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RESUMO

A esquistossomose, causada pelo parasito Schistosoma mansoni, € uma Doenca
Tropical Negligenciada com alto impacto em paises subdesenvolvidos. O Kato-Katz
(KK), é o método recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude, no entanto ele
possui baixa sensibilidade, em areas de baixa endemicidade. O POC-CCA, um teste
imunocromatografico que permite a detec¢do de antigenos parasitarios na urina, vem
se apresentando como uma alternativa sensivel e rapida. Contudo, tal teste esta
sujeito a variagdes interleitores na interpretagdo da leitura visual dos resultados,
principalmente quando a intensidade da resposta ao teste é fraca (trago), o que pode
influenciar a determinagdo da prevaléncia. Portanto, o objetivo deste estudo foi
quantificar a coloracdo dos resultados de testes POC-CCA para reduzir a
subjetividade da leitura. Para isso, foi usado um banco com 158 imagens de testes
POC-CCA, realizados com material de uma area de alta endemicidade para
esquistossomose. O programa computacional de analise de imagens ImageJ® é um
software publico de processamento de imagens baseado em Java, disponivel online,
que foi usado para quantificar os pixels de intensidade da coloragado dos resultados.
A estratégia de leitura do POC-CCA por quantificagéo de pixels apresentou um bom
desempenho com um poder satisfatério em discriminar resultados positivos e
negativos (area sob a curva ROC igual a 0,859). O ponto de corte ideal foi de 0,042
pixels, o qual correspondeu ao J maximo de Youden igual a 0,656. Nessas condigoes,
a sensibilidade ideal foi de 0,779 e a especificidade ideal igual a 0,877. Comparados
aos resultados do Kato-Katz e as outras estratégias de leituras do POC-CCA, a
quantificagcao por pixels mostrou prevaléncias de positivos e negativos similares as do
método Kato-Katz e as da leitura qualitativa visual. Contudo, a prevaléncia de positivos
foi menor do que as observadas com a estratégia de leitura por Score G (G1 a G10).
Uma correlagdo positiva fraca (r? = 0,4812), porém estatisticamente significativa (p <
0.0001), foi identificada entre os resultados de OPG do teste Kato-Katz e a
quantificacdo por pixels do teste POC-CCA. Foi observada uma boa concordéancia
entre a estratégia de leitura por quantificagao de pixels com o teste Kato-Katz (valor
de Kappa = 0,6572, p < 0.0001), assim como com as estratégias de leituras
estratificadas por Score G (valor de Kappa = 0,5498, p < 0.0001) e qualitativa visual
(valor de Kappa = 0,5383, p < 0.0001). Apesar da técnica de processamento de
imagens ter mostrado um desempenho satisfatorio, ha potencial para melhorias na
usabilidade e execugao, incluindo a otimizagdo de parametros e métricas de corte do
sinal. Conclui-se que a interpretacao visual do teste POC-CCA é subjetiva, entretanto,
a quantificacdo de pixels oferece uma leitura objetiva, eliminando a subjetividade e
permitindo um corte mais preciso para a determinagao dos resultados.

Palavras-chave: Imunocromatografia, Pixels, POC-CCA, Esquistossomose,
Diagnostico, Kato-Katz, Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

Schistosomiasis, caused by the parasite Schistosoma mansoni, is a Neglected
Tropical Disease with a high impact in underdeveloped countries. Kato-Katz (KK) is
the method recommended by the World Health Organization, however it has low
sensitivity in areas of low endemicity. POC-CCA, an immunochromatographic test that
allows the detection of parasitic antigens in urine, has been presented as a sensitive
and rapid alternative. However, such a test is subject to inter-reader variations in the
interpretation of the visual reading of the results, especially when the intensity of the
response to the test is weak (trace), which may influence the determination of
prevalence. Therefore, the objective of this study was to quantify the coloration of POC-
CCA test results to reduce the subjectivity of the reading. For this, a database with 158
images from POC-CCA tests was used, carried out with material from an area of high
endemicity for schistosomiasis. The image analysis computer program ImageJ® is a
public Java-based image processing software available online that was used to
quantify the color intensity pixels of the results. The POC-CCA reading strategy by
pixel quantification showed good performance with satisfactory power to discriminate
positive and negative results (area under the ROC curve equal to 0.859). The ideal
cutoff point was 0.042 pixels, which corresponded to Youden's J maximum of 0.656.
Under these conditions, the ideal sensitivity was 0.779 and the ideal specificity was
0.877. Compared to the results of Kato-Katz and other POC-CCA reading strategies,
pixel quantification showed prevalences of positives and negatives similar to those of
the Kato-Katz method and visual qualitative reading. However, the prevalence of
positives was lower than that observed with the G Score reading strategy (G1 to G10).
A weak positive correlation (r2 = 0.4812), but statistically significant (p < 0.0001), was
identified between the OPG results of the Kato-Katz test and the pixel quantification of
the POC-CCA test. A good agreement was observed between the reading strategy by
pixel quantification with the Kato- test (Kappa value = 0.6572, p < 0.0001), as well as
with the reading strategies stratified by G Score (Kappa value = 0.5498, p < 0.0001)
and visual qualitative (Kappa value = 0.5383, p < 0.0001). Although the image
processing technique has shown satisfactory performance, there is potential for
improvements in usability and execution, including optimization of parameters and
signal cutoff metrics. It is concluded that the visual interpretation of the POC-CCA test
is subjective, however, pixel quantification offers an objective reading, eliminating
subjectivity and allowing a more precise cut to determine the results.

Keywords: Immunochromatography, Pixels, POC-CCA, Schistosomiasis, Diagnosis,
Kato-Katz, Schistosoma mansoni.
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1 INTRODUGAO

1.1 A esquistossomose: uma doenga tropical negligenciada

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as Doengas
Tropicais Negligenciadas (DTNs) estdo presentes em 149 paises, especialmente na
Africa, Asia e América Latina, afetando mais de 1 bilhdo de pessoas e mais de 1,6
bilhdo de pessoas necessitando de intervencao, tanto preventiva quanto curativa
(Figura 1) (WHO, 2024a).

Figura 1 — Carga global de Doengas Tropicais Negligenciadas por pais.

Nimero de DTN
presente por pais
B > & DTNs presentes
I 7 DTNs presentes
6 DTNs presentes
5 DTNs presentes
4 DTNs presentes
< 3 DTNs presentes

Fonte: Dados do Controle de Doencgas Tropicais Negligenciadas da Organizagao Mundial de Saude.
Modificado por BURGOS et al., 2020.

Os principais paises com os menores indices de Desenvolvimento Humano
(IDH) e a maior carga de DTNs estdo nas regides tropicais e subtropicais do globo
terrestre (WHO, 2023a). Apesar de o Brasil ocupar a posigao de 89°, com um IDH de
0,760 - considerado alto, existem grandes disparidades no pais que levam a uma
reducado do IDH em 24,1%, resultando em um indice de Desenvolvimento Humano
ajustado pela Desigualdade (IDHI - Inequality-adjusted HDI) de 0,577 (UNDP, 2024 -
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dados referentes a 2022). As regides norte e nordeste apresentam o menor IDH e
concentram o maior numero de DTNs (ROCHA et al, 2023). Diante deste cenario
podemos afirmar que a pobreza esta intrinsecamente relacionada com a ocorréncia
de DTNs. Esta situagdo se agrava com a escassez de investimentos em pesquisas
por novas drogas e vacinas e pela baixa eficacia dos programas de controle (PNUD,
2020).

A eliminagdo da esquistossomose e outras doengas negligenciadas faz
parte dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) tragado em 2015 pela
Organizacao das Nagdes Unidas (UN, 2019). Em consonéancia com tais objetivos, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estipulou como meta a eliminagdo da
esquistossomose como problema de saude publica até 2030 (MENEZES et al., 2023).
Contudo, ainda existem muitos entraves que comprometem o controle da doenga nos
paises-membros que aderiram as metas globais da OMS, tais como: a falta de
incentivo a pesquisa, desinteresse da industria farmacéutica, necessidade de melhoria
nas ferramentas diagnédsticas e de investimento em saude publica (OLIVEIRA et al.,
2018). Portanto, se faz necessario uma ampla abordagem multidisciplinar que assista
o tratamento da doencga, o controle de caramujos, o saneamento basico e a higiene
(TOOR et al., 2018). No mais, para que haja avangos, € de suma importancia um
aprimoramento nos testes diagndsticos para subsidiar a vigilancia epidemiologica
(LAND et al., 2019).

1.2 Epidemiologia da esquistossomose

Estima-se que a esquistossomose esta presente em 78 paises (Figura 2),
sendo 51 considerados endémicos, com 251,4 milhdes de pessoas no mundo
necessitando de tratamento preventivo em 2021, porém apenas mais de 75,3 milhdes
de pessoas foram relatadas como tratadas (WHO, 2023b). Essa parasitose causa
cerca de 200.000 mortes anualmente em todo o mundo (WHO, 2024b) e a carga global
da doenga gira em torno de 1,64 milhdo (1,04-2,64) de anos de vida ajustados por
incapacidade (DALY - Disability-Adjusted Life Years), em grande parte devido a
morbilidade associada a infeccdo, e ndo as mortes prematuras (GBD, 2019).
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Representa a segunda doenga parasitaria mais devastadora socioeconomicamente,

ficando atras apenas da malaria (WHO, 2021a).

Figura 2 - Situagado dos paises endémicos para esquistossomose - 2022.

Fonte: WHO, 2023c.

No Brasil a doenga atinge aproximadamente 1,5 milhdo de pessoas e a
estimativa de prevaléncia é de 1% (BRASIL, 2019; KATZ, 2018). Segundo o Boletim
Epidemiolégico sobre DTNs no Brasil, no quinquénio 2016-2020, a esquistossomose
foi definida como causa multipla (causa basica e associada) em 3.452 declaragdes de
Obitos, resultando em uma média de 688 &bitos ao ano, com coeficiente médio de
mortalidade relacionado a esquistossomose de 0,34 mortes/100.000 habitantes
(BRASIL, 2024). Estudo que avaliou a mortalidade por esquistossomose no Brasil, no
periodo de 2003 a 2018, mostrou que as regides Nordeste e Sudeste, onde coexistem
maior vulnerabilidade social, sdo as areas com maior numero de 6bitos ao longo dos
16 anos avaliados (PINHEIRO, 2020).

Segundo dados publicados pelo Inquérito Nacional de Prevaléncia da
Esquistossomose e Geo-helmintoses (INPEG), em concordancia com o Ministério da
Saude (MS), durante os anos de 2010 a 2015 houve um avango muito grande na

distribuicdo geografica da esquistossomose no Brasil. Indicios de transmiss&o séo
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observados em todas as regides do pais, distribuidos em 18 estados e no Distrito
Federal (Figura 3). As regides Sudeste e Nordeste apresentaram os mais elevados
indices de positividade do pais, com taxas de 1,27% e 2,35%, respectivamente (KATZ,
2018).

Figura 3 — Distribuigdo da esquistossomose no Brasil, segundo o INPEG 2010/2015.

areas nao trabalhadas

Fonte: KATZ (2018).

Historicamente os estados mais endémicos do Brasil sdo: Sergipe, Minas
Gerais, Alagoas, Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro. Ja as areas de transmissao
focal compreendem os estados do Ceara, Maranhéo, Para, Distrito Federal, Sdo Paulo

e Rio Grande do Sul. De acordo com Katz (2018), os estados com as maiores taxas
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de positividade para a infecgdo por S. mansoni foram Sergipe (8,2%), Minas Gerais
(3,9%), Alagoas (2,3%) e Bahia (2,2%).

Sergipe se destaca por apresentar as mais altas taxas de prevaléncia da
doenca em todos os inquéritos nacionais executados no pais no periodo entre 1949 e
2015 (Quadro 1). Ressalta-se ainda que, no inquérito epidemiolégico mais recente, a
prevaléncia da infeccao foi de 8,19%, superando o indice de positividade da regido
Nordeste (1,27%) e a do Brasil (1,79%) (KATZ, 2018).

Quadro 1 — Resultados dos trés inquéritos para esquistossomose mansoni, realizados no Brasil.
Pellon & Teixeira (1949) PECE (1977-81) INPEG (2010/2015)

Estados N° % para Ne % para N° % para
examinados S. mansoni examinados S. mansoni examinados | S. mansoni

Maranhao 12.733 0,46 13.754 9.214 0,13
Piaui 10.424 0,04 8.518 0,0 7.004 0,001
Ceara 41.218 0,94 20.460 29 8.533 0,00

R. G. do Norte 18.808 2,32 11.870 0,6 8.918 0,02
Paraiba 21.715 749 10.294 5,8 8.415 0,18
Pernambuco 50.971 25,09 23.495 1311 19.025 2,14
Alagoas 17.668 19,75 15.487 21,5 11.813 2,31
Sergipe 17.229 29,80 6.085 31,7 10.302 8,19
Bahia 74.590 16,55 NR NR 28.382 219
Espirito Santo 12.939 1,62 11.057 2,6 6.554 0,71
Minas Gerais 162.491 4,96 55.785 10,1 29.689 3,86
Total Geral 440.786 10,09 176.805 9,24 147.849 1,79

Legenda: NR = néo realizado.
Fonte: Katz, 2018.

Um cenario epidemiologico similar pode ser observado pela analise dos
dados fornecidos pelo Sistema Informatizado do Programa de Controle da
Esquistossomose (SISPCE) no periodo entre 2005 a 2014. De acordo com tal banco
de dados oficiais, a taxa média de positividade no estado de Sergipe foi de 8,7%,
superando a média nacional no mesmo periodo (5,9%). Os municipios General
Mayanard e Santo Amaro das Brotas apresentaram os maiores indices de positividade
(KATZ, 2018).
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De acordo com estudo que utilizou dados do SISPCE, no periodo de 2008
a 2017, a média ponderada da prevaléncia da doenca foi de 8,6%, com um percentual
de positivos com alta carga parasitaria igual a 7,9%. Além disso, com relagdo a
distribuicdo espago-temporal (Quadro 2), chama atengédo o numero de municipios
endémicos que deixaram de aderir ao PCE no ano de 2017 (CRUZ, SALAZAR, &
CORTE, 2020). Dentre os 30 e 49 municipios sem informagédo nos anos de 2011 e

2017, respectivamente, 24 sao considerados indenes.

Quadro 2 — Distribuigdo da esquistossomose no estado de Sergipe nos anos de maior (2011) e menor
(2017) cobertura do PCE, segundo o INPEG 2008/2017.

2011: Ano de maior adesao ao PCE 2017: Ano de menor adesdo ao PCE

Sem . .

Informagéo 30 municipios (40 %) 49 municipios (65 %)
45 municipios (60 %) 26 municipios (35 %)

Area Endémica Baixa Média Alta Baixa Média Alta

10(22%) 30(67%) 05(11%) 05(19%) 20(77%) 01 (4 %)
Fonte: Adaptado de CRUZ, SALAZAR, & CORTE, 2020.

A esquistossomose € endémica em 51 dos 75 municipios do estado de
Sergipe. A ocorréncia da doenca se da de forma mais especifica em municipios
localizados circunjacentes a Zona da Mata e ao Litoral. De um modo geral, nos ultimos
anos as prevaléncias vém se mantendo estaveis, contudo, em areas rurais com
indices de até 50% de positividade, houve um aumento nas taxas de infeccao humana
com perfil crénico, assim como casos recentes de infeccdo aguda nas areas
periféricas de eixos urbanos (SERGIPE, 2017).

Sergipe possui fatores favoraveis a instalagao da infecgao por S. mansoni
devido a ampla distribuigdo geografica dos hospedeiros intermediarios do parasito, a
qual contribui para as altas taxas de disseminagao da esquistossomose (SANTOS,
2020). O saneamento basico inadequado é outro fator impactante para o agravamento
da infeccdo no estado, onde o numero de domicilios com esgotamento sanitario
inadequado (57,95%) é o dobro em comparagéo ao percentual nacional (33,05%)
(SNIS, 2021).
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Esse cenario associado aos baixos indices socioecondmicos das areas
endémicas e as condigdes eco-epidemiologicas torna a endemia ainda mais
agravante, enquanto problema de saude publica no estado, em progressao para areas
nao endémicas (SANTOS, 2020).

1.3 Diagnéstico da esquistossomose

A esquistossomose mansoni assemelha-se, em suas diversas formas
clinicas, a muitas outras doencas. Essa inespecificidade e a variagao nos sintomas
impossibilitam o seu diagndstico apenas através de exames clinicos do paciente
(RABELLO et al., 2008). Nesse contexto, ha a necessidade de exames laboratoriais
para se estabelecer o diagnédstico definitivo da doenga. Todavia, estimar a prevaléncia
exata de infecgoes tem sido uma dificuldade, pois existe uma escassez de
ferramentas diagndsticas sensiveis, sobretudo em areas de baixa endemicidade e
baixa carga parasitaria (WHO, 2021b; ERKO et al., 2013; SHANE et al., 2011; BERHE
et al, 2004).

Podemos dividir os métodos diagndsticos para a esquistossomose em duas
categorias: métodos de detecgao direta — que identificam o parasito, ou componentes
deste (antigenos, ovos, fragmentos ou moléculas) e métodos de detecgao indireta —
detectam evidéncias indiretas da presenca do parasito e baseiam-se em marcadores
clinicos, bioquimicos ou, singularmente, imunolégicos referentes a infecgdo. Outra
divisao possivel é a classificagao dos métodos em qualitativos e quantitativos (Quadro
3).

Os métodos qualitativos sao, geralmente, mais rapidos e faceis de serem
realizados, porém nao geram projecoes sobre a dindmica de uma infecgao,
comunicando somente a existéncia da doenga. Enquanto os métodos quantitativos
sdo usados para determinar a carga parasitaria e/ou mostrar a intensidade da
resposta imunolégica de um individuo ou grupo populacional. Os resultados de
métodos quantitativos permitem o estabelecimento de indicadores epidemiologicos
em programas de controle (RABELLO, et al., 2008).
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Quadro 3 — Classificagdo dos métodos parasitolégicos diretos e indiretos comumente utilizados para o
diagndstico da esquistossomose mansoni.

CATEGORIA METODOS DETECCAO DE

Exame de fezes ou bidpsia de

Ovos eliminados pelas fezes
mucosa retal

Substéncias antigénicas presentes

. Pesquisa de antigenos ;
Diretos osq 9 em tegumento ou material de
circulantes N
regurgitacao
~ . . DNA de ovos, tegumento ou material
Reacao em cadeia da polimerase PR
de regurgitagéo
e . Diarreia, sangue nas fezes,
Clinicos: sintomas e sinais .
hepatoesplenomegalia
- . Alteragdes ultra-sonograficas ou
Propedéutica clinica hemodinamicas
Indiretos

Imunoldgicos: reagao

: e Imunidade celular especifica
intradérmica

Imunoldgicos: sorolégicos Imunidade humoral especifica

Fonte: Adaptado de RABELLO et al. (2008).

O diagndstico adequado, precoce e fidedigno da infecgao por S. mansoni é
fundamental para se obter uma estimativa precisa da prevaléncia, auxiliar na
avaliacao da eficacia do tratamento, melhorar o gerenciamento do paciente, assim
como para elaborar, implantar e manter programas de vigilancia epidemioldgica e de
controle da esquistossomose mansoni (WHO, 2021b; ENK, et al., 2008). Sendo
imprescindivel o diagndstico precoce dos casos e o tratamento adequado para que

haja a interrupcao da cadeia de transmissao da doenca (WHO, 2021b).

1.3.1 Método de Kato-Katz

O método de Kato-Katz (KK) foi desenvolvido por volta de 1950, pelos
pesquisadores japoneses Kato e Miura (1954) e adaptado em 1972, por Katz, Chaves
e Pellegrino, facilitando assim a elaboracéo do método (Figura 4).

Neste método, o qual permite estimar a carga parasitaria, € produzida

lamina com aproximadamente 42mg de fezes, os quais sdo submetidos a clarificagao,
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por meio da utilizagdo do corante verde malaquita embebido na laminula de celofane,
para posterior pesquisa e contagem de ovos sob microscopia. O numero de ovos
encontrado na lamina deve ser multiplicado por 24, para obter o numero de ovos por
grama de fezes (OPG) (Erko et al., 2013).

Figura 4 - Esquema ilustrativo das etapas do método de Kato-Katz.

Owo de 5 mansoni

Amostra de fezes ﬁ

Estufa

Microscapio

Fonte: Adaptado (ANDRADE, 2022).

A presenga de um unico ovo de S. mansoni nas fezes analisadas é
evidencia direta de infecg¢ao ativa; contudo a auséncia de ovos nas fezes nao descarta
a infeccao (CHIEFFI e KANAMURA, 1978). Além disso, a expressao dos resultados
em OPG permite classificar em trés categorias a intensidade de infecgéo: baixa (1-99
OPG), moderada (100-399 OPG) e alta (>400 OPG) carga parasitaria (WHO, 2002).

O Kato-Katz ¢ internacionalmente recomendado pela OMS, sendo também
essa técnica a mais utilizada em inquéritos epidemiologicos para diagndstico da
esquistossomose intestinal (UTZINGER et al, 2015). Isto porque o método de Kato-
Katz é de facil execugdo e de baixo custo. O método também apresenta a
possibilidade de armazenamento das laminas por um longo periodo (WHO, 2013).

Embora o método Kato-Katz seja amplamente reconhecido e recomendado
para o diagnostico da esquistossomose, apresenta limitagdes em varios aspectos.
Apesar de facil execugdo para o preparo das laminas, existe a necessidade de
técnicos de laboratério bem treinados para um correto diagndstico. Outra limitacao é

a consisténcia da amostra fecal, uma vez que, nas fezes aquosas € impossivel o
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processamento das laminas e, a visibilidade dos ovos do helminto € comprometida
em fezes muito ressecadas ou ricas em fibras (FELDMEIER e POGGENSEE, 1993).

Outra importante limitagao € a variabilidade temporal da liberacdo de ovos
nas fezes. Estudos demonstram a existéncia de uma grande variagdo na quantidade
diaria de ovos liberados nas fezes. Essa variabilidade interfere na sensibilidade do
método (KELLER et al., 2020; ENGELS; SINZINKAYO; GRYSEELS, 1996),
principalmente quando apenas uma Unica lamina é examinada (BARENBOLD et al.,
2018; ENK et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2018).

Essa baixa sensibilidade favorece resultados falso-negativos, os quais
influenciam a determinagao da prevaléncia e intensidade da infeccéo, assim como dos
indices de cura (de VLAS & GRYSEELS, 1992; UTZINGER et al, 2001). Portanto, o
desempenho desse método é comprometido em situagdes tais como: diagndstico de
infecgcbes em areas nao endémicas ou em comunidades que foram submetidas a
tratamentos pregressos, assim como a detecg¢ao de infecgdes leves ou de pacientes
em fase pré-latente (OKOYO et al., 2018).

Para aumentar a sensibilidade do método, € recomendavel a coleta de trés
amostras de fezes em dias diferentes, sendo analisadas ao menos duas laminas para
cada amostra (BRASIL, 2014). Com a aplicacdao dessa estratégia, verifica-se uma
melhora no desempenho do método (BARENBOLD et al., 2018; COLLEY et al., 2013;
ENGELS; SINZINKAYO; GRYSEELS, 1996; ENK et al., 2008; SOUSA et al., 2019).
Entretanto, o acréscimo no numero de laminas torna o mesmo economicamente
inviavel e pouco pratico, principalmente quando empregado em levantamentos
coproparasitologicos de campanhas nacionais para vigilancia epidemiolégica e
controle da doenca.

Portanto, faz-se necessario e urgente o desenvolvimento de novas
ferramentas diagnosticas que permitam transpor essas limitagdes (SIQUEIRA et al.,
2011). Tais ferramentas devem ser sensiveis, precisas, praticas para aplicagcdo em
trabalhos de campo, de baixo custo e, preferencialmente, ndo devem utilizar

procedimentos invasivos para obter amostras (SIQUEIRA et al., 2016).
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1.3.2 Método imunocromatografico POC-CCA (point-of-care circulating catodic
antigen)

Um teste imunocromatografico “point-of-care”, para detecgéo do antigeno
catédico circulante (POC-CCA), vem sendo recomendado como um possivel
complemento ao método de Kato-Katz (GRENFELL et al, 2013). Desde 2008, o teste
POC-CCA tornou-se comercialmente disponivel, pela Rapid Medical Diagnostics
(Africa do Sul), para o diagnéstico de infecgdo por S. mansoni na urina. Subsequente,
desde o ano de 2017 o kit vem sendo montado e comercializado no Brasil pela Eco
Diagndstica e foi descontinuada sua produgdo no ano de 2022.

O fundamento do teste rapido na urina foi elaborado por Van Etten e
colaboradores (1994), e seguidamente repetido por van Dam et al. (2004). O teste
teve como base o método ELISA sanduiche, que utiliza a combinagdo de dois
anticorpos monoclonais anti-CCA. E um método qualitativo que possibilita a deteccéo
de infecgdes ativas por S. mansoni (van DAM et al., 2004).

O POC-CCA consiste em um teste imunocromatografico de fluxo lateral,
constituido por uma membrana de nitrocelulose com conjugado coloidal do anticorpo
monoclonal especifico para CCA. Na realizagao do teste (Figura 5), a amostra de urina
€ colocada no pocgo indicado por A e desloca-se, por capilaridade, ao longo da
membrana de nitrocelulose até alcangar o conjugado coloidal, ao qual se liga por meio
do anticorpo monoclonal contido na banda do teste (Linha T).

Todos os testes mostram a banda controle (Linha C), que confere a
validacao e correta execugao do teste (cor avermelhada). O teste torna-se invalido
caso nao apareca essa banda teste na Linha C. O teste é considerado positivo quando
a banda contida na Linha T do cassete se mostra na cor vermelha, logo abaixo da
banda controle (Figura 6). Coloragdes de baixa intensidade da reagao na linha teste,
isto é, fracamente coradas, sdo denominados tragos por pesquisadores da area
(Figura 7).

Figura 5 - Desenho esquematico do teste POC-CCA.



Linha C

Fonte: FERREIRA, et al 2016.

Figura 6 - Desenho esquematico do teste POC-CCA — Positivo e Negativo

Teste positivo

— Controle - Controle

EE Teste

_—
Urina + CCA
Teste negativo
i Controle — Controle
_—
Urina

Fonte: Adaptado de FERREIRA, et al 2016.
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Figura 7 - Resultados do teste POC-CCA®. A: Positivo. B: Trago e C: Negativo.

Fonte: SIQUEIRA, et al 2016.

O teste POC-CCA apresenta inumeras vantagens: é de facil execugao,
econdmico e rapido, ja que o resultado se apresenta disponivel logo apds 20 minutos
de execugao (BROOKER et al, 2005). E, ainda, a facilidade de manuseio do kit
dispensa a necessidade de infraestrutura de laboratério e de técnicos especializados
para a sua realizacdo (TCHUEM TCHUENTE et al., 2012).

O custo estimado para cada teste é de 4,41 ddlares ou 17,00 reais, com
taxas ja inclusas (estimativa de preco baseada em cotagao realizada junto a ECO
Diagndstica em novembro/2018). A facilidade de execugao/leitura do teste, o baixo
custo e a possibilidade de produgdo em massa facilitam a utilizagdo deste teste nos
programas de controle e avaliagao de cura apés o tratamento (FOO et al., 2015).

Outra importante vantagem é a possibilidade da utilizagao de urina, pois a
coleta é mais pratica e menos invasiva do que a coleta de fezes e sangue. Porém, ao
contrario do que o fabricante informa na bula do produto, ndo é recomendado o
armazenamento das amostras por longo tempo, antes da realizagao dos teste, devido
a reducao da taxa de positividade em comparacédo aos testes realizados em urina
fresca (FAVRE et al., 2022; MEWAMBA et al., 2021).

Estudos complementares indicam que a detecgcdo de CCA proporciona
algumas vantagens para o diagnostico de esquistossomose: detec¢cao mais sensivel

e rapida da esquistossomose, reconhecimento de infecgbes ativas e bom
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desempenho diagnédstico, especialmente em individuos altamente infectados
(SIQUEIRA et al., 2016).

Com relacdo ao desempenho do POC-CCA, estudos avaliaram a
sensibilidade e a especificidade do mesmo usando urina e soro para diagndstico da
esquistossomose em diferentes contextos (COLLEY et al., 2013; TCHUEM
TCHUENTE et al., 2012., BEZERRA et al., 2021).

Foi constatado que o teste é extremamente sensivel e especifico para a
deteccdo de CCA de S. mansoni em regides de alta endemicidade (STOTHARD et al.,
2006; ADRIKO et al., 2014; DOENHOFF et al., 2004; van DAM et al., 2004; BEZERRA
etal., 2021). Estudo realizado em area endémica, no estado de Minas Gerais, mostrou
que 100% dos individuos avaliados 30 dias apds o tratamento da esquistossomose,
se mostraram negativos para o CCA sérico (GRENFELL et al., 2013). Em adigao a
isso van Dam et al. (2015) mostraram que os niveis de CCA e CAA no sangue e na
urina diminuem consideravelmente algumas semanas apdés o tratamento,
estabelecendo-se como um potencial biomarcador para diagnostico imunolégico de
infeccao ativa e na avaliagcao de cura.

Em estudo multicéntrico (PIERI et al., 2023), realizado em diferentes areas
no Brasil, o teste POC-ECO® (POC-CCA produzido pela Eco Diagnéstica) nao realizou
a correta identificacdo do status de infecgao individual, quando comparado com um
método robusto de detecgdo de ovos (Helmintex®), além de ndo estimar de forma
confiavel a prevaléncia nas areas de baixa a moderada endemicidade. Em area de
baixissima endemicidade avaliada, o teste POC-ECO® apresentou um numero
elevado de falsos positivos, classificando essa area como de alta endemicidade, o que
levaria a localidade seguir um regime semestral de tratamento em massa, seguindo a
recomendagao da OMS (WHO, 2022). Em outra area avaliada nesse mesmo estudo,
apenas dois dos 98 participantes foram positivos para ovos de S. mansoni e POC-
ECO® apontou 42 resultados positivos. Em contrapartida, 280 (60,6%) dos 462
participantes nos quais foram detectados ovos de S. mansoni, pelos métodos de KK
ou Helmintex que esse processo iria faltar, ndo foram detectados pelo POC-ECQO®. Na

analise geral desse estudo, a sensibilidade (taxa de verdadeiro-positivo) de POC-
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ECO® foi superior a 80% (80,2%; 95% IC:76,1% - 83,9%), enquanto a especificidade
(taxa de verdadeiro-negativo) foi menor do que 60% (55,0%; IC 95%:52,4% - 57,6%).
Somado ao fato de estudo anterior, realizado em area ndo endémica no Brasil
(GRAEFF-TEIXEIRA et al., 2021), ter detectado elevado numero de falsos-positivos
por POC-ECO®, os pesquisadores do estudo multicéntrico reiteraram as
preocupagdes da OMS (WHO, 2021b) em relagédo a confiabilidade das formulagdes
atuais do teste e optaram por nido recomendar o POC-ECO® como ferramenta
diagndstica para monitoramento e avaliagédo das medidas de controle para eliminagéo
da esquistossomose no Brasil.

Outras desvantagens desse teste em comparagédo ao Kato-Katz, estudos
apontam a indeterminacdo da carga parasitaria, além da necessidade de
padronizacado e interpretacdo da leitura dos resultados, sobretudo em relagdo aos
resultados com baixa intensidade de coloragdo (traco) (BEZERRA et al., 2021;
DOENHOFF, CHIODINI, HAMILTON, 2004).

Em areas de baixa endemicidade, o resultado traco € muito frequente e
vem gerando muitos questionamentos por parte da comunidade cientifica.
Primeiramente a questido da subjetividade da leitura em termos de intensidade de
coloragcado da banda teste, pois € comum um mesmo resultado ser interpretado de
forma diferente por varios investigadores. Outra questdo é se a coloracao de fraca
intensidade (traco) trata-se de um resultado falso-positivo ou um falso-negativo. Essas
discussbes tém suscitado a necessidade de desenvolvimento de um método
alternativo a essa leitura visual e subjetiva do POC-CCA (CASACUBERTA-PARTAL
et al., 2019; COLLEY, ANDROS & CAMPBELL, 2017).

Dessa forma, nos ultimos anos tem-se utilizado uma escala intitulada semi-
quantitativa, denominada de G-Score (G1-G10), na tentativa de padronizacdo da
classificagdo dos resultados. Nessa escala, € usada uma imagem impressa de
diferentes cassetes apresentando 10 diferentes niveis padronizados de intensidade
de cores na tira teste. O nivel G1 é considerado como negativo e de G2 ao G10 sao
classificados como positivos, permitindo uma graduacdo em diferentes niveis de
intensidade, como mostrado na figura 8 (CASACUBERTA-PARTAL et al., 2019).
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Figura 8 - Pontuagbes do G-Score: conjunto de 10 cassetes POC-CCA composto por tiras produzidas
artificialmente com diferentes intensidades de linha de teste e a correspondéncia na escala
semiquantitativa (SQ).

Interpretacdo: Negativo Positivos com diferentes niveis de intensidade de reag¢do na tira teste
A |
r 1 r 1
EscalaG: Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10
Escala SQ: N TR TR 1+ 1+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+

Fonte: Adaptado de CASACUBERTA-PARTAL et al., 2019.

Apesar de permitir uma semiquantificagcdo das reacdes da tira teste, a
leitura visual ainda mantém o problema da subjetividade. Por esse motivo, seria muito
util o desenvolvimento de uma ferramenta que tivesse a capacidade de quantificar de
maneira objetiva as reacdes das tiras testes dos cassetes (STOTHARD et al., 2016;
LEGESSE E ERKO, 2007; STANDLEY et al., 2010).

1.4Programa Computacional ImageJ®

Diferentes programas computacionais de processamento de imagens vém
sendo usados para quantificacdo de biomarcadores em diferentes aspectos da
biomedicina (LARA et al., 2021; MEWAMBA et al., 2021). Estudos realizados por
diferentes grupos de pesquisa ao redor do mundo vem buscando o desenvolvimento
de tecnologias diagnosticas para esquistossomose e outros helmintos transmitidos
pelo solo (HTS), baseados na analise de urina e fezes, por meio de dispositivos
totalmente automatizados integrados a modelos de inteligéncia artificial (IA)
confiaveis, que podem potencialmente mitigar as chances de erro humano e reduzir a
necessidade de pessoal treinado para leituras (AGBANA et al., 2020; ARMSTRONG
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et al., 2022; BOGOCH et al., 2014; DACAL et al., 2021; HOLMSTROM et al., 2017;
LINDER et al., 2013; SUKAS et al., 2019).

Essas ferramentas alternativas a microscopia convencional para o
diagndstico da esquistossomose e HTS ainda necessitam de validagédo e
padronizagao para utilizagado nos cuidados clinicos diarios e na investigagao médica.
Os principais fatores limitantes atualmente sdo ambientes com recursos limitados,
tanto em termos de infraestrutura para processamento de amostras, como de pessoal
capacitado para interpretagao das imagens antes que decisdes conclusivas possam
ser alcancadas (MEULAH et al., 2023).

O ImageJ® é um programa computacional de codigo aberto (open source)
de dominio publico (public domain) que permite o0 processamento e andlise de
imagens (RUEDEN et al., 2017; RASBAND, 2015; TAYLOR et al., 2013). Existem
diversos programas secundarios especificos (plugins), assim como uma variedade de
bancos de dados disponiveis (incluindo IMB J, NH ImageJ e Microscope Image
Browser) que permitem adaptar a aplicagdo do ImageJ® em diferentes areas, tais
como: biologia, medicina e ciéncias em geral, incluindo desde analise e
processamento de imagens microscopicas de tecidos até de moléculas biolégicas
(SCHROEDER et al., 2021). Portanto, a facilidade e flexibilidade do programa tornam-
no uma solugado altamente acessivel em comparagao aos meétodos tradicionais de
diagnostico, sendo amplamente usado tanto por pesquisadores quanto por clinicos
(SCHINDELIN et al., 2012).

A precisdo e confiabilidade no diagndstico de doengas tém feito deste
programa uma importante ferramenta de apoio com aplicabilidade na pesquisa
cientifica e nos diagnosticos de dificil interpretagdo. Assim, a aplicagdo do ImageJ®
pode ser uma alternativa para reduzir a subjetividade da leitura e, consequentemente,
melhorar o diagnostico da esquistossomose, principalmente em casos de reagdes
fracas (Trago) no POC-CCA (CAl et al., 2021).

Um dos plugins mais utilizados € o que permite a quantificacdo de pixels
em imagens digitais (SCHNEIDER et al., 2012).
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As representagbes digitais de imagens consistem em matrizes
bidimensionais de valores de intensidade de pixels, em que a dimensao da imagem é
determinada pelo numero de pixels nas direcbes horizontal (linhas) e vertical
(colunas). Os pixels, que sao os elementos fundamentais das imagens, armazenam
valores numéricos (intensidades de pixel) que variam de preto a branco. A gama de
intensidades, isto é, o intervalo de valores unicos de luminosidade presentes na
imagem, € conhecida como profundidade de bits e indica o nivel de precisdo com que
as intensidades sao representadas (FERREIRA & RASBAND, 2012).

Esse comando realiza o célculo das seguintes medidas relativas aos pixels
ao longo de uma selegdo em linha reta: média, minimo, maximo e desvio padrao,
assim como o comprimento e o angulo da linha. Para tal quantificagao, primeiramente

a imagem original & convertida em imagem pseudocolorida.

A representacdo pseudocolorida (ou cor indexada) de uma imagem é
aquela em que uma imagem de canal unico em tons de cinza (com 8, 16 ou 32 bits) é
associada a cores através de uma tabela de pesquisa ou LUT (Lookup Table), que
consiste em uma lista predefinida de valores de cinza correspondentes aos
componentes de cor no espaco tridimensional RGB (vermelho, verde, azul). Os tons
de cinza sao visualizados como pixels coloridos, onde variagbes de cor na imagem
pseudocolorida indicam diferengas na intensidade do objeto, em vez de
representarem variagdes na cor do espécime fotografado (FERREIRA & RASBAND,
2012).

Estudos tém demonstrado a eficacia do uso do ImageJ® na detecgdo
precisa de resultados de teste POC-CCA, incluindo casos indeterminados ou
ambiguos relacionados ao trago, e na melhora da capacidade de detecgdo da
esquistossomose em estagios precoces. A utilizagdo do programa para quantificagao
de pixels de teste POC-CCA tem resultado em aumento significativo na precisao do
teste (MU et al., 2023a), assim como em melhora confiabilidade do diagndstico,

especialmente em areas endémicas onde a doenca é prevalente (CAl et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

Cada vez mais varios autores vém trazendo a discussdo métodos
alternativos a técnica de Kato-Katz (PINHEIRO et al., 2012; INPANKAEW et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2018; KELLER et al., 2020). Dentre esses estdo os métodos
imunolégicos que detectam antigenos parasitarios nos fluidos corporais do
hospedeiro.

O método POC-CCA vem demostrando potencial para auxiliar no
diagndstico da esquistossomose. Porém, o mesmo tem apresentado algumas
limitacbes, como falta de padronizagao na leitura dos cassetes, impossibilidade de
determinar a carga parasitaria dos individuos infectados (teste qualitativo), diferenga
de sensibilidade e especificidade quando utilizados comparativamente, em areas de
baixa e alta endemicidade, dentre outros fatores.

Uma limitacdo importante a ser destacada é a dificuldade de leitura e
interpretacdo da reacdo quando ocorre o aparecimento de uma linha muito clara
(denominada como “trago”) na area teste. Pois, nesses casos ha uma grande
variabilidade interleitores quando a leitura visual é realizada (KABBAS-PINANGO et
al., 2023; STANDLEY et al., 2010), além disso, persiste 0 questionamento sobre a
reacgao “trago” ser um resultado falso positivo ou falso negativo (COLLEY et al., 2017).

A transformacdo da leitura visual da intensidade da reacao
imunocromatografica em valores absolutos podera ajudar a resolver a questdo da
subjetividade e consequente variabilidade interleitores. Nesse contexto, é importante
desenvolver ferramentas que possibilitem essa transformagao para assim, melhorar o
desempenho do teste POC-CCA no diagnéstico da esquistossomose.

Com esse intuito o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
desempenho da ferramenta computacional ImageJ® para quantificar as intensidades
de coloracao das linhas do teste em amostras de urinas provenientes de uma area de
alta endemicidade para esquistossomose mansoni no nordeste brasileiro. E, também
avaliar o indice de concordancia entre os resultados da quantificacdo de pixels com

as leituras visuais do teste POC-CCA, mantendo o resultado do exame parasitolégico
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Kato-Katz como parametro para comparar os resultados entre positivos e negativos

reais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Quantificar a intensidade de coloracdo dos resultados do teste POC-CCA
realizados em uma area de alta endemicidade para esquistossomose mansoni, e
comparar o desempenho dessa quantificagdo com as leituras visuais (qualitativa

direta, semiquantitativa por Score G).

3.2 Objetivos especificos

e Selecionar imagens fotograficas adequadas a quantificagdo de pixels, a
partir de um banco de imagens de testes POC-CCA realizados com
amostras de urina de residentes em uma area de alta endemicidade para
esquistossomose mansoni;

e Realizar diferentes leituras das reagdes do teste POC-CCA, a partir das
imagens selecionadas, através da leitura visual direta (Qualitativa);
utilizando a escala de Score G para estratificacdo dos resultados de acordo
com a escala semiquantitativa; quantificacdo de pixels pelo programa
computacional ImageJ® (Quantitativa);

e Determinar os indices de sensibilidade e especificidade, assim como os
valores preditivos positivos e negativos para a técnica de quantificagao de
pixels do teste POC-CCA,;

e Determinar o ponto de corte (cut-off) ideal das intensidades de coloragao
das bandas testes do POC-CCA (quantificagcdo por pixels) para o
diagnostico positivo da esquistossomose, de forma a maximizar os
resultados verdadeiros-positivos € minimizar os resultados falsos-positivos,

tendo como referéncia os resultados do teste padrao Kato-Katz;
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e Calcular o indice de concordancia entre a quantificacao de pixels e os tipos
de leituras visuais e semiquantitativos, tendo como referéncia os resultados

do teste padrao Kato-Katz.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal observacional de avaliacdo da precisao
de testes diagndsticos para a esquistossomose, com base em dados secundarios de
exames imunocromatograficos, oriundos de um amplo estudo realizado em uma area

de alta endemicidade para esquistossomose, no municipio Maruim, Sergipe.

4.2 Local de estudo e populagao do estudo que originou o banco de imagens

As imagens usadas nesse estudo foram obtidas a partir de resultados de
exames POC-CCA do estudo intitulado “Antigenos Circulantes no Diagndstico da
Esquistossomose Mansoni em Residentes de Area de Alta Endemicidade no Nordeste
do Brasil” (BEZERRA et al., 2021), desenvolvido pelo Laboratério de Pesquisa em
Parasitologia e Biologia de Moluscos, (LPBM) localizado na Universidade Federal do
Ceara (UFC) — Brasil.

O estudo foi realizado no periodo de julho de 2018 a marco de 2019 na
comunidade de Siebra (Figura 9), considerada uma area de alta endemicidade. De
acordo com os dados da Secretaria Estadual de Saude, a ultima intervencao realizada
nesta localidade foi no ano 2008 e mostrou uma prevaléncia de 37,9 % para
esquistossomose.

O estado de Sergipe € uma das 27 unidades federativas do Brasil, sendo o
menor, ocupando no total uma area de 21.938 Km?. Situa-se no litoral do nordeste
brasileiro, mais ao Norte, fazendo fronteira com o estado de Alagoas, onde é cortado
pelo rio Sdo Francisco, ja a Oeste e ao Sul limita-se com o estado da Bahia e a Leste
com o oceano Atlantico. E composto por 75 municipios, os quais s&o agrupados pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em seis Regides Geograficas
Imediatas (Aracaju, Estancia, Propria, ltabaiana, Lagarto e Nossa Senhora da Gloria),
sendo que as trés primeiras formam a Regido Geografica Intermediaria de Aracaju e
as outras trés formam a Regido Geografica Intermediaria de Itabaiana (Figura 10)
(IBGE, 2017).
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Figura 9 — Fotos da localidade de Siebra — Maruim — SE, Brasil.

Fonte: Arquivos do LPBM, 2018.

Figura 10 — Mapa destacando o municipio de Maruim, no qual se localiza a area endémica do estudo
(Siebra) e as Regides Geograficas Imediatas.

] RG Imediata-N.S. da Gloria

[JRG Imediata-Aracaju
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B RG Imediata-Estancia
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Fonte: Adaptado de IBGE (2017).
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A comunidade de Siebra esta localizada em area rural do municipio de
Maruim, distante 30 km de Aracaju, capital de Sergipe (IBGE, 2022). Possui 179
moradores que residem, em sua maioria, em casas de alvenaria. No entanto, existem
algumas habitacdes construidas em taipa. E uma regido de clima mesotérmico umido,

subumido, com periodos chuvosos entre margo e agosto (de SOUSA, 2020).

4.3Banco de dados de imagens

O acervo existente € composto por 179 fotografias, salvas em formato
JPEG. As imagens foram obtidas imediatamente apds o tempo de reagéo do teste
POC-CCA, o qual foi realizado de acordo com as instru¢gdes do fabricante Rapid
Medical Diagnostics (LOTE: 180703067), fabricado na Africa do Sul.

Assim, imediatamente apds a inspecao visual do resultado de cada cassete
(20 minutos apds arealizagéo do teste POC-CCA), as imagens foram obtidas de forma
padronizada, buscando evitar variaveis no estudo. Foi fotografado um cassete por vez,
sendo posicionado verticalmente com angulo de 90° em relagédo ao solo e distancia
de 7.0 cm da camera, com apoio de um tripé para fixar a cAmera. Todos os cassetes
foram fotografados nas mesmas condi¢des de iluminagado ambiente do laboratdrio,
pelo mesmo pesquisador, utilizando camera digital Panasonic Lumix DMC-FX37 e
sem uso de flash. Em seguida, todas as fotografias foram armazenadas em

computador no formato JPEG.

4.4 Critérios de inclusao e exclusao das imagens

A partir do banco original de imagens dos testes POC-CCA, foram
selecionadas as que mostraram nitidez, foco e luminosidade adequados a analise
para quantificagcao dos pixels.

No estudo original foram analisadas amostras de 179 pacientes, sendo
selecionadas 158 para o presente estudo. Portanto, 21 fotografias foram excluidas por

qualidade insuficiente para analise.
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4.5 Leituras do POC-CCA
4.5.1 Leitura por quantificagao de pixels

Para quantificagcdo de pixels das imagens do POC-CCA foi usado o
programa ImageJ®, sendo os arquivos de imagens abertos individualmente e
convertidos em imagens pseudocoloridas de 32 bits (escala de cinza da tabela de
correspondéncia LUT). Além disso, os tons de cinza (branco e preto) das imagens
pseudocoloridas foram invertidos para adequar a conversdo dos mesmos em dados
numéricos positivos destinados a analise posterior.

Para padronizar a area da varredura, uma imagem do banco foi
selecionada aleatoriamente e usada para determinar a area de interesse (ROI) na
analise de varredura, sendo a mesma definida como a janela de leitura do cassete
(cujas medidas correspondem a 15 mm de comprimento por 4.0 mm de largura) na

qual se encontram as bandas controle (C) e teste (T) da reagao (Figura 11).

Figura 11. Imagem aleatoriamente selecionada para determinagao da area de interesse (ROI) da
analise de varredura, mostrando as respectivas medidas de comprimento e largura da janela de leitura
do teste que contém as bandas controle (C) e teste (T).

Uma varredura inicial da ROI, definida como 15 mm de comprimento,
quantificou o numero de pixels existentes nessa medida. O valor de pixels foi usado
como base de calculo para ajustar a escala de distancia, convertendo as unidades de
mm para pixels/mm (Figura 12 e Tabela 1).
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Figura 12. Esquema ilustrativo da imagem pseudocolorida e invertida, mostrando a ROl padronizada
para as varreduras (15 x 2.0 pixels/mm) destacada em amarelo.
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Tabela 1. Valores usados para ajuste da escala de pixels/mm da ROI.

Parametros a serem ajustados Valores

Distancia em pixels 378.0053
Distancia conhecida 15.0

Proporcao de pixels 1.0

Unidade de comprimento mm

Escala 25.0668 pixels/mm
Espessura da linha 50.2

Em seguida, o valor de pixels/mm foi utilizado para ajustar a escala de

varredura para uma largura da janela padronizada em pixels, equivalente a 2.0 mm.

Essa distancia foi assumida como adequada para reduzir os ruidos nos dados das

imagens. Dessa forma, a ROI foi padronizada como uma area de varredura de 15 x

2.0 pixels/mm e aplicada a todas as imagens do banco. Para cada imagem, foram

gerados graficos de coordenadas X, Y e uma lista contendo as posicbes (mm) e as

correspondentes intensidade de pixels (gray value) ao longo da varredura (Figura 13).
Os dados foram exportados individualmente em formato CSV.
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Figura 13. Representagdo grafica dos pares de coordenadas X, Y (distdncia em mm; pixels em
gray_value) e a respectiva lista de distancias e pixels correspondentes.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help Plot Values. X
mifelf={[S] PARIENVNIILIE (AR P > UFie Edt Fon
S e — . Distance_(mm)_[Gray.Vake | N
11.01406 89.3688
105631 891773
Plot of 5AS - Exemplo [©) Y by bigias
11.76x92.35 (696)(405) 8-bit; 275K - 119307 pragisd
1 22532 91.8085
160 ! 1 1 I 1 26757 520855
| pee 936667
1.35207 96.0780
139433 982199
143658 100.4610
140 147883 1032199
152108 1065532
156334 1110638
o 160359 n3a21
2 164784 1143501
> 163009 1159220
g 120 173288 17.4539
G 177460 118.2340
181685 19,0213
185910 118.8440
150135 1195461
100 194361 1201986
198386 1203333
202811 1203121
207036 196312
211262 117.9787
215487 116.9858
o 2 4 6 8 10 219712 115.0071
Distance (mm) 229587 111.7680
228163 107.8085
List Data» More» Live 232388 103.2766
236613 100.4113
240838 97.4113
245084 95.1064

4.5.2 Analise dos dados de varredura e do desempenho do teste

A lista de dados numéricos, contendo as posigdes (mm) e as
correspondentes intensidade de pixels (gray value) ao longo da varredura, foram
importados individualmente para programa de andlise personalizado (escrito em
Python v3.11.2).

Uma vez que a escala de comprimento das imagens e das varreduras
foram convertidas para mm, o pico de linha do C e T foram identificados por suas
localizagdes aproximadas, usando o algoritmo do proprio ImageJ®.

Em seguida, a area sob a curva dos picos C e T foram calculadas pelas
respectivas integrais, usando a regra do trapézio. Para remover possiveis
interferéncias, causadas pelo deslocamento do sinal devido a iluminagao relativa,
integrais da linha de base (trapézios conectando o inicio e o fim da integral do pico
com o eixo x) foram calculadas e, posteriormente, subtraidas das integrais dos picos
CeT.

Os resultados da quantificagéo de pixels foram expressos como uma razao
de sinal (PX), isto &, a razao entre o valor da integral do pico da banda teste pelo valor

da integral do pico da banda controle de cada cassete.
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PX = % , onde: [T = integral da banda teste; |C = integral da banda controle

Pontos de cortes foram aleatoriamente variados e, para cada valor do ponto

de corte, os resultados da quantificacao de pixels foram classificados como positivos

ou negativos, dependendo se sua posigao se encontrava acima ou abaixo do ponto

de corte determinado. Uma matriz de confuséo (tabela de contingéncia) foi construida

pela comparacao dos resultados do teste POC-CCA com os resultados do teste
padrao Kato-Katz.

A partir dessa matriz foram calculadas, cada ponto de corte aleatoriamente

determinado, as taxas de verdadeiros positivos (Sensibilidade) e falsos positivos

(Especificidade - 1), usando-se as formulas:

Se = 2% onde: Se = sensibilidade, isto &€, a probabilidade do teste

~ (VvP=FN)’
classificar positivamente um individuo positivo no
teste Kato-Katz.
Es-1= (V;iVFP), isto é: a probabilidade do teste classificar negativamente um

individuo negativo no testes Kato-Katz.

O desempenho geral da estratégia de leitura de quantificagao de pixels foi
graficamente representado através da Curva Caracteristica de Operacgao do Receptor
(Receiver Operating Characteristic Curve — ROC) e a area sob a curva ROC (AROC)
foi numericamente calculada utilizando a regra do trapézio.

A estatistica J de Youden foi calculada como a soma das métricas
sensibilidade e especificidade-1:

J = Se(c) + Es(c)-1, na qual, Se(c) e Es(c) denotam pares de valores de

sensibilidade e especificidade para n valores
diferentes de pontos de corte (c).

O valor maximo do J de Youden foi usado para determinar o ponto de corte

(cut-offfy que melhor maximiza a relacdo entre as métricas sensibilidade e

especificidade-1. Isto é, o ponto de corte no qual temos o maximo de verdadeiros
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positivos e o minimo de falsos positivos. O valor maximo de Youden foi calculado pela
férmula:

Jmax = max(c){, onde, c denota o ponto de corte para o qual J € maximo.

4.6 Classificagcao dos resultados dos testes POC-CCA de acordo com as
leituras qualitativas e semiquantitativa.
4.6.1 Leitura visual direta (VD)
Imediatamente apds os 20 minutos de reagao do teste, o resultado da linha
teste de todos os cassetes validos foram avaliados e classificados como negativos
(auséncia de coloragao na linha teste) e positivos (presenga de qualquer intensidade

de coloragéo na linha teste).

4.6.2 Leitura qualitativa por Score G
Apo6s os 20 minutos de reacdo do teste POC-CCA, todos os resultados
validos foram avaliados por comparagéo com os cassetes da escala Score G (Figura

8) e classificados de acordo com os niveis G1 a G10.

4.6.3 Leitura semiquantitativa
Os resultados da leitura qualitativa por Score G foram classificadas de

acordo com uma escala semiquantitativa de 0 a 3+, conforme a Figura 8.

4.7 Andlise estatistica

Uma Curva Caracteristica de Operagao do Receptor (Receiver Operating
Characteristic Curve — ROC) foi ajustada aos dados e a area sob a curva ROC (AROC)
foi calculada utilizando a regra do trapézio.

Os resultados dos diagnosticos obtidos pelo emprego do método padrao
Kato-Katz foram usados para os calculos da taxa de verdadeiros positivos
(sensibilidade) e da taxa de falsos positivos (1 - Especificidade).

O indiced de Youden foi usado para determinar o ponto de corte (cut-off)

ideal para se obter a melhor relagéo entre sensibilidade e especificidade.
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A variavel categorica de prevaléncia foi expressa como valor absoluto e
porcentagem. Os valores de PX positivos foram estratificados em trés (baixa,
moderada e alta), nove (G2-G10) ou quatro (Tr, 1+, 2+, 3+) niveis de intensidade de
reacdo de acordo com o teste Kato-Katz ou as respectivas leituras visuais do POC-
CCA (escala G).

A existéncia de diferengas entre as médias das classes estratificadas foi
verificada pela aplicagdo do teste Nao-Paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo
pos-teste de contraste de Dunns. Para verificar e quantificar a existéncia de relagao
entre a quantificagédo de ovos (OPG) e a quantificagdo por pixels (PX) foi aplicado o
teste de correlagao linear de Pearson (r). A concordancia entre OPG e PX, assim como
as estratégias de leitura visuais foi avaliada pelo teste de Kappa. Todos os testes

estatisticos foram aplicados com nivel de significancia a = 0,05.

4.8 Aspectos éticos

O estudo foi realizado seguindo os principios da Resolugédo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude (autonomia, ndo maleficéncia, justica e equidade). A
pesquisa foi realizada com dados secundarios (banco de imagens) obtidos de um
estudo que ja foi realizado e 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 (Anexo A e B).
Esse estudo anterior foi realizado com a anuéncia da Diretoria Estadual de Vigilancia
em Saude do Governo de Sergipe e o apoio do Nucleo de Endemias da Vigilancia

Epidemiolégica do estado de Sergipe.
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5 RESULTADOS

No total, 158 imagens de testes POC-CCA foram consideradas adequadas
e selecionadas para a quantificagao de pixels.

A estratégia de leitura do POC-CCA por quantificagdo de pixels (PX)
resultou em uma area sob a curva ROC de 0,859 (Figura 14), mostrando uma melhora
significativa em relagdo ao classificador de predi¢cao aleatéria. Isto indica que esta
estratégia de leitura apresentou um bom desempenho geral, com um poder
satisfatorio em discriminar entre resultados positivos e negativos.

O melhor ponto de corte estimado pela estatistica J de Youden foi de 0,042
PX. Nesse ponto de corte, que correspondeu ao J maximo de Youden igual a 0.656
(Figura 15), a estratégia de leitura apresentou uma sensibilidade ideal de 0,779 e uma

especificidade ideal de 0,877.

Figura 14. Curva ROC e area sob a curva (ASC) representativas do poder de predigdo da estratégia de
leitura do teste POC-CCA por meio da quantificagdo de pixels. O ponto vermelho no grafico indica o
valor maximo do indice J de Youden que corresponde ao ponto de corte ideal que maximiza a taxa de
verdadeiros positivos.
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Figura 15. Representacdo grafica da estatistica J de Youden mostrando o J maximo (ponto vermelho)
correspondente a distancia vertical maxima entre a linha de 45° (representada em vermelho pontilhado)
e o ponto correspondente na curva ROC.
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O desempenho da estratégia de PX foi avaliada usando as métricas
otimizadas (ponto de corte, sensibilidade e especificidade), sendo o resultado
apresentado pela matriz de confusao representada na tabela 2.

As prevaléncias de positivos e negativos encontrados para o teste Kato-
Katz e para cada estratégia de leitura (quantificagcdo por pixels, escala
semiquantitativa e visual qualitativa) do teste POC-CCA foi representada graficamente
na figura 16. Pode ser observado que as leituras por quantificagao de pixels e a visual
qualitativa tiveram valores de prevaléncia de positivos bem similares aos obtidos pelo

teste Kato-Katz. Contudo, a leitura por escala semiquantitativa apresentou maior valor

de prevaléncia de positivos.
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Tabela 2. Matriz de confusdo construida pela comparagdo dos resultados do método alternativo de
quantificagdo de pixels do método POC-CCA em relagéo aos obtidos com o método padrao de Kato-

Katz.

Resultados do método padrao Kato-Katz (KK)
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VP (verdadeiro positivo) = Ambos os testes tém resultados positivos;
FP (falso positivo) = KK é negativo, mas a QP é positiva;
FN (falso negativo) = KK é negativo, porém a QP é negativa;
VN (verdadeiro negativo) = Ambos os testes tém resultados negativos.

Figura 16. Comparagao da estratégia de leitura por quantificagdo por pixels com o teste Kato-Katz e as
outras estratégias de leitura do POC-CCA em relacao a prevaléncia de resultados positivos e negativos.
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$Q = Leitura semiquantitativa visual da reagdo do POC-CCA usando cruzes.
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Figura 17. Representacéo grafica em diagramas de caixas (Boxplots) da estratificacdo dos resultados
de intensidade de infeccdo no Kato-Katz por OPG (A), Escala Semiquantitativa (B) e Leitura Visual
Direta (C) do teste POC-CCA, em comparagdo a quantificagcao de pixels.

A) Estratificagdo da intensidade de reagdo (PX) de acordo com as classes
de OPG do teste Kato-Katz padronizados pela OMS.

1.5+ .
! 223 !
1) ns 1
- —
O 1.04 ar
e T - 1
2 . —
> r -
2 0.5
LY
-
i | T
g oo ' r .
o ° v
& & o &
< xS & 134
-0.54

Classes de intensidade de reagao

B) Estratificagdo da intensidade de reagdo (PX) deacordo com as classes
de leitura visual da escala G.
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C) Estratificagdo da intensidade de reagao (PX) de acordo com as classes da
leitura visual direta.

1.59 FEK
r 1
AKX
—
g 1.04
£
[
=
2 0.5
@ EEE
Bt L ——
(=]
e
S 0.0 ——— S — T
S o
© o
& <F Qo‘b
-0.5 Classes de intensidade de reagéo

Legenda: ns = nao significativo; *= 0,05<p>0,01; **= 0,01<p>0,001; ***= p<0,001.
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Uma correlagdo positiva fraca (r> = 0,4812), contudo estatisticamente
significativa (p < 0.0001), foi observada entre a intensidade de infec¢cado determinada
por OPG no teste Kato-Katz e a intensidade de reagao quantificada por pixels no POC-
CCA. Foi possivel estratificar os resultados obtidos com a estratégia de leitura por
quantificacao por pixels de acordo com as classes de intensidade de rea¢ao de acordo
as classes de intensidade de infecgao baixa, moderada e alta padronizadas pela OMS
para os resultados de OPG do Kato-Katz (Figura 17A). Da mesma forma, usando as
classes de intensidade de reacao do POC-CCA da leitura por escala semiquantitativa
e a visual direta, foi possivel estratificar os dados de pixels em quatro (Neg, trago, 1+
a 3+) ou trés (Neg, tracos e positivo) classes de reagéao, respectivamente (Figura 17B
e 17C).

Vale destacar que, apesar de ser possivel a estratificacdo em classes,
houve grande variabilidade de valores em todas as classes, principalmente nas
classes negativas e de resultados de baixa infec¢ao pelo Kato-Katz ou de baixa reagéo
(correspondentes aos tragos) nas leituras do POC-CCA. Contudo, com a estratégia
de leitura por quantificagéao por pixels, a subjetividade é eliminada, sendo substituida
por valores numéricos. Além disso, a estratégia de quantificagdo por pixels permite
modificar o ponto de corte, aumentando a sensibilidade ou a especificidade, de acordo
com as caracteristicas da populagao em estudo.

Foi observada boa concordancia entre a quantificagao por pixels e o teste
de Kato-Katz (valor de Kappa = 0,6572, p < 0.0001). Da mesma forma, houve boa
concordancia entre a quantificagcdo por pixels e as estratégias de leituras
semiquantitativa por escala G (valor de Kappa = 0,5498, p < 0.0001) e qualitativa
visual (valor de Kappa = 0,5383, p < 0.0001). A escala de replicabilidade adotada foi

a de Bernard Rosner em Fundamental of Biostatistics (2006).
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6 DISCUSSAO

A cidade de Maruim tem sido historicamente um local de transmissé&o ativa
da esquistossomose. Dados do Programa de Controle da Esquistossomose (PCE)
mostram que a cidade apresenta prevaléncia consistentemente alta da doenca. Nossa
pesquisa mostrou que a prevaléncia da esquistossomose na cidade de Siebra em
Maruim, nordeste do Brasil, € superior a 45%.

Os resultados obtidos por meio das leituras visuais direta e utilizando a
escala de Score G corroboram a subjetividade destas leituras e a problematica
relacionada a determinagéo e interpretagdo da resposta de intensidade traco (T).
Segundo o fabricante, os resultados T devem ser considerados como positivos. No
entanto, a interpretagao do resultado T tem gerado ampla discusséo entre os grupos
de pesquisa que estao investigando o desempenho do POC-CCA em diferentes partes
do mundo (BEZERRA et al., 2021; GRAEFF-TEIXEIRA et al., 2021; PERALTA;
CAVALCANTI, 2018; COLLEY et al., 2013). Alguns autores afirmaram que, ao
considerar o T como positivo, obtiveram um melhor desempenho do teste (DE SOUSA
et al.,, 2020; ADRIKO et al., 2014), enquanto Coulibaly e colaboradores (2013)
relataram o contrario. Essas divergéncias na interpretacao dos resultados T refletem
a complexidade e a necessidade de uma analise criteriosa para uma conclusiao mais
robusta sobre a eficacia do POC-CCA. No entanto, essa diferenca na interpretagao
do T pode levar a uma situagdo em que uma amostra de individuos possivelmente
infectados nao recebera tratamento, ou, inversamente, um individuo ndo infectado
recebera tratamento (COELHO et al., 2016).

Além do impacto da interpretacao do teste na decisao de tratar ou ndo os
individuos, outro problema é a divergéncia na classificagdo desses resultados por
diferentes analistas, isto €, a ampla variabilidade interleitores, conforme apontado por
Carvalho e colaboradores (2024). Frente a isso, a quantificagao de pixels proposta em
nosso estudo pode ser uma ferramenta bastante util para afastar essa subjetividade,
visto que a mesma possibilita a transformacao dos resultados do POC-CCA em

valores absolutos.
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O estudo conduzido por Casacuberta-Partal e colegas (2019), realizado em
paises africanos, comparou a intensidade da reagdo imunocromatografica das faixas
de teste do POC-CCA com o resultado de OPG do teste Kato-Katz, revelando uma
alta concordancia entre eles quando o resultado T foi considerado positivo. Por outro
lado, o estudo realizado por Bezerra e colaboradores (2021), em uma regido endémica
no nordeste do Brasil, ndo conseguiu estabelecer essa correlagao entre a intensidade
das faixas de teste do POC-CCA e a carga parasitaria dos individuos avaliados,
especialmente nos casos de baixa carga parasitaria. Em nosso estudo, quando
comparados os dados da estratificagdo de carga parasitaria (OPG) e a intensidade do
POC-CCA por quantificagcao de pixels também obtivemos uma correlagao positiva
fraca, apesar da boa concordancia entre o resultado do teste Kato-Katz e os

resultados da quantificagao por pixels do POC-CCA.

O presente estudo utilizou o software ImageJ® para obter a quantificagédo
de pixels dos resultados dos testes POC-CCA selecionados, projetando resultados
reais e absolutos. A analise quantitativa de imagens € uma técnica que vem sendo
utilizada cada vez mais em estudos relacionados ao diagndstico da esquistossomose
(MU et al., 2023a; MEWAMBA et al., 2021), além de outras infecgdes parasitarias,
como a Malaria (MOORE et al., 2021; SCHERR et al., 2017) e a Toxoplasmose (FAN
et al., 2024).

No estudo realizado por Mewamba et al. (2021), utilizando leitor de tiras de
fluxo lateral POC-CCA (ESEQuant LR3), quantificou o antigeno CCA expressando em
milivolts, obtendo forte correlagdo positiva quando comparado com a contagem de
ovos (OPG) do método Kato-Katz e com as diferentes intensidades de reacédo do
POC-CCA, por leitura visual direta e escala semiquantitativa. Apesar de apresentar
melhores indices de correlagao e significancia, para essa estratégia de comparagao
descrita acima, do que em nossas analises estatisticas considerando a quantificagao
de pixels, contudo vale ressaltar que os resultados de base apresentam elevada
divergéncia. Enquanto nds encontramos 48,7% (77/158) de positivos no Kato-Katz e
67,7% (107/158) no teste de POC-CCA, Mewamba et al. (2021) partiu de uma
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diferen¢a muito maior de positividade entre os resultados de Kato-Katz (9,4% - 71/759)
e POC-CCA (40,7% - 309/759), isso demonstra que mesmo trabalhando diferentes
ferramentas para auxiliar na padronizacédo e quantificacdo da leitura do teste POC-
CCA, a propria técnica do teste rapido precisa ser melhorada, pois apresenta alta
variabilidade de resultados em diferentes cenarios, como levantado em paragrafo
anterior.

O uso de um leitor eletrénico de tiras de fluxo lateral pode permitir
quantificacdo confiavel e reprodutivel de CCA em tiras POC-CCA, evitando as
variagdes que sao frequentemente observadas na interpretacao visual dos resultados
desse teste (FAN et al., 2024). Tem como principais vantagens a simplicidade e
facilidade de uso, requer menos tempo para as analises de amostras em comparacao
com o ensaio KK. Como desvantagens principais temos a necessidade de
eletricidade, o que ainda falta em muitas areas endémicas de esquistossomose, além
do custo para aquisigao do leitor, que custa cerca de 4.233 euros (MEWAMBA et al.,
2021), valor que pode ser inacessivel para alguns paises de baixa renda. Alguns
modelos de leitores necessitam de conexao com a internet para que seja possivel a
leitura dos resultados, além do problema da intercambialidade entre sistemas
operacionais. Assim & necessario o desenvolvimento de uma tecnologia que permita
funcionalidade semelhante off-line (MOORE et al., 2021).

A proposta tecnologica apresentada nesse estudo é bastante promissora,
pois o algoritmo de processamento de imagem utilizado teve um desempenho
satisfatorio, no entanto, existem diversas areas potenciais para melhoria em
usabilidade e desempenho. Trabalhos anteriores demonstraram algoritmos de
processamento de imagem capazes de extrair automaticamente uma varredura de
linha a partir de uma fotografia de um teste diagndstico (SCHERR et al., 2016;
SCHERR et al., 2017; MOORE et al, 2021). Esse € um passo importante e necessario
na avaliacdo de grandes colecbes de fotografias de testes diagndsticos ou um
caminho para uma aplicagao da uniformizacao de leitura do POC-CCA mais amigavel
para uso em campo. Ha ainda, a necessidade de melhor padronizagdo da metodologia

de quantificacdo, com relagdo as decisbes-chave e aos parametros na cadeia de
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processamento de imagem que incluem as etapas de pré-processamento da imagem,
espaco de cores para avaliagado, largura da linha da varredura de linha e parametros
de processamento de sinais.

Os valores utilizados neste trabalho foram escolhidos principalmente para
calibrar inicialmente a robustez do algoritmo, a fim de avaliar o catadlogo de imagens
disponiveis e para facilitar a interpretagao dos resultados. Entretanto, tais parametros
podem nao representar condigdes operacionais ideais em todos os cenarios. Por
exemplo, tais parametros podem n&o se adequar a analise de outros bancos de
imagens contendo fotos salvas em outros formatos (PNG, TIFF, ect.) E, a selegéo de

outros parametros podera resultar em melhor desempenho diagndstico.

A escolha da métrica para calcular o limite do sinal que funcionou como
ponto de corte (cut-off) para classificar os resultados como "positivos" ou "negativos"
na cadeia de processamento de imagem é outra area potencial de exploragdo. Em
nosso estudo usamos o indice J maximo de Youden. Contudo, a aplicacdo de outras
métricas de determinag¢ao de ponto de corte pode vir a melhorar o desempenho desta
forma alternativa de leitura do teste POC-CCA.

Além disso, nesse estudo optamos por trabalhar com a razao entre as
areas de pico das linhas teste e das linhas controle. Conforme Moore e colaboradores
(2021), o uso da razao entre as areas de tais picos tem a vantagem de normalizar a
iluminagao e assim, evitar a variabilidade de iluminagao entre fotografias em uma
biblioteca de imagens. Contudo, observamos uma grande variabilidade na intensidade
de reacao da linha controle. Outras abordagens, tais como a utilizagdo da razao entre
a linha teste e o valor médio das linhas controles poderia melhorar o desempenho da
estratégia de quantificagdo. Também seria possivel considerar usar apenas a
abordagem de reduzir, do valor da integral do pico do teste, o valor das integrais das

linhas de base antes e depois do mesmo para a normalizagao da iluminagéao.

A utilizagcado de um programa computacional de analise de imagem, como o
ImageJ®, para leituras do POC-CCA através da quantificagdo de pixels possibilita a

redugao da variabilidade dos resultados por uso de diferentes lotes/tipos de cassetes,
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em funcdo da acuidade visual do analista ou do seu tempo de treinamento (nivel de
expertise), além de limitar problemas no tempo de desenvolvimento da cor e nas taxas
de absorg¢ao das amostras (MU et al., 2023b). Em trabalhos de campo pode ser util
capturar as imagens dos resultados das tiras de POC-CCA utilizando smartphone no
local e posteriormente carregar para computador e realizar a conversdo em pixels para
determinagao do resultado. Dentro dessa perspectiva, surge uma opg¢ao a ser avaliada
futuramente que é o sistema de anadlise de imagens desenvolvido recentemente por
Schary e colaboradores (2022), baseado em cédigo aberto, que inclui em seu pacote
o software R Shiny com fungdes semelhantes ao ImageJ®, com ferramentas para
edicdo de imagens, anadlise, extracdo de dados, calibragdo e quantificacdo dos
ensaios de fluxo lateral. A combinacdo da captura de imagens de testes rapidos
adicionalmente ao processamento através do software R Shiny utilizando apenas o
préprio smartphone para fazer tudo isso e a0 mesmo tempo aumenta ainda mais o

potencial da aplicabilidade da quantificagao de pixels em campo (MU et al., 2023a).

O presente estudo tem como limitacdo principal a falta de um “teste padrao
ouro” para avaliar a precisdo diagnéstica do modelo proposto nessa pesquisa. A
técnica de KK foi utilizada como referéncia, porém sabidamente ela carece de melhor
sensibilidade em infec¢gdes de baixa intensidade. Assim como observado por
Casacuberta-Partal et al. (2019), o nosso estudo enfrenta desafios semelhantes ao
que diz respeito a influéncia de diversos fatores, como variagées na qualidade das
imagens, condi¢des de iluminagao, e até mesmo na configuragdo dos parametros de
processamento de imagem. Essas variagbes podem introduzir ruidos e afetar a

precisao da quantificagdo de pixels, comprometendo a confiabilidade dos resultados.

Embora a estratégia de leitura por quantificagcao de pixels tenha mostrado
concordancia satisfatéria com o teste de Kato-Katz e as outras estratégias de leitura
do POC-CCA, é importante ressaltar que essas comparagdes foram realizadas em um
contexto especifico e podem nao ser diretamente aplicaveis a outras populagdes ou
condigcdes epidemioldgicas. Diferencas na carga parasitaria, caracteristicas

demograficas e epidemiolégicas podem influenciar a performance da quantificagao de
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pixels e devem ser consideradas ao interpretar e generalizar os resultados deste
estudo.

E importante reconhecer que a aplicacdo da quantificagdo de pixels como
uma alternativa a leitura visual direta do POC-CCA pode requerer recursos adicionais,
como equipamentos de imagem e software de processamento de imagem, que podem
nao estar disponiveis em todos os contextos de saude. Além disso, a implementacao
bem-sucedida dessa técnica pode exigir treinamento especializado e investimentos
em infraestrutura, o que pode limitar sua viabilidade em determinados contextos
(MOORE et al., 2021).

Portanto, embora a estratégia de leitura por quantificacdo de pixels
apresente potencial como uma ferramenta objetiva e reprodutivel para o diagnéstico
da esquistossomose, é fundamental reconhecer suas limitacbes e considerar
cuidadosamente o contexto especifico de sua aplicagao antes de sua implementagao
em larga escala. Investigagbes adicionais sdo necessarias para elucidar essas
limitacbes e explorar estratégias para mitigar seus impactos na interpretagao e

aplicagao clinica dos resultados obtidos pela quantificagao de pixels.
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7 CONCLUSAO

Diante dessas analises, podemos concluir que ha uma subjetividade na
leitura do teste imunocromatografico POC-CCA quando realizada de forma visual
direta. Contudo, quando utilizamos a escala de Score G para padronizagao das
leituras e a classificacdo desses resultados por meio da Escala Semiquantitativa ha
uma melhora no nivel de concordancia dessas leituras, comparado aos resultados do
Kato-Katz. A utilizagdo da quantificagao de pixels como padréo de leitura, nos fornece
valores absolutos, afastando a subjetividade da interpretagéo dos resultados do POC-
CCA por leitura visual, além de possibilitar o estabelecimento de um cut-off mais
preciso, determinando desta forma valores reais para o diagndstico da

esquistossomose.
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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 nao deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informacdes abaixo e faga 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 presenca do
Schistosoma mansoni agente causador da Esquistossomose (doenga transmitida por algumas
espécies de caramujo), entre a populagéo do estudo. Os exames de fezes e urina serao realizados em
amostras coletadas em frascos que distribuirei aos participantes, logo apds 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 presenga de parasitos nas fezes, assim no momento da coleta vocé deve
evitar o contato direto com as fezes. As amostras serao preparadas e examinadas no Laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal do Ceara. Apés a realizagdo 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 puncéo 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, entao, submetido ao teste sorolégico. Para a realizagdo 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 informacgdes clinicas, pessoais, e 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
doenga nessa regido evitando problemas maiores para a populagdo. Os participantes que tiverem
resultados positivos no exame de fezes, no de sangue e no de urina serdo 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 participagcdo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro, mas
tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa nao serédo de
sua responsabilidade.

Vocé podera ter acesso a todas as informagdes referentes a pesquisa e podera nao
participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem que isso lhe traga
qualquer prejuizo. As informagbes conseguidas através da sua participagdo nao permitirdo a
identificacdo da sua pessoa, exceto aos responsaveis pela pesquisa, e a divulgagdo das mencionadas
informacgdes 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 do responsavel pela pesquisa:

Nome: Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara
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Endere¢o: Rua Pastor Samuel Munguba, 1210. Rodolfo Téofilo.
Telefones para contato: (85) 3366.8242

ATENGAO! Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a sua participacéo na pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ.

Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 — Rodolfo Tedfilo.
Fone: (85) 3366.8344 (Horario: 08-12hs de segunda a sexta-feira)

O PROPESQ/CEP/UFC ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela
avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres
humanos.

O abaixo assinado , anos, RG:
, declara que é de livre e espontdnea 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 davidas.
E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura do participante na pesquisa

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

Assinatura da testemunha

Nome do pesquisador:

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 esta 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 diagndstico 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 é chegar ao diagndstico 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 evolugao da doenga 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 populagéo do estudo. Os exames de fezes e urina serao 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 o0 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 contaminagdo caso ocorra a presenga de parasitos nas
fezes, assim no momento da coleta deve-se evitar o contato direto com as fezes. As amostras serdo
preparadas e examinadas no Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal do Ceara. Apos a
realizacdo dos exames com as fezes e com as urinas, 0 material sera descartado em saco plastico para
lixo contaminado e encaminhado para incineragédo. 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 diluigdo para que o
sangue fixado seja retirado do papel de filtro sendo, entdo, submetido ao teste soroldgico. Para a
realizagao 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 ndo 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 informagées clinicas, pessoais,
e a renda do participante. Para a participagdo do menor neste estudo, o senhor (a) como responsavel
pelo (a) menor, devera autorizar e assinar um termo de consentimento. Ndo tera nenhum custo, nem

qualquer vantagem financeira. A qualquer momento vocé podera recusar a participagéo do (a) menor
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sob sua responsabilidade. A participagao é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que é atendido (a) pelo pesquisador que tratara a identidade

do (a) menor com padrdes profissionais de sigilo.

O menor nao sera identificado em nenhuma publicagdo. Este estudo apresenta risco
minimo isto é, 0 mesmo risco existente em atividades rotineiras como conversar, tomar banho, ler etc.
Os resultados estardo a sua disposicdo quando finalizada. O nome ou o material que indique a
participagédo do (a) mesmo (a) ndo sera liberado sem a permissdo a sua permissao 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, serdo 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 responsavel pela pesquisa:

Nome: Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara

Endere¢o: Rua Pastor Samuel Munguba, 1210. Rodolfo Téofilo.
Telefones para contato: (85) 3366.8242

ATENCAO! Se vocé tiver alguma considerag&o ou duvida sobre a sua participagao na pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESAQ.

Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 — Rodolfo Tedfilo.
Fone: (85) 3366.8344 (Horario: 08-12hs de segunda a sexta-feira)

O PROPESQ/CEP/UFC ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela
avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres

humanos.
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 informacdes, 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 participacao 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)
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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 sao utilizados para o diagndstico do Schistosoma mansoni em uma area
de grande transmissao 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 doenga o mais cedo possivel, diminuindo as chances da

evolugao da doenga 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 populagédo do estudo. Os exames de fezes
e urina serao realizados em amostras coletadas em frascos que distribuirei aos participantes, logo
apos 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 contaminagéo caso ocorra a presenga de parasitos 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. Apos
a realizagdo dos exames com as fezes e com as urinas, 0 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
diluicdo para que o sangue fixado seja retirado do papel de filtro sendo, entdo, submetido ao teste
sorolégico. Também sera aplicado um questionario contendo algumas perguntas que leva cerca de
10 minutos para ser respondido. O questionario contém perguntas sobre informagbes clinicas,
pessoais, € sua renda. Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e
assinar um termo de consentimento. Vocé nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Vocé sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar

Ou se recusar.

O responsavel por vocé podera retirar o consentimento ou interromper a sua participacéo a
qualquer momento. A sua participagéo € voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que é atendido (a) pelo pesquisador que tratara a sua

identidade com padrdes profissionais de sigilo. Vocé nao sera identificado em nenhuma publicagao.
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Este estudo apresenta risco minimo, isto €, o mesmo risco existente em atividades rotineiras como
conversar, tomar banho, ler etc. Os resultados estarao a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome
ou o material que indique sua participagdo nao sera liberado sem a permissdo do responsavel por

VOCé.

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 anos e, apds esse tempo, serdo 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.

Enderecgo do responsavel pela pesquisa:

Nome: Fernando Schemelzer de Moraes Bezerra

Institui¢do: Universidade Federal do Ceara

Endere¢o: Rua Pastor Samuel Munguba, 1210. Rodolfo Téofilo.
Telefones para contato: (85) 3366.8242

ATENCAO! Se vocé tiver alguma considerag&o ou duvida sobre a sua participagao na pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ.

Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 — Rodolfo Tedfilo.
Fone: (85) 3366.8344 (Horario: 08-12hs de segunda a sexta-feira)

O PROPESQ/CEP/UFC ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela
avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres

humanos.
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, € 0 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




Fortaleza, / /

Assinatura do (a) menor

Assinatura do (a) pesquisador (a)
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