCR; do
Grupo Il, 04 das 10 amostras foram positivas na PCR e no Grupo |lIs@L/ ganostras foi
positiva no PCR. Dentre as 10 amostras do Grupo IV, 01 amostra itttgpoe PCR e no
Grupo V, 13 das 19 amostras foram positivas no PCR. Dos 39 individuos gsenégvam
reatividade pelo ELISA, o exame parasitologico, realizado petacté de rotina, método de
Kato-Katz, foi positivo em 06 amostras e a PCR em 19 amostrasomparar os resultados
obtidos no Grupo V, com o método de Kato-Katz, observa-se que este detecidiuif6os,
enquanto PCR detectou 13. Ao compararmos PCR ao método do Gradiente,Sdlgs0va-

se que o Gradiente Salinico detectou 09 individuos, enquanto PCR detectou 11. Ao
compararmos PCR ao Helminfewerificamos que o Helmint&detectou 10, enquanto PCR
detectou 08 amostras. Diante disso, concluimos que a PCR é mdernamenta importante
para melhorar a sensibilidade na deteccdo do parasito nas fams, isdispensavel a
associagdo dos varios métodos disponiveis, com intuito de alcancagndstieo real da
doenca.

Palavras-chave: Esquistosson@ghistosoma mansgnDiagnostico, Reacdo em cadeia da
Polimerase.



ABSTRACT

Schistosomiasis is still a public health problem in Brazil. Tifection is widespread in
southeast and northeast. The laboratorial diagnosis of schistosome infection hasbdaemb
direct coproscopic examination and by indirect methods for deteatiantigen, antibodies
and specific DNA fragments that are associated #thistosoma mansoimfection. The aim
of the present study was to evaluate polymerase chain re@lefti) designed for detection
of Schistosoma mansofiNA in individuals from a low endemic area in Ceara state Th
study was conducted in the Planalto do Cajueiro, Maranguape, Cearé, |Brtéiz laboratory
performed the ELISA for detection of IgG antibodies against adalms antigen ofS.
mansonj and stool examinations (Kato-Katz, Lutz, Saline gradient and Helriimethods),
considering the results obtained, for distribution of 56 stool samgdeses® among the 125
examined, in the following groups: Group | - ELISA reactive / Otparasites (+ ), Group lI-
ELISA reactive / Others parasites (-), Group llI- ELI&8n reactive / Others parasites (+),
Group IV- ELISA non reactive / Others parasites (-), Group iSBLreactive / Coproscopic
examinationS. manson{+).The PCR was carried out according to a protocol described by
Ponteset al(2002) . Group I, 02 of 10 samples were positive in PCR; Group II, @90 of
samples were positive by PCR and in Group lll, 01 of 07 samples pesitive in PCR.
Among the 10 samples of Group 1V, 01 was positive in PCR and Group V,1Bsaimples
were positive in PCR. Among the 39 individuals who showed reactitfELISA, 06
samples were positive in coproscopic examination and PCR wasveeactl9 samples.
Comparing the results in Group V, with the Kato-Katz, this methoectizt 06 individuals,
while PCR detected 13 individuals were positive. By comparing the ¢tGaline gradient, it
Is observed that the Saline gradient detected 09 individuals, whiledeeRted 11. When
comparing PCR to Helmint&€x we found that the Helmint&xdetected 10, while PCR
detected 08 samples. We conclude that PCR is an important tool tiverthe sensitivity in
detectings. mansoniinfection in low endemic areas. We emphasize that is very targor
associate the exams in order to achieve the real diagnosis of the disease.

Key-words:Schistosomiasisschistosoma mansonbiagnosis, Polymerase chain reaction.
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1. INTRODUCAO

1.1. ESQUISTOSSOMOSE: UMA VISAO GERAL

Classificada entre as doencas tropicais negligenciadas- (MAl/neux et al,

2005; Hotezet al 2006), a esquistossomose continua sendo uma das mais importantes
doencas parasitarias nos tropicos e regides subtropicais, constuniridgortante problema
de saude publica (Van der Wetfal 2003; Steinmanat al, 2006).

A esquistossomose é conhecida do homem desde a antiguidade. A presenca d
ovos deSchistosoma spem visceras de mumias do antigo Egito, comprovam esse fato.
Através de estudos realizados por Theodor Bilharz em 1852, foi descolberparasito
encontrado nos vasos mesentéricos de um camponés autopsiado (Veronessl§&5¢ros
desse parasito foram descritos de forma minuciosa e esseuetefiome dédistomum
haematobium sendo posteriormente denominado Sehistosoma haematobiunfssim,
Bilharz foi o primeiro pesquisador a descrever este parasitoiqaeza de detalhes, ficando,
entdo, esta doenga conhecida como Bilharzia ou Bilharziose (Katz, 2008).

Em 1902, Patrick Manson, através de observacbes feitas durante o
acompanhamento de um paciente inglés que tinha residido nas illiide durante 15
anos, levanta a hipotese da existéncia de duas espécies difdedBitbarzia. Ele descreveu
uma espécie que eliminava ovos com espiculas laterais. Em obgsrveglizadas em outros
locais e em marco de 1907, durante uma sessédo na Zoologicay Sleclsandres, Sambon
propde a criagdo de uma nova espécie parasita do homem, e em dealicagdtudos de
Patrick Manson denominou o parasitoStdistosoma mansofCarvalhoet al, 2008).

Piraja da Silva, em estudos realizados em paralelo, descrevaupossivel
espécie nova encontrada na Bahia, denominanBichéstosoma americanurivias apés a
publicacdo de ambos os trabalhos foi visto que se tratava da mgsicée.ed pequena
quantidade de vermes estudados por Sambon suscitou duvidas sobre a validag@o do s
trabalho, as quais s6 foram elucidadas com as minuciosas obserdacBeaja da Silva,
resultado de uma série de autépsias de casos humanos de ondefioagdlmsrvermes, além
de numerosos exames de fezes realizados (Careiitip2008).

Os trabalhos de Piraja da Silva descreveram minuciosamente agitgar
confirmando a hipétese de Manson e consubstanciando a espécie atkniifar Sambon.

Assim, no Brasil, a espécte mansonfoi descrita pela primeira vez por Piraja da Silva em
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1908, porém, o nome da espécie ainda coube a Sambon. A Faust e colabdedorese o
esclarecimento do ciclo evolutivo do verme no organismo do hospedeiro aut¢Bessoa
& Martins, 1982).

Hoje sabemos que existem muitas espécies pertencentesgéresi@ causando
doencas diferentes ao redor do mundo (Figura 1), cBetostosoma japonicymausador da
esquistossomose japOnica, ocorre na China, Japdo, Indonésia, Filipifasaedia;
Schistosoma haematobiumausador da esquistossomose hematobia, vesical ou urinaria,
ocorre na Africa, Oriente Proximo e MédiGchistosoma intercalatymcausador de
esquistossomose intestinal, tipica de paises da Africa CSthistosoma mekongiausador
de esquistossomose intestinal, comum no vale do Rio Mekong, no LaosCanmmja;
Schistosoma bovis Schistosoma mattheei Schistosoma rodhaini causadores de
esquistossomose em animais, eventualmente, acometem o homem aaeAthistosoma
mansonj causador de esquistossomose intestinal, Unica presente no Batwsik(Klmeida,
2003).

S. mansoni
S. haematobium

Bl S intercalatum
S. japonicum
B S. mekongi
S. haematobium/ S. mansoni

Figura 1 - Distribuicao global das varias espéciesSghistosoma
Fonte: GRYSEELSet al.,2006.

Estima-se que cerca de 120 milhdes de individuos estéo infecta@osithbes
estdo em risco de obter infeccdo pelas diferentes espéciggndm §chistosomaDentre

estas espécieSchistosoma manso@iendémico em 54 paises e territorios na Ameérica do Sul,
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Africa , llhas do Caribe e no Mediterraneo (Figura 2). Na Aftacale 80% dos casos globais
estdo concentradaS, mansoné a espécie mais transmitida (Chitset@l,2000).

3]

Figura 2 - Distribuicdo da
esquistossomose:

a. No Caribe e na América do
Sul.

b. No Brasil.

Fonte: Adaptado de Programa
Nacional de Controle da
Esqusitossomose, 2008.

A transmisséo da doencga € hoje reconhecida em importantesnéteasolitanas
do Nordeste do Brasil, no Centro-Oeste da Africa e na RegidoaCdatiChina. Tem sido

inclusive observado, nessas areas, que mulheres e criangas comemsotwde infeccao ja
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que as cole¢des hidricas sdo usadas para fins domésticosativexr€uando emigrantes
rurais com uma elevada prevaléncia de esquistossomose vao paraaperiaurbana, existe
um alto risco de transmissdo da doenca, devido a contaminacdo cde#sséss de aguas
naturais (WHO, 2008).

A transmisséo da esquistossomose esta se espalhando parsédreadémicas,
tais como os paises ocidentais (Houstbal, 2004; Biermaret al, 2005; Bottieawet al, 2006)

e o0 Japao (Kato-Hayasi al.,2010).

Determinantes sociais da saude, ambientais e culturais saecicmsh como
fatores-chave na transmissao da esquistossomose. No entanto, mus anis, o controle da
doenca baseou-se basicamente na distribuicdo em grande esgailmidterapia especifica.
Esta estratégia proviséria mostrou-se ser efetiva no contaateocbidade, conseguindo uma
reducdo substancial nas taxas globais da doenca. No entanto,v@zadais claro que essa
abordagem por si s6 ndo é capaz de quebrar o ciclo de transerss@munidades de alta
endemicidade e que a eliminacdo da esquistossomose depende deasstnaiégcomplexas
e integradas (Curtakt al, 2010).

No Brasil, a transmissdo d& mansonacontece em ambientes hidricos de agua
com salinidade de até 0,6%, habitados por caramujos planorbideos dass&speéphalaria
glabrata Biomphalaria tenagophilae Biomphalaria straminea apesar de evidéncias
experimentais demonstrarem a susceptibilidade de outras espécB®mphalaria A
presenca dessas espécies € essencial para a introducdo engAanutes focos da
esquistossomose mansoni, mas 0 sucesso da instalacdo e manuteesifmcEsnecessita
da convergéncia de uma série de fatores bioldgicos e ambiga&isonforme a maior ou
menor intensidade, determinam as diferentes prevaléncias e moshildsda infeccdo. Além
dos fatores biolégicos e ambientais, deficiéncias do saneament®m Hasmrecem a
transmissao do parasito (Teles, 2005).

Nas ultimas décadas tem-se evidenciado a urbanizagdo da doenga no Brasil, com
surgimento de casos autéctones nas regides periurbanas das gaadiss lirasileiras. Este
fato estd fortemente associado a componentes socioecondmicos e aomapi@ais das
populacdes dessas localidades (Guimardes & Tavares-Neto, 2006).

No Estado do Ceard tém-se as primeiras notificacoes da esspisbse a
partir do trabalho cientifico publicado por Maciel em 1925, no qual encontrdividasie de
2,8% dos 114 marinheiros cearenses estudados; a seguir em 1934, Di@asdecea
diagndstico da febre amarela em 7.387 amostras de figado colhidasar@y €ncontrou

positividade de 0,66% par8. mansoni e também, Evandro Chagas em 1938 realizou
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diagnosticos para esquistossomose no municipio do Crato, sul do EstadoteéSem 1940
foi realizado o primeiro inquérito coproscoépico no Estado, por Alegaarencontrou varios
casos autéctones na regido do Macico de Baturité, inclusive na cdaRedencdo, que
apresentou positividade de 12,2% , em 199 amostras estudadas (Almeida, 1999).

O municipio de Maranguape, onde se situa a localidade onde desenvolvemos
nosso estudo, no inicio das a¢cdes do Programa Especial de ContraguddoSsomose —
PECE no Ceard, segundo semestre de 1976, pertencia a Regiamaddi@agrafica Pacoti-
Choré-Pirangi e possuia 283 localidades, destas 278 (98%) foram trababya@sentando
85 (31%) localidades positivas (Pon&al, 1999).

Em outro trabalho realizado pelos mesmos pesquisadores, no qual foram avaliados
os indicadores epidemioldgicos e o impacto das acdes de controle asoboenca,
Maranguape apresentou inicialmente coeficiente de preval@a@#b%; decaindo 12,5 vezes
Nnos anos seguintes e voltando a aumentar 7,5 vezes no Ultimo ano dsap€&Xauiimero de
localidades positivas caiu para 29, porém é importante ressaltarrguaero de localidades
trabalhadas foi menos de 50% das estudadas inicialmente (Poalte$999).

Dados do Programa de Controle da Esquistossomose — PCE, que substituiu o
PECE a partir de 1979, indicam que até o ano de 2008, Maranguape pdssalidade com
maior indice de positividade para a esquistossomose no Estado, denoRiaraito do
Cajueiro, nossa localidade de estudo. Nessa localidade, a preva@nadaenca tem
aumentado a cada ano. Segundo os ultimos levantamentos realizados, reo joeahléncia
era de 8,53% em 2006, passando para 13,76% em 2007, com aumento de 64% no namero de
casos positivos em apenas um ano, visto que o numero de examesdosaliai

aproximadamente o0 mesmo.

1.2. AGENTE ETIOLOGICO - Schistosoma mansoni

Na classificacdo dos helmintos, o géngohistosomancontra-se assim
localizado (Olsoret al, 2003):

- Filo Plathyhelminthe§&segenbauer, 1859;

- ClasselrrematodaRudolphi, 1808;

- Subclass®igeneaCarus, 1863;

- OrdemStrigeiformelLa Rue, 1926;

- SuperfamiliesSchistosomatoidegtiles e Hassal, 1898;
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- FamiliaSchistosomatidaStiles e Hassal, 1898;
- GéneroSchistosoma&Veiland, 1858.

O Schistosoma mansoSiambon (1907) € um trematodeo digenético que possui
formas adultas didicas, com duas ventosas, tubo digestivo formado ieri@lpor es6fago
anico, o qual em seguida se bifurca para posteriormente se unimesd ramo terminal, o
ceco (Maurer, 2005).

Este parasito é transmitido na Africa, em algumas ilhas dibeZaAmérica
Central e do Sul. Esta espécie, originaria da Africa, foi introduzida no Brasilépaca
colonial, através do tréfico de escravos (Files, 1951).

Fatores como a presenca de hospedeiros intermediarios ideaisapaua
adaptacdo e migracOes internas partindo da zona canavieira do ngrdeste, interior e
litoral, fizeram com que a esquistossomose mansoni tivesse uma @dispgersao por todo o
territorio brasileiro (Camargo, 1979).

A linhagem do parasit&chistosoma mansgrque hoje causa o parasitismo em
humanos, evoluiu anteriormente em roedores, e da Asia, migrou pdraca é\atingiu a
regido neotropical durante o trafico de escravos. Sub-populacdes)(fpan selecionadas
ao longo deste processo evolutivo, devido ao desenvolvimento do helminto enasdivers
ordens de vertebrados e espécies de moluscos da familia Planorbidae (Mdbain2903).

Embora os escravos africanos estivessem infectados por duasesgéci
Schistosomao S. mansone 0S. haematobiupapenas o primeiro se desenvolveu no Brasil,
pois o ciclo evolutivo do segundo ndo se instalou nas Américas pordfaltespedeiro
intermediario préprio dessa espécie (Katz & Almeida, 2003).

Na Figura 3, observamos ilustracdes de formas evolutiv&s ehansoniValendo
ressaltar que o miracidio, € uma larva ciliada, forma infezfaara o hospedeiro invertebrado

e a cercaria, é forma infectante para o hospedeiro vertebrado.

1.3. HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO

Os hospedeiros intermediarios da doenca sdo moluscos do Gémepmhalaria.
Preston, 1910 (Mollusca: Pulmonatlanorbidag. Este fato foi descrito inicialmente em
1913 por Miyaki e Suzuki que descreveram também o fato da cegtaéreadoSchistosoma
transmitir a doenca ao homem através da penetracdo em sua piscrido do ciclo

evolutivo das espécieS. mansoni e S. haematobidai realizada, pela primeira vez, em
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1915, pelo egipcio Leiper. Um ano depois, Adolfo Lutz estudou, no Brasil, a evalo&
mansoni em caramujos da espécBiomphalaria olivacea atualmente denominadB.
glabrata Esses estudos o levaram a descoberta de um novo hospedeiro intermedia
Biomphalaria stramineg&Carvalhoet al, 2008).

Figura 3 - Formas evolutivas d8. mansoni. a. casal de verme adulto; b. ovo; ¢c. miracidiaedcaria.
Fonte: Adaptado de www.dpd.cdc.gov, OMS/TDR e ArquivoscRia.

O génerdBiomphalariapossui 37 espécies ja identificadas na Africa e na Regi&o
Neotropical. No Brasil foram reconhecidas 11 espécies, dentas egtenas trés:
Biomphalaria glabrataBiomphalaria tenagophila Biomphalaria straminegFigura 4) séo
encontradas naturalmente infectadas (F¢pé, 2006).

O Biomphalaria glabrataé considerado o mais eficiente vetor devido a sua alta
susceptibilidade a infeccdo. Por outro ladd.stramineaé altamente resistente a infeccao
por S. mansonie biologicamente menos eficiente na producdo de cercarias em comparacao
B. glabrata (Barbosa, 1992). No entanto, B. stramineaé importante na transmissao
epidemioldgica, devido a sua grande distribuicdo geogréfica, e habildadeinvadir e
colonizar fontes de agua. Na verdade, estas espécies estanegresa areas com alta
prevaléncia de esquistossomose (Favia., 1995).

Estes moluscos apresentam concha do tipo discoide, com didmetro variando de 7 a

40 mm, com uma zona central profunda, chamada umbigo, em ambos oddattmscha.
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Apresentam a hemolinfa vermelha, devido a hemoglobina soltuvel e tubenerfdl. Sao
hemafroditas podendo autofecundar-se, mas prefencialmente real@ardagdo cruzada o
que possibilita maior troca de material genético. Sdo anima#tiaos, cujo habitat natural
sao cursos de agua de pouca ou henhuma correnteza, lagos de pequenejpsrtealetas
de irrigagao, hortas e outros (Vianey-Liaud & Dussart,1994).

A identificacdo dos focos de transmissdo de esquistossomose |megeea
realizada atraves da deteccéo de focos de agua contendo caiafeajados po. mansoni
A identificacdo convencional de caramujos infectados é baseadposg@o de caramujos a

luz e observacgéo de liberacao de cercéarias (Melo, 2006).

Figura 4 - Conchas das espécies Bimmphalaria A) Biomphalaria glabrata(Say, 1818); B)Biomphalaria
tenagophila(Orbigny, 1835); CBiomphalaria stramine#Dunker, 1848).
Fonte: Ministério da Saude, 2007.

1.4. CICLO DE VIDA DO S. mansoni

O ciclo biologico doS. mansonium parasito multicelular, € complexo, pois &
formado por duas fases parasitarias: uma no hospedeiro definitivobfaddéhomem) e
outra no hospedeiro intermediario (invertebrado/caramujo). Ha, aindafodnegs larvarias
de vida livre no meio aquético (miracidio e cercaria), que sFnalh com as fases
parasitarias. As etapas evolutivas consistem no verme adultchdma fémea), ovo,
miracidio, esporocisto, cercaria e esquistossémulo. O ciclo evolutivardsitp se completa,
em condi¢bes favoraveis, em torno de 80 dias. No homem, o ciclo é sexoaperiedo
decorrido entre a penetracdo das cercarias e 0 encontro de ovozesad fle cerca de 40
dias. No molusco, o ciclo é assexuado e dura, aproximadamente, 40 giaa @i (Rey,
2001).
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A fémea doS. mansonproduz centenas de ovos por dia, cada ovo contém um
miracidio — larva ciliada — que secretam enzimas proteolfitagjudam o ovo a migrar para
a luz do intestino, com o objetivo de ser eliminado nas fezes, permanecendo viaaggor
dias. Em contato com a &agua, o ovo libera o miracidio que procura o haspedeir
intermediario, guiado pela luz e por estimulos quimicos. Depois daaenetcaramujo, 0
miracidio se multiplica assexuadamente em esporocistos mullies, que mais tarde darédo
origem as larvas cercarianas que possuem uma caracteréitta bifurcada. As cercarias
saem do caramujo 4-6 semanas depois da infeccdo e nadam livremégtearzor até 72
horas procurando um hospedeiro definitivo apropriado. A liberacdo das ceé&priavocada
pela luz e ocorre principalmente durante o periodo diurno. Um Unicowgaranfectado, por
apenas um miracidio, pode liberar milhares de cercarias todos os dias durasté@Gneseels
et al, 2006).

Na busca por um hospedeiro, as cercarias penetram na pele utilizeecdiosa
oral e ventral, migram através da pele intacta para asdéiamscas e, ao longo dos proximos
dias, para a vasculatura pulmonar. Durante esta migracdo asasescdrem metamorfose
perdendo a cauda e desenvolvendo um tegumento heptalaminado. Os organisraos, ag
chamados esquistossdémulos, absorvem uma variedade de proteinas do hospéuieido, inc
antigenos eritrociticos (glicopeptideos na forma de antigenos wmsgrsanguineos),
imunoglobulinas, antigenos principais de histocompatibilidade de clégi#¢d — classe |) e
componentes do complemento, dentre outras; mascarando seu estadantiezssprerante o
reconhecimento imunolégico (Carvalkbal, 2008). O seu metabolismo passa a glicolise e
0s esquistossémulos migram através dos capilares pulmonares geralagdo sistémica,
que os leva para as veias porta, onde se concluird o amadurecimeat@®setransformacgéo
em vermes adultos. Dentro da vasculatura portal, machos e fénasadamcse, com a
entrada da fémea no canal ginecéforo do macho (Behrman, 2009).

O ciclo evolutivo se completa quando os vermes adultos migram pat@s0s
mesentéricos do hospedeiro e iniciam a oviposicdo (Miller & aNj978). A vida de um
Schistosomaadulto € em média de 3-5 anos, mas pode chegar até 30 anos e olpotencia

tedrico de reproducdo de um casal € de até 600 bilhdes de vermes (@tyslel806).
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{comprimanto do verms
macho = 10 mm)

Figura 5 - Ciclo de vidaSchistosoma mansoni
Fonte: Melo, 2006.

1.5 PATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

Atualmente, a esquistossomose ainda é um problema de saude publicasiho Br
amplamente disseminado nas regides sudeste e nordeste, enquaagdramorte e sul, as
areas endémicas apresentam-se mais dispersas e isoladizs gldé as estimativas sobre o
namero de pessoas infectadas e sujeitas a infeccao sejanmswmoasontroverso, sempre
superam a casa de milhdes. Devido ao grande niumero de pessakssatetos constantes
deslocamentos da populacdo em busca de melhores condi¢des de vida, oepdrtmaianos
do parasita sédo diagnosticados em todo o territério nadibelals, 2005).

Um dos principais motivos para a expansao dessa endemia é aquwdticsmo
rural e a migracao de pessoas infectadas, especialmentspaeas periféricas dos grandes
centros urbanos do pais. Fatores soOcio-econémicos e sOcio-demogtéfidmsm s&o
determinantes na transmissao da doenca, sendo imprescindivel levaelmssieracdo antes
de decidir-se por qualquer medida de controle (Canetllab,1997).
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A esquistossomose mansoni induz diferentes manifestacdes cligisafases
aguda e cronica. Inicia-se com a penetracdo das cercariasydpoder assintomatica ou
desenvolver uma infeccdo aguda dentro de poucas horas ap0s a penestasioa pele,
caracterizando-se por lesdes maculopapular com intensa mandestagginosa (dermatite
cercariana) que perdura, em geral, de 24 a 72 horas, podendo chegama@émo 15 dias
(Prata, 2002).

A fase aguda ocorre varias semanas ap0s a penetraca@rdasas, sendo
considerada uma reacao alérgica toxémica a migracédo eagéiuwtas larvas d&. mansoni.
Em geral os sintomas sao febre, tosse seca, fraqueza, dor de, ch@®mas abdominais,
urticaria e/ou angioedema. A gravidade do quadro clinico varia aleloacom a carga
parasitaria e a resposta imune aos antigenos do parasito, sendmuqoeomplexos
circulantes sdo encontrados em 55-93% dos pacientes com esquistossgudse a
(Mountford, 2005).

Muitos pacientes ndo tém uma forma clara de esquistossomose, aguda
apresentando-se assintomaticos, ou com poucos sintomas e leves, ou &ixda qu
inespecificas. Esta fase sintomatica aguda € descritaipptmente em individuos nao-
imunes expostos a agua contaminada em areas endémicas (Corachan, 2002).

Manifesta¢cbes neurologicas, pulmonares e cardiacas podem aharaete a
esquistossomose aguda, e algumas podem ser fatais. O envolvimeételato durante esta
fase por ser percebida como dor de cabeca, confusdo mental, convulsdas,dgpe
consciéncia, deficiéncias visual, ataxia, incontinéncia urinariaparalisia motora. O
envolvimento cardiaco foi demonstrado em um estudo realizado durante amatasil,
por De Jesugt al. em 2002, com 31 pacientes dos quais 38,7% (12) apresentavam dor no
peito e 19% (06) tinham um diagnostico positivo na ecografiageaieardite. E de salientar
que estas formas mais graves podem ocorrer durante a evolucad@mspald doenca ou
apos o tratamento com praziquantel (Jauréguiketray, 2007).

Os sintomas da fase cronica podem apresentar-se meses ou agp&E@nas
exposicao principal, sendo resultado da resposta imunoldgica induzidaoymelocom
formacdo de granulomas associado a alteracdes fibréticas. Este guadis comum do que
a forma aguda da doenca, visto que as formas cercarianas asadaltverme sao
minimamente imunogénicas, enquanto que 0s 0ovos sa&o altamente imunogémiaate B
evolucdo da esquistossomose cronica, dependendo da maior ou menor sidaeetitd
individuo e da intensidade da infeccdo, podem ocorrer diversas formamsclcomo

intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (Gryst¢als 2006).
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A retencdo dos ovos e a formagédo de granulomas na parede intpsteat
causar diarréia sanguinolenta, cdlicas e, eventualmente, polipasgicaoinflamatoria.
Pacientes com grande envolvimento da parede intestinal tem ummaoo de infeccao
recorrente poSalmonellgPrata, 2002).

Os ovos nédo eliminados, que séo levados de volta para a circulagdp porta
induzem reacgOes granulomatosas no trato portal, levando a severa pergsmtal e
infeccbes com alta carga parasitaria sdo mais propengasdazir comprometimento
hepatico. Embora a funcédo hepatocelular seja poupada, a fibrose peppddalevar a
hipertenséo portal com sequelas em potencial, incluindo esplenomesggta,.eshemorragia
por varizes de esOfago. Devido a essas complicacdes 0s ovos paugimaatirculacao
pulmonar e a granulomatose e a fibrose resultante pode levar gerfsaer pulmonar, que
possui uma alta taxa de mortalidade. Deposicao ectdpica de ovos pade kindromes
clinicas adicionais, podendo atingir a pele, pulmédo, cérebro, medula é&spirisaulo,
glandulas supra-renais, 6rgaos genitais e olhos (Gryeteals2006).

As taxas e a intensidade da infeccéo sofrem influénciasodd®tuma populacéo
de acordo com seus padrbes de contato com a agua, da imunidadelaaggdos fatores
comportamentais, profissionais, culturais e religiosos. E engaeela idade, os indices
aumentam desde a tenra idade para um pico na faixa etaria de 8-15 anos e matigrandis
adultos (Gryseelst al, 2006).

1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA ESQUISTOSSOMOSE

Rotineiramente, o diagndstico da esquistossomose é baseado naoddtecgas
do parasito nas fezes. Esta abordagem é relativamente bardiejl cexecucdo, e fornece
informacdes basicas sobre a prevaléncia e intensidade de infdogé&atanto, uma limitacao
conhecida de métodos coproscopicos € a falta de sensibilidade, esprteiatiais areas de
baixa endemicidade (Quadro 1) e, entre infec¢des individuais com pargsitaria baixa
(Utzingeret al,, 2001).

O método tradicional e mais usual para o diagndstico da esquistossomose mansoni
€ a deteccao de ovos nas fezes através da observacao diretatatigaashiscrita por Kato-
Katz (Katz, Chaves & Pelegrino, 1972). Contudo, nas areas onde a doalggouca
intensidade, com manifestacdes leves e pouco especificas, conore rdas portadores

eliminando menos de 100 ovos do parasito por gramas de fezes, a prevadrdaadoenca
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fica subestimada, quando se emprega somente esse método para tickagras
esquistossomose (Dias al, 1992; Ebrahinet al, 1997; Gryseels & De Vlas, 1996; Alarcon
de Noyaet al, 1999). Isso ocorre por causa da baixa sensibilidade do método ded&ato-K
que depende diretamente da quantidade de ovos eliminados pelo portadeto @aal,
1990; Engel®t al,1996).

Prevaléncia* obtida em inquérito

Classificacdo da comunidade
com escolares

| — Alta prevaléncia _50% de infectados
Il — Moderada prevaléncia 20 - <50% de infectados
[l — Baixa prevaléncia < 10 % de infectados

Quadro 1 - Classificacdo da comunidade segundo a prevaléncia* das infepgbes
Esquistossomose. (*) obtida por exame de amostras de fezes.
Fonte: OMS, 2006.

A probabilidade de se detectar uma infeccdo com um sé casal rdesvpor
exame de uma sé lamina, pelo método de Kato-Katz, € de aproxinmdaii24. Esta
limitacdo pode ser superada pelo aumento do numero de amostras e fsttbéomento do
namero de laminas examinadas por amostra (Radedlly 2008; Da Frotat al,2010).

A fim de superar essa limitagdo, o exame de uma maior qudmtita fezes é
necessario, o que aumenta consideravelmente 0s custos. A necessidadesde nos
programas de controle, diante do aumento do nimero de viajantes infectilasigrantes,
torna necessario o desenvolvimento de métodos mais sensiveigmyadstico da infeccéo
pelo Schistosoma mansofiergquistet al,2009).

O diagnéstico laboratorial da doenca pode ser realizado atravésetelos
indiretos, que se baseiam na determinacdo e identificacdo de astigeanticorpos e
determinacao de indicadores bioquimicos e patoldgicos, que esta@a@ssacinfeccao por
S. mansong, principalmente, por métodos classificados como diretos, que detExtavos,
por exame parasitolégico de fezes e por bidpsia retal (Gargiahi 2008).

Os métodos indiretos sdo realizados através de técnicas vatiaidasomo:
deteccao de antigenos circulantes do proprio parasito no soro ou ndoupaciente, através
da captura do antigeno em ensaios do tipo “sanduiche” utilizando anticorposomaisoau
policlonais com especificidade para epitopos repetidos dos antigetsagddede anticorpos
(principalmente das classes IgG ou IgM) contra antigenos (tatale frag6es) circulantes do
verme adulto, do ovo ou de cercarias.

Uma vez que foi confirmada a presenca de antigenos derivados do

esquistossdmulos na circulagcéo e secrecdes do hospedeiro infectadse @passibilidade
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para o imunodiagndstico da esquistossomose através da deteccaggeleoantirculantes
especificos (Deeldest al, 1994; De Jonget al, 1991). As abordagens para a detecc¢do de
antigenos circulantes geralmente envolvem captura do antigeno iporpa® monoclonais.
Dois dos antigenos circulantes mais comumente utilizados envolvgiioogsoteinas CAA e
CCA, derivadas do epitélio intestinal dos parasitas (Deeldal, 1980). Em pacientes com
esquistossomose mansoni, a sensibilidade de um teste baseado end&kckptura do CAA

€ similar a uma unica contagem de ovos nas fezes (De dbrge 1988), sendo o limiar
minimo de deteccdo equivalente a 10 ovos por grama de fezes. A prdeeagtgenos
circulantes derivados do parasita é indicativo de infec¢ao ativa (DeeClkargl1997).

No que diz respeito as avaliacdes baseadas na identificacaoadepast vale
ressaltar que essas nao indicam obrigatoriamente infeccagaivas anticorpos circulantes
permanecem apds a cura da infeccdo, assim o resultado das provasdgicas pode
permanecer positivo durante anos depois da cura (CVE-SP, 2009).

Atualmente tem se intensificado a padronizacdo de técnicasdeatificacdo de
DNA circulante deS. mansonbnde se pode detectar a infeccdo um dia apos a entrada do
parasito (Kato-Hayaslet al, 2010 e Sulbaraet al.2010).

Nos métodos diretos, quando a carga parasitaria é de intensidddeada (100-
3990pg) a alta (A00 opg), todas as técnicas parasitolégicas apresentam resultad@satisfat
Entretanto podemos observar que a maioria dos métodos atualmentdastiiean grande
dificuldade na identificacdo de pacientes com baixa carga parasitariar@iana0).

Os exames parasitolégicos de fezes podem ser realizadoss atlavearios
métodos, desde os mais classicos, Método de Kato-Katz ¢Katz 1972), até técnicas mais
atuais e, ainda, alguns que estdo em fase de validacdo, tais M@todo Helmintex®,
(Teixeiraet al, 2007), Método de ecloséao (Jurbetgal, 2008), Método Gradiente Salinico
(Coelhoet al, 2009).

O HelminteX’ tem como principal caracteristica a identificacdo de ovoS.de
mansoniem grandes quantidades de fezes (30 gramas), que sado procesaadasia uma
sequéncia de sedimentacdo espontanea, tamisacdo e eliminacaotake elgordura, para
posterior isolamento dos ovos através da interacdo com esferaagmétioas e exame
microscépico. Em uma aplicacéo preliminar do Helmifiteara investigar o estabelecimento
recente de focos no sudeste do Brasil, aproximadamente trés nede ovos foram
detectados por esse método quando comparado ao método de Kato-Katza(€eize,
2007).
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O Método do Gradiente Salinico (batizado de “aranha”) consiste de um
dispositivo simples baseado em um gradiente salinico para a detecgdos por exame
microscopico. Sabidamente, solucbes de diferentes concentragcfesasatinam uma
sedimentacao diferencial entre os ovosSdenansone homogeneizados de tecidos ou fezes,
assim os ovos permanecem na parte inferior do dispositivo, enquanto getoeslecbaixa
densidade sdo suspensos para o topo da coluna de gradiente éCagl2009);

Estas técnicas parasitoldgicas variam consideravelmente cuasosibilidade,
dependendo da quantidade de fezes examinadas, do nimero de ovos excoddts es
inerentes a perda intrinseca durante a realiza¢éo do procedimento. O queagdifeculciade
do diagndstico por meio de um Unico exame de fezes, principalmentsog®@ritos
epidemiolégicos e mesmo no diagnostico individual de pacientes (Gaegeini2008).

A biopsia retal € um outro teste bastante sensivel e espedjfie permite a
visualizacdo dos ovos em uma amostra do reto ou do colon extraidaelteyavias que por
ser um exame invasivo ndo € recomendado na rotina (CVE-SP, 2009). SeuBrssil se
limita aos casos com repetidos exames parasitologicos negativpgnto que nos Estados
Unidos, onde a esquistossomose € rara, a maioria dos casos saotidapsopor este
método (Behrman, 2008).

Os testes sorologicos baseados na deteccdo de anticorpos, tpodeEm ser
empregados para o diagnéstico da esquistossomose (Feldieiel983 & Doenhoffet
al.,2004), todavia esses métodos parecem ter baixa sensibilidade, apresetgarpositavos
devido a reacéo cruzada com outros parasitos e ndo conseguem femgiodentre infeccdes
ativas e passadas, o0 que é particularmente importante em areas endémicas.

Além disso, estas técnicas exigem coleta de sangue, uedprnanto invasivo,
que necessita de centrifugacédo para obtencdo de soro em cangesdaele de transporte
refrigerado para o laboratério, o que dificulta mais ainda sueag@b em larga escala
(Gryseelset al,2006). E importante relatar que um estudo realizado por Gareig1995,
descreveu a deteccao de anticorpos IgG contra antigenos de &/analesonna saliva e no
transudato oral de pacientes infectados, com sensibilidade efiesja® semelhantes que
aos obtidos com utilizacdo de soro. Mesmo assim, ainda, permanecerearde ateresse o
desenvolvimento de técnicas com a utilizacdo de amostras bioldgi¢asil obtengcédo, como
saliva ou sangue total de puncé&o de polpa digital em papel filtro (Vaz, 2001).

Métodos moleculares baseados em deteccdo de DNA foram desenvphuidas
deteccao de parasitos, buscando solucionar alguns dos problemas encontradosa com

utilizagdo dos métodos convencionais que sdo baseados na microscopiagraiatico de
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parasitos (Singh,1997). O diagndstico baseado na técnica de PCR (BRea¢Zadeia da
Polimerase) tém demonstrado alta sensibilidade e especificielguteje ser utilizado para
deteccdo de DNA d8. mansonem fezes, (Pontext al,2002) soro (Ten Hovet al,2008) e,

recentemente, em plasma (Wichmanml, 2009) e na urina (Sandowlal.,2006).

1.7. TECNICA DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE APLICADA A
ESQUISTOSSOMOSE

O S. mansonipossui caracteristicas vistas como vantajosas e que facditam
estudo do seu genoma, como: pequeno genoma, em relagdo a outros organisndig, diploi
com cromossomos sexuais bem diferenciados, Z e W e adaptacaochigag escapar ou
modular o sistema imune do hospedeiro definitivo (Butterwerthl, 1998). Além disso,
tanto o polimorfismo nos genes 8ehistosomgTanakaet al, 1994), quanto sua estrutura
cromossOmica sdo razoavelmente limitados, o que facilita sefildgenética (McManust
al., 1993).

O estudo detalhado do genoma deste organismo, iniciado em 1992, empregou
uma abordagem baseada na geracéo de Etiquetas de SequénciasabréaSdis) (Francet
al., 2000). Foram geradas 163.000 ESTs, a partir de diferentes bibliotpéaso Aratamento
dos dados obtidos das leituras de sequenciamento, 30.988 associa¢cbes de ESTs foram geradas
0 que representou uma cobertura de aproximadamente 92% do transcdptSmaansoni
(Verjovskiet al,2003).

Os surgimentos de doencas infecciosas emergentes e re-eesergémt
intensificado a necessidade de modalidades diagnésticas mais @dasiveis (Ehrlich &
Greenberg, 1994). Com a aquisicdo de conhecimento sobre o geno&anwmsonios
pesquisadores buscam encontrar genes candidatos que satisfacaquisitogepara a
producao de vacinas e medicamentos eficazes e de baixo custaesgrastossomose, bem
como favorecer o desenvolvimento de técnicas moleculares de diegnigsta doenca, que
sejam efetivos.

Véarios métodos moleculares foram desenvolvidos para deteccaatatpemos
infecciosos, visando superar as dificuldades encontradas nos métodascemmais. 1sso foi
contornado com a utilizacdo de um método capaz de amplificar milhdgsezde uma
molécula de DNA alvo, a técnica de PCR (Mullis & Fallona, 1987)sapdos principios da

técnica de PCR terem sido conceitualmente descritos ja em Kigfip€ et al, 1971), os
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primeiros dados experimentais sé foram publicados em meados dos af®akBet al,
1985). No inicio, a abordagem existente era lenta, cara e imprecisa (Gegaay

Em 1988, Saiki e colaboradores descreveram o uso da DNA polinestasiela
da bactéria termoéfilaThermus aquaticuma PCR. O uso dessa enzima termoestavel
simplificou de forma extrema o procedimento e, permitiu que @oefagse processada em
temperaturas mais altas, ja que a temperatura 6tima de wEefizima passou de 37° C para
72° C, elevando a estringéncia da reacéao (Erlich, 1991; Innis & Gelfand, 1990).

A PCR é uma técnica da biologia molecular que tem um grande pbtea@ a
andlise genética de tecidos. Isso inclui diagnéstico pré#@gio de doencas hereditérias,
deteccdo de doenca residual, deteccdo de clonalidade em les@gsolifefativas,
identificacdo de mutacdes pontuais em protooncogenes celulares, déagdésinfeccbes
virais, deteccdo de DNA de plasmddio e SlemansoniAbath et al, 2002), e de muitos
outros patdgenos infecciosos conttelicobacterpilory (Lage et al,1995), Mycobacterium
tuberculosigTanet al, 1999) Toxoplasma gond{Eisenstein, 1990Entamoeba histolytica
(Pinheiroet al, 2004),Streptococusp. (Chesket al.,1998).

A técnica de PCR tem sido utilizada na abordagem clinica de uvamaleg
variedade de infec¢Bes patogénicas, tais como: o virus da imunougfid@imana (Dias
Neto et al,1996),Legionella pneumophilgStarnbachet al,1990), Plasmodium falciparum
(Wooden et al,1993) e Trypanosoma cruzilRussomandoet al,1992). No estudo de
Schistosomap., também tem sido utilizada com sucesso para a determohag@Exo das
cercarias (Gasset al,1991), para a clonagem e sequenciamento de genes especificos (Kiang
et al,1996) e na determinacdo da variabilidade genética de cepas ieeseSchistosoma
sp. (Simpsoret al,1995).

De acordo com estudo realizado por Abbets@al,2003, utilizando a PCR foi
possivel detectar em amostras de fezes (coprodiagnoéstico) DEéhadwcoccus granulosus
fazendo sua diferenciagdo da espécienultilocularis bem como detectar uma variedade de
espécies ddaeniasp. Determinou-se uma maior sensibilidade e especificidade daeCR
relacdo aos meétodos de deteccdo de copro-antigenos. A eficiénciRdatiizando DNA
extraido de fezes, também foi demonstrada por 28kil,2003., que utilizando a PCR,
fizeram diferenciacao de cepasEl@amoeba histolytica.

Diante disso, a técnica molecular baseada na PCR vem seridol@a@pmo mais
uma alternativa de diagndstico da esquistossomose mansoni. Algumas gboiagens
baseadas na deteccdo de DNA especific@ddstosomdoram descritas para a deteccao

desse parasito em moluscos (Haeelal, 1997; Janotti-Passes al, 1997), na identificacéo
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de aguas contaminadas com cercérias (Hambwigeat, 1998), e na deteccdo em fezes
humanas (Pontet al, 2002). E importante destacar que o DNA do parasito ja foi detectado,
experimentalmente, na urina e soro de camundongos infectados com uma e doas gésia
infeccao, respectivamente(Sandostial, 2006; Suzuket al, 2006).

O sequenciamento completo do genoma mitocondri8. deansonfoi essencial
para o desenho de primers aplicaveis aos testes baseadofRepaRCa deteccdo especifica
e sensivel do ovo deste parasito, no material fecal de hospedeiros infectaztcs. 2@00).

Para o desenvolvimento da PCR utiliza-se como alvo o DNA ribossdbidi\]
do S. mansoniEste alvo esta presente em cerca de 100 cépias por genomacdinphaxo
de aproximadamente 10 kb, compreendendo os genes que codificam a subunidadedoequen
RNA ribossomal (Johnstoet al, 1993). O rDNA apresenta regides conservadas e variaveis
entre espécies. Hamburguetr al.,1998, desenvolveram um protocolo de PCR baseado na
amplificacdo de uma sequéncia de DNA altamente repetitiva deifgapara monitoramento
de infeccdo d&. mansoném agua.

Apesar de técnicas baseadas em PCR terem sido amplamatadase para o
diagndstico de varios patdgenos infectantes, as aplicacdes pereadedeS. mansontém
sido escassas. Poucos estudos foram publicados sobre a deteccao de palAsito em
caramujos (Jannotti-Passetal,1997). A utilizacdo da PCR para identificagdo de focos de
transmissao (Hanedt al, 1997) ainda ndo foi devidamente validada para uso em larga escala
em areas endémicas. E importante destacar que a identifiemgices e precisa dos locais de
transmissdo de esquistossomose, pela deteccdo da infeccdo mojaca@tor é de grande
importancia para o controle da doenca (Goeted,2009).

Embora a PCR tenha sido extensivamente utilizada para o diagndstico desdiversa
doencas humanas, sua aplicacdo para as doencas negligencsusalneente a
esquistossomose, sO recentemente tem sido explorada. No estudaloepbr Pontegt
al.,2002, foi descrito, pela primeira vez, a utilizacdo da PCR parteecde de DNA dé&.
mansoniem amostras humanas de fezes e soro, sendo possivel detettienadgrama de
DNA. Para avaliar a sensibilidade da PCR, o DNA de ovdS. adeansonfoi quantificado e
testado por amplificacéo, apos diluicbes seriadas.

Nesse mesmo estudo, a especificidade da PCR na amplificacadlAled®
Schistosoma mansgni em amostras de fezes, foi avaliada por meio de
quantidades iguais de DNA de outros parasitos relacionados sob mssnaandicdes de
reacdo; DNA de5S. mansonfoi utilizado como controle positivo da reacdo de amplificacéo.

N&o observou-se nenhuma amplificagdo de DNA por qualquer dos out@asitqs
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helminticos avaliados. A proporcdo de positividade observada pela télenie€R nesse
estudo, foi de 61,2%, tendo sido avaliados 67 habitantes provenientes deaigradéreica
para esquistossomose, no Brasil. Com esses resultados, a PCR tsm rhfsvezes
mais sensivel que a técnica de Kato-Katz.

Concomitantemente, nesse mesmo estudo, foi sugerido a possibilidade de
deteccdo de DNA d8. mansonem soros de pacientes com esquistossomose. No entanto, o
namero de amostras positivas detectadas foi muito pequeno, assim, namdicou
demonstrado se existe DNA 8e mansonsuficiente neste tipo de amostra clinica, para torna-
la Gtil para a detecgéo por PCR.

Posteriormente, esses pesquisadores empregaram a PCR paradstidmgm
moradores de uma area endémica para esquistossomose, locatiz&tenercinho, Minas
Gerais (Pontegt al 2003). Nesse estudo, a prevaléncia determinada pela PCR, utilizando
apenas uma amostra fecal, foi 38,1%, enquanto a prevaléncia defssi@mdaproscopia,
realizada com utilizacéo de trés amostras fecais, foi de 30,8fficbu-se que a técnica de
PCR mostrou uma sensibilidade de 96,7% e uma especificidade de 88% quexatoeo
parasitologico de fezes foi utilizado como teste de referéncia.

Sandovakt al, 2006, em estudo realizado na Salamanca- Espanha, com amostras
de fezes e urina demonstraram que pela técnica de PCR tampéssiéel determinar a
espécie deschistosomdS. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatush
bovig.

Concomitantemente, com 0s avan¢gos no emprego e na realizacdo dasPCR,
métodos de extracdo de DNA também passaram por um processo rmerapento,
melhorias e adequacgdes, de forma a serem empregados nos enargeiftipos de fontes de
DNA potenciais, ampliando o campo de utilizacdo da PCR.

Um dos fatores limitantes para a utilizacgdo da PCR em aamoslinicas € a
presenca de substancias que inibem ou reduzem a eficiéncia décagdai como sais
biliares nas fezes, o grupo heme no sangue, substancias humicas pootgiltgses no leite
e uréia na urina. Entre os inibidores que geralmente sdo introduzigoscesso de coleta ou
extracdo do material biolégico estdo: fenol e cloroférmio (inibiddesacdo enzimatica);
proteinase-K (degrada a DNA polimerase); EDTA, heparina (quslatds ions MgG)
(Sambroolet al, 1989).

A presenca de substancias inibidoras em amostras biolégicas cas)gpedem
interferir na PCR por causar lise celular, inativar a DNAnpedase, e / ou interferir na
estrutura dos acidos nucléicos (Povetlial,1994 ; Wilsonet al,1997; Abu Al-Soucet al,
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2000). A presenca de altas concentracdes de substancias inibido@R @mPamostras de
fezes, limita a utilizacdo direta das fezes como DNA-mdtaeléret al, 2001), e por este
motivo diferentes técnicas precisam ser empregadas para diminuir a icikiP&R.

Muitos métodos tém sido descritos para a remocdo ou inativacdo de
inibidores da PCR em amostras fecais. O método de extracdo doneéndo fenol-
cloroférmio parece ser o mais comumente utilizado (Kubt, al.1993). Esse
€ 0 método classico para a preparacdo de amostras de fezesRialRasendo responsavel
pela eliminacdo dos contaminantes bioldégicos em suspensdes feaaiganecendo ser
incapaz de remover substancias inibidoras ndo-biologicas (Stacy-Rhippd995). Vale
ressaltar que existem disponiveis Kits comerciais paranar@gdo de amostras de fezes para
a PCR (Xuet al,1995), sendo importante levar em consideracéo o custo/beneficio desses.

Recentemente, Allanet al, 2009, aplicando a técnica de PCR em amostras de
fezes de individuos de area de baixa endemicidade demonstraranPQi € mais sensivel
gue o exame parasitologico, entretanto, alguns casos com examesipdsitivo ndo foram
detectados pela PCR. Essa discrepancia pode ser devido ao métottagi®o eto DNA da
amostra clinica. J& esta bem estabelecido que amostras slegpdsaseem substancias que
podem inibir enzima utilizada na reagdo da PCR, o que pode acagsti¢tados falso
negativos.

E importante ressaltar que a utilizacio da técnica de P@GRIptccdo de DNA
especifico de&schistosomdHalnetet al, 1997; Janotti-Passes al, 1997) ja foi utilizada na
identificacdo do parasito em aguas contaminadas com carammfrgados e fezes
(Hamburgeret al, 1998; Pontest al, 2002), bem como na deteccdo de cercérias em amostra
de plancton (Herteét al, 2003), e em fezes humanas (Pomteal, 2002). Sendo assim, o
emprego de novas abordagens diagndésticas bastante sensiveis ecaspéecifeadas em
PCR, pode ser potencialmente util para a deteccédo do parasitgagnujos, no hospedeiro
vertebrado e aguas contaminadas, contribuindo para o sucesso do controle da

esquistossomose.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (B@®)diagndéstico da
esquistossomose mansoni, em individuos provenientes de uma area de bameidatieno
Municipio de Maranguape no Estado do Cear4, em comparacdo com roetomos de

diagnéstico.

2.2. Objetivos Especificos

1. Pesquisar os anticorpos IgG total, a®thistosoma mansgratravés do método
de ELISA Enzyme Linked Immnunosorbent A3sagn amostras de soro dos

individuos da localidade Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE;

2. Realizar métodos coproscopicos para deteccdo direfa dmansone de outros
parasitos, em amostras de fezes de individuos da localidade Ptam&gueiro,

Maranguape-CE;

3. Empregar a técnica de PCR convencional para deteccéo deritagrde DNA de
S. mansoniem amostras de fezes, provenientes de individuos da localidade
Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE, comparando os resultados deoRCH%

métodos coproscopico e soroldgico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo, longitudinal. O periodo do estudo foi de
Janeiro a Setembro de 2010.

Este estudo foi desenvolvido em cinco etapas:

12 Etapa: Divulgacdo do projeto junto aos residentes da localidadsit@ vi
domiciliar para assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido;

22 Etapa: Realizacdo da coleta de sangue no posto de saude, nevikteepte
agendada com a comunidade;

32 Etapa: Distribuicdo dos frascos para coleta de fezes e apdwrag
recolhimento;

42 Etapa: Realizacdo dos métodos de diagndstico sorolégico e coproscépico;

52 Etapa: Selecdo da amostragem e realizacdo do método de diagndst

molecular, a PCR.

3.2. AREA E POPULACAO DE ESTUDO

Este estudo foi realizado na localidade Planalto do Cajueiro no idionide
Maranguape (Figuras 6 e 7). Esse se localiza no sopé deasé®;&7 m de altitude e situa-se
a 30 km de Fortaleza. Com &rea de 654,8m2 conta com uma populacadaeskngs.429
habitantes. O Planalto do Cajueiro possui uma populacao estimada de 903 habitantes.

Os moradores desta localidade tém sua fonte de renda baseadaglprardip, na
agricultura de subsisténcia, como também em algumas industtigis #xle calcados que se
instalaram no municipio. A populacdo esta situada em locais depdsa transmissdo de
doencas (como esquistossomose, leishmaniose, dengue, entre outras), siguelcadas
condicOes de infra-estrutura e saneamento.

Critérios de inclusdo: Foram incluidos no estudo os individuos da localidade acima

mencionada, com idade superior a 02 anos, de ambos o0s sexos, que concendaram

participar do projeto mediante assinatura do termo de consentimergoeliesclarecido
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(Apéndice 1). No caso dos individuos menores de idade, a autorizacaotioggudto da
pesquisa ficou a cargo dos pais ou do responséavel pelas criancas.
Concordaram em participar do projeto, no qual esse estudo esta inserido, 250

individuos, dos quais 125 realizaram coleta de sangue e de material fecal.
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Figura 6 - Localizacao do municipio de Maranguape e da aesstlido.
Fonte: Adaptado de IPECE (2007).
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Figura 7 - Fotos da localidade do Planalto do Cajueiro - Mguape — CE.
Fonte: Arquivos do LPPBM.

3.3. AMOSTRAGEM
3.3.1 Grupos de estudo
3.3.1.1 Grupo A- Sorologia e Coproscopia

Esse grupo é composto pelos 125 individuos que realizaram coleta deesaegue
material fecal, com quantidade suficiente para realizacdo @ascds coproscopicas
propostas. Abaixo segue um fluxograma formado para analise dos resultados.

SOROLOGIA

COPROSCOPIA
n=125

ELISA(+) ELISA(+) ELISA(-)
Kato-Katz(+) Kato-Katz(-) Kato-Katz(-)
Lutz (+/-) Lutz {+/-) Lutz(+/-)

Figura 8 - Amostragem total testada pelas técnicas sorol@aaproscépicas.

Fonte: Elaboracéo da autora, 2010.

3.3.1.2 Grupo B- Sorologia, Coproscopia e PCR.

Esse grupo foi composto de 56 dos 125 individuos do Grupo A. Conforme os
resultados obtidos na coproscopia e sorologia, as 56 amostrasdfessgs individuos foram

distribuidas em cinco grupos (Figura 9).
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[Grupo I]: 10 amostras de fezes de individuos que apresentaram Eed¥o,
mas sem confirmagdo parasitolégica da esquistossomose e carscop@ positiva para
outras parasitoses.

[Grupo 11]: 10 amostras de fezes de individuos que apresentarts Eéativo,
mas sem confirmacdo parasitoldégica da esquistossomose e concapigrogegativa para
outras parasitoses.

[Grupo 1ll]: 07 amostras de fezes de individuos que apresentara8AELd0
reativo, com resultados negativos na coproscopia para esquistossomassnreaproscopia
positiva para outras parasitoses.

[Grupo IV]: 10 amostras de fezes de individuos que apresentarani\ ElES
reativo, com resultados negativos na coproscopia para esquistoSsomoseapIstopia
negativa para outras parasitoses.

[Grupo V]: 19 amostras de fezes de individuos que apresentaram Eddgvo,
com presenca de ovos @&emansoniNumero total de individuos com coproscopia positiva

paraS. mansoni

SOROLOGIA
COPROSCOPIA
PCR
n=56
[Grupol] [Grupo 1] [Grupo 1] [Grupo V] [GrupoV]
ELISA (+) ELISA (+) ELISA(-) ELISA(-) ELISA (+)
Kato-Katz(-] Kato-Katz(-) Kato-Katz(-) Kato-Katz(-) KK/GS/HL*
Lutz(+) Lutz(-) Lutz(+) Lutz(-) Lulz (+/-)
1=10 n=10 n=07 n=10 1=19

*KK = Kato-Katz ; GS= Gradiente Salinico ; HL= Halmex®

Figura 9 - Formacé&o dos cinco grupos testados pela técnitecolar de PCR.

Fonte: Elaboracéo da autora, 2010.

No grupo V foram acrescentadas amostras diagnosticadas pelodosnét
coproscépicos de Gradiente Salinico (Coettical, 2009) e Helmintek (Teixeiraet al,
2007). Esses dados foram obtidos por Pinheiro, M.C.C., (2010), fazem partélidesan

realizadas pelo nosso grupo, em outra etapa da pesquisa a qual esse estudo adta vincul
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3.3.2 Amostras controles

Utilizamos DNA obtido de amostra clinica com a presenca do fapsa PCR,
como controle positivo e DNA de amostra negativa para qualquer paeadé individuo de

area ndo endémica, como controle negativo.

3.4. COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

3.4.1. Coleta de sangue

A divulgacéo do dia para a coleta de sangue foi realizada peloesge salude
gue atendem a comunidade, em visitas domiciliares aos individuos participantes dapesqui

A coleta foi realizada no posto de saude da localidade, com aipzadic de
técnicas do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Municipal de Magagua

Foram coletados 5 ml de sangue, por puncdo venosa, utilizando mat&aioa
esterilizado e descartavel. O soro foi separado por centrifuga@giootado, identificado e
transportado sob refrigeracdo para o LPPBM (Laboratério de Pesuidarasitologia e
Biologia de Moluscos) da UFC. As amostras sorologicas foramzamadas em freezer, a
menos 70°C, para posteriores analises pelo método ELISA.

3.4.2. Coleta de fezes

Foram distribuidos, na casa dos participantes da pesquisa, frascadetde c
(coletor universal) com tampa e espatula, identificados com naommero, especificos para
cada individuo. Decorridas 24 horas, os frascos foram recolhidos edea@d®PBM, onde
foi preparado o método de Kato-Katz (03 laminas), o método de Hoffmammagemou-se
uma aliguota de um grama em freezer, a menos 20°C, para postizacé® da técnica de
PCR.

Para a coleta do material fecal contamos com a participacdécdieos da
Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) lotados na localidade, queipzaim tanto na
distribuicdo dos frascos coletores, quanto no recolhimento dos mesmos. iepdizgacdo dos
exames de fezes, o restante do material foi descartado es @asticos e levado para

incineracgdo junto ao lixo biolégico do Hospital Universitario Walter Cantidi€€C/UF
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3.5.METODOS DE DIAGNOSTICO

Foram realizados trés tipos de métodos de diagndstico: sorolagicoscopico e

molecular.

3.5.1 Método Sorolégico - Técnica de ELISAJolleyet al, 1977)

As amostras de soro foram submetidas a reacdo imunoenzimaktaSke para
determinacao de anticorpos IgG para esquistossomose, de acordo cowlgu@dColleyet
al., 1977, com modificagdes.

Foram utilizadas placas de 96 pocos Maxisorp (NON@endo sensibilizadas
pela adicdo, a cada poco, de 100 puL do antigeno total de verme aduBtontgnsoni
(fornecido pelo Prof. Dr. Alfredo Goées, do Instituto de Ciéncias Bicédgda Universidade
Federal de Minas Gerais), na concentracdo de 5ug/mL de protemagampao
carbonato/bicarbonato 0,1M, pH 9,6. Foi escolhido este tipo de antigeno por ipregrorc
uma boa sensibilidade para este teste. As placas foram seladstidas a 4°C por 18 horas.
No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com solucaaCded A5M, contendo
0,05% de Tween 20 e secas. Foram adicionados a cada po¢o 100uL de stacadsos#ra a
ser testada, em duplicata, diluidos em 1:200 em solucéo diluente dtdogbdto salino
(PBS), contendo NaCl 0,5M, pH 7,2 e 0,2% de Tween 20) . As placas folatdasse
incubadas por 1 hora e 30 minutos em estufa a 37°C. Apds esse periodoasagopdan
novamente lavadas trés vezes e secas. Foram adicionados 100uL -tgpGAnmtimana
conjugada com peroxidase (Sigma-Aldrich) por poco, diluido 1:1.500 em solucéo diluente. As
placas foram seladas e incubadas novamente por mais uma hora e meia en3é%ilufa a

Apoés 3 lavagens, as placas foram secas e adicionou-se, por poco, 100uL de
ortofenildiamina - OPD (Sigma-Aldrich) diluido em tampéao daitffasfato 0,1M, pH 5,0 e
0,03% de perdxido de hidrogénio. As placas foram entdo incubadas ao abriggpda 20z
minutos, a temperatura ambiente e depois a reacao foi interrongpida adicdo de 20uL /
poco de acido sulfarico 2N.

A densidade 6tica foi medida em leitor automético de ELISAOTBLK),
utilizando um filtro de 490nm.

Foram consideradas positivas as reacdes com densidade opticadip@)de

0,283, que foi o valor do “cut-off” determinado utilizando-se a média oh@s desvios
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padrées da leitura em DO obtida de 35 soros de um grupo controle, formaddiyiduos

nao provenientes de regido endémica para a esquistossomose.

3.5.2. Métodos Coproscopicos

3.5.2.1. Método de Kato-KatdKATZ et al, 1972)

Este método foi realizado utilizando o Kit Helm-Tesinde foi colocada sobre as
fezes uma tela, fornecida pelo kit, pressionando-as com o auxilimaespatula. Utilizando
a espatula, foi colhida uma pequena quantidade (40 a 50mg) das fepasspram pela tela,
depositando no orificio do cartdo, que estava sobre uma lamina. Apdés hpreenc
completamente o orificio, o cartéo foi retirado, deixando as febee a lamina de vidro. As
fezes foram cobertas com laminula de celofane, previameiebeta em solucdo de verde-
malaquita, a lamina foi invertida em uma superficie lisa, pmeasdo-a para a formacéo de
uma camada delgada entre lamina e laminula (Figura 10). Foradadepara estufa a 40°C
por 2 horas, em seguida foi realizada a leitura das mesmasrasaapio, percorrendo toda a
superficie delimitada pela laminula, fazendo a contagem do nimevosléeS. mansoniO
namero de ovos encontrados foi multiplicado pelo fator de conversao q24je
correspondera ao numero de ovos por grama de fezes (a quantidadesdeofeizia no
volume que passa pelo orificio € de aproximadamente 41,7 mg, que nadtppor 24
resulta em 1.000,8mg).

a: Material para preparacao das laminas; b: kit magente e materiais utilizados.

Figura 10 —Preparacéo do método de Kato — Katz, pelo Kit He&sE.
Fonte: Elaboracdo da autora, 2011 e Arquivos do LPPBM.

Foram preparadas trés laminas de cada amostra de feze®satia técnica
descrita acima, e a carga parasitaria foi determinadary@a do nUmero de ovos por grama
de fezes (OPG). A média aritmética de OPG calculadaagad8d laminas (OPG = Soma do n°
de ovos x 24 / n° laminas analisadas) foi utilizada para detedoindg intensidade da

infeccdo poiS. mansoni



43

3.5.2.2Método de Lutz (LUTZ, 1919)

Tomou-se 2 a 4 gramas de fezes frescas, colocou-se em um feaBwmrel e
homogeneizou-se em agua destilada, com o auxilio de um bastdo de varulg&o foi
filtrada através de uma tela de plastico para dentro de caliieo. Completou-se o volume
do calice juntando mais agua e misturando bem o seu contetdo. Des@dirsentar por
duas horas. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, retirou-se goengemostra de
sedimento, colocando sobre uma lamina de microscopia e cobriu-se com laminula.
Realizamos a leitura de duas laminas. Para a visualizac&@istde de protozoarios foi

adicionado Lugol.

3.5.3. Diagnostico Molecular- Reagcédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para realizacdo dessa técnica em nosso laboratoério, foi &eeesviabilizacdo
de salas e equipamentos especificos. Esses foram adquiridos lpelatd@o de Pesquisa em
Parasitologia e Biologia de Moluscos- LPPBM, através de uneenmarentre Universidade
Federal do Ceard e a Universidade Federal do Rio de Janeirop&a@s<=idividualizados
para realizacdo de cada etapa da técnica e os equipamentos (Figura lapfiol@rpara uso
exclusivo, em busca do desenvolvimento de estudos de diagnostico moleqalar pa

esquistossomose, uma recente linha de pesquisa em nosso laboratorio.

3.5.3.1 Extracdo do DNA

3.5.3.1.1. Protocolo de extracédo através de um método comergkit Fast DNA Spin- MP
Biomedicals Solon, OH, USA)

Realizou-se a extracdo de DNA total, utilizando-se o Kit Ba$& Spin (Bio
101, Vista, Califérnia), de acordo com as instru¢des do fabricantadeidnado 400uL do
tampao CLS-VF a um tubo Lysing Matrix A, 300 uL da amostral fgreparada a partir de
um grama de fezes ndo preservada, estocada a -20°C, dissohagaa deionizada), 200uL
do tamp&o PPS e 20uL de PVP. Os tubos foram agitados, horizontalpwntd) s na
velocidade de 5.5rfs no Fast Prep Cell Disruptor (FP120- MP Biomedical).

Em seguida centrifugou-se o contetdo dos tubos por 10 minutos a 14.000 xg; 600
puL de sobrenadante foram transferidos para um microtubo limpo, adid@sa 600 uL de
matriz de ligacdo (Binding Matrix) e agitando-se os tubos dufantenuto por inversao. Os
tubos foram incubados por 5 min a temperatura ambiente e centrifugaddsminuto a
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14.000 xg. O sobrenadante foi descartado, o precipitado foi ressuspendido efn &0 p
solugéo de lavagem (SEWS-M) e homogeneizou-se e centrifugou-se por mais 1 min.

Sala de
elrtroforese

-

Figura 11 —Salas e equipamentos especificos para Biologiaddlae ; a.Salas especificas para realizacao de
cada etapa; b. Capela para extracdo de DNA de éegesmpela para PCR, respectivamente.
Fonte: Elaboracdo da autora, 2011.

Sala de
extracao

Ve

=

Novamente o sobrenadante foi descartado sem descartar aeresmiaifugou-se
por mais 15 segundos para retirar todo residio. A seguir foi adicidi@joL de solucao
DES e o precipitado ressuspendido. Incubou-se por 3 minutos a temperabieata e
centrifugou-se por 2 minutos a 14.000 xg. Sendo a solu¢cdo de DNA trangi@radaovo

tubo. O DNA das 56 amostras analisadas foi extraido por esta técnica.

3.5.3.1.2. Protocolo de extragdo segundo Sangisal,2007

Utilizou-se um grama de fezes néo preservada e estocada a diz388G/ida em
agua deionizada. Aliquotas de 300 foram preparadas e adicionou-se p00da solucédo de
Tiocianato de Guanidina 5M e 0,1g de pérolas de vidro (SIGMA G-8893)ppareover a
lise do parasita. Todos os tubos foram fechados, homogeneizados dosagita vortex
(modelo QL901) por 5 minutos e depois incubados a temperatura ambiente rporuids.
Resfriaram-se os lisados por 2 minutos no gelo e adicionou-sel28@ acetato de amoénio
7.5M. Realizou-se agitacdo por inversdo seguida de incubac&o no gelo ponut@smi
Adicionou-se 500uL de cloroformio - alcool isoamilico na concentracdo de (24:). viv
Novamente todos os microtubos foram fechados e agitados lentamenievgsiao e
centrifugou-se a 13000 xg (Centrifuga 5415c, Eppendorf, Alemanha) datameutos. A
fase aquosa foi transferida cuidadosamente para um novo microtubo deviedament
identificado, retirando-a com pipeta de 200 pL. Ao volume obtido daafpsesa adicionou-
se 0,54 volumes de isopropanol para precipitagao do DNA.

Todos os microtubos foram fechados e agitados gentilmente, por inwersao

centrifugou-se a 4.000 xg durante 2 minutos. Desprezou-se o sobrenadauntel-se 0s
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precipitados com etanol a 70%, utilizando 1 mL de etanol, por cinco veaes.uMa vez,
todos os microtubos fechados, foram agitados gentilmente por inversétrikigau-se a
4.000 xg durante 2 minutos. Por fim, os microtubos que continham o DNA foizatdake
abertos em estufa de secagem por 24 horas, para evaporacao do alcool, uma sezpqde es
ser um dos inibidores da PCR. No dia seguinte adicionou-gk 8@ Tris-EDTA 0,5M , pH
8.0 para dissolver o DNA e colocou-se em banho-maria a 58°C por 1 harsofiar o que
estava aderido na parede do tubo. Os microtubos foram armazenafleszema -20°C para
realizacdo da técnica de PCR, posteriormente. Por esta téohiegraido o DNA de 17

amostras. Esse protocolo esta expresso na figura 12.

100 pL de fezes

(0,1gdepérslas de vidro)
_~— Tiocinato de Guanidina

Resfria o lisado em gelo

<7 Acetato de Aménia
Agitar e resfriar no gelo
~~— Cloroférmio/ Isoamilico
Centrifugar por 10 min
Transferir a fase aquosa
<= Isobropanol
Centrifugar por 2 minutos
= Etanol 70%
Lavar o sedimento 3X
Secar DNA a 37°C/24h
/—

Tris-EDTA
DNA extraido

Figura 12 —Técnica de extracdo de DNA seguindo protocolo dedSat al,2007

Fonte: Elaboracdo da autora, 2010.

3.5.3.2 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)
Os parametros da PCR seguiram o protocolo de Peinés2002.
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Para cada reacdo realizada foi incluido: controle positivo/DNAA(DMN S.
mansonj cedido pelo Laboratorio Diagndstico Imunoldgico e Molecular de Doencas
Infecciosas e Parasitarias, do Instituto de Microbiologia daJyFedntrole positivo/fezes
(amostra fecal positiva pelos métodos parasitologicos de Kam-Kaadiente Salinico e
Helmintex®); controle negativo (extracdo de amostra fecal de um individuo comprovadament
negativo pareéS. mansonpelo exame parasitologico de fezes); branco da reacdo (todos os
reagentes utilizados, exceto DNA que foi substituido por agua ultra-pura).

Foram utilizados pares de oligonucleotideos iniciadores (“primdesgritos por
Hamburgeret al,(1991), SMFPONTES- 5-GAT CTG AAT CCG ACC ACC CG-3 e
SMRPER 5'-TAT TAA CGC CCA CGC TCT CG-3, a partir degaiéncias de uma regiao
altamente repetitiva ao longo do genom&dmansoniO fragmento amplificado é composto
por 110 pares de base (pb).

A reacao foi realizada com 35 ciclos, onde cada ciclo apresentodasmale
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, uma fase de hibridizagcdo a 55° C pan@@sseg
uma fase de extensdo a 72°C por 30 segundos. Antes do primeiro ciclo ocoaréase de
desnaturacao inicial a 94 °C por 30 segundos. A extensao final foi @2%¥Ete minutos.

Na etapa de amplificacdo do DNA foi utilizado o termocicladaredmpPCR System 2400
(Applied-Biosistems,CA,EUA).

O volume final da mistura de reacgéo foi de 50uL,contendo: 48uL deiMirst
[45uL SuperMix (Invitrogen), 1pL do Primer F (10uM) e 1uL do RrilR (10uM), e 1uL de
Cloreto de Magnésio (1,5mM)] e 2uL do DNA extraido.

Nas amostras que foram positivas na coproscopia, mas negativasRnaa PC
presenca de inibidores da PCR foi avaliada através da contaminagéo desatiedgzas com
DNA de S. manson(“spiking”) (Silvaet al,1997). Como resultado era esperado que o DNA
de S. mansoniempregado como contaminante das amostras, fosse amplificado,nomstra
auséncia de substancias inibidoras ou que nao ocorresse amplifiecaggahum produto,
sinalizando a interferéncia de inibidores. Foi utilizado nessdéaoede amplificacdo, 1 pL

(5fg) de DNA deS. mansoncom 1 pL do DNA extraido das amostras negativas.
3.5.3.3 Deteccéo do produto amplificado
Empregou-se a eletroforese em gel de agarose 2% (Invitrpgemyisualizacao

do produto amplificado. Esse foi aplicado juntamente com o corante aktbrdefenol, na

propor¢do de 8uL do produto para 1pL de corante. Foram aplicados cercd d® 5u
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marcador de tamanho molecular (100 pb DNA ladder, Invitrogen). O gel fa», sntimetido
a tensdo de 100 volts por aproximadamente duas horas. Apés a corradaréteta, o gel foi
corado com solucéo de brometo de etideo (10 pl da solu¢do concerttadandto de etideo
10mg/mL em 100 mL de agua destilada) por 15 minutos, em agitadpoisDe gel foi
descorado em agua destilada, por 30 minutos em agitador.

A visualizagdo dos produtos no gel se da pela reacdo de ligacdo Al@cddN
brometo de etideo. Este composto tem a capacidade de inseas-$endas da cadeia de
DNA e apresenta fluorescéncia quando excitado pela radiacaoaldtta. A visualizacao foi

realizada em sistema de fotodocumentagao.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Um banco de dados foi elaborado com o auxilio do Programa Microdafe Of
Excel 2007 para organizacdo e armazenamento dos dados pessoeis eliaboratoriais.
Os resultados dos diferentes métodos foram analisados utilizandersgrama SPSS 15.0
para Windows, com a aplicacdo do teste de Mc Nemar para awaaligsroporcoes

correlacionadas, sendo escolhido o teste do qui-quadrado para célculo do valor de P.

3.7. ASPECTOS ETICOS

Este estudo € parte de uma linha de pesquisa mais ampla denchAvedeéo
da Sensibilidade de Métodos para Diagndstico da Esquistossomose MansAnéa de
Baixa Endemicidade no Estado do Ceard”, desenvolvida no Laboratério desResuui
Parasitologia e Biologia de Moluscos, da Faculdade de Farmécia, Odonéoktfiermagem,
da Universidade Federal do Ceara, em colaboracdo com pesquisadordsoiotia de
Diagndstico Imunologico e Molecular de Doencas InfecciosasasiBaias, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

O projeto foi submetido a apreciacdo do Comité de Etica em Basdoi
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, recebendoepdavoravel de n°
165/09.

Os participantes foram informados, de acordo com 0s preceitos @Esistos na
Resolucdo n°® 196/96 do Conselho Nacional de Saude, sobre os objetivos da pesquisa, a
garantia de que nédo serao divulgados nomes ou qualquer outra informacéo que gganham

risco a sua privacidade, pois os resultados serdo divulgados sob aléogrédicos e dados
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estatisticos, e que a qualquer momento podem desistir da pesgod@,necessario que 0s
mesmos comuniquem ao pesquisador.

Obedecendo as normas éticas que regem a pesquisa em saude msem se
humanos, apds o esclarecimento das etapas do estudo, os individuos que coneondaram
participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

No caso dos individuos menores de idade, a autorizacdo na participacdo da

pesquisa ficou a cargo dos pais ou do responsavel pelas criancas.
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4. RESULTADOS

Esse estudo foi desenvolvido inicialmente com a pesquisa de anticogoastig
S. mansoncontra antigenos do verme adulto, através do método de ELISA emamnuestr
soro, seguida de coproscopia p&ehistosoma mansomi outros parasitos, realizada pelos
métodos de Kato-Katz e Hoffman, respectivamente, em 125 amostréxidPoente, 56

dessas amostras, compuseram o painel de teste para a andlise pela PCR.

4.1 RESULTADOS OBTIDOS PARA GRUPO A- Sorologia e Coproscopia

4.1.1 SOROLOGIA - Método de ELISA

Dos 250 individuos analisados pelo método ELISE (47,2%) foram reativos e
132 (53,8%) nao reativos. Desses, 125 individuos entregaram amostras sledere
quantidade de material suficiente para realizacdo das téqrimagstas. Na figura abaixo,
mostramos o valor da densidade Optica (DO) desses individuos.

O valor do “Cut off” (limiar de reatividade) determinado foi de 0,283 (x2DP).

1600 ¢
1400 p
1200 F
1000

800 F

600 F

Densidade 6ptica (DO) X 1000

400 F

283
200

0 T v T T T —— 1

0 20 40 60 80 100 120 140
Numero do Paciente

Figura 13 — Densidade Optica dos 125 individuos que realmanateste ELISA para IgG arfi- mansoni
Individuos residentes na localidade do Planalt€adjoieiro, Maranguape-CE.

Dos 118 individuos ELISA reativos, 80 entregaram amostra de fezes com
quantidade suficiente para realizagdo de todas as técnicasampcas propostas. Dos 132
individuos ELISA néo reativos, 45 entregaram amostra de matecall para realizacdo da

coproscopia.
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4.1.2 COPROSCOPIA

4.1.2.1 Método de Kato-Katz

No método de Kato — Katz foi realizada a leitura de trési@snile cada amostra
fecal analisada. Dos 125 individuos que entregaram as amostras de fezesydordaradas 7
(5,6%) amostras positivas paa mansonicom somente uma amostra positiva na primeira
lamina, uma positiva na segunda lamina e cinco positivas apenasaieti@&mina (Figura

14). Todos esses individuos apresentavam ELISA reativo.
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Laminas analisada

Figura 14 - Distribuicdo do numero de individuos positivo p&amansonipor lamina analisada, detectados
através do método de Kato — Katz - Planalto do @ajuMaranguape-CE.

Outros parasitos encontrados por este método fofaichuris trichiura, em 5

pacientes (4,0%) €aeniasp. em 3 (2,4%).

4.1.2.2 Método de Lutz

No método de Lutz, dos 125 individuos analisados foi detectada a presenca d
parasitos em 24 individuos. Desses, 17 possuiam ELISA reativo e 07 ELISA néo reativo.
Foram detectados 07 individuos com ancilostomideo (5,6%), O@&Entamoeba
coli (4,8%), 06 com Trichuris trichiura (4,8%), 03 o0 complexoEntamoeba
hystoliticdEntamoeba dispa(2,4%), 03 com larvas detrongyloides stercorali€,4%),01
com Ascaris lumbricoideq0,8%), 01 comEndolimax nana(0,8%), 01 comEnterobius
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vermicularis(0,8%), 01 conGiardia lamblia(0,8%), 01 comTlaeniasp (0,8%). Esses dados

sdo mostrados abaixo, na Figura 15.
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Figura 15 - Numero de parasitos detectados pelo método de hot individuos em estudo, da localidade

Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

4.2 RESULTADOS OBTIDOS PARA GRUPO B- Sorologia, Coproscopia e PCR

4.2.1 SOROLOGIA- Método de ELISA

Dos 125 individuos que entregaram amostra de soro e amostras deociezes
quantidade de material suficiente para realizacdo das tégmiopsstas, utilizamos 56
amostras de fezes para analise pela técnica de PCR. Na figumostramos o valor da
densidade Optica (DO) desses individuos.

O valor do “Cut off” (limiar de reatividade) determinado foi de 0,283 (x2DP).

4.2.2 COPROSCOPIA
4.2.2.1 Método de Kato-Katz

No método de Kato-Katz, dos 56 individuos avaliados, foram encontradas 6
(10,7%) positivos pard. mansoni

Dados obtidos de outra etapa desse estudo mostraram que pelo método do
Gradiente Salinico, realizado em 17 amostras, detectou-se 9 (5arAd4¥iyas positivas para

S. mansone pelo método do Helmintex®, realizado em 13 amostras, foram atktectO
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(76,9%) amostras positivas pé&8amansoniEsses dados sdo mostrados na Figura 17. Todos
esses individuos apresentavam ELISA reativo. Obtivemos um total ateds3ras positivas

paraS. mansonipela coproscopia.
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Figura 16 — Densidade o6ptica obtida pelo teste ELISA para @-S. mansonidos 56 individuos que
compuseram a amostragem analisada pela técniP&£Re Individuos do Planalto do Cajueiro, Marangdap
CE.
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Método realizado

Figura 17 - Distribuicdo do nimero de individuos positivo p&ranansonipor método coproscopico realizado,
em individuos do Planalto do Cajueiro, Maranguapge-C

4.2.2.2 Método de Lutz
Dos 56 individuos analisados foi detectado a presenca de parasitos em 19

individuos. Desses, 12 possuiam ELISA reativo e 07 ELISA néo reativo.
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Foram detectados 06 com ancilostomideo (31,6%), 06 individuog donuris
trichiura (31,6%), 04 com Entamoeba coli(21,0%), 03 o complexoEntamoeba
hystoliticdEntamoeba dispafl5,8%), 03 com larvas d&rongyloides stercorali€l5,8%) 01
com Ascaris lumbricoide$5,2%), 01 conEnterobius vermicularigs,2%), e01 comTaenia

sp (5,2%). Esses dados sdo mostrados abaixo.
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Figura 18 - NUmero de parasitos detectados pelo método de hatz56 individuos do Grupo B, provenientes

da localidade Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

4.2.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR
4.2.3.1 Técnica de PCR

Para realizacdo da técnica de PCR convencional foi utilizado, ocplotde
extracdo através de um métodomercial (Kit Fast DNA nas 56 amostras. Utilizamos em
ambos os casos o par de iniciadores originalmente descrito pdrurgeret al,(1991). Estes
iniciadores hibridizam com uma regido altamente repetdivdongo do genoma do parasito
(SMEGG1/SMEEGZ2). O produto amplificado foi de 110 pb.

Vale ressaltar que, se observa também a presenca de cagrosritos de DNA com
tamanhos superiores a 110 pb, que sdo, na verdade, bandas ampldinadasorréncia da
grande quantidade de oligonucleotideos livres, complementaresaleagilencia repetitiva de
DNA.

Comparando-se os resultados obtidos para as 56 amostras analisaslasépedos

de Kato-Katz (recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude), B,ov@®@icamos que o
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método de Kato-Katz detectou 06 (10,7%) das 56 amostras, enquantodo oe&tPCR detectou
21(37,5%) amostras como positivas.

As 56 amostras de fezes analisadas foram distribuidas em aipas gconforme
descrito no item 3.3.1.8o0 material e métodos.

O grupo | foi composto de 10 amostras de fezes de individuos com exame
parasitolégico negativo, sorologia reativa para infeccao $etnansone presenca de outros
parasitos, no qual a PCR detectou a presenca do fragmento de DNrasltopanm 20% (02)
das amostras. Nessas amostras houve co-infeccdo apenagighuris trichiura Os
resultados estéo expressos na tabela 1.

O grupo Il foi composto de 10 amostras de fezes de individuos com exame
parasitolégico negativo, sorologia reativa para infeccdo Petoansone auséncia de outros
parasitos, no qual a PCR detectou a presenca do fragmento de DNrasltopam 40% (04)
das amostras. Os resultados estdo expressos na tabela 1.

O grupo Il foi composto de 07 amostras de fezes de individuos comeexam
parasitolégico negativo, sorologia ndo reativa para infeccdoSetoansone presenca de
outros parasitos, no qual a PCR detectou em 01(14,3%) amostra a preséaggnento de
DNA do parasito. Os resultados estdo expressos na tabela 2.

O grupo IV foi composto de 10 amostras de fezes de individuos com exame
parasitolégico negativo, sorologia ndo reativa para infeccdoSemdansone auséncia de
outros parasitos, no qual a PCR detectou em 01(10%) amostra a préseinggmento de
DNA do parasito. Os resultados estdo expressos na tabela 2.

No grupo V, composto por 19 amostras com coproscopia para poSitiva
mansonj por um ou mais dos métodos coproscépicos realizados e ELISA reaf\@R a
detectou a presenca de DNA do parasito em 13 (68,4%) das 19 amastigasteBultados
estdo sumarizados na tabela 3.

No intuito de verificar a presenca de substancias inibidorasrasgdes de
amplificagdo, 06 amostras de fezes de individuos que eliminavam ov®s rdansonie
negativas no PCR, foram contaminadas com 5fg de DN&. sreanson(“spiking”). Dessas,

04 amostras tiveram o DNA d& mansonamplificado pela PCR, servindo, portanto, como
indicador da auséncia de interferéncia de inibidores e em 02 ampét ocorreu nenhuma
amplificacéo, o sugere que pode ter ocorrido a presenca de inibidores da reacéo.

No método de Kato-Katz, a carga parasitaria, nUmero de ovos por dediezes
(OPG), foi calculada pela multiplicagdo do numero de ovos encontgalosfator de

conversao 24.



55

Tabela 1: Resultados dos métodos realizados nas amostras de fezes do Gviy#i0) e
do Grupo Il (B1-B10), amostras de individuos residentes em Planalto peirGa

Maranguape-CE.

Individuos ELISA- IgG Kato-Katz HOFFMAN PCR
Al Reativo Negativo S_'l_'S:ﬁ::Chci)L?gs Negativo
AD Reativo Negativo Ancilostomideo Negativo
A3 Reativo Negativo T. trichiura Positivo
A4 Reativo Negativo Ancilostomideo Negativo
AS Reativo Negativo T. trichiura Positivo
A6 Reativo Negativo Ancilostomideo Negativo
A7 Reativo Negativo S. stercoralis Negativo
A8 Reativo Negativo Taenia sp Negativo
A9 Reativo Negativo Ancilostomideo Negativo
T. trichiura
A10 Reativo Negativo Ancilostomideo Negativo
T. trichiura
B1 Reativo Negativo Negativo Positivo
B2 Reativo Negativo Negativo Negativo
B3 Reativo Negativo Negativo Negativo
B4 Reativo Negativo Negativo Negativo
B5 Reativo Negativo Negativo Negativo
B6 Reativo Negativo Negativo Positivo
B7 Reativo Negativo Negativo Negativo
B8 Reativo Negativo Negativo Positivo
B9 Reativo Negativo Negativo Negativo
Reativo Negativo Negativo Positivo

B10
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Tabela 2: Resultados dos métodos realizados nas amostras de fezes dolliQQpeCl) e

do Grupo IV (D1-D10), amostras de individuos residentes em Planalto afl®irG,

Maranguape-CE.

Individuos ELISA- I1gG Kato-Katz Hofmann PCR
C1 N&o Reativo Negativo S. stercoralis Negativo
Cc2 N&o Reativo Negativo Ancilostomideo Negativo
T tri.chiurla, Negativo
E.histolytica/dipar, E.
C3 Nao Reativo Negativo coli
C4 Nao Reativo Negativo E. vermicularis Negativo
C5 N&o Reativo Negati [ E.C'OH i Negativo
gativo E.histolytica/dispar
C6 N&o Reativo Negativo A. lumbricoides Negativo
c7 N&o Reativo Negativo E. histolytica/dispar Positivo
D1 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D2 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D3 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D4 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D5 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D6 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D7 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D8 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D9 N&o Reativo Negativo Negativo Negativo
D10 Nao Reativo Negativo Negativo Positivo

No método do Gradiente Salinico, como para o seu desenvolvimento empregam-

se 500mg de fezes, a carga parasitaria individual foi calculeal&@sitda multiplicacdo do

namero de ovos encontrados no material examinado por dois.

No método detdkelm

devido a analise ser realizada com 30 g de fezes, para calculB@m®umero de ovos

encontrados na amostra analisada foi dividido por trinta.
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Tabela 3: Resultados dos métodos de Kato-Katz, Gradiente Salinico, HelneirP€R das

19 amostras de fezes positivas na coproscopia, Grupo V (E1-E19), preeedeimdividuos

residentes em Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

COPROSCOPIA (OPG)

Individuos Kato-Katz Gradiente Salinico Helmintex PCR

El Negativo Positivo (10,0) Negativo Positivo
E2 Negativo Negativo Positivo (0,10) Negativo
E3 Negativo Positivo (2,0) Positivo (0,13) Positivo
E4 Negativo Negativo Positivo (0,17) Positivo
E5 Positivo (8,0) Positivo (10,0) Positivo (0,47) Positivo
E6 Negativo Positivo (6,0) Positivo (0,13) Positivo
E7 Positivo (8,0) NR* Positivo (4,77) Positivo
ES Negativo Positivo (2,0) Negativo Negativo
E9 Negativo Positivo (6,0) NR Positivo
E10 Negativo Positivo (2,0) NR Positivo
E11 Positivo (8,0) NR NR Positivo
E12 Positivo (8,0) Negativo NR Positivo
E13 Negativo Negativo Positivo (0,20) Positivo
E14 Positivo (8,0) Negativo Negativo Negativo
E15 Negativo Positivo (2,0) NR Negativo
E16 Positivo (8,0) Negativo Positivo (0,20) Positivo
E17 Negativo Negativo Positivo (0,20) Negativo
E18 Negativo Positivo (2,0) NR Positivo
E19 Negativo Negativo Positivo (0,30) Negativo

*NR= N&o realizado, por auséncia de amostra comtifleade de fezes requerida.

O produto gerado de 110 pb pela amplificacdo do par de iniciadores

SMEGG1/SMEEG?2 foi observado em gel de agarose 2% (Figuras 19,20,21,22 e 23).
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Figura 19 - Produto amplificado pela PCR utilizando o parmeiadores SMEGG1/SMEEG2 nas amostras do
Grupo |. Tamanho do produto: 110pb. PM- padrdo ateahho molecular; A1-A10 — amostras teste; CN-
controle negativo; C+- controle positivo; B- branc
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Figura 20 - Produto amplificado da PCR utilizando o par deiadores SMEGG1/SMEEG2 nas amostras do
Grupo Il. Tamanho do produto: 110pb. PM- padrdotateanho molecular; B1-B10 — amostras teste; C+-
controle positivo; CN- controle negativo; B- branco
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Figura 21 - Produto amplificado da PCR utilizando o par deiadores SMEGG1/SMEEG2 nas amostras do
Grupo Ill. Tamanho do produto: 110pb. PM- padréotateanho molecular; C1-C10 — amostras teste; C+ -
controle positivo; CN- controle negativo; B- bcan



59

PR D1 D4 Ds DSB8 D10 D9

200pb —p

100pb —p-

Figura 22 - Produto amplificado da PCR utilizando o par deiadores SMEGG1/SMEEG2 nas amostras do
Grupo IV. Tamanho do produto: 110pb. PM- padraaateanho molecular; D1-D10 — amostras teste; CN-

controle negativo; CP- controle positivo; B- branco
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Figura 23- Produto amplificado da PCR utilizando o par deiadores SMEGG1/SMEEG2, nas amostras do
Grupo V. Tamanho do produto: 110pb. PM- padréo ateahho molecular; E1-E10 — amostras teste; CP-

controle positivo; CN- controle negativo; B- branco

Ao cruzarmos os resultados dos métodos coproscopicos com os resultados da
PCR obtidos para os pacientes que compuseram 0 grupo V, observamos fupalisntes
que foram avaliados através do método de Kato — Katz e do PCR, O5pos#timos em
ambos os métodos, 08 positivos apenas no PCR, 01 apenas no Kato — Katz en05 fora
negativos em ambos. Constatou-se diferenca estatisticamenté&aigaifentre os métodos
Kato-Katz e PCR em relacdo a proporcdo de pacientes portatresgquistossomose, ou
seja, a proporcao de detecgbes pelo método de PCR (68,42%) focargaifiente maior (P
= 0,002) que a proporgéao de deteccdes pelo Kato-Katz (31,58%), como mostra a Tabela 4.

O meétodo do PCR detectou 08 pacientes que ndo haviam sido detectados no

método do Kato — Katz.
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Tabela 4: Comparacdo entre os métodos Kato-Katz e PCR na deteccdo déossquisse
mansoni. Namero amostral = 19. Dados analisados pelo teste de Mcpamavariaveis
categoricas emparelhadas.

Kato-Katz
PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 5 8 13 (68,42%)
Negativo 1 5 6 (31,58%)
Total 6 (31,58%) 13(68,42%) 19

P = 0,002 (Teste de Qui-Quadrado).

O meétodo de Gradiente Salinico e o0 método de PCR foram realieadds
pacientes do Grupo V, dos quais 07 foram positivos em ambos, 04 fordéivopa@gpenas no
PCR, 02 apenas no Gradiente Salinico.

Constatou-se que nao houve diferenca estatisticamente signifieatnee os
métodos PCR e Gradiente Salinico em relacdo a proporcdo de gmgpemtadores da
esquistossomose (P=0,688), ou seja, a propor¢do de detecc¢des pelo método do PCR (64,70%)
foi estatisticamente semelhante & proporcdo de detec¢cbeSnaeliente Salinico (52,94%),

como mostra a Tabela 5.

Tabela 5: Comparacdo entre os métodos PCR e Gradiente Salinico na deteccdo da
esquistossomose mansoni. Numero amostral=17. Dados analisados pette tektemar
para variaveis categoricas emparelhadas.

Gradiente Salinico

PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 7 4 11(64,70%)
Negativo 2 4 6 (35,29%)
Total 9 (52,94%) 8 (47,05%) 17

P = 0,688( Teste de Qui-Quadrado).
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O método do PCR detectou 04 pacientes que ndo foram detectados no método do
Gradiente Salinico.

O método de Helmint&e o método de PCR foram realizados em 13 pacientes do
grupo V, dos quais 07 foram positivos em ambos, 03 foram positivos apenas no H&lreintex
01 apenas no PCR.

Constatou-se que nao houve diferenca estatisticamente signifieatiee os
métodos PCR e Helmintxem relacdo & proporcdo de pacientes portadores da
esquistossomose (P = 0,125), ou seja, a proporcdo de deteccbes pelo métdiR do P
(61,54%) foi estatisticamente semelhante & proporcdo de detepefiesHelminteX
(76,92%), como mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Comparacéo entre os métodos PCR e Helniimexdeteccdo da esquistossomose
mansoni. Niumero amostral=13. Dados analisados pelo teste de MclNaraavariaveis
categoricas emparelhadas.

_ ®
PCR Helmintex Total
Positivo Negativo
Positivo 7 1 8 (61,54%)
Negativo 3 2 5 (38,46%)
Total 10 (76,92%) 3 (23,07%) 13

P = 0,125 ( Teste de Qui-Quadrado).

4.3 COMPARACAO DAS PREVALENCIAS DETERMINADAS PARA O [Grupo V].

Os gquatro métodos realizados para diagnoéstico da Esquistossomose magssoni
amostras do Grupo V, apresentaram indices de prevaléncia difecenmtesmostra a figura a

seqguir.
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Figura 24 — Prevaléncias da esquistossomose mansoni, detecéaida®s dos métodos de Kato — Katz,
Gradiente Salinico, Helmint&e PCR- Planalto do Cajueiro, Maranguape-CE.

4.4 COMPARACAO DE TECNICAS DE EXTRACAO DE DNA

Para realizacdo dmmparacao da sensibilidade do processo de extracao foi realizado
em 17 das amostras testadas pela PCR, aastide DNA pelo método comercial do Kit Fast
DNA Spin- MP Biomedicals Solon e também pelo protocolSal&ost al,(2007).

Essas amostras faziam parte dos seguintes grupos, do Grupo Bstsaando
Grupo | (13,14,15,16,17), 5 do Grupo Il (01,02,03,04,05), 2 do Grupo Il (06,07) e 5 do
Grupo 1V (08,09,10,11,12).

Verificamos que nessas amostras, a extracdo realizada pelbagki DNA
permitiu a deteccdo pela PCR de 03 amostras, ja utilizandoagdxtde DNA, segundo o
protocolo de Santost al, 2007, ndo detectou-se nenhuma amostra. Das amostras detectadas,
duas faziam parte do Grupo Il, ELISA reativo e sem presenca aes atrasitos, as amostras
03 e 04; e uma do Grupo IV, ELISA ndo reativo e auséncia de outros parasitos, a amostra 10.

Na figura 25 mostramos o produto gerado de 110 pb pela amplificac&@s ness
amostras, observado em gel de agarose 2%, obtido quando utilizado cea dédACR, DNA
extraido pelo Kit comercial.

J& na figura 26 visualizamos o gel em agarose 2%, quando utilizamAs DN

extraido pelo protocolo dgantoset al.,(2007).
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Figura 25 - Produto amplificado da PCR utilizando o par deiadores SMEGG1/SMEEG2 nas 17 amostras
extraidas pelo Kit Fast DNA. Tamanho do produt@phl PM- padréo de tamanho molecular; 01-17 — aa®st

teste; CN- controle negativo; CP- controle posijtBebranco
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Figura 26 - Produto amplificado da PCR utilizando o par deiadores SMEGG1/SMEEG2 nas 17 amostras
extraidas pelo protocolo de San&tsal,2007. Tamanho do produto: 110pb. PM- padrédo manho molecular;

01-17 — amostras teste; CN- controle negativo;@Rtrole positivo; B- branco
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, houve uma mudanca no perfil da esquistossomose em algumas
regides do Brasil devido a implementacdo de intervencdes de cpueste 1976. Estas
medidas de controle tiveram um impacto incontestavel sobre prewalémensidade de
infeccdo e morbidade. Todavia, no Estado do Cearéa ainda ocorre a peesddé@ransmissao
e quadros de infeccdes leves, na sua grande maioria. A infecg@orpansoné considerada
leve quando o hospedeiro elimina menos que 100 ovos do parasito por gragmde f
Devido a esses baixos indices, tem sido necessario o empregtodesrae diagnostico de
alta sensibilidade.

Os métodos parasitolégicos de fezes, utilizados de rotina, para diegnies
infeccdo porS. mansonibaseiam-se na deteccdo de ovos excretados, pois esses possuem
morfologia facilmente identificavel. O diagndstico parasitolégicdedes tem as vantagens
da alta especificidade e de exigir equipamentos relativamenfdes e, em areas de alta
endemicidade, pessoal apenas com formacdo de base. No entanto, haeaigomse
reconheceu que a falta de sensibilidade de deteccdo por eslesesa imprecisdo na
contagem de ovos (De Vlas e Gryssels, 1992).

S&0 necessarios investimentos em estudo e desenvolvimento de novos detodos
diagnostico para a esquistossomose (Rabello, 1997), para obter-se liat@@yaecisa da
situacao epidemiologica (Berquital, 2009). Para que as doencas possam ser devidamente
controladas e monitoradas, € essencial que se disponha de métodostidiag cada vez
mais acurados. Dentre tantas, a esquistossomose, devido a eleva@ageegancidéncia, é
uma doenca cujos esfor¢cos para o desenvolvimento de testes diagmastlom®s e mais
sensiveis se justificam (Melo, 2006).

Os meétodos imunoldgicos para o diagnodstico da esquistossomose assul@mem ca
dia maior importancia devido a sua especificidade, sensibilidadelez e simplicidade. As
técnicas de deteccdo de anticorpos continuam sendo instrumento dmdabitavel a ser
utilizada em estudos populacionais, assim, a sua incorporagdo a@sy@asgle controle, em
area de baixa endemicidade, € imprescindivel (Nayal, 1999). A técnica imunoldgica
indicada para o diagndstico em massa da esquistossomose € adédalid8A. Este ensaio
cumpre 0s requisitos de baixo custo, reprodutibilidade, objetividade, desultapidos e
automacao (Noyat al, 2006).
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No nosso estudo, ao utilizarmos o método soroldgico de IgG-ELISA, com
antigeno de verme adulto ¢&& mansonina populacdo do Planalto do Cajueiro, como
ferramenta de diagnostico inicial, para posterior comparacédoresuftados obtidos por
outras técnicas coproscopicas e molecular, observamos que dos 25fuoxdianalisados,
118 (47,2%) foram reativos e 132 (52,8%) nao reativos, o que corrobora com o estudo de
Goncalveset al,2006, realizado com 269 individuos de Paracambi-RJ, uma area endémica de
baixa transmisséo, na qual encontraram 128 (48%) soros reativos.

Destes 250, apenas 125 individuos entregaram amostras de fezes catadpiant
suficiente para realizacdo das outras técnicas propostas. DowdiM28uos, 80 (64%) foram
ELISA reativo e 45 (36%) foram ELISA néo reativo. Uma desvanagessa técnica € que
quando realizada com antigeno brutoSdenansonisuperestima a prevaléncia da infeccéo,
uma vez que néo faz a distin¢cdo entre infeccbes ativa/passadae(dbya006).

Uma vez que a coprologia € um método imprescindivel para o diagndatico
esquistossomose, por ser um método pratico e de baixo custo, por evidepeaiasito
diretamente e permitir a contagem de ovos, 0 que, neste caso, pouhelicaivo da
intensidade da infeccdo e oferecer possibilidade de comparacdoownns trabalhos
(Gongalvest al, 2005), demos continuidade ao nosso estudo, realizando a coproscopia para
S. mansoné outros parasitos, pelos métodos de Kato-Katz e Lutz, respectivamente.

Apesar das técnicas parasitologicas de fezes variarem censideente quanto a
sensibilidade, dependendo da quantidade de fezes examinadas, do niumero deicads<|
e de fatores inerentes a perda intrinseca durante a realdmgdiocedimento (Engekt al,
1996), o método de Kato-Katz € recomendado pela Organizacdo Mundialidke @aa o
diagnostico d&. mansone de outras infecgfes intestinais por helmintos (WHO, 2008), por
ser quantitativo, de facil execucéo, necessitar de pouco matéeialima alta especificidade
(Lin et al, 2008).

Nos 125 individuos analisados foram encontrados 07 (8,75%) positivo$.para
mansonj com apenas um ovo por lamina. Na primeira lamina foi encontrado cienfea
positivo (14,3%), na segunda também um positivo (14,3%) e na terceira, Cintt@opos
(71,4%). Esses resultados, em relacdo a primeira e segundadamoiram similares aos
observados por Enkt al. (2008) em estudo realizado em Chonim de Cima, Governador
Valadares-MG, onde a prevaléncia encontrada foi de 11,2% quando realleddea de uma
lamina e de 12,5% com duas laminas. No que diz respeito a porcerttagiateccdes na
leitura da terceira lamina, os resultados sao divergentes, pmiesDsos encontraram apenas

20,8% de positivos, sendo as duas areas comparadas de baixa endemicidade.
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Ao compararmos o0s resultados da sorologia com os da coproscopia mioserva
gue os indices de positividade soroldgica foram superiores, em mgisatte vezes, aos
indices obtidos pelos métodos parasitologicos de fezes. Nos 125 individliasias, 80
(64,0%) foram soropositivos, enquanto apenas 19 (15,2%) foram positivos nacopia,0s
sendo essa realizada por trés métodos. Essa falta de con@rdéeervada entre os
resultados dos métodos imunoldgicos e os do parasitoldégico ndo foi surpreendente.

Em estudos anteriores realizados em areas de baixa endemicidadpiais se
compararam os indices de positividade de métodos imunoldgicos e pagasit¢Diaset al.,
1989; Doenhoffet al, 1993; Eltiroet al,1992), os primeiros foram de duas a seis vezes
superiores aos indices de positividade parasitologica. Incluida pesisi@idade sorolégica
ha certamente uma parcela de individuos que se curaram com oemhtataon que se
expuseram ao parasito, induziram resposta imune, mas nao desenvoldemaa(Oliveira
et al,2003)

A estratégia metodolégica mundial atualmente aplicada paragoddiico da
esquistossomose mansoni, utilizando o método de Kato-Katz com uma anasi@damina,
para determinar a taxa da infeccdo ndo possui a sensibilidasts@ea para o diagnostico,
por consequéncia, os valores de prevaléncia da esquistossomose, eihe doeixa
endemicidade, ficam subestimados @twal, 1998).

Estudo realizado em escolares no Egito, por Allamal,2009, buscando
evidenciar a perda de detec¢cdo de casos de esquistossomose @enbaira intensidade, ao
se utilizar o método de Kato-Katz, mostrou que em 11% dos individuos goerfegativos
pelo Kato-Katz, detectou-se ovos 8emansonpela técnica de Percoll, e em 23% a técnica
de PCR foi positiva.Valendo destacar que, todos o0s casos positivostaukadfa foram
positivos pelo Percoll (Daltoet al, 1997), mas a PCR mostrou alguns resultados negativos,
entre os casos considerados positivos pela coproscopia. Sete paoemtegos em suas
fezes (diagnosticados pelo Percoll) foram perdidos pela PCR.

A sensibilidade dos testes parasitoldgicos pode ser melhoradésat@aumento
da quantidade de material fecal e / ou do numero de laminas examE@dastudo realizado
em Zhuxi, Qionglai-China, a proporcdo de positivos pelo Kato-Katz, aumentceiy%e
utilizando uma Unica amostra de fezes, para 68% apés analise densstras. No entanto,
em condi¢Bes de campo a realizacdo destes repetidos exames tornd-géwdtal, 1998).

E importante destacar que os métodos de diagndsticos sorolégicos e
coproscopicos sdo complementares (Zlbual, 2007). Quando se emprega somente 0

método parasitolégico de fezes para diagnosticar a esquistossa@amusvaléncia real da
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doenca fica subestimada, tendo em vista a baixa eficiénciardégido para detectar casos
com pequeno numero de ovos (Engptlal, 1996)

A possibilidade de selecionar previamente os individuos a serem sitsnad
exame parasitoldgico de fezes, pela utilizacdo de uma téanmégca comprovadamente
mais sensivel, permite confirmar a infec¢éo através da imsistéo exame parasitoldgico e
assim determinar uma taxa de prevaléncia mais proxima da realidade (Getrglo2008).

Apesar da grande variedade de testes imunolégicos para o diegndat
esquistossomose existentes, eles apresentam algumasolésjtagmo, as reacdes cruzadas
gue podem ocorrer com outras helmintos, o que faz com que essss rt@st sejam
especificos. De acordo com estudo realizado no Japéo, por Hayas®000, o anticorpo
anti-Schistosoma japonicufoi detectado pelo teste de ELISA, até 33 anos apds o tratamento.

Uma revisdo de Doenhofét al,2004, discute os problemas associados a
deteccdo imunoldgica da esquistossomose que envolvem principalmentsbdidade dos
ensaios. Existem duas caracteristicas que parecem difieulfzadronizacdo dos testes
imunologicos. A primeira € a memadria imunoldgica, pois sdo detec@muorpos em
pacientes com a doenca, naqueles que ja estdo curados da infeccéomioenaqueles que
tiveram contato com o parasito, mas ndo foram infectados. A seguadtedatica adversa
na padronizacdo dos testes imunoldgicos diz respeito a freqlientthaseaeentre o0s
antigenos constituintes dos parasitos (Vaz, 2001).

Em busca de deteccdo de outros parasitos, alé®n m@nsonivisando analise de
reatividade cruzada, detectamos pelo método de Lutz, 24 dos 125 individuopEsanga
de outros parasitos. O parasito com maior prevaléncia foi anciliotondetectado em 07
individuos (5,6%). Dentre os helmintos, observamosTgishuris trichiurafoi detectado em
06 individuog4,8%), larvas d&trongyloides stercoraliem 03 individuos (2,4%gnquanto
Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicula@ardia lambliae Taeniasp foram detectados
em 01 paciente, cad@,8%).

Dos 24 individuos que apresentaram outros parasitos, 17 foram ELISA reat
tendo ocorrido nestes, co-infeccéo por: ancilostomiletamoeba coli. Endolimax nana, G.
lamblia, S.stercoralis, Taenissp e T. trichiura. Dados da literatura demonstram a alta
frequéncia e intensidade de reagdo cruzadaSdemansonicom ancilostomideo e\.
lumbricoides Estudos realizados no Brasil e na Venezuela mostram que 0s spaisetees
infectados com esses helmintos apresentam significativa deaktvicruzada com antigenos

de S. mansoniCorréa- Oliveiraet al, 1988; Geiger, 2008). Diante disso, € importante a
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realizacdo de estudo com as amostras dos 05 individuos ELISYoreqie apresentaram
infeccao por ancilostomideos, em busca de analisar possivel reatividade cruzada.

A reatividade cruzada entr&s. mansonie helmintos intestinais € um
comprometimento real para o diagnostico, porque estes parasitos fregienteme
coexistem. Sendo importante esclarecer que essas reacOadasrygodem interferir no
diagnostico soroldgico da esquistossomose, mas ndo obrigatoriamenteccée significa
reatividade cruzada (Alarco 'n de Nastaal, 1996).

O controle da esquistossomose tornou-se possivel devido ao desenvolvimento de
medicamentos de dose Unica oral, como oxamniquine e praziquantel, que foram adioénistr
aos pacientes infectados, o que levou a diminuigdo da morbidade da dagreagcarretou a
necessidade de métodos de diagndstico mais sensiveis (€taah@010).

Neste contexto, poucos estudos foram publicados sobre a deteccadAdel®N
parasita em amostras clinicas. A utilidade da PCR parteecde de DNA d&. mansonem
amostras de fezes humanas foi descrito por Poeiteal, 2002. Embora tenha sido
considerada como um método sensivel e especifico para o diagnostindatedoencas, esta
técnica quase nao tem sido muito utilizada para demonstrareagaete DNA d&. mansoni
em amostras clinicas (Ponttsal.,2002).

Um estudo recente foi realizado por Gonetsal,2010, que ao avaliar 206
individuos residentes de Pedra Preta, Minas Gerais, area end@reca&squistossomose,
verificou que a prevaléncia da infeccdo p8lanansonioi de 18%, através do exame de 12
laminas de Kato-Katz, de uma Unica amostra de fezes, de cada,mggguanto que a técnica
de PCR-ELISA por eles padronizada, para deteccdo de DNA hansonideterminou uma
taxa de infecgcéo de 30%.

Nas 56 amostras que realizamos o diagnodstico molecular parat@sspisose
pela técnica de PCR convencional, comparamos os resultados obtidos damoproscopia
e sorologia. Nas 10 amostras de fezes de individuos que apraseBIdSA reativo pars.
mansonj mas sem confirmacédo parasitoldgica da esquistossomose eeasengar de outros
parasitos (Grupo 1), observarmos que a técnica de PCR detectou%p g@mdstras como
positivas. A co-infeccdo nessas amostras foi pelo helfimtburis trichiura, que de acordo
com estudo realizado por Rabedo al, 2002, a reacdo de amplificacdo de DNA para
mansonimostra-se bastante especifica, ou seja, ndo apresenta ceagda com o DNA de
T. trichiura.

No Grupo Il, 10 amostras de fezes de individuos, que também apresentaram

ELISA reativo paraS. mansonimas sem confirmacdo parasitolégica da esquistossomose e
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com auséncia de outros parasitos, a PCR detectou 04 (40%) amostresspdesse caso,
por ndo ter acontecido co-infecgdo por outros parasitos, ndo existegaedo em relacéo a
reatividade cruzada.

Nas 07 amostras de fezes de individuos que apresentaram ELIS#atéo para
S. mansoni, com resultados negativos na coproscopia para esquistossomosepnmas c
presenca de outros parasitos (Grupo lll), detectamos pela PCR, 01(am@%ija positiva,
cuja co-infeccdo foi cork. histolytica/dispar, com a qual ndo existe relato de existéncia de
reatividade cruzada co8 mansoni

No Grupo IV, 10 amostras de fezes de individuos que também apresentaram
ELISA nado reativo paraS. mansoni com resultados negativos na coproscopia para
esquistossomose e sem presenca de outros parasitos, detectanéos €r{L0%) amostra
positiva pela PCR. Nesse caso, por ndo ter acontecido co-infeccéotmms parasitos, nao
existe preocupacéo em relacdo a reatividade cruzada.

Diante das limitacbes da sorologia ja citadas, o teste d8AEkem sendo
proposto para ser utilizado em triagem diagnostica, no Program&odé&ole da
Esquistossomose (Noyat al,2002). A introducdo de métodos sorolégicos em estudos
epidemioldgicos, identificando locais com potencial de infeccdo, pode bzontgara a
reducdo da transmissao em areas de baixa endemicidade €3@dre003).

Nas 19 amostras de fezes de individuos que apresentaram ELLI&A, ream
presenca de ovos d&mansoniGrupo V, a PCR detectou 13 amostras positivas, enquanto
pelo método de Kato-Katz foram detectadas 06 amostras. Comparariddis aesultados
verificamos que ndo se observou a amplificagdo em 01 das amosteagsipositivas pelo
método de Kato-Katz, amostra essa proveniente de individuo que exgetms 8 OPG.
Mesmo tendo realizado o método de Kato-Katz com leitura deamr@sds, ao invés de uma
lamina, o que é preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude, no Programa de Controle da
Esquistossomose, a técnica molecular de PCR detectou 08 amosti@aueegativas pela
coproscopia pelo Kato-Katz.

Em estudo realizado por Oliveied al,2010, com amostras de fezes provenientes
de individuos da area de baixa endemicidade de Sumidoro-Rio de Janeit6, atasstras
gue compuseram o grupo de individuos com carga parasitaria menor que porog@ma
de fezes (OPG), foi possivel detectar pela técnica de PCRop acoasmo par de iniciadores
por nos utilizado, 09 amostras positivas, 0 que representa 56%. Ja no nodspdzst 19

amostras analisadas, detectamos 13 positivas pela PCR, equivalente a 68,4%.
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Como j& relatado, em areas onde os esfor¢os para o controle ddossquiose
levaram a reducdo da carga parasitaria dos individuos, os métodowldgiass classicos
ndo demonstram sensibilidade suficiente para o diagnostico da ddengeet al, 2002).
Isso torna necesséario, desenvolvimento de novas técnicas para titagnda
esquistossomose, que visem superar esta limitacdet(lin 2008). Sistemas mais sensiveis
de deteccdo de ovos sdo desejaveis como método de diagnostico definitivoo£ovos de
S. mansonisdo grandes e tem forma peculiar, com espiculo lateral, s@dmeiate
reconhecidos quando visualizados ao microscopio, o que garante um diagrefatitioad
com poucas possibilidades de resultados falso-negativos.

O aumento da quantidade de fezes ou do niumero de amostra ou do nimero de
laminas lidas, bem como o uso de métodos de concentracdes feessaiiidos, foram
testados a fim de melhorar a sensibilidade do diagnésticotpiyggio, mas nenhuma destas
abordagens tem sido suficientemente convincente para justifisae a&extensa utilizagao
(Eberlet al, 2002).

Neste contexto, o método do Gradiente Salinico e o Helrflinfaxem parte
dessas novas técnicas alternativas para o diagnodstico da esquistossomosealiaeatas em
outra etapa da pesquisa do qual esse estudo faz parte e taslosssgrdo por nés analisados,
em compara¢do com a técnica molecular de PCR.

Ao analisarmos os resultados obtidos pelo método do Gradiente Salisit@ na
amostras de fezes analisadas do Grupo V, encontramos 09 (52,9%) indpdsitioss para
0 S. mansoniNessa amostragem a técnica de PCR detectou 11 amostras $46#iv&o).
Comparando os dois resultados verificamos que ndo se observou a arépliéicag2 (1,2%)
das amostras de fezes positivas pelo Gradiente Salinico, proverdentaedividuos que
excretaram 02 OPG, ambas. Ja 04 (2,4%) amostras foram positR@Rnanas o método do
Gradiente Salinico ndo as detectou. Dessas, 02 foram negativas tpelbédfato-Katz, e as
02 outras foram positivas, com carga parasitaria de apenas 08 @B&s. Diante disso,
verificamos que a técnica de PCR se mostrou mais sensivel cp@ascopia tanto pelo
Gradiente Salinico, quanto pelo Kato-Katz, valendo ressaltar que fad@ena deteccao de
algumas amostras, em ambos os métodos.

O método do Gradiente Salinico estd em fase de aperfeicoamento;neonf
recomendagfes da WHO (2006), para ser utilizado como ferramendaéagiestico da
esquistossomose. Pesquisas de campo adicionais estdo em andamesala@pas®u uso em

estudos populacionais. Um das suas vantagens é capacidade de arnrdeetagiiezes em
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formol a 10%, por pelo menos 60 dias antes das andlises, facilitaedlizacdo de grandes
levantamentos epidemiolégicos (Coettal, 2009).

Um aspecto importante € que ao compararmos 0 humero de lamieasanes
para ler-se todo o sedimento produzido pelo Gradiente Salinico, o diral 500mg de
fezes, com o numero de laminas necessérias para a leiturarsessaa quantidade de fezes
através do método de Kato-Katz. Enquanto pelo Kato-Katz, necesditdeitira, em média,
de 07 laminas, pelo Gradiente Salinico, sdo 12 laminas (Pinheiro,2010), aurgeata o
tempo de execucédo desta técnica.

Quanto ao método do Helminféxproposto por Teixeirat al,2007, visando a
identificacdo de ovos d&. mansoniem 30 gramas de fezes processadas através de uma
sequéncia de sedimentacdes espontdneas e tamisacles, paraliday ©8govos serem
isolados através da interacdo com esferas paramagnétidgasaézados ao microscopio,
realizou-se um estudo utilizando amostras semeadas em laboratdravas recuperados de
camundongos infectados PBr mansonie mostrou-se que a sensibilidade desta técnica foi de
100% quando a carga parasitaria era de 1,3 OPG, decaindo para 2Zsiliédade quando
era de 0,1 OPG (Teixeist al, 2007).

Ao analisarmos os resultados obtidos pelo método do Helfiingesx13 amostras
de fezes do Grupo V analisadas, encontramos 10 (76,9%) individuos positivas $ara
mansoniNessa amostragem, a técnica de PCR detectou 08 amostras (61,5%). Comparando 0s
dois resultados verificamos que nédo se observou a amplificac@3(2610%) das amostras
de fezes positivas pelo Helminfex provenientes de individuos que excretaram menos que
0,4 OPG, sendo essas detectadas apenas pelo HefmiiieXl amostra (7,6%) foi positiva
na PCR, mas o método do Helmirterdo a detectou. Essa amostra néo foi detectada pelo
método do Kato-Katz, mas apresentou carga parasitaria de 10 QP@gbetlo do Gradiente
Salinico. Mais uma vez observamos que aconteceu falha na deteejgiondags amostras em
todos os métodos realizados.

E importante ressaltar que no estudo realizado por Pinheiro, 2010, onde se
realizou a comparacéo de trés métodos coproscopicos para diagdaséisquistossomose,
em area de baixa endemicidade, a maior prevaléncia encontramaifia pelo método do
HelminteX’ , sendo de 47,1%, visto que o resultado do método de Kato-Katz foi de 8,75% e
o do Gradiente Salinico foi 18%. Este foi o primeiro estudo relmlizam o método de
Helmintex em inquérito epidemioldgico.

A exigéncia de uma grande quantidade de fezes para realiza¢éeinimtex’,

torna-se um fator limitante dessa técnica, devido ao fato de queoaia dos individuos,
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mesmo que avisados da necessidade de coletar uma grande quantidatkridendo o faz.

E também por causa dessa grande quantidade de fezes, necaelsitarses lavagens, para a
obtencdo de um sobrenadante limpido, 0 que aumenta o tempo despendido piaega@orea
da técnica, tornando-a demorada (Pinheiro, 2010). Este € um método ahetaisszamente

caro e exige equipamentos especificos, porém a reducdo do volumeetdiezes e a
concentracdo final de ovos no sedimento, devido a utilizacdo de epfreamagnéticas
(Gundersoret al, 1992), parece ser fundamental para o sucesso do método do Hélmintex
(Teixeiraet al, 2007).

Além das técnicas coproscopicas mais recentes, a deteccaeqdénsas
especificas de DNA pela PCR tem se mostrado extremamdiagavpara o diagnostico de
uma variedade de agentes patogénicos das doencas infecciemlast @l,1996, Lucenaet
al., 1998, Schindleet al, 2001, Rodriguest al, 2002). No entanto, a deteccdo de DNA de
S.mansonié rara, apesar de existir recomendacdo Organizacdo MundiShate que
pesquisas sobre novas estratégias e ferramentas para atmteshguistossomose seja um dos
principais focos (WHO, 2004).

A especificidade deste teste foi demonstrada pela auséncimplificacdo de
DNA, quando teste foram realizados em amostras de individuos corstesspinose e co-
infeccdo com outros helmintos como: ancilostomideolumbricoides Taenia soliume T.
trichiuria (Ponteset al,2003).

A determinacao da infeccéo através da deteccdo de DINA mk@nsonnas fezes
de individuos soropositivos representa uma nova forma de confirmar dadesude 1gG-
ELISA para esquistossomose. Portanto, os estudos neste sentido deestimsdados e
ampliados (Oliveiraet al,2010). Para um andlise mais abrangente, as 56 amostras analisadas
pela PCR podem ser separadas em relacéo a reatividade atetB$tiSA, em dois grupos:
Amostras ELISA néo reativo (17 amostras) e Amostras ELISA reativo (39ras)ost

Dentre as 17 amostras desse primeiro grupo, a PCR detectou dudasasamos
positivas, 0 que sugere uma maior sensibilidade da técnica naleourelacdo a soroldgica,
sendo importante observar a possibilidade de contaminacdo das amostaasacao, o que
€ possivel acontecer mesmo que o experimento tenha sido realizddplieata e com todas
as condi¢cbes devidamente controladas, uma vez que inclusive métodos, ftsimo a
separacao de salas para cada etapa e materiais egpacgera essas salas, o uso de jalecos
descartaveis, luvas de latex, limpeza das bancadas e pipetadcoom70% e camara de
fluxo laminar com luz ultra violeta, foram utilizados durante o psamepara minimizar a

possibilidade de contaminacéo. Nesses casos sugeri-se a eateagsdmostras de fezes dos
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individuos para busca exaustiva da visualizacdo do ovo pelas técnicascopmas de
rotina.

Dentre as 39 amostras de fezes do segundo grupo, 19 foram posigavBECPe
Dessa forma pela técnica molecular podemos comprovar a presahda DNA do parasito
nessas amostras, indicando-se infeccdo ativa em 48,7% das ansustypssitivas.
Sugerindo-se que aproximadamente metade das amostras reatvB&If& se enquadram
em dois casos: 14 amostras devem se tratar de reatividaddaur infeccdo passada e 06
amostras ndo foram detectadas pela PCR por falta de sdasibilda técnica, pois sao
comprovadamente positivas, uma vez que a coproscopia por um ou maigtddesnfoi
positiva.

Nesses casos, 0 que pode ter acontecido € que a aliquota de ifezzea ut
poderia ndo conter a minima quantidade necesséria de ovo do parasdbtpacdo de DNA
na etapa de extragdo, uma vez que sao amostras provenientes de indi@tezss de baixa
endemicidade, ou seja, com pequena carga parasitaria e tad#wiho a variacdo na
producdo de ovos e consequente distribuicdo desigual desses nas fpre® minimizado
com homogeneizacdo das mesmas, entretanto nada impede de que auligaodi para
coproscopia leve os poucos ovos existentes.

De acordo com a literatura, a PCR pode detectar DNA em asolgtriezes de
individuos com eliminacéo de até 2,4 OPG (Hambuegexl, 1991). Das 06 amostras que
nao foram detectadas pela PCR, apenas 01 foi positiva pelo Katoaldeesentando 8 OPG,
02 foram positivas no Gradiente Salinico, com 2 OPG e as outrasad3 possitivas apenas
no HelminteX, com 0,10; 0,20; 0,30 OPG. O material dessas amostras foi tambéntidabme
ao teste de inibidores com a finalidade de verificar possivel d@big PCR, ja que um
exame negativo nem sempre indica auséncia do DN& deansonipode indicar a presenca
de inibidores da PCR, fato que ocorreu com duas das seis amostragasegge nao
amplificaram mesmo apods o “spiking”.

Nas 19 amostras que compuseram o Grupo V, a prevalénSiantensoniobtida
pela técnica de Kato-Katz, com a leitura de trés laminadef8il,6%. Enquanto a prevaléncia
observada pela técnica de PCR foi 68,4%, ou seja, maior que o dobro vdEnmia
determinada, pela técnica de Kato-Katz . Esse dados diferem ddssqgidr Pontegt al,
2003, em estudo realizado na localidade de Comercinho-Minas Gerais, ondeaabtima
menor diferenca entre as prevaléncias da coproscopia com a wemcR, sendo de 30,9%
pela coproscopia para 38.1%, pela PCR, ou seja, a PCR foi 0,8 vezésr sigser deve-se

possivelmente a utilizacdo de 03 amostras de fezes na andalise coproscopieatddss
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Quando comparamos as amostras do Grupo V, em relagdo aos resbtatis
pelo Gradiente Salinico e pelo método do Helmifiteocom aqueles obtidos pela PCR,
verificamos que a proporcdo de deteccbes pelo Gradiente Salmiadde 52,9%, pelo
HelmintexX’ de 76,9% , enquanto que pela PCR foi de 68,4%. Assim, a proporcdo de
deteccOes pela técnica de PCR foi 1,3 vezes maior do que a pdierB Salinico, ou seja,
mais efetivo na deteccdo de casos na localidade em estudo. E Jezésilmenor do que a
deteccéo pelo Helmint& Porém, como ja descrito, houve amostras que ov&s d@nsoni
foram detectados por apenas um desses métodos, sugerindo a impaidanesizacao
conjunta dos mesmos.

A técnica de PCR possui alta sensibilidade e especificidadeapdeteccédo de
DNA de Schistosomasp, mas sua utilizacdo em levantamentos epidemioldgicos tem sido
limitada, devido a extracdo de DNA e a posterior amplificagdi® PCR terem sido, por um
bom tempo, considerados trabalhosos e caros. No entanto, avangos nos praosdiia
isolamento de DNA e na técnica de PCR, tem tornado essa umatalteviavel em relacéo
aos métodos de diagndstico baseados em analises microscopicas (&tealye&ip04).

A analise de 67 amostras de fezes, provenientes de individuos de Glenim
Cima-Minas Gerais, uma area endémica para esquistossomode,restizado por Gomet
al.,2009, confirmou que alteragbes no método de extracdo de DNA, incluindias@ti de
um kit comercial disponivel, QIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen GmbH
Hilden,Alemanha), e a inclusdo de medidas adicionais de controle deagealicomo:
separacao de salas e materiais e 0 uso de camara de flixarleom luz UV, aumentam a
sensibilidade da técnica de PCR. A proporcado de positividade observatiecpiela de PCR
(61,2%) foi maior do que a verificada com o exame de seis |arpéeia técnica de Kato-Katz
(41,8%).

No nosso estudo, a comparacdo da sensibilidade do processo de extracao,
realizada em 17 das amostras testadas pela PCR, mostrouaionaensibilidade da técnica
de extracdo de DNA pelo método comercial do Kit Fast DNA, quamshoparada ao
protocolo de Santost al,2007. Como mostrado em estudo realizado por €alal,1998, a
sensibilidade da deteccdo de DNA de parasitos, em amostrazese depende muito do
método utilizado para a extracdo de DNA. Um procedimento efigianéeextracdo de DNA
de fezes deve libertar o0 DNA do parasito a partir de esporos, ovesstos; impedir a
absorcéo de DNA constituintes das fezes e remover os inibidores da PCR.

De acordo com estudo de Rinddral,1998, cada método de extracdo apresenta

vantagens e desvantagens em termos de tempo consumido no processanantsidas, o
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uso de substancias tdxicas e produtos quimicos, e a pureza final dovBINAessaltar que,
uma complicacdo adicional para todos os procedimentos para extraD&Adde fezes é a
nao uniformidade inerente das amostras de fezes, que podem variar emuitgua
composicao, dependendo da dieta, do estado de saude, e da flora inlegia@énte (Silva
et al,1999).

Apesar dos precos de equipamentos e reagentes serem cat@s/araentes, 0
custo da PCR e a necessidade de equipamentos sofisticados, sao dentadinhd uso
de rotina dessa técnica em laboratorios (Netyal.,2002). Porém, a PCR nao se destina a um
diagnéstico de rotina, nos paises endémicos Pahistosomap. De acordo, com estudo
realizado por ten Hovet al,2008, o0 que se sugere sobre a PCR para diagnéstico da
esquistossomose, é que essa técnica deve ser utilizada como un@sgddaamenta

alternativa ou complementar de diagndstico para os centros de pesquisa desses pais
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que:

1. Os resultados do método de ELISA podem ser confirmados, pararasseg
infeccdo ativa porS. mansonipela realizacdo de técnicas coproscopicas que permitem
visualizacdo direta do ovo, e/ou pela realizagdo da técnica dp&@Reteccdo de DNA do

parasito.

2. A técnica de PCR para deteccdo de ovoSdafestosoma mansoam fezes se
mostrou mais sensivel que a abordagem parasitolégica convenciooahgiédo de Kato-

Katz, mesmo esse tendo sido realizado com a leitura de trés laminas.

3. E indispensavel a associacdo dos varios métodos de diagndstico disponivei
com intuito de detectar a prevaléncia real da doenca. Sendo imporasaltar que nenhum
dos métodos realizados apresentou 100% de sensibilidade, tendo sido observado que
método do Helminték mostrou-se o mais eficaz na deteccdo de portadores da

eSQUiStOSSOTT]OSG.

4. A PCR constitui mais uma ferramenta de diagndstico impopanéemelhorar
a sensibilidade na deteccdo da esquistossomose mansoni, principalmeiridivéduos
provenientes de areas de baixa endemicidade, sendo importante observpragge o
objetivo é o controle da doenga custo da técnica molecular é compativel aos beneficios
obtidos.
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APENDICE |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Marta Cristhiany Cunha Pinheiro e Teiliane Rodrigues Carrainogs do curso de
mestrado em Patologia da Faculdade de Medicina da Universitietleral do Ceard, estamos
realizando uma Pesquisa cujo nome €: “ Avaliacdo da Sensibiligall#todos para Diagnostico da
Esquistossomose Mansoénica em Area de Baixa Endemicidade do Het€eara”. Faremos exames
de fezes, de sangue e de urina na populacdo da area em estuétodd de exame de fezes
recomendado pelo Ministério da Saude para diagndstico da esquistees@tato-Katz) pode vir a
ndo detectar ou detectar poucos ovos nas fezes, devido a bgxaeaermes nas pessoas residentes
nessa area, devido a isso serdo realizados os outros métod@sm#s @as amostras de fezes para
verificar qual sera o mais adequado a este tipo de populacdom® dedezes sera feito por amostras
coletadas em frascos que distribuirei a populacéo e serdonextm®ino laboratorio de Parasitologia
da UFC. Apos a realizacdo dos exames com as fezes, o megedialescartado em sacos plasticos e
estes levados para serem destruidos com o lixo do Hospital &itdiierWalter Cantidio. O exame de
sangue serd feito através da coleta de 5 mL do sangueicedt) Basica de Saude que atende esta
comunidade. Neste mesmo local sera separado o soro erderekicsangue serd descartado com as
agulhas e as seringas para ser destruidos com o lixo do Hb&pitaipal de Maranguape. Para a
realizagdo da coleta de sangue é necessario dar uma pequédaacpivauma agulha descartavel no
braco, usando uma para cada pessoa. Isto causa um pouquinho de dssapdelpgo e podera ou
ndo causar um hematoma no local da picada, a depender de cada indivadameOde urina seré
realizado na casa do proprio morador, onde sera entregue regpie estéril e apos a coleta do
referido material 0 mesmo seré testado imediatamente e zidpneo lixo do proprio local. Trata-se
de um estudo comparativo que proporciona beneficio direto para vocédep@sordo com o0s
resultados obtidos terd um maior controle da doenga nessa eggjéi@o problemas maiores para a
populagdo. Os pacientes que forem diagndésticados nos examesde fezsorologia serdo avisados
pessoalmente e orientados a receber o tratamento especifi@Esquistossomose pela Secretaria de
Saude do municipio de Maranguape. Cada paciente recebera a dosagedicdgdo adequada de
acordo com seu peso e idade.

Vocé podera ter todas as informacdes que quiser e poderartiéipgrada pesquisa ou retirar
seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu aténdiBeu home nao aparecera
em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um namero.

Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo recebera qualgueemattinheiro, mas tera a
garantia de que todas as despesas necessarias para gamalizapesquisa ndo serdo de sua
responsabilidade.

Firmo um compromisso de utilizar os dados e o material coletado somenesaapesquisa.

Em qualquer etapa de estudo, vocé ter4d acesso aos profisses@issaveis pela



pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A prinoysdtigadora é a Dra. Marta
Cristhiany Cunha Pinheiro, que pode ser encontrada na Rua Capitésé¢odPedro 1210, Rodolfo
Tedfilo, ou pelo Telefone (085) 9673.7290 e tendo como orientador do poojEtofessor Dr.
Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra que pode ser encontfdda @apitdo Francisco Pedro
1210, Rodolfo Tedfilo ou pelo Telefone (085)3366-8265. Se vocé tivemalgronsideracdo ou
davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Contiteealem Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Ceard, na Rua Coronel Nunes de Melo 112foRabfilo que pode ser
encontrado pelo Telefone (085)3366-8338.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentirhém® e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para participar deste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo
Data: ............ Lo Loviiiiinn

Fui suficientemente esclarecido a respeito do que li ou do que foi lido parabmgrsestudo
acima. Ficaram claros quais séo os propositos do estudo, os pextedira serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidddesclarecimentos permanentes. Ficou claro
também, que minha participacdo é isenta de despesas e que tentia daracesso ao tratamento
guando necessario. Concordo voluntariamente em participar dast® estpoderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sddagesalu prejuizo ou perda

de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Assinatura do sujeito da pesquisa/responséavel legal
Data: ............ Loiiiann. [oiiinan.

Assinatura da testemunha*
Data: ........... [oiiin. T

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



