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RESUMO

A esquistossomose € uma doencga tropical negligenciada que atinge cerca de 230
milhdes de pessoas no mundo e no Brasil estima-se que cerca de 25 milhdes de
pessoas residam em regides de risco para a doenga. O estado de Sergipe apresenta
uma das maiores prevaléncias do pais, onde a esquistossomose € endémica em 51
dos 75 municipios. A ultima intervencao realizada na localidade de Siebra foi em
2008, e mostrou uma prevaléncia de 37,9%, segundo dados da SES-SE. A detecgéo
de antigenos circulantes do Schistosoma mansoni vem se tornando uma ferramenta
alternativa de diagndstico nas infecgbes ativas. Acredita-se que os niveis desses
antigenos estao relacionados com a carga parasitaria e a intensidade da infecgéo. O
objetivo do estudo foi avaliar o desempenho do POC-CCA em uma area de alta
endemicidade no Nordeste Brasileiro, comparativamente as técnicas de Kato-Katz e
ELISA, além de verificar a correlagdo entre intensidade da reagao
imunocromatografica do teste, com a carga parasitaria em ovos por grama de fezes
(OPG). Foram calculadas, por meio da técnica de Kato-Katz e do teste POC-CCA,
as prevaléncias, a sensibilidade, especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor
Preditivo Negativo (VPN), acuracia, coeficiente de Kappa e correlagédo de Spearman
utilizando intervalos de confianga de 95%. Para as analises comparativas foram
utilizadas 06 laminas de Kato-Katz como padrao de referéncia. Em alguns resultados
discordantes entre os testes avaliados, foi utilizada uma etapa de filtracdo da urina
no teste POC-CCA na tentativa de melhorar sua acuracia. Foi avaliada a correlagao
entre a intensidade da reagdo no POC-CCA com o numero de ovos por grama de
fezes (OPG), calculado por meio da técnica de Kato-Katz. A prevaléncia da
esquistossomose com a técnica de ELISA foi 58,86%, com o Kato-Katz foi de
48,82%, e as taxas de positividade pelo POC-CCA trago positivo (t+) e trago
negativo (t-), foram 66,14% e 45,24%, respectivamente. O teste POC-CCA (t+)
apresentou sensibilidade de 88,31%, especificidade de 51,85%, Valor Preditivo
Positivo (VPP) de 63,55%, e Valor Preditivo Negativo (VPN) de 82,35%, com
acuracia de 69,62%, considerando o método Kato-Katz como padrao de referéncia,
e de acordo com o indice Kappa a concordancia entre ambos os testes foi fraca. O
teste POC-CCA (t-) apresentou sensibilidade de 76,62%, especificidade de 83,65%,
VPP de 81,94%, VPN de 79,07%, e a acuracia aumentou para 80,38%,
considerando o método Kato-Katz como referéncia, e de acordo com o indice Kappa
a concordancia entre ambos os testes foi moderada. Analisando a correlagao entre
carga parasitaria (em OPG) com a semi-quantificacdo da intensidade da reacgao
imunocromatografica, verificamos que a concordancia entre os resultados foi de
55%, com indice Kappa de 0,30, sendo classificada como fraca, enquanto na
correlagdo de Spearman (r=0,54) foi considerada moderada. O POC-CCA
apresentou bom desempenho diagndstico em individuos com OPG médio e alto
apresentando concordancia razoavel na correlacdo entre a escala POC-CCA
semiquantitativa e o OPG destes individuos, mas houve um elevado numero de
falsos negativos em infecgdes leves. Foi verificado que o POC-CCA-FLT melhora a



precisdo diagnodstica em relagdo ao POC-CCA convencional. O ELISA apresentou
concordancia de 100% em individuos com OPG alto e moderado, mas apenas
82,3% de sensibilidade em individuos com baixa carga parasitaria.

Palavras-chave: Alta endemicidade, antigenos, imunocromatografia, diagndstico,

Kato-Katz, POC-CCA, esquistossomose, Schistosoma mansoni.



ABSTRACT
Schistosomiasis is a neglected tropical disease that affects about 230 million people
worldwide and in Brazil it is estimated that about 25 million people live in regions at
risk for a disease. The state of Sergipe has one of the highest prevalences in the
country, where schistosomiasis is endemic in 51 of the 75 municipalities. The last
intervention carried out in the locality of Siebra was in 2008, and showed a
prevalence of 37.9%, according to data from SES-SE. The detection of circulating
antigens from Schistosoma mansoni has become an alternative diagnostic tool in
active infections. The levels of these antigens are believed to be related to the
parasitic burden and the intensity of the infection. The objective of the study was to
evaluate the performance of the POC-CCA in a highly endemic area in Northeast
Brazil, comparing the Kat-Katz and ELISA techniques, in addition to verifying the
correlation between the measurements of the test's immunochromatographic
reaction, with parasitic load in OPG. The prevalence, sensitivity, specificity, Positive
Predictive Value (VPP), Negative Predictive Value (VPN), Accuracy, Kappa
Coefficient and Spearman correlation were calculated using the Kato-Katz technique
and POC-CCA test. 95% confidence. For comparative analyzes, 06 Kato-Katz slides
were used as a reference standard. In some conflicting results between tests tested,
a urine filtering step without a POC-CCA test was used in an attempt to improve its
accuracy. The correlation between the intensity of the reaction in the POC-CCA and
the number of eggs per gram of feces (OPG) was evaluated, calculated using the
Kato-Katz technique. The prevalence of schistosomiasis with the ELISA technique
was 58.86%, while Kato-Katz was 48.82%, and the rates of positivity by POC-CCA
were positive (t +) and negative (t-). 66.14% and 45.24%, respectively. The POC-
CCA (t +) test showed sensitivity of 88.31%, specificity of 51.85%, positive predictive
value (PPV) of 63.55% and negative predictive value (NPV) of 82.35%, with accuracy
69.62%, considering the Kato-Katz method as the reference standard, and the
agreement with the Kappa index and the agreement between both tests was weak.
The POC-CCA (t-) test showed sensitivity of 76.62%, specificity of 83.65%, PPV of
81.94%, VPN of 79.07%, and precision of 80.38%, considering the Kato method -
Katz, as a reference, and according to the Kappa index, agreement between both
tests was moderate. Analyzing a correlation between parasitic load (in OPG) with a
semi-quantification of the intensity of the immunochromatographic reaction, we found

that the agreement between the results was 55%, with the Kappa index of 0.30,



being considered as weak, as a correlation of Spearman (r = 0.54) was considered
moderate. The POC-CCA showed a good performance in the diagnosis with medium
and high EPG, presenting a reasonable correlation between a semi-quantitative
POC-CCA scale and the EPG, individually, but with a high number of false physical
effects in the phases. CCA-FLT improves diagnostic accuracy over conventional
POC-CCA. The ELISA showed 100% agreement on high and moderate EPG, but

only 82.3% sensitivity at low parasitic load.

Key words: High endemicity, antigens, immunochromatography, diagnosis, Kato-

Katz, POC-CCA, schistosomiasis, Schistosoma mansoni.
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1 INTRODUGAO

1.1. Histoérico

A esquistossomose (CID 10-B65) € uma doencga parasitaria crénica, que
se estabeleceu no Brasil, durante o periodo colonial, onde escravos parasitados
eram trazidos da Africa para trabalhar nas lavouras (KATZ, 1992; MORGAN et al.,
2001). Esta presente na espécie humana desde os primérdios da civilizagdo, onde
ovos e antigenos circulantes de Schistosoma foram encontrados em mumias
egipcias de 3.500 a.C (DEELDER et al., 1990; COURA; AMARAL, 2004).

O primeiro relato da doenga no Brasil foi descrito no estado da Bahia
entre os anos de 1907 e 1908, por Piraja da Silva, que relatou a morfologia dos
vermes adultos. Inicialmente Piraja o denominou de Schistosoma americanum.
Porém Sambon ja havia feito sua descricdo de Schistosomum mansoni (KATZ;
ALMEIDA, 2003).

Os agentes etiologicos das esquistossomoses sao vermes trematddeos
digenéticos, que pertencem ao género Schistosoma, existem varias espécies
pertencentes a esse género ao redor do mundo. O Schistosoma mansoni €&
encontrado em 54 paises, distribuidos na Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil,
Suriname e Venezuela. O S. intercalatum esta presente nas florestas tropicais da
Africa Central. S. japonicum é considerado endémico na Indonésia, China e Filipinas.
S. mekongi é encontrado em varios distritos do Camboja e da Republica

Democratica Popular do Laos (WICHMANN et al., 2009; WHO, 2019).
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1.2 Epidemiologia

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a esquistossomose
mansoni afeta aproximadamente 240 milhdes de pessoas em todo o mundo, das
quais, 7 milhdes desses infectados encontram-se na América Latina e o Brasil
representa 95% destes. Estima-se que existe pelo menos 700 milhées de pessoas
em risco de contrair a infecgdo, principalmente nos continentes Africano, Asiatico e
na América Latina, sendo o continente Africano o mais afetado pela doenga (TOOR
et al., 2018; COSTA et al., 2017).

Diante de todos os agravos a saude, as doengas parasitarias sao as que
mais apresentam comportamento epidemioldgico relacionados a existéncia de
elementos do ambiente. Em areas onde ocorrem modificacbes ambientais, tais como
construcéo de agudes, sistemas de irrigagao, praticas agricolas, forma de eliminagao
dos dejetos, dentre outros, sdo mais propensos a alteragdes nos padroes de
transmissao da esquistossomose contribuindo assim para a formacdo de quadros
endémicos (SILVA, 2018).

No Brasil, estima-se que cerca de 25 milhdes de pessoas residem em
regides consideradas de risco para a esquistossomose mansoni. De acordo com o
ultimo Inquérito Nacional de Prevaléncia de Esquistossomose e Geo-helmintoses
(INPEG) a esquistossomose esta presente em 14 estados da federacdo e o Distrito
Federal (FIGURA 1). Os resultados mostraram que as regides com 0s maiores
indices de positividade foram o Nordeste com 1,27% e o Sudeste com 2,35%. Na
regidao Centro-Oeste, a positividade foi de 0,02%, no Norte de 0,01% e no Sul,
nenhum caso foi diagnosticado. Os principais estados endémicos do pais sao

Sergipe, Minas Gerais, Alagoas, Bahia, e Pernambuco. Enquanto os estados do
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Ceara, Distrito Federal, Maranhdo, Para, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sao

Paulo foram considerados areas de transmissodes focais (KATZ, 2018).

Figura 1 - Distribuigdo da esquistossomose no Brasil,
segundo percentual de positividade, de acordo com o
INPEG realizado em 2015.
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Fonte: Katz (2018).

O estado de Sergipe apresenta uma das maiores prevaléncias do pais.
Quando comparamos os dados dos inquéritos realizados anteriormente, isto € o de
Pellon & Teixeira (1949), o do Programa Especial de Controle da Esquistossomose
PECE (1977 a 1981) e o Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose e
Geo-helmintoses INPEG (2010 a 2015), Sergipe esta sempre em destaque por ser o
estado com maior prevaléncia. No entanto esses dados nos mostram também uma
queda significativa de positividade nos 11 estados considerados endémicos nas
regides Sudeste e Nordeste, observa-se uma queda de 10,9% (1949), para 9,24%

(1977 e 1981), e atualmente 1,79% (2010 a 2015) (KATZ, 2018). Apesar de Sergipe
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ter elevada prevaléncia da doencga, fatores socioecondmicos e ambientais favoraveis
a manutencao da infecgdo por S. mansoni, existe uma caréncia de dados atuais na

literatura sobre a situagao epidemiolégica da doenga no estado.

1.3 A situacao da esquistossomose em Sergipe

Em Sergipe, a esquistossomose é endémica em 51 dos 75 municipios. A
doencga ocorre principalmente em municipios localizados préximos a Zona da Mata e
ao Litoral. Apesar de nos ultimos anos as prevaléncias se manterem estabilizadas,
sdo observadas crescentes taxas de infeccdo humana com perfil epidemiolégico de
prevaléncias crénicas em localidades com indices de até 50% de positividade na
regido rural e, casos recentes de infecgcdo aguda em areas periféricas de centros
urbanos (SERGIPE, 2017). Sergipe mostra-se altamente favoravel a disseminagao
da esquistossomose, devido a extensa distribuicdo geografica dos hospedeiros
intermediarios, associado aos baixos indicadores socioeconOmicos das areas
endémicas e as condicbes eco epidemioldgicas que confere a esquistossomose
carater expansivo, até mesmo para as areas nao endémicas (SILVA,2018).

Estudo realizado no estado, analisando dados de 2005 a 2014 do Sistema
Informatizado do Programa de Controle da Esquistossomose (SISPCE), mostrou
taxa média de positividade de 8,7%, sendo superior a média nacional no mesmo
periodo (5,9%). A distribuicdo geografica das regides endémicas para
esquistossomose atingiu aproximadamente 68% dos municipios do estado (FIGURA
2). A proporgao de municipios com prevaléncia acima de 20% foi significativamente
maior na zona leste do Estado de Sergipe do que no Agreste. Dos municipios
endémicos, 38% apresentaram uma prevaléncia acima de 20%, 46% apresentaram
prevaléncia média de 5 a 20%, e a menor prevaléncia foi observada em 16 %

(abaixo de 5%). Alguns municipios ficaram de fora do estudo por falta de
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informagdes. Os municipios estudados com maior indice de positividade foram:
Santa Rosa de Lima (34,6%), Séo Cristovao (32,2%) e llha das Flores (29,2%)
(SANTOS, 2016).

No INPEG, as cidades que apresentaram os maiores indices de
positividade foram General Maynard (34,82%), Santo Amaro das Brotas (16,9%) e
Capela (15,42%). Vale ressaltar que o municipio de General Maynard, apesar do
resultado no INPEG, e de estar localizado em uma éarea de alta prevaléncia de
esquistossomose, nao apresentou casos notificados no SISPCE (KATZ, 2018;
SANTOS 2016).

A cidade de Maruim n&o foi trabalhada no INPEG, no entanto devido a
localizag&o, entre as cidades com maior prevaléncia para a esquistossomose, viu-se
a necessidade de ser estudada, ja que a muito tempo nao havia agdes realizadas na

localidade.

Figura 2 - Distribuicdo espacial da prevaléncia de infec¢ao por Schistosoma mansoni
no estado de Sergipe, Brasil, de 2005 a 2014.
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Fonte: Santos (2016).

Legenda — (A) Distribuicdo espacial da prevaléncia de infec¢do por S. mansoni no estado de Sergipe,
Brasil, 2005-2014. (B) Mapa da anélise de Kernel sobre a densidade populacional da infecgédo por S.
mansoni, Sergipe, Brasil, 2005-2014.
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1.4 Diagnéstico da esquistossomose

Atualmente, as possibilidades diagndsticas envolvem  distintas
metodologias, como técnicas parasitoldgicas, imunologicas e moleculares. Podendo
ainda ser divididos em duas categorias: métodos de deteccéo direta - detectam o
parasito ou suas partes, como ovos, antigenos, moléculas ou fragmentos destas; e
meétodos de deteccédo indireta - identificam evidéncias indiretas da infecgédo pelo S.
mansoni, pela demonstragao de reatividade celular a antigenos do parasito ou pela
deteccao dos anticorpos especificos no soro do hospedeiro. Outra divisao classifica
os métodos como qualitativos ou quantitativos (Quadro 1). Os métodos qualitativos
sdo os mais faceis e rapidos de serem realizados, porém ndo geram projecdes sobre
a carga parasitaria de uma infecgao, informando somente a existéncia ou nédo da
infeccdo. Os métodos quantitativos sdo usados para calcular a carga parasitaria e/ou
mostrar a resposta imunologica de um individuo ou grupo populacional, assim
permitindo o estabelecimento de indicadores epidemiolégicos em programas de

controle (RABELLO et al., 2008).

Quadro 1 - Exames parasitolégicos para diagnéstico da esquistossomose

mansoni.
METODOS QUALITATIVOS METODOS QUANTITATIVOS
Método de sedimentagéo espontanea (HPJ) Método de Kato- Katz
Método de flutuagao Método de eclosédo de miracidios
Método de Centrifugagcéo em éter sulfarico Gradiente salinico
Método centrifugo-sedimentagédo (MIFC) Helmintex
Reacao periovular

Fonte: Elaborada pelo autor.
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1.4.1 Kato-Katz

O método Kato-Katz (KK) foi desenvolvido originalmente em meados do
ano de 1950 pelos pesquisadores japoneses Kato e Miura (1954) e modificado
(1972) por Katz, Chaves e Pellegrino, simplificando assim a realizagdo do método.
Sendo a técnica internacionalmente recomendada pela OMS, e a mais utilizada em
inquéritos epidemioldgicos para diagnostico da esquistossomose intestinal
(UTZINGER et al., 2015), devido a sua facil execugao, baixo custo, possibilidade de
armazenamento das laminas por meses sem alteracdo do resultado, e a
especificidade da técnica que é préoxima de 100% (WHO, 2013). Entretanto sua
sensibilidade varia conforme a intensidade da infecgao, além disso, o numero de
amostras analisadas e numero de laminas preparadas para observacao, sao fatores
que também afetam a sensibilidade da técnica (GRAY et al, 2011).

Essa técnica permite estimar a carga parasitaria e classificar a
intensidade da infeccao, pela quantificagdo do numero de ovos por grama de fezes
(O.P. G), em baixa, moderada e alta carga parasitaria, no entanto, a sua capacidade
de detectar infeccdes leves, ou pacientes em fase pré-patente, € comprometida pelo
seu limite de deteccao relativamente baixo, principalmente em areas nao endémicas,
ou em comunidades que tenham sido submetidos a tratamentos anteriores (OKOYO
et al., 2018). Essa limitacdo pode gerar falhas no diagndstico e subestimar a
verdadeira prevaléncia, particularmente em areas de baixa endemicidade,
prejudicando a confirmagao de cura apos o tratamento e podendo manter o ciclo da
doenca, onde os individuos falsos negativos nao serdo tratados, funcionando como

fonte de perpetuagao da infecgdo (UTZINGER et al., 2015).
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1.4.2 Reacao em Cadeia de Polimerase

A deteccao de acidos nucleicos, especialmente através da amplificagao in
vitro de uma sequéncia especifica de DNA alvo, pela Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), vem sendo considerada uma valiosa ferramenta complementar
no diagnostico da esquistossomose, fornecendo relevantes contribuicbes na busca
de um diagnéstico mais confiavel (SOUSA et al.,, 2019; CARNEIRO et al.,2013;
CAVALCANTI et al., 2013; UTZINGER et al., 2011).

Recentemente uma nova abordagem de PCR em tempo real foi aplicada
a parasitologia, através da utilizagdo de um sistema de deteccao inespecifico do
corante SYBER Green, que visa detectar um pequeno fragmento de 96bp do gene,
que codifica a pequena subunidade ribossomal do RNA (SSU rRNA) do S. mansoni
(GOMES; ENK; RABELLO, 2014). Esse método possibilita de forma mais segura a
quantificacdo da carga parasitaria e avaliagdo de cura (GENTILE et al., 2011;
IBIRONKE et al., 2012), porém possui alto custo e alta complexidade quanto ao

manuseio de equipamentos (OBENG et al., 2008; KJETLAND et al., 2009).

1.4.3 Enzyme Linked Imnmunosorbent Assay - ELISA
As técnicas imunoldgicas sdo ferramentas importantes para se avaliar
individuos infectados em inquéritos epidemiolégicos, embora fornega apenas
evidéncias indiretas da presenga do parasito (CHIEFFI & KANAMURA, 1978).
Podem ser utilizados tanto na deteccédo de antigenos circulantes do parasito, como
na detecgédo de anticorpos produzidos pelo homem contra o parasito (RABELLO et
al., 2008).
O imunodiagndstico inclui ferramentas auxiliares, que podem ser usadas para

a determinacao da resposta terapéutica e da persisténcia da infecgdo. No entanto a
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deteccdo de anticorpos nao distingue entre infecgao ativa e passada, e comumente
apresenta reagbes cruzadas com outros helmintos (CAVALCANTI et al., 2013;
RABELLO et al., 2008; RABELLO, 1997; SMITHERS; DOENHOFF, 1982; MOTT;
DIXON,1982).Entre os métodos imunoldgicos propostos para o diagnéstico do S.
mansoni através da detecgao de anticorpos, validados em ensaios de campo em
grande escala, esta o Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). O método
imunoenzimatico ELISA, constitui a técnica mais comumente utilizada no diagndstico
sorologico da esquistossomose, pois além de detectar diferentes classes de
anticorpos especificos no soro do individuo, é utilizado também para a deteccao de
antigenos do parasito (GOMES; ENK; RABELLO, 2014). Uma das maiores
dificuldades em desenvolver as técnicas imunolégicas € a escolha dos antigenos
apropriados (RABELLO et al., 2008).

Os extratos brutos como o antigeno soluvel de vermes adultos (SWAP) e
o0 homogeneizado de ovos (SEA), apresentam a grande vantagem de serem
facilmente preparados, mas a utilizacdo de antigenos purificados € uma
possibilidade cada vez mais aceita. (BEZERRA et al., 2018; CARNEIRO et al., 2012)
Antigenos das formas imaturas, cercarias (CHAND; CHIODINI; DOENHOFF, 2010;
KINKEL et al., 2014) e esquistossbmulos também tém sido empregados

(CARVALHO et al., 2011; GRENFELL et al., 2013).

1.4.4 Imunocromatograficos CCA E CAA

Os ensaios imunolégicos mais promissores sao os métodos considerados
diretos, que detectam antigenos do parasito. Esses antigenos sao
excretados/secretados pelo S. mansoni na circulagdo do hospedeiro e estédo

associados aos vermes adultos, sendo presentes exclusivamente em infeccoes
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ativas, além disso, os niveis de antigenos detectados podem ser correlacionados
com a intensidade da infec¢cdo (VAN DAM et al., 2004; QUEIROZ, 2012).

Os vermes adultos do S. mansoni absorvem nutrientes, através de seu
tegumento e da ingestdo de sangue. O verme macho ingere cerca de 39.000
eritrocitos por hora (105 nL de sangue diario), enquanto que a fémea requer uma
quantidade de 9 a 10 vezes mais (880 nL de sangue diario), devido a producéao de
OVOS, COMO O verme nao possui anus, o material ndo digerido é regurgitado pela
boca (LAWRENCE, 1973; SKELLY et al., 2014).

No processo de regurgitacdo, alguns antigenos sao liberados pelos
vermes e podem ser detectadas na circulagdo de individuos infectados. Dois
antigenos que vem sendo bem descrito na literatura para o Schistosoma sao, o CAA
(Antigeno Anddico Circulante de 70 kDa), e o CCA (Antigeno Catddico Circulante de
30 kDa), sdo antigenos especificos do género proteoglicano do epitélio do intestino
esquistossomotico, ambos podem ser detectados no sangue e excretados na urina
do hospedeiro por volta de 3 semanas apds a infecgdo. Sdo assim chamados devido
aos seus padrdes migratérios bioquimicos caracteristicos em imunoeletroforese, de
pH neutro (Quadro 2) (VAN DAM, 1995, WEERAKOON et al,. 2015).

Quadro 2 - Propriedades dos antigenos circulantes produzidos por S. mansoni.

PROPRIEDADES GERAIS

Antigeno Anédico Circulante Antigeno Catédico Circulante
Conhecido por Antigeno M.

Levemente positivo em pH 8,2.

As cadeias de carboidratos consistem
em multiplos trissacarideos (unidades
Lewis X): unidades contendo fucose,
galactose e N-acetil-galactosamina.
Contém alguns epitopos que apresentam
reacdo cruzada com ovos de
Schistosoma.

Também conhecido por GASP.

Fortemente negativo em pH 8,2.

As cadeias de carboidratos sdo compostas por multiplos
dissacarideos contendo N-acetil-galactosamina e acido
glucurdnico.
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PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Resistente a 30 min de ebuli¢do, a acido tricloroacético a
7,5%, a pronase, a tripsina, a DNase, a RNase e a a-
amilase.

Destruido pelo periodato.

Resistente a 120 min de ebulicdo, a
Acido tricloroacético a 10%, a Protease e
a a-amilase.

Destruido pelo periodato.

PROPRIEDADES IMUNOGENICAS

Anticorpos especificos demonstrados 3 - 4 semanas apos
a infecgdo, niveis de IgM mais elevados que IgG.

Anticorpos especificos demonstrados 3 -
4 semanas apo6s a infecgdo, niveis de
IgM mais elevados que IgG.

PROPRIEDADES BIOLOGICAS

O antigeno especifico do género Schistosoma,
demonstrado em Schistosoma mansoni, S. haematobium,
S. japonicum, S. intercalatum, detectados no soro e / ou
urina do hospedeiro.

O antigeno especifico do género
Schistosoma, demonstrado em
Schistosoma mansoni, S. haematobium,
S. japonicum, S. intercalatum, detectado
no soro, urina ou leite do hospedeiro.

LOCALIZAGAO

No verme adulto e desenvolvimento  do
esquistossémulo:

e Principalmente em células epiteliais intestinais;

e Em corpos semelhantes ao lisossoma no lumen
intestinal, associado com leucocitos dos
hospedeiros;

e Intracelularmente no aparelho de Golgi e

vesiculas citoplasmaticas.

no

Em cercarias: esb6fago primordial, no citoplasma e no
revestimento superficial do epitélio intestinal.

Também encontrado no:
e Glomérulo renal;
e (Células de Kupffer;
e Macréfagos no baco.

No verme adulto e no desenvolvimento
do esquistossémulo:
e Principalmente em
epiteliais intestinais;
e No Ilumen intestinal em corpos
semelhantes a lisossoma;
e Intracelularmente no aparelho de
Golgi e nas vesiculas citicas;
e Tegumento masculino.

células

No ovo: resultados contraditorios.

Em cercarias: no citoplasma e
revestimento superficial do epitélio
intestinal.

Também encontrado no:
e Glomérulo renal;
e Células de Kupffer;
e Macréfagos no bago.

Adaptado: Van Lieshout, 1996; Van Dam, 1995.

O CCA apresenta uma estabilidade extrema, visto que ja foi detectado em

mumias de até 5000 anos de idade, possui um alto poder imunogénico, e sua

producdo pelo parasita tem papel importante

na protecdo da gastroderme do

intestino do esquistossomo. Como esses antigenos sédo excretados em grandes
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quantidades na circulacdo do hospedeiro, eles podem desempenhar um papel
importante na evasao do ataque do complemento.

Num esforco de melhorar as técnicas para o diagnostico de
esquistossomose em nivel de campo, Van Dam et al., (2004) desenvolveram um
ensaio de fluxo lateral para a detecgdo do CCA na urina, ja que amostras de urina
sdo menos invasivas para coleta. O formato laboratorial desse teste € um teste
rapido “Point-of-Care” em cassete que esta disponivel no mercado como (POC-CCA,;
Rapid Medical Diagnostics), sendo produzido em Pretéria na Africa do Sul.
Recentemente a empresa ECO Diagnédstica passou a comercializar esse teste no
Brasil.

A sensibilidade desse teste varia de acordo com a intensidade da
infeccdo. Em pacientes com alta carga parasitaria, a sensibilidade € de 100%. No
entanto se a carga parasitaria for baixa, essa sensibilidade pode diminuir para 70%.
A especificidade do teste em populacdes de baixa endemicidade € normalmente por
volta de 95% (Rapid Medical Diagnostics).

As vantagens em potencial para esse teste sao bastante significativas:
economia substancial no tempo de execug¢ao da técnica, tanto de coleta como no
processamento das amostras, e rapidez na leitura dos resultados, que ficam
disponiveis em 20 minutos, detecg¢ado da infec¢gdo aguda, pois somente vermes vivos
sdo capazes de liberar esse antigeno, avaliagdo da cura, além da vantagem de
trabalhar com amostras de urina, que sdo menos invasivas e mais faceis de obter
(COLLEY et al., 2013). No entanto, alguns problemas com o teste ainda
permanecem, como a ocorréncia do trago, onde surge a duvida se trata de um
resultado falso-negativo ou falso-positivo (BEZERRA et al., 2018; SIQUEIRA et al,.

2016). Estudos realizados em 5 paises dos continentes africano, asiatico e sul-
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americano, financiados pelo Consércio para Pesquisa Operacional e Avaliagdo da
Esquistossomose (SCORE), determinou a eficacia e aplicabilidade do teste em
campo, mostrando que este método é amplamente recomendado como uma
ferramenta de mapeamento para a detec¢cdo de S. mansoni em areas consideradas
endémicas. No Brasil alguns estudos foram publicados utilizando o método, porém

todos em area de baixa endemicidade (SOUSA et al., 2019).



31

2 JUSTIFICATIVA

Apesar de décadas de agbes dos programas de controle, a transmissao
da esquistossomose continua sendo um problema de saude publica no Brasil. Para
que ocorra de forma efetiva, tanto o controle como o monitoramento da doencga, é
essencial que estejam disponiveis no mercado métodos diagndsticos cada vez mais
acurados (SAVIOLI et al., 1997; WHO, 2014). Uma opgao bastante promissora que
vem sendo utilizada, em campo, € o teste rapido POC-CCA (Rapid Medical
Diagnostics).

Estudos realizados em diversos paises tém indicado que o teste
imunocromatografico além de apresentar uma maior sensibilidade, levando a
melhores resultados em relagéo a técnica de Kato-Katz, na avaliagdo da prevaléncia
de infecgdo por S. mansoni (BARENBOLD et al., 2018), tem mostrado uma
correlagao positiva entre a intensidade de reagao da linha teste do POC-CCA, com a
contagem de OPG (COULIBALY et al., 2013; DAWSON et al., 2013; KITTUR et al,,
2016; CASACUBERTA-PARTAL et al., 2019). No Brasil ainda ndo existem estudos
comparativos entre essas técnicas realizados em areas de alta endemicidade, no
entanto em areas de baixa endemicidade o POC-CCA tem detectado um numero
significativamente maior de individuos positivos quando comparados ao Kato-Katz,
porém apresenta uma porcentagem consideravel de resultados falso-positivos
(SOUSA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2018).

Propomos neste estudo realizar a comparacao entre métodos utilizados
na detecgdo da esquistossomose, tais como o método imunocromatografico POC-
CCA, o Kato-Katz e o ELISA, para indicar qual técnica apresenta um melhor
desempenho, em area de alta endemicidade, além de verificar se existe correlacao

entre os niveis de OPG do Kato-Katz, com a intensidade da reacdo no POC-CCA.
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Sergipe foi a regiao escolhida para estudo por ser considerada uma das areas mais
endémicas para a esquistossomose no pais, com presenca da doenca em 68,18%

dos municipios pesquisados (15/22) no INPEG (2018), realizado de 2010 a 2015.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acuracia do método POC-CCA, em comparacédo a técnica de
Kato-Katz e ELISA para o diagnodstico da esquistossomose, correlacionando a carga
parasitaria com a intensidade da reacdo da linha teste do POC-CCA, em uma

localidade de alta endemicidade no municipio de Maruim - Sergipe.

3.2 Objetivos especificos

e Estimar a prevaléncia de S. mansoni por meio das diferentes técnicas
diagnosticas utilizadas em uma localidade de alta endemicidade no
municipio de Maruim em Sergipe;

e Avaliar o desempenho do teste Imunocromatografico (POC-CCA -
Rapid Medical Diagnostics) em comparagdo aos demais métodos
diagnosticos realizados em uma localidade de alta endemicidade no
municipio de Maruim em Sergipe;

e Avaliar o indice de concordancia entre os métodos diagnosticos
utilizados para detecgcao da esquistossomose em uma localidade de
alta endemicidade no municipio de Maruim em Sergipe;

e Comparar carga parasitaria detectada pelo Kato-Katz, em relagdo a
densidade da reacdo imunocromatografica (POC-CCA) para
esquistossomose em uma localidade de alta endemicidade no

municipio de Maruim em Sergipe.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho de estudo
Trata-se de um estudo transversal com casos de esquistossomose

mansoni.

4.2 Area de estudo e populagdo

Sergipe é uma das 27 unidades federativas do Brasil. E o menor dos
estados brasileiros, e ocupa uma area total de 21.910 km?2. Localiza-se no litoral do
nordeste brasileiro ao Norte limita-se com o estado de Alagoas, onde esta separado
pelo Rio Sao Francisco, a Oeste e ao Sul com o estado da Bahia e a Leste com o
oceano Atlantico. De acordo com o ultimo censo demografico a populagdo de
Sergipe era de 2.068.031 habitantes, representando 3,9% da populagdo nordestina
e 1,1% da populagao total do pais, com densidade demografica de 94,36 hab./km?,
apresentando o IDH de 0,770 e um indice de pobreza de 27,45% (IBGE, 2010).

O estado possui 75 municipios sendo divididos em 08 (oito) territorios de
planejamento: Baixo S&o Francisco, Leste Sergipano, Grande Aracaju, Sul
Sergipano, Centro-Sul Sergipano, Agreste Central Sergipano, Médio Sertdo
Sergipano e Alto Sertdo Sergipano (FIGURA 3). O estado conta com 08 (oito) Bacias
Hidrograficas: bacias do Rio S&o Francisco, Rio Vaza Barris, Rio Real, Rio
Japaratuba, Rio Sergipe, Rio Piaui, Grupo de Bacias Costeiras 1 (GC1) e Grupo de
Bacias Costeiras 2 (GC2) (FIGURA 4). Os rios Sao Francisco, Vaza Barris e Real
sao rios federais que atravessam mais de um estado. Enquanto os rios Japaratuba,
Sergipe e Piaui sao rios estaduais, pois suas bacias estdo apenas no estado de

Sergipe.



Figura 3 — Localizagdo do municipio de
Maruim, com destaque para municipios de
maior prevaléncia para esquistossomose no
estado de Sergipe, Brasil, segundo INPEG,
2018.
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Fonte: Adaptado de www.seplag.se.gov.br

Figura 4 - Bacias Hidrograficas do estado de

Sergipe no ano de 2017.
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BN Bacis Hidrografica do Rio Japaratuba
B Sacia Hidrografica do Rio Pt
B Bacis Higrografica do Rio Real
Bacia Hidrografica do Rio Sergipe
Bacia Hidrografica do Rio S8 Francisco
B Bacia Hidrografica do Rio Vaza Barris

Fonte: Esri, USGS, NOAA.
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O estudo foi realizado no periodo de Julho de 2018 a Margo de 2019, na
comunidade de Siebra - localidade rural do municipio de Maruim, municipio
considerado endémico para esquistossomose no estado de Sergipe, Brasil. O
municipio localiza-se a 14km da cidade de General Maynard e 7,8 km de Santo
Amaro das Brotas, as duas cidades com maiores indices de positividade de acordo
com o ultimo INPEG (Figura 3). Encontra-se entre as coordenadas geograficas:
10°44°’15” de latitude Sul e 37°04’54” longitude Oeste, com altitude de 10 m. Maruim
se estende por 94,293km?, com uma populagao estimada em 17.153 habitantes e
fica aproximadamente 30 km de Aracaju, capital de Sergipe (IBGE, 2019). E uma
regidao de clima mesotérmico umido ou subumido, com precipitagcdo pluviométrica
média anual de 1.400mm, temperatura média anual de 25° C e os periodos de
chuva ocorrem entre os meses de margo a agosto. O Rio Ganhamoroba (FIGURA 5)
€ a colecgao hidrica mais proxima dessa localidade, nasce no antigo Engenho Mato
Grosso de Cima na cidade de Divina Pastora e desagua no Rio Sergipe. De acordo
com dados da Secretaria Estadual de Saude, a ultima intervencéo realizada na
cidade de Siebra foi no ano de 2008, e mostrou uma prevaléncia de 37,9% da

esquistossomose na comunidade.


https://pt.db-city.com/Brasil--Sergipe--Aracaju
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Figura 5 — Rio Ganhamoroba - colegdo hidrica mais proxima da
localidade de Siebra, no municipio de Maruim, Sergipe, Brasil. Destaque

para a presenca de Biomphalaria.

——

Fonte: Arquivos LPBM (2018)



4.3 Fluxograma das etapas do estudo

Apresentagao do projeto a comunidade se Siebra, Maruim-SE;

N\

Assinatura dos termos e aplica¢ao do questionario;

A4

POC-CCA);

Coleta de amostras biologicas para analises (sangue:ELISA; fezes:Kato-Katz; urina:

N\

Processamento das amostras e realizacdo dos exames;

N\

Entrega dos resultados dos exames

N\

Tratamento.

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.4 Critérios de incluséao

Foram incluidos no estudo os moradores da localidade acima
mencionada, com idade superior a 02 anos, de ambos os sexos, que concordaram
em participar do estudo, assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndice A) e que responderam ao questionario socioambiental (Apéndice
B). No caso dos individuos menores de idade, a autorizagdo para participacao da
pesquisa ficou a cargo dos pais ou do responsavel pelas criangas e a faixa etaria de
12 a 17 anos assinou Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) (Apéndice

C).

4.5 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os individuos que n&o disponibilizaram as
amostras solicitadas (fezes, urina e sangue) e/ou que ndo entregaram amostras com
qualidade suficiente para a realizagdo dos procedimentos, além de mulheres em

periodo menstrual.

4.6 Aplicacao de TCLE, TALE e questionario socioambiental

Foi realizada uma palestra sobre Esquistossomose para a comunidade,
onde foram repassadas algumas informagdes importantes sobre a doenca. Foi
explicada também a pesquisa em si, assim como o TCLE, o TALE e o questionario
socioambiental (Apéndice D). Depois de esclarecidos todos os objetivos, eventuais
riscos e importancia da pesquisa, os individuos que concordaram com a participacao
no estudo assinaram o TCLE.

Para os individuos menores de idade que participaram da pesquisa foi
necessario que o0s pais autorizassem a participagcdo deles, sendo estes os

responsaveis pela assinatura do TCLE destas criancas e pela resposta ao
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questionario socioambiental delas. Contudo ainda, o individuo menor de idade que
sabia ler e escrever assinou o TALE.

O questionario socioambiental foi aplicado aos participantes da pesquisa,
em visitas domiciliares. Sendo este material composto por perguntas a respeito das
condigbes demograficas, sociais, de saude do individuo e sobre alguns aspectos da

esquistossomose.

4.7 Coleta, transporte e processamento de materiais biolégicos

Para garantir a qualidade das amostras coletadas, os participantes foram
previamente orientados pelos pesquisadores, a respeito dos métodos de coleta
empregados para obtencdo das amostras de fezes, urina e sangue, bem como o
esclarecimento da utilizagao de um recipiente especifico para cada amostra e, ainda,
a orientagcdo sobre o armazenamento do material biolégico até o momento da
entrega aos pesquisadores. Todos os recipientes utilizados para armazenamento
das amostras coletadas foram devidamente identificados com o nome completo e
numero de identificacdo, conforme ficha de cadastro elaborado pelo projeto, para
cada individuo participante.

A fim de se alcangar maior adesao e proporcionar maior comodidade aos
participantes, optou-se por realizar a coleta de fezes e urina no domicilio, com
excecao da coleta de sangue para o método de ELISA, que foi realizado no local
onde de processamento das amostras.

Para essa etapa contamos com a participagdo de técnicos, supervisor e
coordenadora do Nucleo de Endemias da Vigilancia Epidemiolégica da Secretaria de
Estado da Saude de Sergipe, equipe do Programa de Saude da Familia do

municipio de Maruim (agente de saude da localidade, enfermeira e técnica de
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enfermagem) e docente e discentes da Universidade Federal de Sergipe (graduagao

e pos-graduacgao).

4.7.1 Coleta de fezes

Foram distribuidos, na casa de cada participante, coletores universais
com tampa e espatula, rotulados e identificados com o nome do morador, numero de
identificacdo e a data da coleta. Decorridas 24 horas, os frascos foram recolhidos e
levados a um local na comunidade, previamente montado e preparado para o
processamento dessas amostras. Trés amostras de fezes foram coletadas em dias
consecutivos, de cada participante. De cada amostra foram confeccionadas duas
ldminas (L1 e L2), segundo o método Kato-Katz (KATZ et al., 1972), utilizando-se o
kit Helm-Test® (Bio-Manguinhos/Fiocruz, RJ, Brasil). Totalizando seis laminas por
paciente.

Os frascos contendo o restante do material fecal, apds a preparagao das
laminas, foram descartados em sacos plasticos e destinados para incineragao junto
ao lixo bioldgico da unidade hospitalar do municipio.

As laminas foram acondicionadas em caixas colecionadoras de laminas,
devidamente identificadas. Posteriormente foram transportadas para a Secretaria de
Estado da Saude (SES) em Sergipe, onde as leituras das laminas de Kato-Katz

foram realizadas por dois profissionais qualificados da SES.

4.7.2 Coleta de urina

Foram distribuidos frascos de coleta, previamente rotulados e
identificados, constando o nome do morador, o niumero de identificacdo e a data da
coleta. Os pacientes foram orientados a colher a primeira urina do dia, apds realizar

asseio e desprezar o primeiro jato. Apos 24 horas, as amostras de urina foram
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coletadas e levadas ao local para realizacdo dos métodos, determinado
previamente. As mulheres que no momento da coleta estavam no seu periodo
menstrual, foram orientadas a entregar o material somente apés o final do ciclo.

Foram separadas 2 aliquotas de 2 mL cada em criotubos, para a
realizacdo da técnica de POC-CCA. Apdos a retirada das aliquotas de urina, os
frascos contendo o restante do material foram descartados em sacos plasticos e
destinados para incineragao junto ao lixo biolégico da unidade hospitalar do
municipio.

Essas aliquotas devidamente identificadas foram transportadas, sob
refrigeragcdo, ao Laboratério de Parasitologia e Biologia de Moluscos (LPBM),
localizado no Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas (DACT) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), onde foram armazenados a temperatura de

menos 80°C.

4.7.3 Coleta de sangue

Para o exame sorolégico foram realizadas as coletas de amostras de
sangue seco através de puncao digital, em papel de filtro TropBio® (Cellabs Pty Ltd,
Sydney, Australia). Foram coletadas seis gotas de sangue por participante, usando
lanceta descartavel, onde cada gota de sangue do dedo foi pressionada no papel de
filtro para fixacdo. Essa técnica de coleta foi selecionada por ser menos invasiva e
devido a praticidade de armazenamento e transporte. A essas amostras foram
aplicadas o método de ELISA, que permite a detec¢cao no plasma sanguineo de IgG
especificos para a esquistossomose por meio do antigeno esquistossomotico SEA.

Os papéis de filtro, devidamente identificados, foram acondicionadas em
sacos “ziplock”, e transportado sob refrigeracdo, ao LPBM/UFC. As amostras foram

armazenadas em freezer, a menos 20°C, e posteriormente enviadas para a Divisao
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de Doencas Parasitarias e Malaria, localizada no Centro de Controle e Prevengao de
Doencgas (CDC), em Atlanta no estado da Geoérgia, nos Estados Unidos.

Apos a realizagdo das coletas de sangue, o material perfurocortante
utilizado foi descartado em caixas coletora para material perfurocortante, e destinado

para incineragao junto ao lixo bioldégico da unidade hospitalar do municipio.

4.8 Métodos de diagnéstico realizados

4.8.1 Técnica Kato-Katz

Realizada segundo descrito por Katz et al. (1972), utilizando —se o Kit
Helm-Test® (Bio-Manguinhos/Fiocruz, RJ, Brasil).

A carga parasitaria foi calculada por meio da soma do numero de ovos
obtidos na leitura das laminas, multiplicado por 24 e dividido pelo numero de laminas
preparadas (OPGy = Soma do n° total de ovos X 24 / n° de laminas analisadas),

expressa em OPG (numero de ovos por grama de fezes).
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Figura 6 — Kit Helm-Test® (Bio-Manguinhos/Fiocruz, RJ, Brasil)

para deteccao de ovos de S. mansoni em amostras de fezes.

5

™ 1-Kit Helm Test;
2- Laminula de papel celofane pré
colorida com verde malaquita a 3%;
3-Lamina de vidro;

4:Placa perfurada;

J-Tela de Nylon;

6- Espatula.

Fonte: Arquivos LPBM/UFC.

4.8.2 Pesquisa de Antigeno Catédico Circulante (CCA)

O teste rapido imunocromatografico para a pesquisa de antigeno CCA na
urina € um método qualitativo, o qual permite evidenciar a presenga de antigeno do
S. mansoni. Para esse estudo utilizamos o kit POC-CCA da Rapid Medical
Diagnostics (LOTE: 180703067), fabricado na Africa do Sul, denominado a partir
daqui POC-CCA. Esse kit € composto por 25 cassetes, 25 pipetas e o manual do
fabricante (FIGURA 7). Foi seguida a instrugdo do fabricante para a realizagado dos
testes, para a leitura foram utilizados os padrdes da figura 8 e os resultados obtidos
apo6s as leituras foram classificados de acordo com a semiquantificagcdo (QUADRO

3), que foi desenvolvida no intuito de melhorar a leitura dos cassetes de POC-CCA,
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onde a intensidade é classificada de acordo com a intensidade da reagao
imunocromatografica.

Figura 7 - POC-CCA produzido por Rapid Medical Diagnostics para

deteccado de CCA de S. mansoni em amostras de urina.
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Fonte: Rapid Medical Diagnostics

Figura 8 — Conjunto de cassetes POC-CCA para padronizagéo das leituras.
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Fonte: Dr. Govert Van Dam, Leids Universitair Medisch Centrum, Leiden, Netherlands.

Quadro3 — Relagao entre a escala de classificacdo G e a escala padrao
de semiquantificacdo da densidade de bandas do ensaio POC-CCA.

Escala de classificagdo G Escala padrao equivalente
G1 Negativo
G2 Traco
G3 Traco
G4 1+
G5 1+
G6 2+
G7 2+
G8 3+
G9 3+
G10 3+

Fonte: HAGGAG et al., 2019
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Legenda: Point-of-care — antigeno catédico circulante.

Apods a realizagao do teste, aqueles que se apresentarem como falsos
negativos foram submetidos a uma etapa de concentracdo de urina, no intuito de
incorporar os antigenos, conhecida como POC-CCA FLT. Nessa etapa 0,5 ml de
cada uma dessas amostras foi inserido em um filtro de 30 kDa, em seguida
centrifugado em 2000 g durante 30 minutos. ApOs esse processo o sedimento foi
ressuspenso em 0,05 ml de agua destilada, e em seguida as amostras 10 vezes

concentradas foram avaliadas com o kit de POC-CCA (GRENFELL et al., 2013).
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4.8.3 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

O papel de filtro utilizado nessa técnica foi o disco de papel filtro DBS (Tropbio
Pty Ltd, QLD, Australia), com seis protuberancias que absorvem especificamente 10
Ml de sangue cada, e foram armazenadas a -20°C.

Para a realizagao da técnica de ELISA, as manchas de sangue seco (DBS)
foram enviadas a Divisdo de Doencas Parasitarias e Malaria nos Centros de
Controle e Prevengao de Doengas em Atlanta, GA, EUA. Em resumo, a amostra de
sangue foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e incubada a 4 ° C durante a
noite com 250uL de solugao salina tamponada com fosfato 0,1M contendo 0,3% de
Tween 20 e 5% de leite desnatado. Apés incubagao durante a noite em um agitador,
as amostras foram transferidas para placas Immulon 2HB (ThermoScientific,
Rochester, NY) que foram revestidas com 100 ul de 2 ug / ml de antigeno de ovo
esquistossomotico soluvel (SEA) em tampao de bicarbonato de sédio 0,1 M, pH 9,6 .
Padrdes, controles e amostras foram diluidos para uma concentragdo de 1:50 com
PBS 0,01M, pH 7,2 / 0,3% Tween-20/5% de leite e deixados incubar na placa em
temperatura ambiente por 30 minutos.

Todos os padrdes, controles e amostras foram executados em duplicata. As
placas foram lavadas 5 vezes com PBS contendo 0,3% de Tween 20. O conjugado
utilizado foi o anti-IgG HRP anti-humano de rato (SouthernBiotech, Birmingham, AL),
preparado a uma diluicdo de 1: 50.000 em PBS 0,01 M, pH 7,2/ 0,3% de Tween- 20
e incubado por 30 minutos. Apds a incubagdo com o conjugado e a lavagem da
placa como acima, o substrato SureBlue ™ TMB em temperatura ambiente
(SeraCare Life Sciences, Gaithersbug, MD) foi deixado incubar por 5 minutos antes

da adicdo de acido sulfurico 1 N para interromper qualquer reacao adicional. Uma
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curva padrao de 0 a 500 unidades arbitrarias (AU) usando soros positivos agrupados

foi incluida em cada placa. O ponto de corte usado para positivos € 40AU.
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4.9 Tratamento

Como a prevaléncia encontrada foi acima de 40%, seguimos a determinacao
do Ministério da Saude e foi realizado o tratamento coletivo de toda a comunidade.
O tratamento foi realizado com Praziquantel® 60 mg / kg / DU, no caso de individuos
com idade abaixo ou igual 15 anos e na dosagem de 50mg / kg / DU no caso de
individuos acima dessa idade. Os medicamentos foram disponibilizados pela
Secretaria de Saude de Aracaju. A prescricdo e administragcdo foram
supervisionadas pelo médico e enfermeiros da Atencdo Basica a Saude do

Municipio de Maruim.

4.10 Andlises estatisticas

Foi elaborado um banco de dados com o auxilio do Programa Microsoft Office
Excel 2010 (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) para organizacédo e
armazenamento dos dados pessoais, clinicos e laboratoriais de todos os
participantes, e as analises estatisticas foram feitas com o programa GraphPad
Prism® 6, vers&o 6.1 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California, USA).

O coeficiente de concordancia entre diferentes técnicas de diagndstico foi
determinado pelo coeficiente Kappa (k), o qual varia de 0 — 1. Para uma melhor
classificagdo do coeficiente de concordancia, Landis e Koch (1977) caracterizaram
diferentes faixas para os valores Kappa, segundo o coeficiente de concordancia que
eles sugerem: k <0 (auséncia de concordancia); k = 0—0.2 (ruim ou pobre); Kk = 0.21—
0.4 (fraca); k = 0.41-0.6 (moderada); k = 0.61-0.8 (boa) e k = 0.81-1.0 (excelente)
As diferengas foram consideradas significativas em um P <0,05. Foi calculado
sensibilidade [VP/(VP+FN)], especificidade [VN/(VN+FP)], Valor Preditivo Positivo
(VPP) [VP/(VP+FP)], Valor Preditivo Negativo (VPN) [VN/(VN+FN)] e acuracia

[(VP+VN) /VT].
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As curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) foram utilizadas para
comparar a sensibilidade e a especificidade entre os testes, avaliando a taxa de
verdadeiro positivo versus a taxa de falso positivo. A area sob curva ROC (AUC) é
um resumo da curva ROC, que agrega todos os limiares da curva de cada teste em
um unico valor, calculando a AUC. Seu resultado varia de 0,0 até 1,0, quanto maior
o AUC, melhor é o teste diagndstico. Os resultados foram obtidos com auxilio do
programa MedCalc® Statistical Software, versdo 19.1 (Osten, Belgium).

As correlagdes entre a média de O.P.G, determinada pelas contagens de
ovos de Kato-Katz, e a intensidade da reagdao do POC-CCA, classificada através da
escala semiquantitativa, foram calculadas por meio do teste nao-paramétrico de
Spearman, onde o coeficiente das correlagbes foram interpretados como p= 0,00 a
0,19 (correlacdo bem fraca); p= 0,20 a 0,39 (correlagédo fraca); p= 0,40 a 0,69
(correlagdo moderada); p= 0,70 a 0,89 (correlacdo forte) e p= 0,90 a 1,00
(correlacdo muito forte). As diferengas foram consideradas estatisticamente

significantes quando p >0,05. (ZAR J, 1999).

Para verificar em que faixas etarias foram localizadas mais individuos
infectados, os dados foram analisados por grupos etarios (2-4, 5-9, 10-14, 15-19, 20-

24, 25-29, 30-39, 40-49 e 250).

4.11 Aspectos Eticos

Os participantes da pesquisa foram informados sobre seus direitos,
assegurados pela Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude e
receberam os devidos esclarecimentos da pesquisa, do carater participativo, e a
garantia de que nao havera divulgacdo de nomes ou de qualquer outra informacao

que ponha em risco a sua privacidade.
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O projeto foi aprovado no dia 10 de Maio de 2018, sob n° do parecer
2.647.566, no CEP da Universidade Federal do Ceara (UFC), e no CEP da
Universidade Federal de Sergipe (UFS) sob n° do parecer 2.806.891 (Anexos A e B).

O estudo foi realizado com a anuéncia da Diretoria Estadual de Vigilancia em
Saude do Governo de Sergipe e apoio do Nucleo de Endemias da Vigilancia

Epidemiolégica do estado de Sergipe.
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5. RESULTADOS

Dos 179 moradores da localidade de Siebra, 161 aceitaram participar do
estudo, destes, 158 entregaram pelo menos uma das trés amostras requisitadas:
urina, fezes e sangue. Assim, a participagao no estudo foi de 88,82% da populagéo
total da localidade.

A localidade de Siebra possui 179 moradores, sendo que 49,7% sé&o do
sexo masculino e 50,20% do sexo feminino, que residem em sua maioria em casas
de alvenaria, porém existem algumas habitagbes construidas em taipa. Vivem da
agricultura de subsisténcia e 19,54% informaram receber auxilio do governo,
principalmente Bolsa Familia. Desses moradores 45,8% sao naturais de Sergipe, e
54,18% naturais de Alagoas, estado que de acordo com inquéritos realizados é
considerado altamente endémico para a esquistossomose. Existe um pogo profundo
na localidade onde 88,8% da populagao informaram utilizar agua do mesmo para
consumo diario, e somente 9,49% dos moradores utilizam agua da Companhia de
Saneamento de Sergipe (DESO). Quando questionados sobre o contato com aguas
naturais 92,7% informaram que tiveram ou que ainda mantinham contato com aguas
de rios e lagoas, 78,2% utilizavam essas aguas para o lazer, tendo contato somente
nos finais de semana, ou até mesmo mensalmente, 57,54% utilizam para banho e
higiene pessoal, 45,8% tinham contato com as aguas no momento de atravessar
alguma passagem de um local para outro, 40,22% em pescarias, 28,49% utilizam
para a lavagem de roupas no préprio rio da comunidade, 22,34% utilizam essas
aguas para lavar louga, 17,87% buscam agua no rio para outros afazeres, 12,2%
utilizam para trabalho nas lavouras, 6,7% regar hortas, além disso 4,46 da
populacdo informaram entrar nos rios para retirar areia e 11,17% entravam em

contato com as aguas para outras atividades (TABELA 1).



Tabela 1 - Caracteristicas socioambientais dos

pesquisa na localidade de Siebra- Maruim- SE.

moradores participantes

da

Variaveis N %
Sexo
0,
Feminino 90 50,20%
Masculino 89 49,72%
Naturalidade
Alagoas 97 54,18%
Aracaju 44 24,.58%
Maruim 2 1,11%
0,
Outras localidades 34 21%
Recebe ajuda do governo
Bolsa familia 33 18,43%
Outros 02 1,11%
Origem de agua para consumo
DESO 17 9,49%
Cisterna 4 2.23%
Pogo 159 88,82%
Contato com aguas naturais
Sim 166 92,7%
Motivos de contato com aguas naturais
0,
Lavar roupa 51 28,49%
Tomar banho/ higiene 103 57,54%
pessoal
0,
Nadar 140 78,2%
0,
Pescar 72 40,22%
Atravessar 82 45,81
0,
Outros 134 74,9%

Fonte: Préprio autor
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Os métodos avaliados para o diagnostico da esquistossomose mansoni
apresentaram prevaléncias diferentes. Os resultados com a técnica de Kato-Katz
foram de 77 (48,74%), pelo ELISA foram de 93 (58,86%), e pelo POC-CCA foi de
107 (67,72%), considerando o traco como positivo (t+). Considerando o traco como

negativo (t-), o resultado foi 72 (45,57%) de prevaléncia (Grafico 1).

Grafico 1 - Prevaléncia da esquistossomose mansoni detectada por
cada método, considerando POC-CCA (t+) e POC-CCA (t-), na
localidade de Siebra —Maruim- SE.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.1 Método parasitolégico Kato-Katz
As prevaléncias detectadas pela técnica de Kato-Katz foram diferentes de
acordo com o numero de amostras de fezes entregues. Dentre os 158 individuos

que participaram do estudo, somente 127 entregaram as trés amostras de fezes. As
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positividades por amostras foram de 54 (42,52%), 61 (48,03%) e 62 (48,81%) na 12,

22 e 3% amostra respectivamente (TABELA 2).

Tabela 2 — Prevaléncia da esquistossomose mansoni detectada pela técnica

de Kato-Katz, por numero de amostras de fezes fornecidas.

Testes Amostras Positivos (%)

Kato-Katz 12 amostra (2 laminas) 54 42,52%
12 amostra e 22 amostra (4

Kato-Katz lAminas) 61 48,03%
12amostra, 22 amostra, e 32

Kato-Katz amostra (6 laminas) 62 48,81%

POC-CCA (t+) 1 amostra 53 41,73%

POC-CCA (t-) 1 amostra 46 36,22%

Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 3 apresenta a distribuigdo da carga parasitaria dos 77 pacientes

positivos pela técnica de Kato-Katz, onde podemos observar que a maioria dos

individuos apresenta baixa carga parasitaria 44 (57,14%), porém 23 (29,87%)

apresentaram alta carga parasitaria e 10 (12,99%) carga moderada.

Tabela 4 — Distribuicdo da carga parasitaria de S. mansoni nas amostras de

fezes analisadas através da técnica de Kato-Katz.

Kato-Katz O.P.G Positivos (%)
Baixo (1-99) 44 57,14%
Moderado (100-399) 10 12,99%
Alto (= 400) 23 29,87%

Legenda: O.P.G — Ovos por grama de Fezes

Fonte: Dados da pesquisa
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5.2 Método imunocromatografico - POC-CCA

O grafico 2 apresenta a intensidade da reagdao imunocromatografica
analisada através do POC-CCA, expressa na escala de gradiente G. O grafico 3
apresenta a estratificagcdo da densidade dessas bandas, de acordo com a escala
padrdao de semi-quantificacdo. Nessa classificagdo dos 127 participantes do estudo
temos 43 individuos negativos (33,86%) (G1); 27 classificados como traco (21,26%),
e dentre os que apresentaram resultados positivos (14,17%) 18 foram classificados

como 1+, (9,45%) 12 como 2+ (21,26%) e 27 como 3+(Grafico 3).

Grafico 2 — Intensidade da reacdo imunocromatografica (%) das
amostras de urina analisadas através do POC-CCA, expressas na

escala de gradiente G.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Grafico 3 — Estratificacdo da densidade das bandas observadas
no POC-CCA, classificada de acordo com a escala padrdo de

semi-quantificagao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dos 43 (20,93%) individuos com resultados negativos no POC-CCA, 9
destes, apresentaram ovos nas fezes através da técnica de Kato-Katz. Quando
consideramos o POC-CCA (t-), totalizaram 70 (55,12%) individuos negativos, onde
16 (22,86%) apresentavam ovos de S. mansoni.

As comparagdes entre os métodos foram realizadas nos 127 individuos
que entregaram as trés amostras de fezes e a amostra de urina (TABELA 2). Foi
identificada maior coincidéncia entre os resultados do Kato-Katz e POC-CCA,
quando considerado trago como negativo. Entre os 43 individuos com resultado
negativo no POC-CCA (t+), 9 (20,93%) apresentaram ovos no Kato-Katz e apenas 7
(25,93%) dos tragos tinham ovos na técnica Coproscopica(TABELA 2).

A concordancia, calculada por meio do indice Kappa, considerando POC-
CCA (t+) e o Kato-Katz, foi de 68% (k= 0,37), considerada como uma concordancia
discreta (erro padrao de 0,0859). A sensibilidade foi de 85,48% e especificidade de

52,31%, com VPP de 63,10%, VPN de 79,07% e acuracia de 68,50% (TABELA 3).
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Quando consideramos o POC-CCA (t-) observamos que o percentual de
concordancia melhorou, sendo de 78% (k= 0,57), considerada como uma
concordancia moderada (erro padrdo de 0,0728). A sensibilidade caiu para 74,19%,
porém com melhora nos demais indicadores, especificidade aumentou para 83,08%,
o VPP para 80,87%, o VPN ficou em 77,14% e a acuracia aumentou para 78,74%

(TABELA 4).

Tabela 3 - Andlise de concordancia e precisdo diagndstica do POC-CCA, em

comparagao aos resultados de Kato-Katz.

POC-CCA (t+) Kato-Katz POC-CCA (t-) Kato-Katz
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
Positivo 53 31 84 46 11 57
Negativo 9 34 43 16 54 70
Total 62 65 127 62 65 127
Sensibilidade 85,48% 74,19%
(95% IC: 74.22% - 93.14%) (95% IC: 61.50% - 84.47%)
Especificidade 52,31% 83,08%
(95% IC: 39.54% - 64.85%) (95% IC:71.73% - 91.24%)
VPP 63,10% 80,87%
(95% IC: 56.51% - 69.23%) (95% 1C:70.53% - 87.06%)
VPN 79,07% 77,14%
(95% IC: 66.42% - 87.83%) (95% 1C:68.57% - 83.92%)
Acuracia 68,50% 78,74%
(95% IC: 59.67% - 76.45%) (95% IC 70.60% - 85.50%)
Kappa 0,37 0,57
(95% IC: 0,21 - 0,54) (95% 1C: 0,43 - 0,72)

IC: Intervalo de confianca, VPP: Valor preditivo positivo, VPN: Valor preditivo negativo
Fonte: Dados da pesquisa.



59

Ao realizar analise por meio da Curva ROC, considerando os resultados das
06 laminas de Kato Katz como referéncia, o POC-CCA (t+) apresentou maior
sensibilidade e especificidade, comparado ao POC-CCA (t-). Porém o maior poder
discriminatério foi apresentado pelo POC-CCA (t-), com AUC de 0,803. Esses dados

comparativos estao expressos na Figura 9.

Figura 9 - Curvas ROC e area sob curva (AUC) dos
resultados do CCA usando Kato Katz como testes

de referéncia.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Quando realizamos as mesmas analises considerando os resultados de

G4 como trago (TABELAS), o indice Kappa, foi de 0,60% sendo classificado como

moderada.
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Tabela 4 - Anadlise de concordancia e precisdo diagnostica do POC-CCA,
quando G4 considerado como positivo e como trago, em comparagao aos

resultados de Kato-Katz.

POC-CCA (Trago G2 e G3) POC-CCA (Trago G2, G3 e G4)
Sensibilidade 74,19% 67.74%
(95% IC: 61.50% - 84.47%) (95% IC: 54.66% - 79.06%)
Especificidade 83,08% 92.31%
P (95% IC:71.73% - 91.24%) (95% IC: 82.95% - 97.46%)
80,87% 89.36%
VPP (95% IC:70.53% - 87.06%) (95% IC: 78.05% - 95.20%)
77.14% 75.00 %
VPN (95% IC:68.57% - 83.92%) (95% IC: 67.51% - 81.25%)
78.74% 80.31%
Acurécia (95% IC 70.60% - 85.50%) (95% IC: 72.33% - 86.84%)
0,57 0,6
Kappa (95% IC: 0,43 - 0,72) (95% IC: 0,46- 0,74)

Fonte: Dados da pesquisa.

A classificagdo dos resultados de POC-CCA, estratificados por Score G e pela
Escala semiquantitativa, tomando como base os 127 participantes que forneceram
todas as amostras. A escala semiquantitativa classificou 27 (47,37%) dos individuos
positivos como 3+ (alta reatividade), 12 (21,05%) como 2+ (reatividade moderada)
e18 (31,58%) como 1+ (baixa reatividade). A classe G 10 foi a unica que mostrou
100% de correlagdo com os individuos de alta carga parasitaria, detectados por meio
do Kato-Katz, e os que reagiram na técnica de ELISA. Dentre os individuos
negativos e traco no POC-CCA, que apresentavam ovos de S. mansoni nas fezes,
87,50% possuiam baixissima carga parasitaria, com no maximo 06 ovos no total de
seis laminas analisadas. Outro achado importante € que o POC-CCA deixou de

diagnosticar 16 (22,86%) individuos, quando considerado traco negativo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resultados do POC-CCA, classificados por G-score e escala semiquantitativa, do
Kato-Katz e da carga parasitaria.

Carga parasitaria

(n° e OPG médio)

Escala

G Score Semiquantitativa POC-CCA ELISA Kato-Katz Baixa Moderada Alta
1 Neg. 43 18 09 (13,974)
2 Traco 16 06 04 (22,28)
3 Traco 11 08 03 (1 3’27)
4 1+ 10 04 04 (51.78)
5 1+ 08 % 05 (32;8) (10810)
6 2+ 06 o 05 (2%?1 ) (22;,9) (5??11 9)
7 2+ 06 % 05 (5%?6) (1 2(3)71,9) (1 .%%1 )
8 3+ 14 13 14 (55(;);5) (272?78) (59%?92)
9 3+ 06 06 06 (3%1,9) (28%?95) (1 .022,63)
10 3+ 07 o7 07 00 00 (1 .6%,04)

Legenda: O.P.G- Ovos por Grama de Fezes

Fonte: dados da pesquisa.
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Avaliando a concordancia somente entre os individuos positivos no POC-CCA
(G4-G10), ou seja, considerando trago como negativo, verificamos uma fraca
concordancia entre a carga parasitaria encontrada pelo Kato-Katz e a intensidade
da reagao imunocromatografica definida pela escala semiquantitativa, com indice
de concordéancia de 54%, Kappa 0,29 e erro padrdao de 0,1128 (TABELA 6). A
correlagao entre as cargas parasitaria destes testes calculada para esses mesmos
valores, por meio do teste de Spearman, foi considerada moderada (r=0,54

p<0.001; IC% 0,305 - 0,723) (Figura 10).

Tabela 6 — Distribuicdo comparativa entre densidades das bandas testes positivos

no POC-CCA e as cargas parasitarias segundo técnica de Kato-Katz.

POC-CCA (-)
1(+) 2(+) 3+ TOTAL
Baixa 08 05 05 18
Média 01 02 07 10
KATO-KATZ
Alta 00 03 15 18
TOTAL 09 10 27 46

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 10 — Correlagéo entre intensidade das bandas teste do POC-CCA,
classificadas por meio da escala semiquantitativa, e comparagédo com as
cargas parasitarias segundo técnica de Kato-Katz.
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Legenda: O.P.G- Ovos por Grama de Fezes Fonte: dados da pesquisa

Reavaliamos os 09 individuos “trago” no POC-CCA com presencga de ovos no
Kato-Katz, por meio da técnica de POC-CCA- FLT, e 08 individuos negativos no
POC-CCA e que também apresentavam ovos. Todos os individuos com resultado
“trago”, antes da filtragdo da urina, tornaram-se positivos apés a etapa de
concentracdo dos antigenos, 5 passaram a 1+, 3 para 2+ e 1 para 3+. Dentre os 08
individuos com ovos e negativos no POC-CCA, (75%) 06 passaram para positivo,
apresentando baixa intensidade de reacao (4 foram 1+ e 2 foram 2+) e 02 (25%)
permaneceram negativos. Importante observar que a sensibilidade e acuracia do
teste aumentaram consideravelmente, apés a etapa de filtracdo, no entanto a

especificidade em ambos permaneceu a mesma (TABELA 7).



Tabela 7 - Analise de concordancia e precisdo diagnostica do POC-CCA- FLT,

em comparacao aos resultados de Kato-Katz.
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Antes do POC-CCA-FLT

Apos o POC-CCA-FLT

o 74,19% 98.39%
Sensibilidade (95% IC: 61.50% - 84.47%) (95% IC: 91.34% - 99.96%)

o 83,08% 83.08%
Especificidade (95% 1C:71.73% - 91.24%) (95% IC: 71.73% - 91.24%)

VPP 80,87% 84.72%
(95% IC:70.53% - 87.06%) (95% IC: 76.38% - 90.49%)

VPN 77.14% 98.18 %
(95% IC:68.57% - 83.92%) (95% IC: 88.51% - 99.74%)

0, 0,
Acuracia - TaTa% o  s055% O
(95% IC 70.60% - 85.50%) (95% IC: 84.08% - 95.02%)
Kappa 0,57 0,81

(95% 1C: 0,43 - 0,72)

(95% IC: 0,71 - 0,91)

Fonte: dados da pesquisa.

O indice de concordancia Kappa, detectados pelo POC-CCA-FLT e o Kato-Katz foi

classificado como excelente, e erro padrao de 0,514.

A Tabela 8 apresenta a comparacgao dos resultados do POC-CCA incluindo os
tracos como positivos dentro da escala 1+, classificados de acordo com a escala
padrdao de semi-quantificacdo em relacdo as cargas parasitarias, baseado no

resultado da técnica de Kato-Katz.
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Tabela 8 — Distribuicdo comparativa entre densidades das bandas testes

positivos no POC-CCA (t+) e as cargas parasitarias segundo técnica de

Kato-Katz.
POC-CCA (+)
+ ++ +++ TOTAL
Baixa 15 05 05 25
Média 01 02 07 10
KATO-KATZ
Alta 00 03 15 18
TOTAL 16 10 27 53

Fonte: dados da pesquisa.

A concordancia entre os resultados apresentados na tabela 4 através do
coeficiente Kappa, teve o percentual de concordéancia de 60%, e o indice Kappa foi
de 0,39 sendo também classificada a concordancia entre os resultados de ambas as

técnicas como fraca. O erro padréao foi de 0,0986

5.3 - ELISA

Dos 127 individuos analisados pelo ELISA, 74 foram reativos, mostrando que
59,05% dos residentes de Siebra tiveram contato com o parasita. Dos 74 individuos
reativos no ELISA, 56 (44,7%) apresentaram ovos na técnica de Kato-Katz. Entre os
individuos positivos no POC-CCA (t+) e (t-), 44,9% e 33,8% foram reativos no
ELISA, respectivamente. Seis (9,7%) individuos apresentavam ovos de S. mansoni,
porém foram nao-reativos no ELISA, assim como 27 (21,2%) que apresentaram
positividade no POC-CCA (t+), ndo foram reativos no ELISA.

Quando avaliamos individuos positivos em Kato-Katz e correlacionamos com
os resultados de POC-CCA e ELISA, separando por carga parasitaria, o POC-CCA
(+) mostrou-se positivo em 88,71%, enquanto o ELISA apresentou reatividade em
90,32% dos individuos, ambos com melhor detecgdo em individuos de OPG alto e

moderado (Tabela 9).
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Tabela 9 - Resultados das técnicas de ELISA e POC-CCA, estratificados de acordo com a carga parasitaria

determinada pelo método de Kato-Katz.

OPG ALTO OPG MODERADO OPG BAIXO
ELISA ELISA ELISA
Reativo  N&o reativo Reativo N&o reativo Reativo Nao reativo
POC-CCA POC-CCA POC-CCA
+ 18 0 + 10 0 + 14 04
t 0 0 t 0 0 t 07 0
- 00 0 - 0 0 - 07 02

Fonte: dados da pesquisa



67

6 DISCUSSAO

O perfil da esquistossomose no Brasil, vem mudando ao longo dos anos
devido aos programas de controle, no entanto ainda é uma das doengas parasitarias
mais prevalentes no mundo. Mesmo com a redugédo na mortalidade e morbidade, por
conta do sucesso nos tratamentos, a doenga continua a ser um problema de saude
publica no Brasil devido ao seu potencial de expansao geografica (BRASIL, 2014;
CARDIM et al., 2011).

A cidade de Maruim é historicamente um local de transmiss&do ativa da
esquistossomose. Dados do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE),
mostraram que essa cidade sempre apresentou alta endemicidade para a doencga.
Nosso estudo mostrou que a localidade de Siebra, Maruim, SE, Brasil, apresentou
prevaléncia para a esquistossomose superior a 45%. Foram analisadas amostras
fecais coletadas em dias seguidos, estratégia essa que teve como objetivo melhorar
a deteccao da esquistossomose devido a variagao diaria na postura de ovos. Dentre
os participantes do estudo, houve uma melhor adesdo em relagao a entrega do
material biolégico na primeira amostra. Somente 70,95% individuos entregaram as
trés amostras de fezes e uma de urina, quer seja por dificuldade em evacuar,
constrangimento ou por mero esquecimento. No entanto foi observado uma pequena
diferenga nas prevaléncias detectadas pela técnica de Kato-Katz de acordo com as
amostras de fezes avaliadas.

Para as comparagdes entre as técnicas, trabalhamos com os 127
individuos que entregaram as 4 amostras. O aumento no numero de amostras
analisadas, proporcionou um acréscimo de 40,74% no indice de positividade.
Resultados semelhante ao de um estudo realizado por Enk et al., (2008), na vila,

Chonim de Cima, em Minas Gerais, onde comparando as leituras de duas e seis
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ldminas de uma mesma amostra observou-se um aumento de 25%. Esses
resultados mostram que o aumento do numero de amostras ou de laminas
analisadas, levam a um aumento da sensibilidade da técnica, que melhora as
estimativas de prevaléncia de Kato-Katz (ENK et al., 2008; ADRIKO et al., 2014) Isto
acontece porque a variacdo de ovos nas fezes ocorre com mais frequéncia em
amostras avaliadas em dias diferentes do que entre laminas confeccionadas de uma
mesma amostra, mostrando que o exame de fezes ideal para se estimar a
prevaléncia é o exame seriado de fezes (UTZINGER et al., 2001).

O alto indice de prevaléncia encontrado nessa comunidade pode ser
explicado pelo padrao de contato da comunidade com aguas naturais (92,74% da
populacao relata contato), associados ao baixissimo acesso ao abastecimento de
agua potavel (9,50%) e ao esgotamento sanitario (6,70%). Essas caracteristicas
ambientais sdo semelhantes na maior parte das areas hiperendémicas, onde as
precarias condigcdes de saneamento basico contribuem de forma determinante na
manutencgao da transmissdo (SAUCHA et al., 2015).

O indice de positividade nessa area estudada é preocupante, pois
concentra-se principalmente em criangas entre 10 e 14 anos, e em jovens de faixas
etarias economicamente ativas, o que significa persisténcia na transmissao da
doencga. Implicando em maior risco para o desenvolvimento de formas graves,
demonstrando a ineficacia do programa de controle da esquistossomose. A
iniquidade em saude, gera aumento do indice de APVP (anos de vida perdidos por
incapacidade), que impactam diretamente sobre as condigdes de vida da populagéo,
perpetuando o ciclo de pobreza na qual estdo inseridas (NASCIMENTO; OLIVEIRA,

2013).
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A intensidade maxima de infec¢ao pelo POC-CCA ocorreu entre as faixas
etarias de 15 a 19 anos. Dados que se assemelham ao estudo realizado por Colley
et al. (2014), onde mostra que a maior prevaléncia e intensidades de infecg¢ao
ocorrem em jovens e adolescentes, e que com o passar dos anos, vai ocorrendo
uma diminuicdo na intensidade e na prevaléncia da infecgdo. Em regides
endémicas, as infec¢gdes em criangas geralmente ocorrem aos 2 anos de idade, a
intensidade da infecgdo vai aumentando durante os préximos 10 anos de vida,
acredita-se que isso ocorra devido a exposi¢ao repetida as aguas com a presenca
de cercarias infectantes (COLLEY et al., 2014).

Alguns pesquisadores vém analisando o desempenho do POC-CCA na
intencdo de substituir a técnica de Kato-Katz (ADRIKO et al., 2014; FERREIRA et
al., 2017). Nesse estudo a prevaléncia da esquistossomose observada na localidade
de Siebra, aumentou significativamente de acordo com a abordagem de
interpretacédo do resultado “traco” no POC-CCA. Do total de 158 amostras de urina
analisadas, a prevaléncia passou de 45,57%, considerando o trago negativo, para
67,72% quando considerado o POC-CCA (t+). Porém o resultado de POC-CCA (t-)
foi muito proximo ao detectado pelo método de Kato-Katz. Dados semelhantes aos
encontrados por estudo realizado em Uganda na Africa, onde foram avaliadas trés
areas de diferentes endemicidade, e as prevaléncias se mostraram superiores
quando o trago foi considerado positivo (ADRIKO et al., 2014).

Mesmo o POC-CCA (t-) apresentando percentual de positividade proximo ao
encontrado pelo Kato-Katz, contudo, considerando o trago como negativo houve
uma maior discordancia entre os resultados de um mesmo individuo, resultando em
uma concordancia moderada entre esses métodos. Tanto entre os individuos

negativos no POC-CCA (20,93%), quanto nos individuos trago (25,92%), havia
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alguns com presenca de ovos nas fezes, sendo importante ressaltar que esses
individuos possuiam baixissima carga parasitaria (3,9 - 48 OPG). Estudo de Oliveira
et al., (2018), realizado em area endémica no norte de Minas Gerais, Brasil, também
aponta uma maior falha diagnéstica do teste POC-CCA em individuos com
baixissima carga parasitaria. Nossos resultados mostraram ainda que alguns casos
positivos no POC-CCA, nao apresentavam ovos na técnica de Kato-Katz, fato ja
esperado, visto que o teste de CCA é uma ferramenta bem mais sensivel que a
microscopia (ASHTON et al., 2011; COLLEY et al., 2013; SOUSA-FIGUEREDO et
al., 2013).

Quando considerado o trago como positivo, possivelmente a prevaléncia foi
superestimada, pois houve aumento da sensibilidade, reducédo da especificidade e
do VPP. Esses dados seguiram a mesma tendéncia encontrada no estudo realizado
em comunidades as margens do Lago Victoria, na Africa (STANDLEY et al., 2010) e
em outro estudo realizado em Januaria, Norte de Minas Gerais no Brasil (OLIVEIRA
et al., 2018). Esses resultados mostram que, mesmo tratando-se de regides com
caracteristicas diferentes em relacéo as infeccées, o POC-CCA apresenta melhores
resultados quando o trago é considerado negativo, resultados semelhantes aos
encontrados no Ceara, onde mesmo em area de baixa, a concordancia entre as
técnicas melhoram considerando os resultados traco como negativo (SILVA FILHO
etal., 2017).

Um trabalho realizado no Quénia mostrou que a sensibilidade do POC-CCA
utilizando o Kato-Katz como padrao de referéncia, foi de 94,2% e a especificidade de
59,4%, e em Uganda a sensibilidade foi de 91,7% com especificidade de 75,0%
(SHANE et al., 2011; LAMBERTON et al., 2014). O POC-CCA (t+) apesar de ter

apresentado maior sensibilidade, a especificidade foi baixa, ndo sendo capaz de
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detectar todas as amostras com resultado positivo no Kato-Katz. Estudos vém
mostrando que o teste pode produzir resultados falso-negativos e falso-positivos
(COLLEY et al., 2013; OKOYO et al, 2018). Em Maruim observamos uma
discordancia em 9 individuos com resultados falsos negativos, no POC-CCA (t+), e
16 quando considerado o POC-CCA (t-).

Quando calculamos o indice Kappa, considerando o POC-CCA (t+), o
percentual de concordancia foi classificado como fraca (k=0,37). Nossos dados
corroboram com um estudo realizado na Costa do Marfim, onde mostrou que 14%
dos individuos que positivaram no POC-CCA, nao apresentaram ovos na técnica de
Kato-Katz, enquanto em outro estudo realizado em Uganda essa discordancia
atingiu 54% (HAGGAG et al.,, 2019). Esses resultados se justificam devido a
sensibilidade do POC-CCA ser mais alta que a do Kato-Katz, nesse caso a
inclinagdo da relagdo consequentemente € pequena. Porém, quando considerado
traco como negativo, o indice de concordéncia passa torna-se moderada (k=0,57).

E definido de acordo com o manual de Procedimento Operacional Padrdo do
POC-CCA que o resultado € considerado positivo a partir da classificacdo G4
(CASACUBERTA-PARTAL et al., 2019). No entanto nossos dados mostram que a
concordancia dos individuos classificados como G4, que ndo apresentaram ovos
nas fezes, foi semelhante aos resultados classificados como “traco”. Nesse caso
questionamos se esse resultado deveria realmente ser considerado positivo, visto
que ao considerar G4 como traco, a especificidade do teste foi para 93% e a
concordancia para 81%, considerado boa de acordo com o indice Kappa (0,63). Na
curva ROC considerando-o como trago a AUC foi de 0,813 (Figura 1), mostrando
que interpretando G4 como trago, a concordancia aproxima-se bem mais dos

obtidos por meio do Kato-Katz. Existem estudos que afirmam que todos os
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resultados classificados como “trago” no POC-CCA devem ser sempre considerados
positivos (VAN DAM et al., 2004; ADRIKO et al., 2014). No entanto € importante
ressaltar que esses estudos sdo realizados na Africa, que tem uma problematica da
esquistossomose bem diferente da realidade do Brasil, e apresentam altissimas
prevaléncias e cargas parasitarias também bastante elevadas comparadas as
nossas areas de alta endemicidade.

Dos 27 individuos com resultado “tragco”, 25,95% apresentaram outros
parasitos na técnica de Kato-Katz. Sendo que 29,63% apresentaram infecgéo por
Trichuris Trichiura, e apenas 3,70% apresentaram Ancilostomideos.. Dentre os 11
individuos classificados como positivos pelo POC-CCA (t-), sem a presencga ovos de
S. mansoni nas fezes, 03 apresentaram infeccdo por Trichuris Trichiura e 03 por
Ancilostomideos. Alguns estudos relataram uma possivel reatividade cruzada entre
a infecgao por S. mansoni e outros helmintos intestinais que poderiam levar a um
resultado POC-CCA falso positivo (BERGWERFFS et al.,, 1994; COELHO et al.,
2016).

Nossos resultados ndo apresentaram nenhuma correlagdo de coinfeccéo
entre helmintos. Mesmo com 27 individuos apresentado intensidade 3+ no POC-
CCA, e destes, 14 apresentaram infec¢gdes também por Trichuris Trichiura, nao se
pode afirmar que a intensidade da reacéo elevada esteja relacionada a presenca de
outros helmintos, ja que todos também possuiam um alto OPG. Dados que
corroboram com os de Oliveira et al. (2018) em um estudo realizado em uma area
de moderada intensidade em Minas Gerais, onde foi observado a presenga de ovos
de outros helmintos, no entanto ndo mostrou nenhuma correlagdo com a
positividade do POC-CCA (OLIVEIRA et al., 2018).Na tentativa de esclarecer o real

significado dos resultados trago, foi realizado uma nova avaliagao utilizando o POC-
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CCA-FLT. Diferente de outros estudos que realizaram essa técnica em individuos
com resultado “tragco” e ovo negativo, ou realizaram a liofilizagdo das amostras
(GRENFELL et al., 2018; COELHO et al, 2016) aqui analisamos os resultados
“trago” e negativo que apresentaram ovos positivos para S. mansoni. Dos 8
negativos no POC-CCA, 6 tornaram-se positivos, sendo 4 classificados como 1+ e 3
como 2+, positivaram mas com baixa intensidade de reacdo. Dos 9 resultados
“trago”, todos positivaram, sendo que 5 passaram a 1+, 3 para 2+ e 1 para 3+. O
individuo que apresentou alta intensidade na reagao apos a filtragao tinha 3,9 de
OPG, enquanto outro que permaneceu negativo apresentou OPG de 19,2. Em um
estudo realizado em duas cidades no sudeste do Brasil, onde foi realizado uma
comparagao entre testes parasitologicos com o POC-CCA e o POC-CCA FLT,
mostrou que o POC-CCA FLT teve resultados superiores no diagnostico da
esquistossomose, foi definido ainda que os “tragos” obtidos pelo POC-CCA FLT, sao
classificados como negativos, ndo tendo a necessidade de tratamento (GRENFELL
et al., 2018). No entanto em nosso estudo, 2 individuos que apresentaram ovos no
Kato-Katz e G1 no POC-CCA convencional, continuaram negativos com o POC-
CCA FLT, mesmo apds a amostra ser 10 vezes concentrada. Isso mostra que o
teste mesmo com a concentragdo de antigenos, continua apresentando resultados
falso-negativos. Aqui claramente ndo houve relagdo entre carga parasitaria e
intensidade de reagédo imunocromatografica, podendo se justificar pelo N que foi
pequeno com apenas 17 individuos.

Os resultados obtidos com a realizacdo da técnica de POC-CCA FLT
mostraram-se superiores em relagcdao ao POC-CCA tradicional. A especificidade se
manteve a mesma em ambos, no entanto a acuracia aumento de 75,75% (POC-

CCA tradicional) para 90,55% (POC-CCA FLT). Resultados semelhantes ao
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encontrado em um estudo realizado em duas vilas de Minas Gerais, onde em um a
acuracia foi de 36% para 96%, e na outra foi de 51% para 86% (GRENFELL et al,,
2018).

Ao avaliar a intensidade da reacdo do POC-CCA com o OPG, a fim de
verificar concordancia em ambas, verificamos que o POC-CCA perdeu muita
sensibilidade em participantes com baixa carga parasitaria, visto que de 34
participantes que apresentaram baixo OPG, o POC-CCA s6 detectou 18 (52,94%)
deles, e a correlagdao destes com a classificagdo 1+, ocorreu somente em 8
individuos. Quando analisamos os resultados de carga moderada, o POC-CCA
conseguiu identificar 10 (55,55%) dos 12 participantes com OPG moderado, no

entanto somente 2 destes estavam na classificagcdo 2+. Nos participantes com alta

carga o POC-CCA conseguiu detectar os 27 participantes com OPG =400, no
entanto somente 15 (55,55%) apresentaram intensidade 3+ no POC-CCA, 5
(18,52%) apresentaram baixa carga e 25,95% apresentavam carga parasitaria
moderada. A concordancia entre os resultados definida pelo indice Kappa foi
definida como fraca, mostrando que nao existe correlagdo entre intensidade de
reacao e taxa de OPG, provavelmente devido a grande divergéncia nos individuos
com baixa carga parasitaria. Analisando esses resultados, incluindo os resultados
de trago, na semiquantificacdo 1+, observamos que o numero de participantes
aumentou, no entanto a concordancia entre os resultados continuou com a definigao
fraca pelo indice Kappa.

Quando inserimos os dados do ELISA nessa estratificacdo da carga
parasitaria em comparagao aos resultados do POC-CCA verificamos que havia
100% de coincidéncia entre os individuos considerados positivos nas trés técnicas

utilizadas, quando os individuos eram de alta e moderada carga parasitaria. Porém,
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na baixa carga parasitaria houve discordancia entre os diferentes métodos
utilizados.

O estudo publicado recentemente por Casacuberta-Partal et al. (2019), que
também comparou a intensidade da reagdo imunocromatografica com o OPG,
apresentou uma elevada concordancia entre ambos, quando o trago foi considerado
positivo. Importante ressaltar que esses dados eram de um trabalho anterior,
realizado em Uganda na Africa, que possui um perfil de infecgdo bem diferente da
realidade trabalhada em Sergipe. No entanto outros estudos mostram que mesmo o
teste POC-CCA apresentando uma boa sensibilidade e especificidade em algumas
areas, tém pouca concordancia com resultados obtidos por meio da técnica de Kato-
Katz (ADRIKO et al., 2014; BEZERRA et al., 2018).

Isso mostra que existe uma relagdo entre as prevaléncias de Kato-Katz e
POC-CCA, no entanto a intencao de utilizar a escala de semiquantificagao vinculada
a uma quantificacdo da carga parasitaria ndo é possivel, quando se trata de
individuos com baixa carga parasitaria, pois estes apresentam muitas discordancias
entre seus resultados. Nossos dados corroboram com os resultados de um estudo
realizado por KITTUR et al.,, (2016) que mostrou que existe uma relagdo positiva
entre a prevaléncia de Kato-Katz e POC-CCA, quando a prevaléncia do Kato-Katz
aparece acima de 50%. Porem, quando a prevaléncia de Kato-Katz € menor, a
estimativa de prevaléncia pelo POC-CCA muitas vezes é superestimada (KITTUR et
al., 2016).

Os dados do ELISA também demonstram essa problematica, pois dos 62
individuos com ovos de S. mansoni, 90,32% apresentou concordancia com o Kato-

Katz. Dos 84 que positivaram no POC-CCA (t+), a concordancia foi de 67,86% de
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reatividade com o ELISA, enquanto com POC-CCA (t-) a concordancia foi de 21,42%

com o ELISA.



7

7 CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que o POC-CCA é uma importante ferramenta de
triagem, devido sua praticidade e aplicabilidade, no entanto o POC-CCA (t-),
apresenta percentual de positividade mais proximo ao encontrado pelo Kato-Katz, e
uma melhor concordancia entre os testes, levando a uma maior precisao
diagndstica, no entanto continuam apresentando individuos falsos negativos mesmo
em area de alta endemicidade.

Ao avaliar a relagdo da intensidade da reacdo do POC-CCA com a carga
parasitaria em OPG, foi observado uma grande discordancia de resultados visto que
a categoria G10 foi a Unica em que a alta reatividade (3+) na reag¢ao de detecgao do
CCA coincidiu com alta carga parasitaria, mostrando que essa correlagdo nao é
viavel.

Concluimos também que o POC-CCA-FLT melhora a precisao e sensibilidade
em relacdo ao POC-CCA convencional, contudo o acréscimo de uma etapa na
execugao da técnica faz com que o teste deixe de ser “Point-of-Care”, além de

aumentar os custos do exame.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE) — RESOLUGAO 466/12

Vocé esta sendo convidado por Dr. Fernando Schemelzer de Moraes
Bezerra, como participante da pesquisa intitulada “ANTIGENOS CIRCULANTES
NO DIAGNOSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI EM RESIDENTES DE
AREA DE ALTA ENDEMICIDADE NO NORDESTE BRASILEIRO”. Vocé no
deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informag¢des abaixo e
faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta
pesquisa sejam esclarecidos.

Farei exames de fezes, de urina e de sangue visando identificar a
presencga do Schistosoma mansoni agente causador da Esquistossomose (doenca
transmitida por algumas espécies de caramujo), entre a populagdo do estudo. Os
exames de fezes e urina serao realizados em amostras coletadas em frascos que
distribuirei aos participantes, logo apdés a coleta os frascos com as amostras
devem ser embalados e guardados na geladeira, até o0 momento da entrega, que
sera feito em até 24 horas. Durante a coleta de fezes mesmo a amostra sendo
sua, ha um pequeno risco de contaminagao caso ocorra a presenca de parasitas
nas fezes, assim no momento da coleta vocé deve evitar o contato direto com as
fezes. As amostras serdo preparadas e examinadas no Laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal do Ceara. Apds a realizagdo dos exames
com as fezes e com as urinas, o material sera descartado em saco plastico para
lixo contaminado e encaminhado para incineracdo. O exame de sangue sera feito
através da coleta de sangue por puncao capilar em um papel de filtro, a ser
realizada em sua residéncia. O material sera levado a um posto de saude pré-
estabelecido, onde passara por um processo de diluicdo para que o sangue fixado
seja retirado do papel de filtro sendo, entdo, submetido ao teste soroldgico. Para a
realizacdo da coleta de sangue é necessario dar uma pequena picada com uma
lanceta descartavel na ponta do dedo, usando uma para cada pessoa. Isto causa
um pouquinho de dor que passara logo e podera ou ndo causar uma mancha roxa
no local da picada, a depender de cada participante. Também sera aplicado um
questionario contendo algumas perguntas que leva cerca de 10 minutos para ser
respondido. O questionario contém perguntas sobre informag¢des clinicas,
pessoais, € sua renda. Trata-se de um estudo que proporcionara beneficios
diretos para vocé, pois de acordo com os resultados obtidos tera um maior
controle da doencga nessa regido evitando problemas maiores para a populagéo.
Os participantes que tiverem resultados positivos no exame de fezes, no de
sangue e no de urina serao avisados pessoalmente e orientados a receber o
tratamento fornecido pela Secretaria de Saude do Estado de Sergipe. Cada
participante recebera a dose do tratamento(s) de acordo com seu peso e idade.

Pela sua participagado no estudo, vocé nao recebera qualquer valor
em dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a
realizagao da pesquisa ndo serao de sua responsabilidade.
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Vocé podera ter acesso a todas as informacgdes referente a pesquisa e
podera nao participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem que isso lhe traga qualquer prejuizo. As informagdes conseguidas
através da sua participacdo nao permitirdo a identificacdo da sua pessoa, exceto
aos responsaveis pela pesquisa, e a divulgacdo das mencionadas informagdes so
sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

Em qualquer etapa de estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.

Endereco d(os, as) responsavel(is) pela pesquisa:

Nome: Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra

Instituicao: Universidade Federal do Ceara
Enderego: Rua: Capitao Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedfilo

Telefones para contato: (085) 98847-3348 /(085) 3366-8242

ATENGCAO: Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida, sobre a sua
participagdo na pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
UFC/PROPESQ - Rua

Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: (085)3366-8344.

(Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢é a instancia da Universidade Federal do Ceara

responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as

pesquisas envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado , anos,
RG: , declara que é de livre e espontanea vontade que esta
como participante de uma pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds sua leitura, tive a oportunidade
de fazer perguntas sobre o seu conteudo, como também sobre a pesquisa, e
recebi explicagdes que responderam por completo minhas duvidas. E declaro,
ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do participante da pesquisa:

Data:




Assinatura do participante na pesquisa

Nome do pesquisador:

Data:

Assinatura do pesquisador

Nome da testemunha (se o participante nao souber ler):

Data:

Assinatura da testemunha

Nome do pesquisador:

Data:

Assinatura do pesquisador (que aplicou o TCLE)
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
O RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS — RESOLUGAO 466/12

O menor sob sua responsabilidade estda sendo convidado (a) por Dr.
Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra como participante da pesquisa:
“ANTIGENOS CIRCULANTES NO DIAGNOSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONI EM RESIDENTES DE AREA DE ALTA ENDEMICIDADE NO
NORDESTE BRASILEIRO”. Nesse estudo pretendemos avaliar testes rapidos
que sao utilizados para o diagnostico do Schistosoma mansoni em uma area de
grande transmissdo da Esquistossomose (doenga transmitida por algumas
espécies de caramujo), no nordeste brasileiro. O motivo que nos leva a estudar
esse assunto € chegar ao diagnostico da Esquistossomose, antes mesmo dos
sintomas aparecerem. Assim, esse estudo ajudara as pessoas infectadas a tratar
a doenga o mais cedo possivel, diminuindo as chances da evolugdo da doenca
para as formas graves que atingem o figado e o intestino.

Farei exames de fezes, de urina e de sangue visando identificar a
presenca do Schistosoma mansoni, entre a populagao do estudo. Os exames de
fezes e urina serao realizados em amostras coletadas em frascos que distribuirei
aos participantes, logo apdés a coleta os frascos com as amostras devem ser
embalados e guardados na geladeira, até o momento da entrega, que sera feito
em até 24 horas. Durante a coleta de fezes mesmo a amostra sendo do menor
sob sua responsabilidade, ha um pequeno risco de contaminacdo caso ocorra a
presenca de parasitas nas fezes, assim no momento da coleta deve-se evitar o
contato direto com as fezes. As amostras serdo preparadas e examinadas no
Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal do Ceara. Apds a realizagao
dos exames com as fezes e com as urinas, o material sera descartado em saco
plastico para lixo contaminado e encaminhado para incineragdo. O exame de
sangue sera feito através da coleta de sangue por pungéo capilar em um papel de
filtro, a ser realizada em sua residéncia. O material sera levado a um posto de
saude pré-estabelecido, onde passara por um processo de diluigdo para que o
sangue fixado seja retirado do papel de filtro sendo, entdo, submetido ao teste
soroldgico. Para a realizagdo da coleta de sangue € necessario dar uma pequena

picada com uma lanceta descartavel na ponta do dedo, usando uma para cada



pessoa. Isto causa um pouquinho de dor que passara logo e podera ou nao

causar uma mancha roxa no local da picada, a depender de cada participante.

Sera aplicado também um questionario contendo algumas perguntas
que leva cerca de 10 minutos para ser respondido. O questionario contém
perguntas sobre informagdes clinicas, pessoais, e a renda do participante. Para a
participacdo do menor neste estudo, o senhor (a) como responsavel pelo (a)
menor, devera autorizar e assinar um termo de consentimento. Nao tera nenhum
custo, nem qualquer vantagem financeira. A qualquer momento vocé podera
recusar a participacdo do (a) menor sob sua responsabilidade. A participagéo &
voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificagdo na forma em que é atendido (a) pelo pesquisador que ira tratar a
identidade do (a) menor com padrdes profissionais de sigilo.

O menor nado sera identificado em nenhuma publicagdo. Este estudo
apresenta risco minimo isto €, 0 mesmo risco existente em atividades rotineiras
como conversar, tomar banho, ler etc. Os resultados estardo a sua disposicao
quando finalizada. O nome ou o material que indique a participagao do (a) mesmo
(a) ndo sera liberado sem a permissdo a sua permissdo como responsavel. Os
dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos e, apds esse tempo, seréao
destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias,
sendo que uma via sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera

fornecida a vocé como responsavel.

Endereco do (os, as) responsavel (is) pela pesquisa:
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Nome:Dr. Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra Instituigao:
Universidade Federal do Ceara
Enderec¢o: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Teéfilo.

Telefones para contato:3366-8242.
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ATENGCAO: Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida, sobre a sua
participagéo na pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
UFC/PROPESQ - Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone:
(085)3366- 8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira). O
CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel

pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas

Eu, , portador (a)

do documento de Identidade fui informado(a) dos

objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes, e como
responsavel, poderei modificar a decisdo do menor participar, se assim o desejar.
Tendo o consentimento por mim responsavel ja assinado, declaro que concordo
com a participacdo do menor nesse estudo. Recebi uma via deste Termo de

Assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Fortaleza, / /

Assinatura do (a) responsavel

Assinatura do (a) pesquisador (a)



APENDICE C — TERMO DE ASSENTIMENTO DO MENOR

Vocé estd sendo convidado (a) como participante da pesquisa:
“ANTIGENOS CIRCULANTES NO DIAGNOSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONI EM RESIDENTES DE AREA DE ALTA ENDEMICIDADE NO
NORDESTE BRASILEIRO”. Nesse estudo pretendemos avaliar testes rapidos
que séo utilizados para o diagnostico do Schistosoma mansoni em uma area de
grande transmissdo da Esquistossomose (doenga transmitida por algumas
espécies de caramujo), no nordeste brasileiro. O motivo que nos leva a estudar
esse assunto € chegar ao diagndstico da Esquistossomose antes mesmo dos
sintomas aparecerem. Assim, esse estudo ajudara as pessoas infectadas a
tratar a doenca o mais cedo possivel, diminuindo as chances da evolucédo da
doenca para as formas graves que atingem o figado e o intestino.

Farei exames de fezes, de urina e de sangue visando identificar a
presenca do Schistosoma mansoni agente causador da Esquistossomose, entre
a populacdo do estudo. Os exames de fezes e urina serdo realizados em
amostras coletadas em frascos que distribuirei aos participantes, logo apés a
coleta os frascos com as amostras devem ser embalados e guardados na
geladeira, até o momento da entrega, que sera feita em até 24 horas. Durante a
coleta de fezes mesmo a amostra sendo sua, ha um pequeno risco de
contaminagdo caso ocorra a presenca de parasitas nas fezes, assim no
momento da coleta vocé deve evitar o contato direto com as fezes. As amostras
serdo preparadas e examinadas no Laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal do Ceara. Apds a realizacdo dos exames com as fezes e
com as urinas, o material sera descartado em saco plastico para lixo
contaminado e encaminhado para incineragdo. O exame de sangue sera feito
através da coleta de sangue por pungao capilar em um papel de filtro, a ser
realizada em sua residéncia. O material sera levado a um posto de saude pré-
estabelecido, onde passara por um processo de diluicdo para que o sangue
fixado seja retirado do papel de filtro sendo, entdo, submetido ao teste
sorologico. Também sera aplicado um questionario contendo algumas perguntas
que leva cerca de 10 minutos para ser respondido. O questionario contém
perguntas sobre informagdes clinicas, pessoais, € sua renda. Para participar

deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
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consentimento. Vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Vocé sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e estara

livre para participar ou recusar-se.

O responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou interromper a
sua participagao a qualquer momento. A sua participagdo € voluntaria e a
recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacido na
forma em que é atendido (a) pelo pesquisador que ira tratar a sua identidade
com padrdes profissionais de sigilo. Vocé nao sera identificado em nenhuma
publicagcdo. Este estudo apresenta risco minimo isto €, 0 mesmo risco existente
em atividades rotineiras como conversar, tomar banho, ler etc. Os resultados
estardo a sua disposi¢ao quando finalizada. Seu nome ou o material que indique
sua participagao néo sera liberado sem a permisséo do responsavel por voceé.

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficarao arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos e, apds esse tempo, serao
destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias,
sendo que uma via sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera

fornecida a vocé.

Endereco d(os, as) responsavel(is) pela pesquisa:

Nome: Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra

Instituicao: Universidade Federal do Ceara
Enderec¢o: Rua: Capitao Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Teéfilo

Telefones para contato: (085) 98847-3348 /(085) 3366-8242

ATENGAO: Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida, sobre a sua
participagdo na pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da UFC/PROPESQ - Rua

Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: (085)3366-

8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ é a instdncia da Universidade Federal do Ceara
responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas
as pesquisas envolvendo seres humanos.
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Eu, , portador (a)

do documento de Identidade fui  informado (a) dos

objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes, e o
meu responsavel podera modificar a decisdo de participar, se assim o desejar.
Tendo o consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro que concordo
em participar desse estudo. Recebi uma via deste Termo de Assentimento e me

foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Fortaleza, de de 20..

Assinatura do (a) menor

Assinatura do (a) pesquisador (a)
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APENDICE D - QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO

QUESTIONARIO
NAO PREENCHER
N°:
Peso:
Altura:
Data de Coleta de informagbes: / / Localidade:
1. IDENTIFICACAO
1.1 NOME:
1.2. DATA DE NASCIMENTO: IDADE:
13. Masculino | Feminino
Sexo =
1 2
1LANATURAIIDADE: UF
Nasceu | Urbana Fural Area Sim Nio
em endémica 1 2
"_r =
Zona 1 2 NAO PREENCHER
2. SIILZ—‘:.CEDHZ\"L\'CEIRA
21 PRINCIPAL RESPONSAVEL PELO SUSTENTO FAMILIAR:
Pa Mze Filho Aposentado Outros
1 ) 3 4 3
23
Recebe ajoda do gorermno? Sim Mo
1 2

EE BINL QUAL?
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3.  MORADIA

31.
] Propria em
Situacio da Propria pasamanto Cadida Alugada Invadida
moradia
1 ] 3 ] 2
3 2. NUMERO DE PESS0AS QUE MORAMNA CASA:
3 3. NUMERO DE COMODOS (COMPARTIMENTOS):
3 4. NUMEROS DE BANHEIROS:
35.
Tipo de Alvenaria Madeira Taipa Mista Outro
construcio
) 1 2 3 4 3
36.
Mista M
Tipo de telhado Telha Palha Lona Zinco com ;Ziﬁ;m Outro
palha
_ 1 . 2 3 4 2 8 1
4. CONDICOES SANITARIAS
4.1.
Ligado a -
Destino do rede de | Jogado Canal Fossa Fossanio
direto na rua vedada vedada
esgoto £sgoto
1 2 3 4 2
472
Caminhio . Joga no .
Destino do fixo do lixo Queima Tio Céu aberto | Enterrado
1 2 3 4 2
43.
&
icem da soua | CAGECE Cisterma Pogo | Vizinhanca Rio Outro
Orig gu
muid
constmes 1 2 3 3 3 6
SE OUTRO_ QUAL?
44 EM CASODEFORNECIMENTO PELA CAGECE:
Frequ éncia do Diariamente Dias 1 vezna Outro
abastecimento alternados semana
de igua 1 2 3 1
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45 Poco ou cisterna Sim Nio
proximo i
fossa? 1 2
4.6
Tipo de Dentro de casa Iz:grfeie CE::ECS; CI;S;ESS; Comunitario | Comunitario | Nio
Banheiro com dgua ngwua “’;’éua ’“"E‘L?éua com agua sem dgua ossui

1 2 3 4 3 6 7

5. CONTATO COM AGUAS NATURAIS (ACUDE, RIO, POCO,
CACIMBAO):
5.1 . =
Tem contato? Sim Néo
1 2
5.2.
Motivos e frequéncias de contato
Motivos Frequéncia

Sim Nio Didria | Semanal | Quinzenal | Mensal | Outro
Buscar dgua 1 2 1 2 3 4 2
Lavar louca 1 2 1 2 3 4 3
Lavar roupa 1 2 1 2 3 4 3
g;gn;;;lbmﬂm.-'}:uglene 1 2 1 2 3 4 5
Nadar (lazer) 1 2 1 2 3 4 2
Pescar 1 2 1 2 3 4 3
Atravessar 1 2 1 2 3 4 3
Regar horta 1 2 1 2 3 4 3
Trabalho na lavoura 1 2 1 2 3 4 2
Retirar areia 1 2 1 2 3 4 2
Outros 1 2 1 2 3 4 2

SE OUTRO. QUAIS?

6. DADOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS

6.1

d'agua?

Ja recebeu alsuma informacio sobre esquistossomose, xistose, barriga

Sim

1

SE SIM. ONDE?

HA QUANTO TEMPO ATRAS?
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6.3

99

Sabe como se pega a doenca?

Rz

Sim Nio
1

b ]

KX

Vocé ja teve esquistossomose?

Sim Nio

1 2

SE SIM, HA QUANTO TEMPO ATRAS TEVE A
DOENCAY

6.4.

o
LA

Apresentou sinfomas?
Sim Nio
1 2

Realizou algum exame para a doenca?

Sim Nio

1 2

SE SIM. QUAL?

6.6.

Recebeu alguma informacio sobre o(s) exame(s) que seria/seriam feito(s)?

Sim Nio
1 2
7. TRATAMENTO
T.1.
Ja foi tratado para esquistossomose?
Sim Nio
1 2
SE SIM.QUANDO?
QUANTAS VEZES?
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ANEXO A - PARECER COMITE DE ETICA UFC

UFC - UNIVERSIDADE g Plataforma
FEDERAL DO CEARA / %ﬁfoﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANTIGENOS CIRCULANTES NO DIAGNOSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONI EM RESIDENTES DE AREA DE ALTA ENDEMICIDADE NO NORDESTE

Pesquisador: Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 87688618.1.0000.5054

Instituigdo Proponente: Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.647.566

Apresentagédo do Projeto:

Trata-se de um Projeto de pesquisa que pretende melhorar as técnicas para o diagnéstico de
esquistossomose em nivel de campo através de um ensaio de fluxo lateral para a detecgdo de antigenos
circulantes (CCA e CAA). Esse teste vem sendo bem aceito e demonstrando ser suficientemente sensivel e
especifico.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Avaliar os métodos de diagnostico de antigenos circulantes (CCA e CAA) para detecgdo do
Schistosoma mansoni em uma area de alta endemicidade no nordeste brasileiro.

Especificos:

1. Detectar ovos de S. mansoni através do método parasitolégico de Kato-Katz em amostras de fezes dos
moradores da localidade de Maruim- Sergipe;

2. Realizar o método Imunocromatografico (POC-CCA) para o diagnostico do S. mansoni em amostras de
urina dos moradores da localidade de Maruim- Sergipe;

3. Realizar o método Imunocromatografico (POC-CAA) para o diagnostico do S. mansoni em amostras de
urina dos moradores da localidade de Maruim- Sergipe;

4. Determinar a prevaléncia da esquistossomose mansoni, de Maruim- Sergipe através das diferentes
técnicas utilizadas;

5. Comparar o POC- CAA com o Kato-Katz e com o POC-CCA, avaliando as diferengas de

Endereco: Rua Cel Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Teofilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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positividade e seus respectivos desempenhos através do calculo dos valores de sensibilidade;

6. Detectar a presenca de DNA do parasito através da técnica de PCR em tempo real (qPCR) em amostras
de fezes dos moradores da localidade de Maruim- Sergipe;

7. Detectar a presenca de antigeno anti-S. mansoni através do método de ELISA no sangue por pungéo
capilar dos moradores da localidade de Maruim- Sergipe.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: minimos, a contaminagdo no manuseio das fezes durante a coleta e os desconfortos da coleta de
sangue estdo descritos no TCLE.

Beneficios: diagnéstico da Esquistossomose, antes mesmo dos sintomas aparecerem. Assim, esse estudo
ajudara o paciente a tratar a doenca o mais cedo possivel, diminuindo as chances da evolugéo da doencga
para as formas graves que atingem o figado e o intestino.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata- se de um estudo longitudinal e intervencionista. O estudo sera realizado no municipio de Maruim —
Sergipe. A equipe de pesquisa visitara as casas dessa localidade, juntamente com agentes de endemias da
Secretaria de Saude local, para apresentacdo dos objetivos e metodologia do trabalho. Os habitantes que
concordarem em participar da pesquisa assinardo o TCLE e responderdo um questiondrios com dados
sécioambientais.

Para a coleta de fezes serdo distribuidos, na casa de cada morador que concordar em participar da
pesquisa, frascos de coleta (coletor universal) rotulados e identificados, com tampa e espatula, constando o
nome do morador e a data de realizagdo da coleta. Decorridas 24 horas, os frascos serdo recolhidos e
levados ao posto de saude da localidade, onde sera realizado o método de Kato-Katz com a confecgéo de
03 laminas de cada amostra. Sera retirada uma aliquota de aproximadamente 3g de fezes que sera
acondicionada em criotubos que serdo armazenados em freezer, a menos 80°C, para posteriores analises
pela qPCR.

Para a coleta de amostra de urina seréo distribuidos, na casa de cada morador, frascos de coleta (coletor
universal) rotulados e identificados, estéreis, constando o nome do morador e a data de realizagéo da
coleta. Decorridas 24 horas, os frascos serdo recolhidos e levados ao posto de saude da localidade, onde
serdo retiradas duas aliquotas de urina que serdo acondicionadas em criotubos e armazenadas em freezer
a menos 20°C, para a realizagdo do método imunocromatografico na pesquisa de CCA/ CAA, conforme
orientagdo dos fabricantes dos kits (RapidMedical Diagnostics).

As laminas e amostras de fezes, soro e urina serdo enviadas para o Laboratério de Pesquisa em
Parasitologia e Biologia de Moluscos - UFC, para posterior leitura/realizacdo dos testes

Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Teéfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br

Pagina 02 de 04



102

UFC - UNIVERSIDADE Plataforma
FEDERAL DO CEARA / %cﬂ

Continuacéo do Parecer: 2.647.566

diagnosticos. Para a Extragdo e purificagdo do DNA nas amostras de fezes sera utilizado o conjunto
NucleoSpin® Soil — Macherey-Nagel, seguindo as recomendacdes do fabricante para extracdo e purificagdo
do DNA total. A Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real para detec¢do de S. mansoni em
amostras de fezes sera realizada empregando iniciadores e sonda direcionados para o gene da subunidade
1 da enzima citocromo oxidase (COX1) descrito na literatura (ten Hove et al. 2008). Para a realizagéo do
método de ELISA serdo utilizadas placas de 96 pogos com capacidade para 300L, fundo chato Maxisorp
(NUNC®), seguindo protocolo descrito por Da Frota e colaboradores (2011). Para otimizar a leitura dos kits
de POC-CCA e POC-CAA, sera utilizado uma ferramenta de software (Image Studio Lite®),que ira fazer a
leitura e quantificar a cor da linha de teste em todos os testes positivos expressas como pixels, e uma leitura
com scores que vao de G1 G10 para diminuir a subjetividade dos testes imunocromatograficos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram apresentados de forma adequada: carta de encaminhamento ao CEP; Folha de Rosta; Anuéncia do
local do estudo (Diretora Estadual de Vigilancia em Salde - SESA-Sergipe); Declaragéo de anuéncia dos

pesquisadores; cronograma; or¢camento; TCLE's participantes e responsaveis; Termo de Assentimento

Recomendacgoes:
Adicionar no TCLE o DDD de Fortaleza no telefone do CEP

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Sem pendéncias

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1075796.pdf 14:24:02
TCLE / Termos de |ASSENTIMENTO_MENOR_11.pdf 11/04/2018 | Fernando Aceito
Assentimento / 14:22:24 | Schemelzer de
Justificativa de Moraes Bezerra

| Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_Adulto_11.pdf 11/04/2018 |Fernando Aceito

Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Teéfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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Assentimento / TCLE_Adulto_11.pdf 14:22:01 |Schemelzer de Aceito
Justificativa de Moraes Bezerra
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_RESPONSAVEL_11.pdf 11/04/2018 |Fernando Aceito
Assentimento / 14:21:33 | Schemelzer de
Justificativa de Moraes Bezerra
Auséncia
Declaragao de DECLARACAO_PESQUISADORES.pdf | 11/04/2018 |Fernando Aceito
Pesquisadores 14:21:10 | Schemelzer de
Moraes Bezerra
Orgamento ORCAMENTO.pdf 11/04/2018 |Fernando Aceito
14:20:32 | Schemelzer de
Moraes Bezerra
Projeto Detalhado / |PROJETO_SERGIPE.pdf 04/04/2018 |Fernando Aceito
Brochura 16:30:51 Schemelzer de
Investigador Moraes Bezerra
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 23/03/2018 |Fernando Aceito
14:20:02 |Schemelzer de
Moraes Bezerra
Declaragao de SESA_Sergipe.pdf 16/03/2018 |Fernando Aceito
Instituicdo e 12:45:11 | Schemelzer de
Infraestrutura Moraes Bezerra
Declaragao de Anuencia_LPBM_Sergipe.pdf 16/03/2018 |Fernando Aceito
Instituicéo e 12:41:09 | Schemelzer de
Infraestrutura Moraes Bezerra
Cronograma CRONOGRAMA_ESSE.pdf 16/03/2018 |Fernando Aceito
12:40:45 |Schemelzer de
Moraes Bezerra
Brochura Pesquisa |CARTA_APRECIACAO.pdf 16/03/2018 | Fernando Aceito
12:38:04 |Schemelzer de
Moraes Bezerra

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Néao
FORTALEZA, 10 de Maio de 2018
Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)
Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000
Bairro: Rodolfo Teéfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANTIGENOS CIRCULANTES NO DIAGNOSTICO DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONI EM RESIDENTES DE ;
AREA DE ALTA ENDEMICIDADE NO NORDESTE BRASILEIRO.

Pesquisador: Luciene Barbosa

" Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 92970818.6.0000.5546

Instituicao P;opon'ente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio \

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.806:891

Apresentagdo do Projeto:
Trata-se de um Projeto de pesquisa que pretende melhorar as técnicas para o diagndstico
deesquistossomose em nivel de campo através de um ensaio de fluxo lateral para a detecg¢do de antigenos -
circulantes (CCA e CAA). Esse teste vem sendo bem aceito e demonstrando ser suficientemente sensivel e

_ especifico.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Avaliar os métodos de diagnostico de antigenos circulantes (CCA e CAA) para detecgéo do

Schistosoma mansoni em uma area de alta endemxctdade no nordeste brasileiro. . ®
Especificos:

1. Detectar ovos de S. mansoni através do método parasitolégico de Kato-Katz em amostras de fezes dos

moradores da Iocalidaﬁa de Maruim- Sergipe;

2. Realizar o método Imunocromatogréfico (POC-CCA) para o diagnostico do'S. mansoni em amostras de

urina dos moradores da localidéde'de Maruim- Sergipe;

3. Realizar o método Imunocromatografico (POC-CAA) para o di-agnostico do 8. mansoni em amostras de

urina dos moradores da localidade de Maruim- Sergipe;

Enderego: Rua Claudio Batista s/n® .
Bairro: Sanatorio ° CEP: 49.060-110

UF: SE Municipio: ARACAJU
Telefone: (79)3194-7208 E-mail: cephu@ufs.br
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4. Determinar a prevaléncia da esquistossomose mansoni, de Maruim- Sergipe através das diferentes
técnicas utilizadas; '

5. Comparar o POC- CAA com o Kato-Katz e com o POC-CCA, avaliando as diferengas de

positividade e seus respectivos desempenhos através do calculo dos valores de sensibilidade;

6. Detectar a presenga de DNA do parasito através da técnica de PCR em tempo real (gPCR) em amostras
de fezes dos moradores da localidade de Maruim- Sergipe; :
7. Detectar a presencga de antigeno anti-S. mansoni através do método de ELISA no sangue por pungéo
capilar dos moradores da localidade de Maruim- Sergipe. ) )

Avaliagao dos Riscos e Beneficios: o : ' Y

Riscos: minimos, a contaminag:éb no manuseio das fezes durante a coleta e os desconfortos da coleta de
sangue estdo descritos no TCLE, / o ) 2
Beneficios: diagnéstico da Esquistossomose, antes mesmo dos sintomas apérecerern. Assim, esse estudo
ajudara o paciente a tratar a doenga o mais cedo possivel, diminuindo as chances da evbluc;éo da
doengapara as formas graves que atingem o figado e o-intestino.

Comentarios e Consideragéeé sobre a Pesquisa:

Trata- se de um estudo longitudinal e intervencionista. O estudo sera realizado no municipio de Maruim —
Sergipe. A equipe de pesquisa visitara as casas dessa locaﬁdade. juntamente com agentes de endemias da
Secretaria de Saude local, para apresehlagéo dos objetivds e metodologia do trabalho. Os habitantes que
concordarem em participar da pesquisa assinaréo o TCLE e responderdo um questionarios com dados
sécioambientais. . ,

Para a coleta de fezes serdo distribuidos, na casa de cada morador que concordar em participar da
pésquisa. frascos de coleta (coletor universal) rotulados e identificados, com tampé e espatula, constando o
nome do morador e a data de'realizagdo da coleta. Decorridas 24 horas, os frascos serdo recolhidos e
levados ao posto de satde da localidade, onde seré realizado o método de.Kato-Katz com a confecgéo de
03 laminas de cada amostra. Sera retirada uma aliquota de aproximadamente 3g de fezes que sera
acondicionada em criotubos que serao armazenados em freezer, a menos 80°C, para posteriores analises
pela gPCR.

Enderego: Rua Claudio Batista s/n®

Bairro:  Sanatario . CEP: 49.060-110
UF: SE Municipio: ARACAJU s
. Telefone: (79)3194-7208 ; E-mail: cephu@ufs.br
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Para a coleta de amostra de urina seréo distribuidos, na casa de cada morador, frascos de coleta (coletor
.universal) rotulados e identificados, estéreis, constando o nome do morador e a data de realizagéo da
coleta; Decorridas 24 horas, os frascos serdo recolhidos e levados ao posto de saude da localidade, onde
serdo retiradas duas aliquotas de urina que serdo acondicionadas em criotubos e armazenadas em freezer
a menos 20°C, para a realizagédo do método imunocromatografico na pesquisa de CCA/ CAA, conforme
orientagé@o dos fabricantes dos kits (RapidMedical Diagnostics).

As |aminas e amostras de fezes, soro e urina serdo enviadas para o Laboratdrio de Pesquisa em
Parasitologia e Biologia de Moluscos - UFC, para posterior leitura/realizagao dos testes diagnosticos. Para a
Extragao e purificagao do DNA nas amostras de fezes sera utilizado o cdnjunto NucleoSpin® Soil —
Macherey-Nagel, seguindo as recomendagdes do fabricante para extragdo e puriﬁca(}éo do DNA total. A
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real pdra detecgdo de S. mansoni em

amostras de fezes sera realizada empregando iniciadores e sonda direcionados para o,gene da subunidade
1 da enzima citocromo oxidase (COX1) descrito na literatura (ten Hove et al. 2008). Para a realizago do
método de ELISA serdo utilizadas placas de 96 pogos com capacidade para 300L, fundo chato Maxisorp
(NUNC®), seguindo protobolo descrito por Da Frota e colaboradores (2011). Para otimizar a leitura dos kits
de POC-CCA e POC-CAA, sera utilizado uma ferramenta de software (Image Studio Lite®),que ira fazer a
leitura e quantificar a cor da linha de teste em todos os testes positivos expressas como pixels, e uma leitura
com scores que vao de G1 G10 para diminuir a subjetividade dos testes imunocromatograficos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram apresentados de forma adequada carta de encaminhamento @ao CEP; Folha de Rosta; Anuéncua do
local do estudo (Diretora Estadual de Vigilancia em Saude - SESA-Sergipe); Declaragédo de anuéncia dos
pgsquisadores; cronograma; orgamento; TCLE's participantes e responsaveis; Termo de Assentimento.

Recomendacgées:
ndo ha -y

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
N&o se aplicam.

Enderego: Rua Claudio Batista s/n®

Bairro: Sanatbrio_ CEP: 49.060-110
UF: SE d Municiplo: ARACAJU )
Telefone: (79)3194-7208 E-mail:  cephu@ufs.br
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Continuago do Parecer: 2.806 891 "
Consideragdes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: g .

Tipo Documento - Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/07/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1158083.pdf 17:12:35 N
Declaragédo de AnuenciaUFS.pdf 04/07/2018 |Luciene Barbosa Aceito
Instituigéo e 16:56:57
TCLE / Termos de | TCLERevisado.pdf 04/07/2018 |Luciene Barbosa Aceito
Assentimento / = 16:56:31

_[Justificativa de
| Auséncia__ -
QOutros PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 02/07/2018 [Luciene Barbosa Aceito
CEP 2647566.pdf 09:37:17
Declaragao de Anuencia_LPBM.pdf 02/07/2018 |Luciene Barbosa Aceito
Instituigao e i ’ 09:34:12
" |Unfr: ut i
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 02/07/2018 |Luciene Barbosa Aceito
Brochura . 09:25:14
nvestigador .
TCLE/Termos de | TCLEresponsavel.pdf 02/07/2018 |Luciene Barbosa . Aceito
Assentimento / 09:23:25
. [Justificativa de
Auséncia
Qutros QUESTIONARIO.pdf 02/07/2018 |Luciene Barbosa Aceito
. 09:20:48
Orgamento Orcamento.pdf 02/07/2018 |Luciene Barbosa Aceito
09:19:25
Declaragao de DECLARACAQO_PESQUISADORES.pdf | 02/07/2018 [Luciene Barbosa Aceito
Pesquisadores 09:12:41 .
Cronograma CRONOGRAMA.pdf 21/06/2018 |Luciene Barbosa. Aceito
18:14:52
TCLE/Termosde |ASSENTIMENTO_MENOR.pdf 21/06/2018 |Luciene Barbosa Aceito
Assentimento / 16:00:25 .
Justificativa de
Auséncia . .
Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 21/06/2018 |Luciene Barbosa Aceito
) 15:33:35

Situagdo do Parecer:

Aprovado

s

Enderego:
Bairro: Sznatdrio
UF: SE

Telefone:

Municipio: ARACAJU
(79)3194-7208

Rua Cléudio Batista s/n®

. CEP: 49060-110

E-mail:

cephu@ufs.br
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Continuagao do Parecer: 2.806.891

" Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

-ARACAJU, 08 de Agosto de 2018

Assinado por:
Anita Herminia Oliveira Souza
’ . (Coordenador)

Enderego: Rua Claudio Balista s/n®
Bairro: Sanatorio

v CEP: 49.060-110
"I UF; SE Municipio: ARACAJU

Telefone: (79)3194-7208 E-mail: cephu@ufs.br
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