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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca ocasionada pelo helminto da classe Trematoda, do género
Schistossoma, espécie Schistossoma mansoni. Além disso, é considerada uma enfermidade na
area de salde publica no Brasil, pois existe cerca de 43 milhdes de pessoas residentes em areas
de risco de infeccéo e 7 milhGes infectadas. Atualmente, o teste considerado padréo ouro mais
utilizado para o diagnostico de S. mansoni é o Kato katz, no entanto, apresenta uma baixa
sensibilidade, principalmente em individuos com baixa carga parasitaria. Desse modo, faz-se
necessario a padronizacdo dos testes sorologicos. No entanto, ainda ndo existe protocolos e
antigenos padronizados para serem utilizados como alternativa de diagndstico pela rede
publica. O objetivo do estudo foi efetuar a padronizacdo de teste sorologico de deteccdo da
infeccdo por Schistossoma mansoni em populacdo de regido historicamente endémica para
esquistossomose no estado de Alagoas. Sua amostragem populacional foi de uma regido
endémica, no bairro Vergel do Lago, Maceid, Alagoas. O presente estudo utilizou as técnicas
coproparasitoldgicas (Kato-Katz, HPJ e Helmintex), POC-CCA e Elisa Indireto para a analise
das amostras. Das 93 amostras analisadas observou-se uma frequéncia de infeccdo por S.
mansoni de 32,2% (30/93). Além disso, a frequéncia de positividade foi diferente para cada
uma das técnicas analisadas. Das 52 amostras analisadas pelo POC-CCA, 19% (10/52) foram
positivas; das 92 amostras analisadas pelo Kato Katz 5% (5/92) e das 91 amostras analisadas
pelo HPJ 5% (5/91) foram positivas e para as 27 amostras analisadas pelo Helmintex 66%
(18/27) foram positivas. Por fim, os resultados sorolégicos obtidos pelo Elisa, séo resultados
preliminares, que ainda nio podem ser utilizados como método para diagndstico. E de suma
importancia que mais estudos sejam realizados com um maior nimero de amostras para a sua
padronizacdo. Uma vez padronizado, serd uma alternativa de diagnéstico com sensibilidade
maior, sendo favoravel para diminuir os resultados falso-negativos em individuos com carga

parasitaria baixa.

Palavras-chave: Schistossoma mansoni; Elisa; Diagndstico; Parasitose; Esquistossoma.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease caused by the helminth of the Trematoda class, of the Schistossoma
genus, Schistossoma mansoni species. In addition, it is considered a public health disease in
Brazil, as there are about 43 million people living in areas at risk of infection and 7 million
infected. Currently, the test considered the gold standard most used for the diagnosis of S.
mansoni is the Kato katz test, but it has low sensitivity, especially in individuals with low
parasite load. Therefore, it is necessary to standardize the serological tests. However, there are
still no protocols and standardized antigens to be used as a diagnostic alternative by the public
health system. The objective of this study was to standardize a serological test to detect
Schistosoma mansoni infection in the population of a region historically endemic to
schistosomiasis in the state of Alagoas. The population sample was from an endemic region, in
the Vergel do Lago neighborhood, Maceid, Alagoas. The present study used
coproparasitological techniques (Kato-Katz, HPJ and Helmintex), POC-CCA and Indirect Elisa
for the analysis of the samples. Of the 93 samples analyzed, a frequency of S. mansoni infection
of 32.2% (30/93) was observed. Furthermore, the frequency of positivity was different for each
of the techniques analyzed. From 52 samples analyzed by POC-CCA, 19% (10/52) were
positive; from 92 samples analyzed by Kato Katz 5% (5/92) and from 91 samples analyzed by
HPJ 5% (5/91) were positive, and for the 27 samples analyzed by Helmintex 66% (18/27) were
positive. Finally, the serological results obtained by Elisa are preliminary results that cannot yet
be used as a diagnostic method. It is of utmost importance that further studies be carried out
with a larger number of samples for its standardization. Once standardized, it will be a
diagnostic alternative with greater sensitivity, and will be favorable for reducing false-negative

results in individuals with low parasite load.

Keywords: Schistosoma mansoni; Elisa; Diagnosis; Parasitosis; Schistosoma.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca tropical negligenciada, conhecida popularmente
como “barriga d’agua”, causada pelo helminto pertencente a classe Trematoda, Schistosoma
mansoni, espécie descrita pelo pesquisador brasileiro Manoel Augusto Piraja da Silva em 1908.
Esta doenca afeta cerca de 200 milhdes de individuos em todo 0 mundo (LLANWARNE. F;
HELMBY. H, 2021). No Brasil é considerada uma importante enfermidade na &rea de salde
publica, com aproximadamente cerca de 43 milhGes de pessoas residindo em areas de risco de
infeccdo e 7 milhdes infectadas (ROCHA et al., 2016; ZANARDI et al, 2019). Os individuos
acometidos pelo parasito geralmente vivem em regides com condigdes socio-econémico-
sanitarias precarias, em areas que sdo consideradas endémicas, sendo a maior parte localizada
nos estados da regido nordeste (VITORINO et al., 2012).

Desde 1975, foi instituido o Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) no Brasil,
com o intuito de reduzir o nimero de portadores de esquistossomose, no entanto, ainda ocorre
um namero de casos significativos no pais (KATZ et al., 2000; ROLLEMBERG et al., 2011).
Nessa conjuntura, diversos fatores estdo associados a manutencdo da situacdo endémica da
doenca, como por exemplo, a presenca do hospedeiro definitivo suscetivel; a ocorréncia do
hospedeiro intermediario, moluscos do género Biomphalaria, especificamente B. glabrata,
compartilhando os mesmos corpos d'agua. Além do mais, a falta de saneamento e abastecimento
de &gua potavel, aumenta a chance de individuos entrarem em contato com cole¢des de dguas
facilitando o estabelecimento da infeccdo (VITORINO et al., 2012). O B. glabrata, é o
principal vetor da esquistossomose no Brasil e apresenta resisténcias aos periodos secos; o que
favorece a sua manutencgdo nas areas endémicas (ZANARDI et al, 2019). Em conjunto a esses
fatores, ocorre o obstaculo ao acesso de servicos de salde, que ajuda a disseminar a doenca e
aumentar o nimero de casos, assim, o Brasil vem se tornando o pais com maior nimero de
casos nas Américas (VERJEE, 2019; ROCHA, et al., 2016).

Os movimentos migratérios também contribuiram para o0 avanco da esquistossomose no
pais, tendo como por exemplo, o deslocamento desordenado de pessoas da regido nordeste para
as regides Sudeste e Sul, como também ao trafico de escravos africanos (PIMENTA, D. P.,
2014). Além do mais, muitos fatores ajudaram para a continuacdo da infeccdo e
desenvolvimento da doenca em novas regioes, tornando-as endémicas, como, a presenca de
hospedeiros intermediarios susceptiveis, caramujos do género Biomphalaria, as precarias
condicGes de saude, falta de saneamento basico e pobreza de uma parte grande da populacéo
do pais (AMARAL et al., 2006; PIMENTA, D. P., 2014). No Brasil, entre os anos de 2013-
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2017 a regido nordeste apresentou 6.399 de casos por esquistossoma (SOBRINHO, et al.,
2020). As areas endémicas desta regido localizam-se em uma zona litordnea que compreende
os estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Bahia e Sergipe (BINA;
PRATA, 2003; BRASIL, 2009; KATZ; PEIXOTO, 2000; LENGELER et al.,
2002; OLIVEIRA, S.A.V., 2015). Além disso, é a regido brasileira com maior nimero de
infectados como também grande mortalidade referente a esquistossomose (FERREIRA;
SILVA, 2007; OLIVEIRA, S.A.V., 2015).

Uma importante medida para o controle da doenga em areas endémicas € o diagnostico
associado a terapéutica dos individuos infectados. O teste considerado padrdo-ouro, o qual
baseia-se na identificacdo de ovos do parasito no exame coproparasitolégico de fezes, é o Kato-
Katz (ARAUJO et al., 2003). Essa técnica tem por caracteristica ser de facil e rapida execucéo,
devido a vantagem de ser qualitativa e quantitativa, logo, capaz de computar o numero de ovos
por grama de fezes (ROLLEMBERG et al., 2011). Entretanto, apesar desse meétodo ser
amplamente empregado e se mostrar eficaz para o ato de detecgdo do parasito S. mansoni,
muitos individuos infectados de areas endémicas e que foram submetidos as medidas de
controle, podem apresentar uma baixa carga parasitaria. Com isso, o diagndstico através do
exame parasitologico de fezes mencionado torna-se pouco sensivel. Portanto, € necesséria a
efetivacdo de outros métodos que obtenham uma maior sensibilidade para deteccdo dos
individuos infectados com baixa carga de S. mansoni afim de diminuir os resultados falsos
negativos (ROLLEMBERG et al., 2011; ENK et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2015).

Nessa perspectiva, 0s testes soroldgicos sdo indicados como uma alternativa de
sensibilidade maior para o diagndstico da esquistossomose. No entanto, limitagdes devido a
sua especificidade e diferenciacdo de infec¢Oes ativas e passivas necessitam de uma melhor
avaliacdo para serem superadas (WEERAKOON et al., 2015). O método ELISA (do inglés
Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), vem sendo considerado um dos mais adaptados em
aplicacdo de estudos populacionais por proporcionar a automagdo, como também obter ensaios
quantitativos. No entanto, 0 seu uso ainda € limitado por ndo apresentar reagentes comerciais
aplicaveis para o diagnostico da esquistossomose.

Assim, apesar do método de ELISA-IgM, especificamente, ter demostrado resultados
promissores para o diagnostico da esquistossomose, € de suma importancia mais estudos
avaliativos para a adaptacdo do método em condicdes laboratoriais diversas (OLIVEIRA et al.,
2003; DEELDER; KORNELIS, 1980). Além disso, faz-se necessario padroniza-lo com o
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intuito de analisar a sua performance como uma ferramenta diagndstica para levantamentos

epidemioldgicos mesmo em regiGes com baixa endemicidade para a doenca.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Agente etioldgico
O Schistossoma mansoni esta presente no filo Platyhelminthes, classe trematoda
e género Schistosoma. Sdo vermes achatados dorsoventralemente digenéticos, ou seja,
organismos que ao decorrer de seu ciclo bioldgico, passam tanto pela reproducdo sexuada como
assexuada. E um parasito dioico com varios estagios, sendo estes: helmintos adultos, machos e
fémeas, ovos, miracidios, esporocistos, cercarias e esquistossbmulos (PIMENTA, D. P.,
2014).0s vermes adultos de S. mansoni sdo de cor branca ou acinzentada, possui um corpo
cilindrico e duas ventosas, oral e ventral, as quais sdo estruturas essenciais para a fixacdo do
verme adulto no hospedeiro, bem como, tem um tegumento complexo e séo de sexos separados.
(GRYSSELS et al., 2006).

O macho tem cerca de 1 cm de comprimento, possui tegumento coberto por minasculos
espinhos e tubérculos, no qual se renova continuamente, 0 que o0 ajuda a escapar das aces do
sistema imune do hospedeiro. Como também, muitas proteinas do hospedeiro s&o incorporadas
nesse tegumento o que permite a sua camuflagem frente ao sistema imunol6gico. O parasito
também, possui sulco longitudinal que sdo dobras na lateral do corpo para acomodar formando
o canal ginecdforo e fertilizar a fémeas. Ja as fémeas tém um corpo fino e longo, medindo cerca
de 1,5 cm, o seu tegumento € liso. Quando a fémea se aloja no canal ginecéforo, 0 macho secreta
hormdnios que estimulam a maturacdo sexual da fémea, e ap6s 0 acasalamento acontece a
migracdo do casal em direcdo as veias do plexo mesentérico. Ao atingir as veias do plexo
mesentérico, 0 macho fixa suas ventosas de forma alternada, para facilitar a movimentacao.
Como também utiliza seus espinhos e musculatura para dar apoio nas paredes dos vasos, assim,
atingem as vénulas do plexo mesentérico inferior e a fémea inicia sua oviposi¢do. Um fato
interessante a ser mencionado é que uma fémea produz aproximadamente 300 ovos
diariamente, em contrapartida apenas 35% sé&o liberados nas fezes, pois a maioria dos ovos
ficam nos tecidos, resultando assim, em uma inflamacdo (Figura 1) (HAMS et al., 2013;
PIMENTA, D. P., 2014).
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Figura 1 — Forma de vida adulta de Shistossoma. mansoni

Vermes adultos de S. mansoni. Visualizacdo na objetiva de 4x. Fémeas (A); macho (B) e casal acoplados (C).
Fonte: Acervo do LABPAR

2.2 Ciclo de vida

O ciclo do S. mansoni é complexo, necessita de dois hospedeiros para a manutencdo do seu
ciclo de vida. Sendo entdo, 0 molusco do género Biomphalaria, o hospedeiro intermediario e o
homem o hospedeiro definitivo. O molusco € infectado pela forma de miracidio e 0 homem,
infecta-se pela penetragéo da cercéria. No homem, a cercéria evolui para sua fase adulta bem
como realiza a sua maturacdo sexual. A eliminacéo de ovos pelas fezes de portadores da doenca
pode acarretar na contaminacdo de repositérios de aguas e assim, liberar o miracidio, como
também o ovo pode permanecer viavel no solo entre 2 a 5 dias, devendo logo ter contato com
0 meio liquido, para evitar a dessecacdo (PASSOS; AMARAL, 1999; FROTA. S. M, 2008).

O miracidio é o embrido presente interiormente no ovo maduro, por conseguinte, € um
organismo bastante movel em ambiente aquatico devido aos inumeros cilios em sua morfologia
e ao seu sistema muscular. Sua expectativa de vida é curta, tendo que penetrar no molusco no
mesmo dia da sua eclosdo. Cerca de 48 horas, apds a penetracdo no hospedeiro intermediario e
gracas as suas glandulas de penetragdo, o miracidio perde o epitélio e evolui para a forma de
um esporocisto primario, e cada um deles, dara origem a quatro esporocistos secundarios,
através de um processo de reproducdo assexuada. Os esporocistos secundarios se diferenciam
em cercarias. Por fim, em um periodo de 4 a 7 semanas apés a infeccdo do molusco pelo
miracidio, este inicia a liberagao das cercarias.

As cercérias possuem uma cauda bifurcada e o corpo com duas ventosas e glandulas de

penetragdo. E importante salientar que a eliminagdo das cercarias pelo molusco cumpre um
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ritmo regulado pela luz, no qual é iniciado por volta das 9 horas matinal tendo seu pico em
torno das 11 - 12 horas e, declina em seguida, sendo entdo o periodo mais propicio para a
infeccdo humana. A cercaria infecta 0 homem, por meio da penetracdo de forma ativa na pele
e/ou mucosa. Desse modo, as cercarias sdo atraidas por acidos graxos e peptidios humanos e
quando localizam a pele humana liberam as proteases que estdo armazenadas nas glandulas de
penetragdo. Uma vez instaladas nos tecidos do hospedeiro definitivo as cercarias evoluem para
esquistossdmulos. E valido destacar que quando esta forma entra na circulagdo sanguinea ou
linfatica migram para diversos 6rgdos, especialmente o figado, no qual € o local onde as formas
juvenis se diferenciam sexualmente e crescem, alimentando-se do sangue. Quando 0s vermes
estdo adultos, migram para ramos terminais das veias mesentéricas, local onde ocorre a postura
inicial. Os vermes mesmo ainda imaturos podem desencadear diversos sinais e sintomas no
hospedeiro definitivo, como, microhemorragias e inflamagdes que provocam diarreias. O tempo
total do ciclo da S.mansoni leva em torno de 80 dias (Figura 2) (COELHO, 1970; FROTA. S.
M, 2008).

Figura 2 - Representacdo das etapas do ciclo de vida do S. mansoni, no meio aquatico, no

hospedeiro intermediario e finalmente no hospedeiro definitivo
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Fonte: lustracdo: Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (Adaptado).
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2.3 Epidemiologia

Estudo epidemioldgico demostrou que os estados com maiores prevaléncias de infeccdo
sdo: Sergipe (10,67%), Pernambuco (3,77%), Alagoas (3,35%), Minas Gerais (5,81%) e Bahia
(2,91%) (KATZ et al., 2018). Além do mais, a morbidade da doenca é retratada através de
formas graves, nas quais permanecem ligadas a duracéo e intensidade da infeccéo, bem como,
a resposta imune do hospedeiro referente aos antigenos do parasito em questdo (CHEEVER,
1992; ROLLEMBERG et al., 2011). Um fator que acaba por influenciar de forma indicativa a
presenca da doenca, € 0 ambiente, isso devido as caracteristicas do ciclo de vida do parasito que
necessitam da eliminagdo de ovos nas fezes no meio ambiente. Tal como, as condic¢des de
infeccdo por S. mansoni no Brasil sdo frequentes em zonas rurais pobres e no Nordeste, por
possuir reservas ecologicas dos hospedeiros intermediarios; caramujos do género Biomphalaria
(ROLLEMBERG et al., 2011). Assim, tanto as condi¢cdes ambientais favoraveis como, pobreza
generalizada, baixos niveis de higiene e saneamento basico e também a presenca de hospedeiros
intermediérios possibilitam a continuidade de vida dos parasitos longe do hospedeiro definitivo

(homem) (COUTINHO et al., 1992; ROLLEMBERG et al., 2011).
O Estado de Alagoas, presente na regido Nordeste, possui circunstancias adequadas para
a persisténcia da esquistossomose referente aos seus aspectos ambientais, como, a presenca do
molusco transmissor, as desigualdades sociais evidenciadas e o contato humano direto com
cole¢des hidricas. Além disso, dados obtidos no DataSUS demonstram que entre os anos de
2013-2016 correram casos positivos, sendo em 2013, 12.652 casos; 2014 (9.775 casos); 2015
(7.965 casos) e em 2016, 6.416 casos positivos (SILVA et al., 2019). Além do mais, cerca de
70% dos municipios alagoanos sao atingidos por essa doenca (COUTO J.L.A, 2005; ROCHA
T.J.M et al, 2016) como por exemplo, Marechal Deodoro com cerca de 7,54% de risco para a
esquistossomose (MS, 2017). E valido ressaltar que este municipio tem como uma das
principais fontes de renda, a pesca. E estes pescadores tem contato mais frequente com a agua,
sendo, portanto, um grupo com uma alta vulnerabilidade e exposi¢do para a infec¢do por S.
mansoni (MELO et al., 2019). Como também os municipios de Uni&o dos Palmares, Capela,
Sao José da Laje, Vicosa e Branquinha possuem uma incidéncia de esquistossomose alta.
Tendo entdo, os municipios alagoanos, um indice elevado desta infeccdo parasitaria. Desse
modo, € notdrio que a esquistossomose € um problema que se enquadra na questdo de saude
publica e necessita de um reforco em acgdes educativas e em agdes de infraestrutura para sua
erradicacdo. Além disso, diagnosticos alternativos para esquistossomose que permitam detectar

0 parasito mesmo em caso de carga parasitaria baixa (SILVA, et al, 2019).
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2.4 Curso clinico

Na infec¢do humana, o S. mansoni possui formas diferentes de manifestacGes clinicas
(FROTA, S. M., 2018). A sintomatologia depende do seu estadgio de vida no homem em
decorréncia de resultados clinicos que fazem com que a doenca possa ser dividida em duas
fases: aguda e crénica. A fase aguda surge logo apos a infeccgdo e os sintomas estdo mais nitidos,
podendo apresentar dermatite cercariana, causada pela penetracdo das cercarias na pele. As
manifestacbes variam, desde quadro assintomatico ou até mesmo dermatite urticariforme,
contendo erupc¢éo papular, edema e prurido (VITORINO et al, 2012). Além disso, com cerca
de 5 a 7 semanas apds a exposicao o paciente pode apresentar um quadro de febre de katayama,
caracterizada por linfadenopatia, febre, anorexia, dor abdominal e cefaleia, nesse sentido, esses
sintomas podem ser acompanhados por diarreia, nauseas, vOmitos ou tosse seca e
hepatomegalia que é o aumento do figado (LAMBERTUCCI J.R, 1993).

Aproximadamente 6 meses ap6s a infec¢do pode ocorrer a evolugdo para a fase crénica,
na qual o individuo apresenta sintomas mais discretos e pode evoluir por alguns anos, bem
como, a lesdo histopatoldgica basica ocasionada nessa fase, € o granuloma que se desenvolve
em torno dos ovos ou dos vermes adultos e podem ser arrastados pela corrente sanguinea até o
figado ou ficam retidos na parede intestinal, desse modo, os ovos do parasito eliminam
antigenos que estimulam a resposta imune celular do corpo. Diversos tipos de células sdo
encontrados nos granulomas, incluindo inameros eosindfilos, quando ocorre grande quantidade
de ovos nos tecidos os granulomas se fundem dando origem a uma lesdo inflamatéria difusa
(LLANWARNE. F; HELMBY. H, 2021). (Além disso, nesta fase, o individuo pode apresentar
sintomas e sinais de evolugdo da patologia em varios 6rgaos, como intestino, figado, bago, rins
a depender da localizacdo do parasito e da intensidade da carga parasitaria. Assim, na forma
intestinal pode-se relatar dores abdominais, diarreia com muco ou sangue nas fezes, ja a forma
hepatoesplénica observa-se o aumento do baco e do figado. Além disso, esta forma provoca o
desenvolvimento de espessamento dos espacgos portais e hipertensdo portal, o que pode
provocar hemorragia digestiva alta por meio do rompimento das varizes esofagogastrica que
consiste em seria complicacdo podendo levar o individuo infectados por esquistossomose a
obito (MACHADO MM et al 2002; EL-ROOBY, et al, 1985). Por fim, na forma renal, pode
ocorrer por meio da deposi¢do de imunocomplexos nos glomeérulos renais, a perda de proteina
atraveés da urina que pode ser de intensidade variavel. Assim, deve-se realizar medidas para
reduzir os quadros diarreicos, bem como, na forma hepatoesplénica, fazer uso de
betablogueadores (Pordeus. L.C. et al 2008).
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2.5 Esquistossomose e seus respectivos testes para diagnosticos

O diagnostico da esquistossomose é realizado por meio de exames clinicos laboratoriais,
podendo ser de duas formas: (1) métodos diretos que detectam o parasito ou partes dele, como
por exemplo, nos exames de fezes ou bidpsia de mucosa intestinal, pesquisa de antigenos
circulantes e reagcdo em cadeia da polimerase, (2) métodos indiretos nos quais percebem
evidéncias indiretas dos parasitos dependendo de marcadores clinicos, tais como sintomas e
sinais e imunologicos, como por exemplo, reacdo intradérmica e ensaios: soroldgicos
(PIMENTA. D.P, 2014).

Os métodos utlizados para o diagndstico da esquistossomose podem apresentar
informacdes tanto qualitativas nas quais relatam a presencga ou auséncia de ovos do parasito,
como também informac6es quantitativas nas quais fornecem ndo apenas a presenca do parasito,
mas também a quantidade de ovos por grama nas fezes do individuo infectado (RABELLO et
al., 2008; PIMENTA. D.P, 2014). E importante salientar que existem diversas técnicas para
identificacdo do parasito, pois nem sempre a técnica adequada para a identificacdo de ovos do
parasito sera eficaz para encontrar as outras formas do seu ciclo (ARAUJO et al, 2003).

Algumas destas técnicas sdo descritas a seguir.

2.5.1 Diagndstico coproparasitologicos

Existem variadas técnicas parasitoldgicas descritas na literatura, sendo a técnica de
Kato-Katz, considerada padrdo ouro e recomendada pela Organizacdo Mundial da Satde, OMS
(KATZ et al., 1972). Esta técnica consiste em confirmar de forma microscopica a presenca de
ovos nas fezes, possibilitando um resultado quantitativo baseado na quantidade de fezes usadas
inicialmente. A estimativa da carga parasitologica é por meio da média do nimero de ovos
encontrados na lamina, multiplicado por 24, podendo ser leve, modera e acentuada (OMS)
(Tabela 1). Além do mais, é uma técnica de baixo custo, facil manejo e praticidade mesmo em
situacdes de infraestrutura laboratorial precaria. Como também, as laminas com material fecal
podem ser transportadas em temperatura ambiente e armazenadas por meses sem prejuizos,
beneficiando a utilizacdo da técnica (RABELLO, 1997; CARVALHO. G. B. F, 2016). No
entanto, também existe desvantagem associada a técnica, pois esta € menos sensivel em
individuos com baixa carga parasitaria e em situac6es de baixa prevaléncia (LIN et al., 2008;
ZHANG et al., 2009; FERRARI et al., 2003; ENK et al., 2008; CARVALHO. G. B. F, 2016).
Ademais, possui outra limitacdo, a incapacidade da sua execucdo em amostras diarreicas
(KONGS et al., 2001; CARVALHO. G. B. F, 2016).



21

Tabela 1 — Estimativa de carga parasitologica de ovos de S.mansoni em lamina de Kato-
Katz

Estimativa Carga
Até 100 Leve
101- 400 Moderada

Acima de 400 Acentuada

Fonte: OMS

A técnica coproparasitoldgica de Lutz (Lutz, 1919) modificada por Hoffman et al.
(1934) é qualitativa muito conhecida e utilizada para o diagndstico de enteroparasitos, incluindo
o S. mansoni. Esta técnica consiste na sedimentacdo espontanea de Lutz, que apresenta
consideravel indice de sensibilidade em pacientes com alta carga parasitaria.

O método parasitologico conhecido por Helmintex, vem sendo visto como um avango
significativo para o diagndstico da infecgdo por S. mansoni, de modo especial, em areas com
baixa endemicidade. Este método apresenta alta sensibilidade quando comparada a outros
métodos, a técnica consiste no processamento de 30 g de fezes por cada amostra, na qual passa
por varios processos afim de isolar os ovos do parasito por meio de esferas paramagnéticas,
utilizando-se um campo magnético. Apés o isolamento dos ovos, 0s mesmos sdo corados com
ninidrina, que reage com 0s aminoacidos presentes nos 0vos e apresenta a cor roxa, otimizando
o tempo de leitura por facilitar a visualizacdo dos mesmos (TEIXEIRA et al., 2007). Em
contrapartida, mesmo com sua boa sensibilidade a desvantagem dessa técnica é justamente o

tempo do seu processamento sendo inviavel para aplicar em campo e rotina laboratorial.

2.5.2 Diagnostico molecular
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica laboratorial que amplifica uma
regido especifica do DNA do parasito formando diversas copias da regido de interesse. A PCR,
é uma técnica de amplificacdo muito sensivel, podendo detectar uma pequena quantidade de
DNA em uma amostra. Ja foi demonstrado que esta técnica tem alta sensibilidade e
especificidade para a deteccdo de DNA de S. mansoni em amostras de fezes, detectando entéo
cerca de 2,4 ovos/grama (CAVALCANTI et al., 2013, PIMENTA. D.P, 2014). Como também
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é uma técnica indicada em areas de baixa prevaléncia e em pacientes com carga parasitaria
baixa (PIMENTA. D.P, 2014).

2.5.3 Diagnostico imunoldgico

Atualmente, o diagnostico de infeccdo por S. mansoni pode ser realizado de forma direta
do parasito, em alguma de suas formas evolutivas nos tecidos ou até excrecGes do hospedeiro.
Devido os avancos tecnoldgicos é possivel identificar componentes antigénicos do parasito,
sendo entdo, uma alternativa para o diagnostico direto. Entretanto, as desvantagens deste
método sdo: pode apresentar reacdes cruzadas com outras helmintoses, ndo € quantitativo e ndo
diferencia uma infecgéo recete de uma infeccdo passada (MONTENEGRO, 1992; RABELLO,
1997; PIMENTA. D.P, 2014).

Muitos dos métodos sorologicos ja descritos para o diagndstico da esquistossomose séo
considerados indiretos e aplicam-se para a descoberta de anticorpos, um exemplo no qual pode
ser citado a técnica imunoenzimatica (ELISA). O ELISA é fundamentado em reacdes antigeno-
anticorpo detectavel por meio de reacfes enzimaticas (RABELLO et al., 2008). No entanto,
esta técnica apresenta algumas desvantagens como, por exemplo, dificuldade da escolha de
antigenos apropriados, a ocorréncia de reagdes cruzadas, e a falta de reagentes comerciais
aplicaveis ao diagndstico da doenca (OLIVEIRA et al., 2003). Esta técnica também possui
pontos positivos, como, a possibilita a automacao, reprodutibilidade e obtém resultados rapidos
e de baixo custo, (RABELLO et al., 2008). Além do mais, tem mostrado ser uma técnica melhor
adaptada para aplicacdo em estudos populacionais (OLIVEIRA et al., 2003).

Outro método imunoldgico a ser citado é o teste da imunofluorescéncia para detectar
anticorpos do tipo IgM aos antigenos ligados ao S. mansoni (do inglés Associated
Polysaccharide Antigens). O IgM-IFT mostrou ser um método significativo para trabalho em
campo por mostrar um alto grau de sensibilidade e especificidade para o diagndstico tanto para
a esquistossomose aguda como a cronica. Entretanto, a desvantagem é que essa técnica nao é
pratica para trabalhar, caso tenha um ndmero elevado de amostras (SILVA et al., 1998;
FROTA. S. M, 2008). A reacdo intradérmica € um método indireto relacionado a detecgéo de
resposta imune do hospedeiro, assim, & um teste alérgico em reagdo de hipersensibilidade tipo
I ou aumento violento da sensibilidade do organismo ao antigeno. Apds a inoculacdo do
antigeno espera-se de 15-20 minutos para a obtencdo do resultado. O resultado positivo é
caracterizado pela formacdo de uma papula com o didmetro superior a 1 cm (REY, 2001,

PIMENTA, D.P., 2014). A desvantagem apresentada é que resultados falso-positivos sao
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confirmados com frequéncia devido a ndo discriminacdo de exposi¢Oes passadas e recentes,
além do mais, a reagdo ndo fica negativa depois de uma quimioterapia eficiente, sendo assim,
é ineficaz como critério de cura (ESTAMBALE et al., 1989; PIMENTA, D.P., 2014). O teste
rapido de urina — Point of care (POC-CCA) é um método qualitativo, que permite a deteccdo
de infeccdo ativa por S. mansoni. J& foi demonstrado que amostras positivas processadas em
POC-CCA que possuia 0s anticorpos, apresentaram captura de antigeno para os enfermos com
alta e média infeccGes (ADRIKO et al., 2014). Entretanto, o teste possui a desvantagem de ndo
ser suficientemente sensivel para detectar individuos com baixa carga parasitaria, assim, afeta
na obtencao de resultados veridicos em areas de baixa endemicidade, principalmente, em casos
de infeccdo com intensidade baixa (DE JONGE et al., 1990).

3. JUSTIFICATIVA

Os testes soroldgicos utilizados no diagnostico da esquistossomose ndo apresentam
protocolos e antigenos padronizados para serem utilizados como alternativa de diagndéstico pela
rede publica. Assim, este estudo tem o intuito de melhorar a sensibilidade do diagndéstico de
doencas parasitarias como também, oferecer alternativas de diagndstico para o Sistema Unico
de Salde (SUS). Nesse sentido, pretende-se otimizar e validar testes sorolégicos para o
diagnostico da esquistossomose em areas endémicas onde os individuos apresentam baixa carga

parasitaria.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral
Efetuar a padronizacdo de teste sorologico de deteccdo da infeccdo por Schistossoma
mansoni em populacéo de regido historicamente endémica para esquistossomose no estado de

Alagoas

4.2 Especificos

e Determinar a prevaléncia da detec¢do de anticorpos anti-Schistosoma mansoni em éareas
endémica, com caracteristicas eco-epidemioldgicas diferentes em Alagoas;

e Analisar e validar em campo um novo kit de diagnostico em area endémica de variada
transmisséo e com possiveis coinfecgdes;

e Investigar comparativamente o desempenho dos testes soroldgicos desenvolvidos em

relacdo a outros métodos diagndsticos disponiveis.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental e transversal.

5.2 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de Alagoas
(CEP-UFAL), de acordo com o preconizado pela resolugdo CNS n°® 466/2012 (BRASIL, 2012),
e aprovado sob n°® CAAE 39997520.2.1001.5013.

Todos os cuidados e procedimentos experimentais realizados em camundongos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sob o
protocolo de nimero 368/2018.

5.3 Local da coleta
O estudo foi conduzido no municipio de Macei6 (estado de Alagoas, Brasil), em um bairro
margeado pela Lagoa Mundal denominado de Vergel do Lago, onde a populagdo vive as
margens do Complexo Estuario Lagunar Mundad-Manguaba (Figura 3). Além disso, 0s
individuos residentes nessa localidade sofrem com condic¢des socioecondmica, infraestrutura

precaria e escassez de saneamento basico, o que favorece a persisténcias de diversas parasitoses.
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E importante ressaltar que a populagdo local se utiliza da lagoa como fonte de renda, seja para
produtos pesqueiros, como sururu, e até mesmo seu proprio sustendo.
4.4 Entrevista com a populacgao alvo do estudo
Assim, para o inicio da coleta as pessoas que concordaram em participar da pesquisa
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A) e responderam
aum questionario socioeconémico e ambiental com a populacédo alvo, acima de 8 anos de idades

(apéndice B). As coletas foram realizadas em dezembro de 2021 e em marco de 2022.

Figura 3 - Bairro do Vergel do Lago e Lagoa Mundau no Estado de Alagoas
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Imagem do local de coleta em uma regido historicamente endémica no Estado de Alagoas. Bairro vergel do Lago,
em Macei6 (A); Bairro é margeado pela Lagoa Mundad (B). Fonte: Google mapa

5.4 Amostragem e processamento

Foi realizada uma amostragem ndo probabilistica por conveniéncia, na qual foram coletadas
amostras biologicas de urina para a realizagéo da técnica de teste rapido de urina — Point of care
(POC-CCA), de fezes para as técnicas coproparasitoldgicas, sendo elas: Kato-Katz (KK),
sedimentacdo espontanea (HPJ), Helmintex (HTX), e de sangue para separacdo do soro e
realizacdo da técnica soroldgica Elisa indireto (Elisa-i) dos moradores de area endémica de
Maceio/Vergel. As amostras foram identificadas e armazenadas em material tipico ao seu
material bioldgico e transportadas ao laboratério de parasitologia (LABPAR), localizado no
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Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS), na Universidade Federal de Alagoas

(UFAL) para a execucdo das técnicas.

4.4.1 POC-CCA

E um método qualitativo de rapido e facil execucéo utilizando a urina. Para a realizacio
da técnica foi utilizado o teste (Rapid test for qualitative detection of: Bilharziab (Schistosoma)
in urine / Rapid medical diagnostics) conforme instrugdes do fabricante(Rapidmedical
diagnostics). Brevemente, uma gota da urina e uma de solugdo tampao foram adicionadas no
orificio do cassete plastico sensibilizado com o anticorpo monoclonal para a decteccdo do
antigeno. Apods esse processo esperou-se 20 minutos e realizou-se a leitura do teste pela
observacao da presenca das linhas, teste e controle. O teste foi considerado positivo quando as
linhas, teste e controle estavam presentes e negativo para S. mansoni quando apenas a linha

controle estava reagente (Figura 4).

Figura 4 — Processo do teste rapido de urina POC-CCA.
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Interpretacéo do teste rapidos de urina, de acordo com cada padrdo de bandeamento. (A) Urina do paciente €
coletada e uma gota de urina + uma gota de tampdo foi adicionado no orificio; (B) Resultado negativo para S.

mansoni; (C) Resultado positivo para S. mansoni. Fonte: Autora

4.4.2 Kato-Katz

O Kato-Katz é uma técnica qualitativa e quantitativa, adaptada por Katz e colaboradores
(1972). Para a realizagéo deste teste, as fezes foram comprimidas em uma tela de nailon, onde
passam ovos de helminto. As fezes que atravessaram a tela foram colocadas na placa que
contém o orificio representativo de 1g de fezes, ja posicionada sobre a lamina de vidro. Apds o

preenchimento, foi colocado papel celofone embebido na solugdo diafanizadora (verde
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malaquita). Por fim, com o auxilio de outra lamina as fezes foram pressionadas e examinada ao

microscopio (aumento 10X; Olympus) para a visualizagdo dos ovos (Figura 5).

Figura 5 — Resumo esquematico do processamento e visualizacdo das amostras pelo

método de Kato-Katz
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Esquematizacdo de como as amostras fecais foram preparadas por meio do método de Kato-Katz. (A) dezes do
individuo coletada; (B) fezes comprimidas por uma tela de nailon para passagem de ovos de helmintos e dendritos;
(C) fezes coletadas e preenchimento da placa com orificio; (D) papel celofone com verde malakita recobrindo as
fezes para melhor visualizacéo; (E) fezes pressionadas; (F) visualizagdo de ovos de S.mansoni ao microscopio em

amostras positivas. Fonte: Autora

4.4.3 Sedimentacédo espontanea, Hoffman, Pons e Janer —(HPJ) ou Lutz
O HPJ é um método qualitativo de utilizacdo para o diagnostico de diversas
enteropasitoses(Lutz, 1919) modificada por Hoffman et al. (1934) . Para o HPJ, as fezes foram
homogeinzadas e peneiradas com o auxilio de gaze sobrada 4 vezes. Ap0s esse processo as
amostras ficaram sedimentando por 2 h e seguidas de lavagens até que o sobrenadante ficasse
com aspecto limpo. Apos os processos de lavagens, duas gotas do material fecal sedimentado
foram colocadas em laminas acrescida uma gota de lugol para a visualizagdo no microscopio

(aumento 40x e 10x, Olympus) (Figura 6).

Figura 6 - Esquematizacdo do processamento de fezes realizado por meio do método de
HPJ
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Processamento de amostras pela técnica de sedimentacdo espontanea-HPJ. (A) Fezes coletadas; (B)
Homogeneizacgdo e peneiragem da amostra; (C) Sedimentacdo das fezes e lavagens até o sobrenadante ficar limpo;
(D) Preparacdo da lamina com contetdo fecal + lugol; (E) Visualizagdo de ovos de S. mansoni ao microscopio

demostrando positividade. Fonte: Autora

4.4.4 Helmintex

O método helmintex é considerado mais sensivel em cargas parasitarias baixas (TEIXEIRA
et al., 2007). Resumidamente, 30g de fezes foram homogeneizadas em solugdo Tween 20 a
10% preparado em alcool a 70% e permaneceu sedimentando por 1 h. A mistura fecal foi
peneirada, deixada sedimentando por 1 h e passada por 5 ciclos de sedimentacdo e lavagens a
cada 30 minutos. Ap0s esses processos, as amostram foram peneiradas de novo com o auxilio
de duas peneiras de porosidade diferentes e as fezes foram depositadas em célices limpos. Apds
a sedimentacgdo por 1 h, o sobrenadante foi descartado e o conteudo fecal foi transferido para
um tubo do tipo falcon, acrescentado acetato de etila (crq produtos quimicos eireli),
homogeinizado e centrifugado em 2500 rpm por 10 minutos. Logo ap6s o descarte do
sobrenadante, as amostras foram transferidas para microcubos, acrescida solucdo salina e as
esferas magnéticas. As amostras foram homogeinizadas por 30 minutos e colocadas no magneto
para o isolamento dos ovos de S. mansoni juntamente com as esferas magnéticas. Para melhor
visualizacdo dos ovos, o sedimento foi corado com ninidrina e colocado em lamina de papel

filtro para visualizacdo no microscopio no aumento de 10x (Figura 7).

Figura 7 — Esquematizacdo das amostras fecais processadas através do método de

Helmintex
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Esquematizacdo do processamento das amostras pelo método Helmintex. Fonte: Autora
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4.4.5 Obtencéo de antigeno (SEA) e (SWAP)

Essa etapa foi realizada em colaboragdo com o grupo de pesquisa da professora Dr.
Deborah Aparecida Negrdo Corréa da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Para
obtencdo de antigenos solUveis de ovos (SEA) e de vermes adultos (SWAP) de S. mansoni
foram utilizados camundongos Swiss com 45-50 dias de infec¢do com 100 cercarias do parasito.
A producdo de SWAP foi obtida a partir de vermes adultos, machos e fémeas, recuperados apos
perfusdo sanguinea dos animais infectados, realizada conforme descricdo de Pellegrino &
Siqueira (1956) e resumido a seguir. Os vermes recuperados foram lavados, concentrados e
homogeneizados em tampédo fosfato (PBS - 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3mM Na2
HPO4.7H20, 1,4 mM KH2PO4) contendo coquetel de inibidores de proteases (1 tablete em
cada 25 mL de tampdo, Boehringer Mannheim, Indianapolis, USA), conforme descricao
detalhada por Dunne (1997). O antigeno soltvel de ovos (SEA) foi obtido de ovos do parasito
isolados do figado de animais infectados segundo Dunne (1981). Brevemente, os figados
contendo granulomas foram homogeneizados em salina concentrada (1,7% de NaCl) por 5 min
a temperatura ambiente. A solucgdo obtida foi lavada em salina também concentrada através de
decantacdo a 4°C por 1h. O sobrenadante foi descartado e o procedimento repetido até a
obtencdo de um sobrenadante limpo. O precipitado contendo ovos foi retirado e filtrado de
modo sequencial em um conjunto de membranas de porosidade decrescente (80 - 400mesh). O
material retido na membrana de porosidade 400 mesh foi recuperado e centrifugado (200g por
5 min a 4°C) em tubos de polipropileno de 50 ml (Falcon®). A cada centrifugacdo o
sobrenadante foi desprezado e os sedimentos reunidos gradativamente, com aspiracdo e
descarte do muco presente na parte superior. Durante todo o processamento, os tubos foram
mantidos em gelo para evitar eclosdo de miracidios e, ao final, apds certificar a limpeza do
material, os ovos foram ressuspendidos em 1 mL de PBS e transferidos para um tubo de vidro
acoplado a um homogeneizador tipo Virtiz®. Os ovos foram triturados por cerca de 40 min sob
gelo. A destruicdo completa dos ovos foi confirmada ap6s um exame ao microscépio optico. O
homogenato foi entdo transferido para tubos de 1,5 ml e centrifugados a 10000 g por 1 hora e
0 sobrenadante, denominado de SEA, foi recolhido. A concentragdo de proteinas das
preparacOes antigénicas (SEA e SWAP) foi determinada pelo ensaio de dosagem de proteina
Pierce BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific - BR) antes de serem
distribuidas em aliquotas e estocadas a -20°C.
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4.4.6 Ensaio imunoenzimatico — Elisa Indireto

Para a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos foi realizada a técnica soroldgica de Elisa
indireto. Para obtencéo dos soros, foi retirado por puncao venosa de cada individuo participante
5 mL de sangue periférico em tubos sem anticoagulante, aliquotado em duplicata e armazenados
a-20°C. Esses soros foram usados para dosagem de anticorpos anti-S.mansoni. Para isto, foram
utilizados os conjugados anti-IgM ou anti-1gG (incluindo subclasses) marcados com Peroxidase
cujos titulos foram determinados em estudo piloto. Para a realizacdo do ensaio, a diluicdo dos
diferentes reagentes e do soro dos individuos foram previamente padronizadas. Em seguida, as
reacOes foram realizadas em microplacas de polietileno (Falcon, BD Lab., EUA) de 96 pocos e
fundo plano. Cada poco foi sensibilizado com 2 ug de cada proteina recombinante diluida em
100 pL de tampé&o carbonato-bicarbonato 0.1 M (pH 9,5) contendo 5 pg/ml de SEA) ou 10
pg/ml de antigeno SWAP. As placas foram incubadas por 24 horas a 4°C, e protegidas com
plastico filme para evitar a dessecacdo. Apos a sensibilizacdo, o excesso de antigeno foi lavado
5 vezes com solucdo de lavagem contendo PBS (Phosphate buffer saline: 13,7mM de NaCl,
0,27mM de KCI, 0,214mM de KH2S04 e 0,43mM de Na2HPO4.7H20, pH 8) acrescido de
0,05% de Tween 20 (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA). Apds as lavagens foi adicionado
150 pL/poco de solugdo tampdo PBS contendo 1% de albumina de soro bovino (BSA, Sigma)
e a placa foi incubada a temperatura ambiente por 1h para o bloqueio de sitios inespecificos. O
excesso de solucdo de blogueio foi retirado por cinco lavagens sucessivas com tampdo de
lavagem, e foi adicionado 100 pl/pogo de soro, de cada paciente, diluido a 1:100 em tampé&o de
diluicdo (PBS 0,05% de Tween e 0,1% de BSA). As placas foram incubadas durante 2h a
temperatura ambiente. Na sequéncia foi adicionado 100 pl/pogo do tampao de diluigdo
contendo anticorpo anti-imunoglobulina humana: anticorpo anti-lgG4 humano conjugado com
biotina na diluicdo de 1:20.000 (Mouse Monoclonal Anti-Human 1gG4-Biotin conjugated,
clone HP 6025 SIGMA) ou anticorpo anti-lIgG humano conjugado com peroxidase na diluigcdo
de 1:10.000 (Goat anti-Human IgG (H+L) HRP- Bethyl Laboratories) permanecendo por 1h
em temperatura ambiente. Apds, o periodo de incubagao, foi adicionado 100 pl/poco de tampao
de diluicdo contendo Streptoavidina conjugada com fosfatase alcalina (Streptavidin-Alkaline
Phosphatase from Streptomyces avidinii- SIGMA®, USA) na propor¢éo de 1:2000 e incubado
por 1 hora em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Para ensaio utilizando anticorpo
diretamente conjugado com peroxidase, como IgG, ndo foi necessaria essa etapa. No ensaio

com IgG4 a reacéo foi revelada pela adi¢do do substrato PNPP, que € um colorimétrico soltvel
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de fosfatase alcalina (SIGMAFAST™ p-Nitrophenyl phosphate Tablets -SIGMA®, USA),
diluido em 20 mL de agua destilada sendo adicionado 100 pL. em cada pogo, e apos 15 - 30
minutos a reagdo foi interrompida com 50 pL da solucdo 3M de NaOH, e foram lidas no leitor
de microplacas VersaMax (Molecular Devices, San José, CA, EUA) a 405 nm. No ensaio com
IgG a reagdo foi revelada pela adi¢ao de 100 ul/pogo de tampao Citrato (CeHgO7.H20 a 0.1M,
Na;HPO4 a 0.2M, pH 5) contendo substrato OPD (OPD Substrate Tablets, Thermo Scientific,
USA) acrescido de perdxido de oxigénio a 0,05 M e ap6s 30 minutos, a reacdo foi parada
utilizando 50 pL/pogo de acido sulfurico (H2SO4 2N). Nesse ensaio, a absorbancia das amostras
foi medida em leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices,Califonia, EUA) a 492nm.
Em cada placa foram adicionadas amostras de soro de cinco individuos verdadeiramente
negativos. A reatividade relativa foi calculada com a absorbancia de cada amostra dividida pela
média das absorbancias dos soros negativos mais duas vezes o desvio padrdo dessas amostras

negativas.

5.5 Analises dos dados

Para a organizacdo dos dados laboratoriais, foi utilizado o programa software Microsoft
Excel e os gréficos foram elaborados usando o programa GraphPad Prism8. Para a analise
estatistica, foi utilizada a ANOVA de uma via seguida do teste de post-hoc Bonferroni,
considerando p <0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Populacéo do estudo vive em condigdes facilitadoras a infeccéo de S. mansoni.

O estudo foi conduzido em uma populagdo residente no bairro Vergel do Lago
historicamente endémico para S.mansoni, margeado pela Lagoa Mundaud, em Macei6, no estado
de Alagoas. Os resultados obtidos dos questionarios socioambientais respondidos pelos
entrevistados, demonstraram que apenas 6,89 % (6/87) tem acesso a saneamento basico, 34,48
% (30/87) é direcionado a rede publica/encanada/rede de esgoto, 32,18 % (28/87) vai para a rua
e exposicdo a céu aberto, 14, 94 % (13/87) é direcionado a fossa, 5,74 % (5/87) vai direto para
a lagoa, bem como esse mesmo percetual foi encontrado para outros destinos. Esse cenario
contribui para a manutencao de diferentes parasitoses, incluindo a esquistossomose. Analisou-
se também que 94,25 % (82/87) da populacdo estudada tem acesso a agua encanada, 0s demais
utilizam &guas oriundas de Cisterna e po¢o, com 4,59 % (4/87 e outros 1, 14 % (1/87). Em
relacdo ao contado com a lagoa, os entrevistados relataram que 56,32 % (49/87) ndo tem contato
com a agua da lagoa, no entanto, 24,13 % (21/87) responderam que tem contato com a lagoa,
seja por meio de banho/laser com 28,57 % (6/21), somente por pesca 42,85 % (9/21),
banho/laser/pesca com 14,28 % (3/21), banho/pesca com 4,76 % (1/21) e outros com 4,76 %
(1/21), além disso, 18,39 % (16/87) optaram por ndo responder (Figura 8). E importante
mencionar que a saude da populacéo esta diretamente interligada com a forma de como a 4gua
¢ tratada e o destino que é dado ao esgoto, visto que, para manter a reducdo de doencas
parasitarias é necessario que os individuos tenham condi¢6es higiénicas e tratamento de esgoto

adequados.
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Figura 8 - Graficos demonstrativos dos dados obtidos a partir dos questionarios.
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Resultados socioambientais da populagdo do estudo. Contato com a lagoa (A); distribuicdo da &gua (B) e Acesso

a rede publica de esgoto (C).

6.2 Técnicas diagndsticas apresentam diferentes especificidades na identificacdo de
infeccdo por S. mansoni.

Das 93 amostras bioldgicas coletadas (urina, fezes e soro sanguineo) observou-se uma
frequéncia de infeccdo por S. mansoni de 32,2% (30/93). Além disso, as técnicas utilizadas
apresentaram indices de positividade diferentes para S. mansoni em suas respectivas
amostragens. Das 52 amostras analisadas pelo POC-CCA, 19% (10/52) foram positivas; das 92
amostras analisadas pelo Kato Katz 5% (5/92) e das 91 amostras analisadas pelo HPJ 5% (5/91)
foram positivas e para as 27 amostras analisadas pelo Helmintex 66% (18/27) foram positivas
(Tabela 2). E importante salientar que dentre as 93 amostras analisas nio foi possivel realizar
todas as técnicas devido a falta de material para a realizacdo da técnica de POC-CCA bem

como, material biologico para a execucdo das técnicas coproparasitologicas.
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Tabela 2 - Quantitativo de exames de positivo para Schistossoma mansoni de acordo com
diferentes técnicas de diagnostico realizadas

POC-CCA KATOKATZ HPJ HELMINTEX

POSITIVOS 10 5 5 18
TOTAL 52 92 91 27
% 19 5 5 66

Fonte: Autora, 2023.

Do total das 30 amostras positivas para S.mansoni foi possivel observar que a maioria
dos infectados pelo parasito apresentavam idade igual ou superior aos 20 anos com 83,3%
(25/30) Esse perfil ja foi encontrado em um trabalho realizado na regido Sudeste, onde
demonstrou-se que a maior prevaléncia para S. mansoni foi de 35,5% entre 20 a 39 anos
(COSTA E FILHO, 2021). O que pode ser explicado pelo tipo de trabalho executado como
fonte de renda pelos individuos adultos, como por exemplo, a pesca que apresentou 33,3%
(9/27), o contato com a lagoa com 44,4% (12/27), seja para laser, trabalho ou ambos. Em relacédo
ao destino dado ao esgoto, 33,3% (9/27) responderam que fica a céu aberto, 25,9% (7/27) vai
para fossa e 3,7% (1/27) vai direto para a lagoa. Este cenario evidéncia um ambiente propicio
para a persisténcia de diferentes parasitoses.Além disso, ao verificar os positivos por sexo,
observou-se que 0s homens apresentaram 44,4% (8/18) de infecgédo para S. mansoni, enquanto
as mulheres apresentaram 29,3% (22/75) (Figura 9). Este resultado é semelhante a outro estudo
realizado por Costa e Filho (2021), que demostrou a maior prevaléncia (63,2%) na populacédo
masculina enquanto as mulheres apresentaram (36,8%) de positividade. Esses dados podem
estar associados ao fato dos homens ndo buscarem os servicos de salde tdo frequente quando
comparados com as mulheres e serem mais resistentes a procurar tratamento de satde, como
relatado por estes durante a entrevista. Além das praticas pesqueiras que sdo realizadas em sua

maioria por homens o0s expondo as possiveis aguas contaminadas com S. mansoni.
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Figura 9 — Prevaléncia dos infectados pelo S. mansoni por sexo.
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Nas amostras analisadas foram encontradas além de S. mansoni outras enteroparasitos
e obteve-se uma prevaléncia de 60,2% (56/93) de positividade em pelo menos uma das técnicas
utilizadas. A soma dos resultados das técnicas utilizadas foi agrupada em negativos, positivos
sO para S. mansoni, as combinagdes S. mansoni + outros helmintos, S. mansoni + protozoérios,
S. mansoni + helmintos/protozoéarios, outros helmintos + protozoarios, sé helmintos e sé
protozoarios (Figura 10 e APENCICE C).

Figura 10 - Resultados das analises parasitoldgicas de fezes e urina dos participantes do

estudo.
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As amostras de fezes, coletadas dos participantes do estudo, foram analisadas pelos métodos de Kato-Katz, HPJ e
Helmintex, sendo que nem todas as amostras foram analisadas em todos os métodos. As amostras de urina foram

analisadas pelo método POC-CCA. (#) Outros helmintos encontrados sem ser S. mansoni.

Para avaliar a eficiéncia do método Elisa-i para o diagnéstico de S. mansoni, comparado
aos outros métodos, foi coletado amostras do sangue dos participantes. Das 93 amostras
coletadas, apenas 1 ndo obteve soro suficiente para o teste. Os soros dos pacientes foram
avaliados contra os antigenos SEA e SWAP, em colaboracdo com o grupo de pesquisa do
Professora Dr. Deborah Aparecida Negrdo Corréa da UFMG. Resultados preliminares obtidos
para IgG anti-SEA demonstram que apenas 0s grupos S. mansoni X protozoarios apresentaram
diferenca estatistica significante (F = 2,138; P = 0,0483). Entre os demais grupos ndo ha
diferenca significativa entre os valores de absorbancias (Figura 11). No entanto, era de se
esperar que as absorbancias dos positivos para S.mansoni apresentassem diferenca estatistica
significativa em relacdo aos negativos e aos demais grupos. Essa diferenca entre os grupos, S.
mansoni e protozoarios, apesar de pequena, pode ser devido ao tipo de resposta imune
apresentada pelos individuos contra os helmintos e protozoarios (MACHADO, ARAUJO,
CARVALHO E CARVALDO, 2004).

Figura 11 - Resultado das absorbéncias para o 1gG anti SEA de S. mansoni
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Valores das absorbancias das amostras realizadas através do ensaio de Elisa indireto para o anticorpo IgG anti
SEA para ovos de S. mansoni. Andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prisma 8 utilizando a
ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Bonferroni, considerando p <0,05; (Helmintos# = Outros helmintos

encontrados sem ser S. mansoni).
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Ja os resultados obtidos para 1gG4 anti SEA, demonstram que a absorbancia obtida para
as amostras positivas para S. mansoni em outros métodos, apresentam uma dispersdo maior em
relagdo as absorbéncias das amostras negativas e com presenca de outros parasitos. No entanto,
ndo ha diferenca estatistica entre os grupos (F = 2,002; P = 0,0647) (Figura 12).

Figura 12 - Resultado das absorbéncias para o 1gG4 anti SEA de S. mansoni
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Valores das absorbancias das amostras realizadas através do ensaio de Elisa indireto para o anticorpo 1gG4 anti
SEA para ovos de S. mansoni. Analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prisma 8 utilizando a

ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Bonferroni, considerando p <0,05. (Helmintos# = Qutros helmintos
encontrados sem ser S. mansoni); (ns) Nao signficativo.

Quando analisado o anticorpo 1gG4 anti SWAP verificou-se uma tendéncia de dispersao
apenas no grupo de amostras positivas para S. mansoni previamente analisadas por outras
técnicas. Assim como o 1gG4 anti SEA, o 1gG4 anti SWAP também n&o apresentou diferenga
na analise estatistica (F = 1,504; P = 0,1772) (Figura 13).
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Figura 13 - Resultado das absorbéncias para o 1gG4 Anti SWAP de S. mansoni
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As absorbancias encontradas através do ensaio de Elisa indireto para o anticorpo 1gG4 anti SWAP para vermes
adultos de S. mansoni. Andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prisma 8 utilizando a ANOVA de
uma via seguida do post-hoc de Bonferroni, considerando p <0,05. (Helmintos# = Outros helmintos encontrados

sem ser S. mansoni); (ns) N&o significativo.

Os dados obtidos por meio do método Elisa-i ndo foram compativeis com os resultados
encontrados nos métodos coproparasitoldgicos e de pesquisa de antigeno na urina. Visto que
ndo ha diferenca entre as absorbancias encontradas nos diferentes grupos, exceto para IgG anti
SEA entre 0s grupos S. mansoni e protozoarios. Nessa conjuntura, € importante destacar
também que dentre as amostras negativas pode haver resultados falsos negativos, dependendo
do tempo de infec¢do e da sensibilidade do método utilizado. Pois, ja foi relatado que os titulos
de anticorpos anti-Schistosoma aumentam ap0s o inicio de paténcia de infeccdo, tal como é
definida pela deteccdo de ovos (GRENFELL et al, 2012). Além disso, pode-se sugerir que como
a técnica ainda ndo se encontra padronizada, também ndo esteja conseguindo distinguir as
amostras positivas e negativas para S. mansoni por apresentarem valores de absorbancias
semelhantes entre estas. Por isso, faz-se necessario mais estudos e testes com 0s anticorpos

especificos e diferentes antigenos na populacdo estudada.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram a persisténcia da esquistossomose
em area urbana na orla lagunar, sendo um estudo extremamente importante para a saude
publica. Além disso, foi demonstrado que as diferentes técnicas diagnosticas utilizadas nesse
trabalho, apresentaram sensibilidade distinta para deteccdo da infecgdo por S. mansoni, o que
sugere que no diagnostico deste parasito, deve-se utilizar técnicas distintas para aumentar a

chance de positividade.

Até o momento ndo é possivel utilizar o método Elisa-i para diagnostico da
esquistossomose na populacdo estudada. Os resultados obtidos nesse trabalho sdo promissores,
mas necessitam de mais estudos com um maior nimero de amostras e possivelmente selecéo
de novos antigenos. Com isso, serd possivel analisar a sua performance como uma alternativa
para o diagnostico da esquistossomose em populacbes alagoanas, principalmente em regides
com baixa endemicidade para a doenca. E importante salientar que este estudo de alternativa
de um diagndstico sorologico para melhor sensibilidade na detec¢do de esquistossoma foi

pioneiro no estado de Alagoas.
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APENDICE B - QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO E AMBIENTAL ESTUDO
SOBRE PARASITOSES INTESTINAIS E ESQUISTOSSOMOSE - DECIT-2019

Pagina 1
ESTUDO SOBRE PARASITOSES INTESTINAIS E ESQUISTOSSOMOSE -DECIT-2019

IDENTIFICACAO DA FAMILIA E DOMICILIO
1. CODIGO DA COMUNIDADE CodCom
( ) 1. Januana - MG
()2 Maced — AL
( )3 Vigosa- AL
()4 Primavera - PA
()5 Pacatuba - SE

2. CODIGO DO DOMICILIO CodDom
3. DATA DA ENTREVISTA " DatEnt
4. ENTREVISTADOR

5. CODIGO DO RESULTADO DA ENTREVISTA CodEnt

()1 Completa

()2 Incompleta

( )3. Adiada

()4 Recusa total

() 77. Outra (especificar)

ASSINATURA DO ENTREVISTADOR

RESPOSTAS PADRONIZADAS NESTE QUESTIONARIO
TI=NAOWBOUM(B!‘IAR :
88~NAOSE APLICA
90 =NAO SABE/ NAO LEMBRA
QUESTIONARIO 1

CARACTERISTICAS DA FAMILIA, DOMICILIO E AMBIENTE

1. Quantas pessoas moram na sua casa?  Pcasa
2. Quantos comodos tem na sua casa? - Ccasa
3. Qual grau de escolaridade chefe da familia? Escola
() Analfabeto / Fundamental I incompleto
() Fundamental I completo/ Fundamental I incompleto
( ) Fundamental I1 completo/ Médio incompleto
() Médio completo/ Superior ncompleto
( ) Superior completo
()77~ Ngqr ( )88 -Nsa ( )99- Nsabe/Nlembra |
4. Profis
5. Itens presentes no domicilio: Qual a quantidades desses itens na sua casa? Renda
Banheiro? ( X0 ()1 ()2 ()3 ()4 oumais
Carro particular? ()0 ()1 ()2 ()3 { )4 oumais
Motocicleta particular? ( -0 ( )1 ( )2 ( )3 ( )-4 oumas
Empregada doméstica? ( )1-Sim ( )2- Nio
Miquina de lavar? ( )-Sim ( )2-Nio
Geladeira? ( )1-Sim ( )2- Nio
Freezer? ( )1-Sim ( )2-Nio
Lava-louga? ( )1-Sim ( )2- Nao
Secadora de roupa? ( )1-Smm ( )2- Nao
DVD? ( )1-Sm ( )2-Nao
Computadores/ tablets ( )1-Sim ( )2- Nao
Micro-ondas ( )1-Sim ( )2-Nao
Tem energia elétrica? ( )1-Sim ()2- Niio




Pagina 2

Tem igua encanada? . ( )1-Sim ( )2-Nao
Sua rua é pavimentada? ( )1-Smn ( )2-Nao
( )77- Nqr ( )88 - Nsa {)99- Nsabe/Nlembra

6. Na familia alguém recebe:
Bolsa familia ou Bolsa escola ou Bolsa alimentagio?
( )1-Sm ( )2-Nao ( )77-nqr  ( )99- Nsabe/Nlembra

AuxBol

7. Na familia alguém recebe
Outros auxilios de programas do governo?
( )1-Sm ( )2-Nio se SIM Qual:

AuxOut

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS DO DOMICILIO

8. Qual é o destino do esgotamento da privada?
( )1- Rede pubhca { )2- Fossa séptica ( )3- Fossa mdunentar
{ )4- Vala/Céu aberto ( )5- Curso d'agua
( )77- Ngr ( )8- Outro ( )99- Nsabe/Nlembra

DtEsg

9. Qual é o destino dado ao lixo de sua casa?
( )1-Coleta publica ( )2- Emterra ( )3-Quemna ( M- Joga em terreno baldio
( )3-Joganolixdo ( )6-Jogano quntal ( )7- Reciclagem
( )77- Nqr ( )8- Outro ()99- Nsabe/Nlembra

DtLixo

10. Qual a origem da :Agua?

)1- Rede geral

)2- Pogo artesiano comumnitario
)3- Cisterna

)}4- Caixa d’agua (chuva)
)5- Barragem

)6- Nascente

)7- Rio/Corrego

)8- Caminhao pipa

)9- Outro (ESPPECIFICAR)
)77- Nqr ( )99- Nsabe/Nlembra

11, Na sua casa, qual o tratamento da agua utilizada para beber?
}1- Nenhum
)2- Filtracao
13- Cloracao
)4- Decantagio
)5- Fervura
)6- Mais de um meétodo (especificar):
)77- Nqr (_)99- Nsabe/Nlembra

TratAgu

QUESTIONARIO 2
CARACTERIZACAO DO ENTREVISTADO

12. CODIGO DO PARTICIPANTE (preencher depois) - -
( N° Casa-Ntumero participante- 01( niunero visita): ex. 02- Ol—Ol)

CodIDUM

13. DATA DE NASCIMENTO: /!

DTnasc

14. Idade: anos

DTIdade

15. Onde vocé nasceu (ENTREVISTADO)? Cidade:
Estado:

16. Ha quanto tempo mora nesta comunidade?
ANOS: MESES:

TempRes

17. Ja residiu em outra comunidade dentro deste municipio?
{ )1 Sim ( )2 Nao ( )77 Nqgr ()99 N¢/Nlembra

MudaNC
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QUAL (Especificar ultimas 3)
18. Ja residiu em outro municipio? MudaCid
( )L Sm ( )2.Nao ( )77 Ngr ()99 Ns'Nlembra
QUAL (Especificar os tiltimos 3)
19 . Até que série o (a) Sr. (a) (ENTREVISTADO) estudou? Escola
1. ( ) Sem Estudo
2. ( ) Ensino fundamental incompleto
3. ( ) Ensino fundamental completo
4. ( ) Ensino médio incompleto
5. ( ) Ensino médio completo
6. ( ) Ensino superior incompleto
7. ( ) Ensino superior completo
21. TEVE ALGUM DESTES PROBLEMAS DE SAUDE NO ULTIMO MES? Diarr
(Pode Marcar Mais De 1 Alternativa - Estas Devem Ser Lidas)
21.1 Diarréia
( )L Sm ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
21.2 Duragio da diarréia em dias ( ) DuDiar
( )77.Nqr  ( )88.Nsa ( )99 Ns/Nlembra
21.3 Sangue nas fezes SanFez
( )L Sm ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )99. Ns/Nlembra
21.4 Febre Febre
( )L Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
21.5 Eliminacio de vermes Verme
( )L.Sm ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
21.6. NO ULTIMO ANO: RemVerm
Usou algum remédio para verme (lombriga)
( )L Smm ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99. Ns/Nlembra
21.7. Eliminou verme apés o uso do remédio EliVerm
( )1 Sm ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99 NsNlembra
22. Ji teve Leishmaniose Leish
( )L Sm ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
22.1 Qual Leishmaniose, tegumentar ( feridas na pele e mucosas) ou visceral? LeishTeg
( )L Sm ( )2 Nao ( )77.Nqr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra
22.2 A quanto tempo teve Leishmaniose TempLeish
( ) 1. Ultimo ano ( )2.2aS5anos ( )3. Mais que 5 anos
() 77.Nqr ()88 Nsa () 99. Ns/Nlembra
NOS ULTIMOS 2 ANOS, TCcov

23. Teve Covid-19?
( )L Sm ( )2 Ndo ( )77.Nagr ( )99 Ns/Nlembra
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23.1 Fez algum teste ? TestCOV
( )1 Sm ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88 Nsa ()99 Ns/Nlembra
23.2 Qual?
( )77.Ngqr ( )88 Nsa ( )99 NsNlembra
23.2 Tomou kit COVID? KitCOV
( )1 Smm ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )S88.Nsa ( )99 Ns/Nlembra
23.4 Vacinado? VCov
( )1.Sm ( )2.Nao ( )T77.Ngr ()99 NsNiembra
23.5 Qual dose? DosCOV
( )1 1"dose ( )2 1e2'%ose ( )3.1e2*ereforgo
{ )77 Ngr ( )88 Nsa ( )99. Ns/Nlembra
23.6 Quanto tempo? TempCOV
( ) 1. Menos 6 meses () 2. Mais seis meses
( )77.Ngr ( )88 Nsa ( )99 Ns/Nlembr
24. Apresenta alergia a medicamentos AlerMed
( )1 Sm ( )2.Ndo ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99 Ns/Nlembra
Se sim, qual:
25. Apresenta alergia a alimentos AlerAli
( )1 Smm ( )22Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99 Ns/Niembra
Se sim, qual:
26. Apresenta alergia a bebidas AlerBeb
( )L Sm ( )2.Nao ( )77.Nqr ( )88 Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se smn. qual:
27. Ingere bebida alcodlica com que freqiiéncia? (pergunta deve ser feita a pessoas | FreqAle
acima de 18 anos)?
() 1-todos os dias
() 2-uma onduas por semana
( ) 3-uma vez por més
() 4- mas do uma vez por mes
( )5.Nao
{ )77.Nqr ( )88 Nsa ()99 Ns/Nlembra
28. Para sair de casa ¢ obrigado a pisar na agua? PisaAgu
( )1 Smm ( )2.Nao ( )77 Ngr ()99 Ns/Nlembra
29. Costuma ir ao racho ou corrego ou Igarapé ContAg
( )1 Sm ( )2.Nao ( )77 Ngr ()99 Ns/Nlembra
Se responder: Nio, Nqr, Nlembra, passe para questio 40.
29.1. Se sim, com qual finalidade vai ao riacho
a) Banho RiBan
( )1 penhum ( )2 diario ()3 semanal ( )4 mensal
( )77.Ngr ( ) 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra
b) lavagem de roupa RiLavR
( ) 1. nenhum ( )2.digrio  ( ) 3.semanal ( )4 mensal
( )77 Ngr () 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra
¢) lavagem de utensilios domésticos/utensilios de trabalho RiLavU
( ) I nenhum ( )2.dwrio () 3. semanal ( )4 mensal
( ) 77.Nqr ( )88-Nsa ()99 Ns/Nlembra
d) nadar/lazer RiNad
( )1 nenhum ( )2 diario ()3 semanal ( )4 mensal
( )77 Nqr () 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra
e) pegar agua para limpeza da dagua RiPegAg

( )1 nenhum ( )2.diario () 3.semanal ( )4 mensal
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( )77.Ngr () 88-Nsa ()99 Ns/Nlembra
f) lavagem de carro / moto / bicicleta RiLav
( ) 1. nenhum ( )2.diario () 3. semanal ( )4 mensal
( )77 Nar ( ) 88-Nsa { )99 Ns/Nlembra
g) lavagem de animais domésticos RiLavAn
{ ) 1. nenhum ( )2.diario () 3. semanal ( )4. mensal
( ) 77.Ngr () 88-Nsa ()99 Ns/Nlembra
h) Atividade de pesca RiPesca
( )1 nenhum ( )2 didrwo () 3. semanal ()4 mensal
( )77 Ngr ( ) 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra
i) Manejo de culturas e plantagoes RiPlan
{ ) 1. penhum ( )2.didano () 3. semanal ( )4 mensal
( ) 77.Ngr ( ) 88-Nsa () 99.Ns/Nlembra
J) Extracdo areia
( ) 1. nenhum ( )2 diario () 3. semanal ( )4 mensal
( )77.Ngr ( ) 88-Nsa ()99 Ns/Nlembra
K) outros (especificar)
30. T'em contato direto com a terra? ContTer
( )1 Sm ( )2.Nao ( )77 Nqr ()99 Ns/Nlembra
Se responder: Nao, Nqr. Nlembra, passe para questio 41.
30.1. Se sim, como é 0 contato com 2 terra?
4) trabalha como lavrador TerLav
b) anda descalgo TerDesc
¢) brinca na terra em torno do peridomicilio TerBrin
d) curda duetamente de horta/jardim TerHJar
e) limpa valas e corregos TerLimp

f) outros especificar

( )77-Ngr ( )88-Nsa ( )99-Nsabe/Nlembra
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APENCICE C - TABELA GERAL DAS AMOSTRAS PROCESSADAS NAS
DFERENTES TECNICAS DE DIAGNOSTICOS PARASITOLOGICOS
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