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Resumo 

 

Comparação dos métodos parasitológico, imunológico e molecular em amostras de 

fezes de ratos (Rattus norvegicus Wistar) imunossuprimidos experimentalmente 

infectados por Strongyloides venezuelensis 

 

 

O diagnóstico da estrongiloidíase é difícil, pois, a excreção larval é irregular e na maioria 

dos casos, os indivíduos são assintomáticos; a detecção de casos latentes de Strongyloides 

stercoralis em imunossuprimidos pode diminuir a morbidade e mortalidade da infecção. 

Assim, o aprimoramento de métodos confiáveis de diagnóstico são imprescindíveis. O 

objetivo do estudo foi comparar a liberação de ovos nas fezes pela técnica de Contagem de 

Ovos por Grama de Fezes (OPG), a detecção de coproantígenos pelo ELISA (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay) e amplificação de bandas pela Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) convencional de fezes de ratos não imunossuprimidos e 

imunossuprimidos e experimentalmente infectados por Strongyloides venezuelensis. Na 

cinética experimental foram utilizados os pontos 0 e 5, 8, 13 e 21 pós-infecção (d.p.i). Para 

o cálculo dos resultados foram utilizadas porcentagens simples e descrição dos resultados 

obtidos. Comparando-se o OPG, a detecção de coproantígenos pelo ELISA e a PCR, 

observou-se no grupo não imunossuprimido a liberação de ovos no teste OPG do dia 5 ao 

dia 13 p.i, sendo ausente no 21 d. p.i. Para a detecção de coproantígeno observou-se 

positividade de 33,3% no 5 e 8 d. p.i e de 100% no 13 e 21 d. p.i e na PCR, a presença de 

bandas amplificadas em todos os dias da cinética. Nos animais imunossuprimidos, 100% 

liberaram ovos nas fezes, no teste ELISA, 100% dos animais foram positivos e na PCR, a 

presença de bandas amplificadas em toda a cinética. Concluiu-se que a detecção de 

coproantígenos pelo ELISA e o diagnóstico por PCR podem ser ferramentas úteis para o 

diagnóstico em animais não imunossuprimidos e imunossuprimidos. Em comparação ao 

OPG, a detecção de coproantígenos pelo ELISA e amplificação de bandas pela PCR 

mostraram mais sensíveis nos dias analisados e podem ser métodos de escolha para 

diagnóstico da estrongiloidíase principalmente nos casos de imunossupressão. 

 

 

Palavras-chave: Estrongiloidíase, Strongyloides venezuelensis, coproantígeno, PCR, 

Imunossupressão, Diagnóstico. 



 

 

Abstract 

 

Comparison of parasitological, immunological and molecular methods in fecal 

samples of rats (Rattus norvegicus Wistar) immunosuppressed experimentally 

infected by Strongyloides venezuelensis 

 

 

The diagnosis of strongyloidiasis is difficult the irregular larval excretion and in most 

cases, individuals are asymptomatic; detection of latent cases of Strongyloides stercoralis 

in immunosuppressed may decrease morbidity and mortality. In this sense, the 

improvement of reliable diagnostic methods is essential. The objective of the study was to 

compare the release of eggs in the feces by the technique of Egg counts per gram of feces 

(EPG), coproantigens detection by ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) and 

amplification bands by conventional (Polymerase Chain Reaction) PCR from feces of non 

immunosuppressed and immunosuppressed mice experimentally infected with 

Strongyloides venezuelensis. In the experimental kinetic days 0 and 5, 8, 13, and 21 after 

infection p.i. were used. Comparing the EPG, coproantigens detection by ELISA and PCR, 

it was observed in the non immunosuppressed group the release of eggs from the EPG test 

day on 5 to day 13 p.i, being absent on day 21 p.i. Coproantigen positivity was observed in 

33.3% 5 and 8 p.i. and 100% on days 13:21 p.i. and PCR, the presence of amplified bands 

was observed along the entire kinetics. In immunosuppressed animals, 100% of the 

released eggs in the feces, the data of the ELISA, 100% of the animals were evaluated in 

both positive and PCR, the presence of amplified bands during kinetics. It is concluded that 

detection of coproantigens by ELISA and PCR diagnosis could be useful tools for 

diagnosis of strongyloidiasis especially in cases of immunosuppression. 

 

 

Keywords: Strongyloidiasis, Strongyloides venezuelensis, Coproantigen, PCR, 

Immunosuppression, Diagnosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1. Introdução 

 

O nematódeo Strongyloides stercoralis apresenta 52 espécies, no entanto somente 

duas delas foram descritas como infectantes para o homem: S. stercoralis e S. fuelleborni. 

No Brasil, a importância deste parasito como agente etiológico da estrongiloidíase foi 

descrita por Ribeiro da Luz em 1880 (PIRES; DREYER, 1993; GROVE, 1996). 

O médico francês Louis Normand em 1876, na França, observou primeiramente o 

parasito intestinal S. stercoralis quando examinava fezes diarreicas de soldados franceses 

na Conchinchina, Vietnã. O farmacêutico Bavay, classificou as formas encontradas nas 

fezes como Anguillula stercoralis (latim “Änguillula” = pequena enguia ou peixe longo e 

“stercus” = esterco) (GROVE,1996; COSTA-CRUZ; 2011). 

S. stercoralis causa a estrongiloidíase, doença gastrointestinal, sendo o homem a 

principal fonte de infecção. O risco desta infecção está ligado diretamente às condições de 

higiene do indivíduo e o helminto pode induzir a fase crônica da doença com o 

estabelecimento da autoinfecção (RIBEIRO et al., 2005; WU et al., 2012). 

A estrongiloidíase é causada pelo contato do indivíduo com as larvas L3 de S. 

stercoralis presentes no ambiente, podendo ser facilmente evitada pelo tratamento 

adequado do material fecal e tal processo, constitui um dos problemas sanitários de maior 

importância (BRAGA et al., 2011; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; KHIEU et al., 2014). A 

infecção por S. stercoralis apresenta distribuição mundial, com prevalência em regiões 

tropicais e subtropicais, com maior prevalência em regiões tropicais (PIRES; DREYER, 

1993).   

A parasitose humana causada por S. stercoralis tem assumido importância médica 

pelo crescente número de indivíduos acometidos. Geralmente é assintomática em 

hospedeiros imunocompetentes. Em casos de imunossupressão, pode tornar-se infecção 

disseminada ou hiperinfecção (KEISER; NUTMAN, 2004; BENINCASA et al., 2007;
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MARCOS et al., 2008; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; GONÇALVES et al., 2012; 

IZQUIERDO et al.; 2013; BISOFFI et al., 2014). 

O uso generalizado de corticoesteroides como tratamento imunossupressor, agrava 

o risco de complicações graves associadas a esta infecção (SCHÄR et al., 2013; SHETH et 

al., 2014). 

 

 

1.1 Aspectos morfo-biológicos do gênero Strongyloides 

 

O gênero Strongyloides apresenta como formas evolutivas a fêmea partenogenética 

parasita e de vida livre, macho de vida livre, ovos e larvas rabditoide e filarioide. 

Apresentam gerações de vida livre ou sexual e outra parasitária com a presença de apenas 

fêmeas parasitas (REY, 2011; COSTA-CRUZ, 2011). 

As fêmeas partenogenéticas são parasitas, localizam-se no intestino delgado e 

produzem larvas rabditoides que no meio externo diferenciam-se em machos e fêmeas de 

vida livre. A ponta da cauda é curvada e medem aproximadamente 2 mm de comprimento. 

O trato digestório é simples formado por boca trilabiada, esôfago alongado, filariforme 

(cilíndrico, retilíneo) e ocupa cerca de um terço do comprimento do corpo. O orifício anal 

está localizado na extremidade posterior e em posição transversal;

o órgão genital ocupa quase dois terços do parasito.  A vulva está localizada no ventre no 

terço médio do corpo partindo para o útero que é anfidelfo. No útero, são encontrados os 

ovidutos que possui um número reduzido de ovos, cerca de 6 a 9 ovos em diferentes 

estágios de maturação que estão dispostos enfileirados (MORAES, 1948; SUDRÉ et al., 

2006; VINEY; LOCK, 2007). 

As fêmeas partenogenéticas quando instalam no intestino, produzem três tipos de 

ovos com características cromossômicas diferentes. Quando adquirem maturidade eclodem 

e diferenciam-se em três formas de larvas rabditoides. Os ovos triploides (3n) dão origem a 

larvas filarioides infectantes, os ovos diploides (2n) diferenciam-se em fêmeas de vida 

livre e haploides (1n) evoluem para machos de vida livre. Assim que as larvas rabditoides 

são eliminadas nas fezes do indivíduo infectado, elas podem seguir dois ciclos diferentes: 

partenogênico ou direto caracterizado pelas larvas rabditoides (3n) que, no meio externo se 
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desenvolvem em larvas filarioides infectantes (3n). O outro ciclo é o de vida livre ou 

indireto, no qual as larvas rabdtoides (2n e 1n) desenvolvem em fêmeas e machos, 

respectivamente. Estas larvas são de vida livre e através da reprodução sexuada dão origem 

às larvas filarioides infectantes (L3) (GROVE, 1996; VINEY; LOCK, 2007; COSTA-

CRUZ, 2011). 

A fêmea de vida livre tem a porção posterior afilada, são menores que a fêmea 

partenogenética e medem até 1,2 por 0,07 mm em comprimento e largura respectivamente 

e possuem uma cutícula fina. O sistema digestório da fêmea de vida livre é simples, o 

esôfago é curto e rabditoide, intestino simples e ânus na extremidade posterior. A vulva 

está localizada na região medial do corpo. Possui útero anfidelfo, ovários e receptáculo 

seminal (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2011). 

Os machos de vida livre possuem corpo cilíndrico, com extremidade anterior 

arredondada e posterior recurvada ventralmente. Medem aproximadamente de 0,7 a 0,9 

mm de comprimento por 0,04 mm de diâmetro. A cavidade digestória é composta por 

esôfago rabditoide e intestino simples que termina em uma cloaca, localizada na 

extremidade da região posterior. O sistema reprodutor é composto pelos testículos, 

vesícula seminal, canais deferente, ejaculador e dois espículos copulatórios denominados 

gubernáculo (MORAES, 1948; GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2011). 

As larvas rabditoides (L1 e L2) são encontradas nas fezes, medem cerca de 0,2 a 

0,3 mm de comprimento por 0,015 mm de largura. A porção anterior é cilíndrica e a 

cutícula que recobre o corpo é delgada e hialina. O sistema digestório é composto por uma 

boca e o esôfago é rabditoide, formado por dois bulbos um anterior alongado e cilíndrico, o 

outro posterior e granuloso, e entre os dois há uma porção estreita. O intestino tem a 

porção anterior mais estreita e termina em uma abertura anal (MORAES, 1948; REY, 

2011). 

A forma infectante é a larva filarioide (L3) originada da segunda muda. As larvas 

filarioides são alongadas, finas e possuem cauda pontiaguda. Medem cerca de 0,35 a 0,5 

mm de comprimento por 0,01 a 0,03 mm de largura. O esôfago é filarioide, o intestino é 

longo e estreito terminado em uma abertura anal. Neste estádio elas podem seguir duas 

formas de curso evolutivo: o primeiro é penetração em um hospedeiro e o segundo, a vida 

livre (MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2011). 
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Ovos das fêmeas de vida livre são maiores que os ovos de fêmeas partenogenéticas. 

Apresentam parede translúcida que permite visualizar embrião (MORAES, 1948; GROVE, 

1996). 

 

1.2 Ciclo biológico e o modo de transmissão de Strongyloides stercoralis 

 

O ciclo biológico do parasito é complexo, existindo uma etapa de vida livre, 

denominada indireto ou sexuado e outro de vida parasitária, correspondente ao direto 

partenogenético ou assexuado (HUGGINS, 1971; COSTA-CRUZ, 2011). 

A fase de vida livre do nematódeo S. stercoralis ocorre no meio ambiente, onde as 

larvas rabditoides (L2) necessitam de condições ótimas para desenvolverem em larvas 

filarioides infectantes (L3). A outra fase ocorre no interior do hospedeiro (PAULA; 

COSTA-CRUZ, 2011; SCHÄR et al., 2013). 

O ciclo evolutivo de S. stercoralis inicia pela infecção de larvas infectantes L3 

(filarioides), presentes no meio externo, estas penetram através da pele e pela corrente 

sanguínea, chegam aos pulmões, penetram nos alvéolos e diferenciam-se para L4. Seguem 

para traqueia e epiglote, são deglutidas atingem o trato digestivo pela via descendente e, no 

intestino delgado, adquirem a maturação para fêmeas partenogenéticas que são 

ovovivíparas, pois, libera ovos larvados que eclodem ainda no intestino (REY, 2011; 

PORTO et al., 2002; VINEY; LOCK, 2007; MEJIA; NUTMAN, 2012). 

No intestino delgado, as fêmeas partenogenéticas liberam ovos e estes, eclodem 

liberando larvas no estádio L1 que migram para a intestino grosso transformando em L2 e 

são eliminadas pelas fezes. No meio ambiente, transformam-se em machos e fêmeas de 

vida livre ou em L3. Algumas larvas rabditoides ainda na luz intestinal desenvolvem em 

larvas L3 ocorrendo a reinfecção do indivíduo, causando infecções crônicas e duradouras 

caracterizando esse processo por autoinfecção (MORAES, 1948; PORTO et al., 2002; 

VINEY; LOCK, 2007; REY, 2011; MEJIA; NUTMAN, 2012). 

A transmissão do parasito S. stercoralis pode ocorrer de várias formas: a 

autoinfecção externa, em que as larvas L1 na região perianal de indivíduos infectados 

diferenciam-se em L3 e penetram, completando o ciclo direto. A infecção interna, onde 

larvas L1 na luz intestinal de indivíduos infectados diferenciam-se em L3 e penetram a 
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mucosa intestinal. A autoinfecção interna pode provocar a elevação do número de parasitos 

no intestino e nos pulmões levando à hiperinfecção. A disseminação é encontrada em 

infecções onde os parasitos são encontrados em sítios ectópicos sendo relacionadas às 

formas graves dos casos de imunossupressão (SIDDIQUI; BERK, 2001; GONÇALVES et 

al., 2010; COSTA-CRUZ, 2011) 

 

. 

1.3 Epidemiologia da estrongiloidíase humana 

 

 

 A prevalência mundial de S. stercoralis, segundo estudos epidemiológicos, varia 

bastante, sendo entre 30 e 100 milhões de pessoas infectadas no mundo e é decorrente de 

vários fatores, principalmente idade, diferenças geográficas e sócioeconômicas (SING et 

al., 1999; VLADAMUD et al., 2006; BENINCASA et al., 2007; PAULA; COSTA-CRUZ, 

2011; BUONFRATE et al., 2012). 

Considera–se que as infecções parasitárias são comuns mesmo em países 

desenvolvidos, pois, a relação entre habitação e parasitismo confirma que as condições 

sócioeconômicas podem comprometer o estado de saúde pela facilidade de contaminação 

fecal. Assim, a melhoria nas condições sociais e sanitárias são urgentemente necessárias 

(JOHNSTON et al., 2003; MANGANELLI et al., 2012).   

A estrongiloidíase é um desafio tanto médico quanto social sendo um risco para 

doença negligenciada pelas autoridades de saúde. Para a confirmação da doença, alguns 

dados são subestimados, uma vez que a baixa e irregular excreção das larvas dificulta o 

diagnóstico parasitológico (RAMANATHAN; NUTMAN, 2008; PAULA; COSTA-

CRUZ, 2011). Estudos epidemiológicos mostram a predominância da estrongilodíase entre 

a faixa etária de zero a 15 anos (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; COSTA-CRUZ, 2011).   

    De acordo com a prevalência, a estrongiloidíase é divida em três categorias 

denominadas: casos esporádicos (<1%), endêmica (1-5%) e hiperendêmica (>5%) (PIRES; 

DREYER, 1993). A nível global, estima-se que entre 10% e 40% da população esteja 

infectada pelo parasita em países tropicais e subtropicais. Em países com poucos recursos 
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sócio econômicos a taxa de infecção de S. stercoralis possa chegar a 60% (COSTA-CRUZ, 

2011; SCHÄR et al., 2013).   

      Entre os anos 1991 e 2006 cerca de 400 mortes por Strongyloides foram relatados 

por hiperinfecção. Entre 2006 e 2010, foram relatados uma estimativa de 69% de óbitos em 

imunodeprimidos (MANI et al., 2013). Estudos apontam que a ocorrência da 

estrongiloidíase em indivíduos imunocomprometidos, indivíduos hospitalizados, infectados 

por HIV/AIDS, portadores de câncer, alcoólatras, e transplantados  assume grande 

importância médica (OLIVEIRA et al., 2002; MACHADO et al., 2008; PAULA; COSTA-

CRUZ, 2011; SADJADI et al., 2013). 

No Brasil, assim como em outras partes do mundo, a prevalência é bastante 

váriavel; Paula e Costa-Cruz (2011) mostraram que o país possui prevalência de 5,5% 

havendo uma variação de 3,9 para 7,9% entre as regiões, mas, não houve variação entre a 

área rural (4,8%) e urbana (5,0%). Em Uberlândia, Estado de Minas Gerais, a ocorrência 

de infecções por parasitos intestinais em pacientes com AIDS foi de 12% infectados por S. 

stercoralis e 4% de infecções por outros helmintos. Estes dados caracterizam o país como 

hiperendêmico para S. stercoralis (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011). 

 

 

1.4 Sintomatologia da estrongiloidíase humana 

 

 

A infecção por S. stercoralis varia de assintomática às manifestações de extrema 

gravidade associada à mortalidade. As formas sintomáticas da estrongilodíase apresentam 

inicialmente alterações cutâneas causadas pela penetração das larvas na pele e 

caracterizadas por lesões maculopapulares causadas pela larva currens, ou larva migrans 

decorrente da penetração da larva por via cutânea no indivíduo causando uma lesão 

urticariforme, pruriginosa, única e ocasionalmente múltipla. As regiões mais atingidas são 

as áreas próximas à região perianal como a nádegas, virilha e tronco; pode ocorrer também 

nas extremidades do corpo e na cabeça, mas em proporções bem menores comparadas as 

regiões próximas a perianal (SIDDIQUI; BERK, 2001; RIBEIRO et al.,  2005). 

Após a penetração do parasito (ovos, larvas e parasitos adultos) na mucosa do 

intestino delgado, pode ocasionar alguns sintomas como a síndrome de má absorção, 

anorexia grave, diarreia, dor abdominal, cólicas, constipação, perda de peso, febre, 
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vômitos, prurido anal, hematêmese, ulceração gastrointestinal e hemorragia.  A cronicidade 

origina formas graves de hiperinfecção e disseminação, esses quadros, quando não tratados 

precocemente, podem atingir letalidade de 85% (FARDET et al., 2006; BOULWARE et 

al., 2007; KOCZKA et al., 2012). 

O conjunto de sintomas pulmonares causados pela migração de larvas para os 

pulmões tais como a tosse seca, dispneia, crises asmatiformes, hemorragia alveolar e 

edema pulmonar caracterizam a Síndrome de Loefler (MUKERJEE et al., 2003; 

VIJAYAN, 2009; COSTA-CRUZ, 2011; BAVA et al., 2013). 

A imunossupressão relacionada ao uso de corticosteroides sistêmicos ou devido a 

doenças intercorrentes (HTLV-1, infecção por HIV, transplante de órgãos e outras doenças 

infecciosas) pode aumentar o risco de síndrome de hiperinfecção em pacientes com 

estrongiloidíase. As manifestações da síndrome de hiperinfecção são divididas em doença 

intestinal e extraintestinal (BAILEY, 1989; CELEDON et al., 1994; KEISER; NUTMAN, 

2004). 

A hiperinfecção ou autoinfecção acelerada resulta de uma alteração no estado 

imune e implica na exacerbação de sintomas gastrointestinais e pulmonares. Os sintomas 

gastrointestinais são associados ao íleo paralítico, diarreia, edema e hipoalbuminemia. 

Manifestações pulmonares incluem respiração ofegante, rouquidão, fibrilação atrial, 

dispneia e raramente, hemoptise (COOKSON et.al., 1972; YOSHIDA et al., 2006; MEJIA; 

NUTMAN; 2012). 

A forma disseminada ocorre quando larvas migram para outros órgãos e sistemas. 

A penetração de grande número de larvas através da parede intestinal pode ser associada a 

organismos microbianos que estas carregam na corrente sanguínea tais como estreptococos 

do grupo D, Cândida, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, 

Pseudomonas, Enterococcus faecalis e Streptococcus pneumoniae. O risco de sepse é 

aumentado especialmente em pacientes imunodeprimidos. Se não tratada, a taxa de 

mortalidade da doença disseminada se aproxima a 100% (DE BONA; BOSSO, 2008; 

MEJIA; NUTMAN; 2012). 
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1.5 Resposta imune do hospedeiro 

 

 

As principais alterações imunológicas induzidas por infecções helmínticas são 

eosinofilia e produção de IgE. A resposta mediada por Th2 é associada com a proteção do 

epitélio intestinal em indivíduos infectados por S. stercoralis bem como em modelos 

experimentais. O parasito provoca a liberação de citocinas, tais como IL-10, que são 

capazes de regular as manifestações imunológicas e funcionais; em animais infectados, a 

inflamação alérgica evita a migração do parasito e do seu estabelecimento (FINKELMAN 

et al., 1994; NEGRÃO-CORREA et al., 2004; SCHILTER et al., 2010). 

As respostas imunitárias induzidas por parasitos nematóides são reguladas por 

citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. A primeira defesa do hospedeiro contra helmintos é 

controlada pela produção de mediadores da inflamação como a interleucina IL-1 em 

associação ao fator de necrose tumoral, aos quais estimulam o aumento da produção de 

muco pelas células caliciformes intestinais. O aumento de níveis de IL-5 associados com 

eosinófilos parecem ter ligação na eliminação do parasito. A citocina IL-4 atua em sinergia 

com a IL-13 e regulam a mastocitose intestinal. A IL-13 tem sido associada com o controle 

da hiperplasia das células caliciformes e também na capacidade de eliminar os parasitos 

(NEGRÃO-CORRÊA et al., 2004; MACHADO et al., 2007).  

A resposta imune inata às larvas de S. stercoralis em camundongos é caracterizada 

pelo recrutamento de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos. Do mesmo modo, S. 

venezuelensis induz um aumento de eosinófilos e células mononucleares no sangue, fluido 

da cavidade peritoneal e no líquido broncoalveolar (MACHADO et al., 2008; BONNE-

ANNEÉ et al., 2011; GONÇALVES et al., 2012). 

A imunidade adquirida a S. stercoralis, tem sido extensivamente descrita em 

modelos animais pela resposta de anticorpos que reagem à infecção (KROLEWIECKI et 

al., 2013). As imunoglobulinas IgG e IgG1 são correlacionadas com diminuição no número 

de fêmeas parasitas; a IgG e IgE agem em conjunto para acelerar a expulsão de  S. 

venezuelensis. Tanto em modelos experimentais como em indivíduos infectados por S. 

stercoralis, observa-se resposta Th2 associada à proteção do hospedeiro, mastocitose 

intestinal, produção de IgE e eosinofilia sendo que durante os primeiros três dias de 
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infecção, os níveis de IL-4, IL-5 e IFN-γ é maior nos pulmões (MACHADO et al., 2007; 

SCHILTER et al., 2010; MATSUMOTO et al., 2013). 

As infecções graves têm sido associadas à imunossupressão, especialmente quando 

há comprometimento da imunidade mediada por células Th2, como ocorre em linfomas, 

leucemias agudas ou crônicas, carcinomas metastáticos, síndrome nefrótica, 

glomerulonefrite crônica, subnutrição, alcoolismo diabetes mellitus, transplante renal, 

HIV, AIDS, uso de corticosteroides ou de outros imunossupressores. Os corticosteroides e 

seus metabólitos exercem um efeito estimulatório direto sobre as larvas intraintestinais 

acelerando sua conversão (rabditoide em filarioide), favorecendo a autoinfecção ou ainda, 

um efeito sobre a fêmea parasita levando ao aumento da oviposição (KEISER; NUTMAN 

2004; GONÇALVES et al., 2012). 

 

1.6 Diagnóstico da estrongiloidíase 

 

 

      O diagnóstico clínico da estrongiloidíase é difícil, pois, além da excreção larval ser 

irregular, a maioria dos casos é assintomático. A detecção de casos latentes de S. 

stercoralis é de suma importância e visa diminuir a morbidade e mortalidade da infecção. 

A taxa de detecção dos métodos convencionais é baixa e exames repetidos de fezes ao 

longo de dias consecutivos, é essencial para o diagnóstico (SIDDIQUI; BERK, 2001; 

CONCHA et al., 2005; MOGHADDASSANI, et al., 2011;  SCHÄR et al., 2014). 

A triagem de pacientes assintomáticos para a infecção por Strongyloides é 

importante para prevenir a síndrome de hiperinfecção. Entre os testes disponíveis, os testes 

imunológicos são confiáveis em populações de áreas endêmicas e não endêmicas 

(KEISER; NUTMAN, 2004; COSTA-CRUZ; 2011; BAVA et al., 2013). 

A estrongiloidíase disseminada é rara entre a população imunocompetente, e muito 

importante em indivíduos imunodeprimidos (KIA et al., 2007). Em áreas endêmicas o erro 

diagnóstico, o tratamento inadequado e a síndrome de hiperinfecção por imunossupressão 

são frequentes e contribuem para a alta taxa de mortalidade. Os métodos parasitológicos, 

normalmente empregados para o diagnóstico, baseados no hidro e termotropismo das 

larvas, são de baixa sensibilidade devido a pouca eliminação de larvas nas fezes e a seu 
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caráter intermitente (GONÇALVES, et al., 2010; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; 

MARCILLA et al., 2012; AHMAD et al., 2013). 

Os métodos de coprocultura mais utilizados no diagnóstico de Strongyloides são o 

Método de Loss (carvão vegetal), cultura em placa de ágar (fezes semeadas em ágar 

contendo extrato de carne, cloreto de sódio e peptona), Harada & Mori (papel de filtro em 

tubos) e Brumpt (papel de filtro em placa de petri) (REY, 2011; COSTA-CRUZ, 2011). 

O aperfeiçoamento dos métodos de diagnóstico imunológico representa um avanço 

na determinação da infecção em populações de risco como crianças, gestantes, 

imunossuprimidos; e nos casos de infecções leves, possibilitam a indicação do tratamento 

específico o que melhora a sobrevida de pacientes acometidos pela estrongiloidíase 

disseminada. Uma importante vantagem dos testes imunológicos, em relação aos 

parasitológicos, é que eles não dependem do nível de excreção larval (RIGO et al., 2008). 

Os testes imunológicos são muito utilizados na rotina laboratorial no diagnóstico de 

S. stercoralis. O mais importante deles, é o teste de ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay), pela facilidade de aplicação da técnica e maior sensibilidade. No 

entanto, a utilização de alguns métodos, podem ter limitações; se o resultado for positivo, a 

análise microscópica é necessária (SIDDIQUI; BERK, 2001; MARCOS et. al., 2008; 

MOGHADDASSANI et al., 2011). Entretanto, o teste ELISA e a Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) podem ser importantes tanto em diagnósticos 

individuais como em estudos epidemiológicos, sendo testes rápidos e de baixo custo 

(SATO; TOMA, 1990; RIGO et al., 2008; GONÇALVES et al., 2010). 

Coproantígenos têm sido desenvolvidos para o diagnóstico de várias infecções 

intestinais. Em geral, os anticorpos criados contra extratos de parasitas são revestidos em 

placas de microtitulação e, em seguida o antígeno fecal é capturado e detectado com o 

mesmo ou o segundo anticorpo específico do parasito, em um ensaio de captura. A 

utilização de anticorpos monoclonais aumenta a sensibilidade e a especificidade de tais 

ensaios. A detecção de coproantígenos possibilita o diagnóstico precoce de uma parasitose, 

fato relevante nos casos assintomáticos e de imunossupressão. O diagnóstico da 

estrongiloidíase humana através da detecção de coproantígenos pode ser uma abordagem 

sensível e promissora, mas que necessita de mais pesquisas (GONÇALVES et al., 2010; 

SYKES; MACCARTHY, 2011). 

Vários métodos de diagnóstico moleculares têm sido empregados e dentre eles a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser um método altamente sensível para 
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detectar agentes patogênicos em infecções (NUÑEZ, et al., 2001). O passo inicial para a 

execução da técnica de PCR é o isolamento do DNA do organismo desejado. O DNA é 

normalmente obtido a partir de amostras de pele, tecido, fluido cerebrospinal, sangue, 

urina, expectoração, fezes ou de tecido fixados em formalina; pode ser utilizado para a 

detecção de bactérias, vírus, fungos e parasitas, diagnóstico de doenças ou distúrbios 

genéticos, investigação forense e identificação histórica (SITTA, 2013). 

A região 18S do gene do RNA ribossomal tem sido utilizada como alvo de análises 

filogenéticas de S. stercoralis (DORRIS et al., 2002). Com base na estrutura secundária de 

18S rDNA, foram encontradas as regiões hipervariáveis (I a IV); A região IV é adequada 

para a diferenciação de espécies, pois os arranjos de nucleotídeos são específicos. Isolados 

de S. stercoralis de várias faixas geográficas mostraram ligeira diferença no tipo I 

(PUTLAND et al., 1993; DORRIS et al., 2002; HASEGAWA et al., 2009). 

Pontes e colaboradores (2003), demonstraram que a PCR foi muito mais sensível 

do que a técnica de Kato-Katz (KATZ et al. 1972) e apresenta maior sensibilidade que os 

métodos parasitológicos convencionais durante infecções menos intensas, sinalizando que 

a PCR pode ser uma alternativa útil em relação ao método de Baermann utilizado 

(MARRA et al. 2010).  

Em outros estudos, Verweij e colaboradores (2009) utilizaram um ensaio de PCR 

no qual os resultados alcançaram 100% de especificidade e alta sensibilidade. A utilização 

desta técnica pode facilitar o controle da prevalência e intensidade de infecções por S. 

stercoralis. Além disso, a utilização desta técnica é viável nos laboratórios de diagnóstico 

molecular, com um aumento de duas vezes na taxa de detecção. A tecnologia de PCR tem 

se tornado disponível em centros de pesquisa de países desenvolvidos. Além disso, tem a 

capacidade de detectar patógenos simultaneamente em um ambiente utilizando multiplex 

de PCR com economia de tempo, esforço e custo (VERWEIJ et al., 2009; RAYAN et al., 

2012). A PCR pode ser indicada como método altamente sensível para a detecção de 

protozoários e helmintos (WONGRATANACHEEWIN et al., 2001; PONTES et al., 

2003). 

O desenvolvimento de testes altamente sensíveis para detectar casos de 

estrongiloidíase é importante para prevenir infecções fatais; Em um estudo, comparou-se a 

sensibilidade entre o método de PCR e a determinação clássica de OPG (Contagem de 

Ovos por Grama de Fezes) pela técnica modificada chamada de McMaster demonstrando 
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que os ensaios de PCR apresentaram maior sensibilidade mesmo com a carga mais baixa 

do parasita (MARRA et al., 2010). 

O diagnóstico molecular por PCR tem evidenciado alta sensibilidade, 

especificidade, reprodutibilidade, desenvolvimento em larga escala e menor tempo no 

diagnóstico. Nos últimos anos, algumas técnicas baseadas em PCR, foram desenvolvidas e 

utilizadas para a detecção de diferentes parasitos intestinais em amostras de fezes. A 

avaliação de tais técnicas são necessárias para superar as limitações dos atuais métodos de 

diagnóstico (WEISS, 1995; BASUNI et al., 2011; MOGHADDASSANI et al., 2011). 

 

 

1.7 Imunossupressão e ação modulatória da dexametasona 

 

Os glicocorticoides inibem a ação de IL-5 na sobrevivência dos eosinófilos, 

diminuem a resposta imune, inibem a ativação, proliferação e sobrevivência de células 

inflamatórias, como eosinófilos e mastócitos através do bloqueio das citocinas IL-4, IL-5 e 

IL-13 (WALLEN et al., 1991; NEGRÃO-CORRÊA et al., 2004; GONÇALVES, et al., 

2008). 

O NF-kappa β (fator nuclear kappa β) é um regulador do sistema imunológico e 

pode ser um alvo para a imunossupressão mediada por glicocorticoides. O NF-Kappa α 

(fator nuclear Kappa α) provoca a translocação de NF- kappa β para o núcleo, diminuindo 

significativamente a secreção de citocinas e efetivamente, bloqueia a ativação do sistema 

imunológico. Devido as propriedades imunossupressoras, os glicocorticoides são muito 

utilizados na prática clínica (SCHEINMAN et al., 1995). 

Estudos demonstraram que o uso de drogas como a dexametasona pode contribuir 

para a análise dos mecanismos envolvidos na utilização de Rattus norvegicus Wistar 

imunossuprimidos e experimentalmente infectados por S. venezuelensis (TEFÉ-SILVA et 

al., 2008; GONÇALVES et al., 2012). 

 



28 

 

1.8 Modelos experimentais na estrongiloidíase 

 

A utilização de S. venezuelensis em modelos experimentais, mantidos em roedores 

tem auxiliado nos estudos de biologia molecular, interação parasito – hospedeiro e fonte de 

antígeno para padronização de novas técnicas no imunodiagnóstico da estrongiloidíase 

humana (TAIRA et al., 1995; GONÇALVES et al., 2010; GONÇALVES et al.,2012).  

Strongyloides venezuelensis possui uma rota de migração pela corrente sanguínea 

até os pulmões e para o intestino delgado, semelhante ao de S. stercoralis em humanos 

(SATO; TOMA, 1990). O desenvolvimento de S. stercoralis e S. venezuelensis ocorre no 

ambiente (ciclo de vida livre) e no hospedeiro (ciclo de vida parasitária). A fase parasitária 

inicia-se com a penetração das larvas filarioides (L3) através da mucosa e da pele e 

atingem a maturidade quando chegam ao intestino. O parasito S. venezuelensis é eliminado 

através das fezes do hospedeiro na forma de ovos (BRAGA et al., 2011). 

Uma das principais limitações em se desenvolver testes sorológicos mais sensíveis 

e específicos é a dificuldade em obter quantidades suficientes de antígenos, que permitam a 

sua análise. Pesquisas experimentais têm sido realizadas visando aumentar a obtenção de 

antígenos. Estudos já comprovaram que S. venezuelensis infectantes em roedores 

apresentam reação cruzada com os antígenos de S. stercoralis, o que permite utilizá-los 

para o diagnóstico da estrongiloidíase humana. Em camundongos e humanos, a IgG 

funciona de forma equivalente, evidenciando que o modelo experimental em ratos para 

estudar a imunidade contra S. stercoralis fornece informações que são comparadas com a 

resposta imune à infecção humana (SATO; TOMA, 1990; BONNE-ANNÉE et al., 2011; 

GONÇALVES et al., 2012). 

A infecção experimental por S. venezuelensis em ratos também é utilizado para 

detectar a ação de medicamentos na estrongiloidíase, o que permite o direcionamento 

quanto ao tratamento da doença em humanos e em animais. Com o intuito de contribuir 

para melhor ação terapêutica, a avaliação experimental em ratos parasitados pelo S. 

venezuelensis é realizada com a administração do medicamento por via oral e observação 

do comportamento perante larvas e vermes adultos (AMATO NETO et al., 1997). 

As infecções helmínticas em modelos murinos tornaram-se importantes ferramentas 

para identificação de mecanismos de proteção mediada por células imunitárias efetoras 
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específicas frente à infecção por S. venezuelesis, dentre essas células pode-se destacar os 

mastócitos, eosinófilos e células B, fundamentais para desenvolvimento da imunidade do 

hospedeiro (COSTA-CRUZ et al., 1997; COSTA-CRUZ, 2011; EL-MALKY et al., 2013). 

Além de estimular resposta imunitária natural e adquirida em ratos, S. venezuelensis 

também tem sido utilizado para padronizar novas técnicas imunológicas para otimizar 

diagnóstico de estrongiloidíase humana (MARRA et al., 2010) e apresenta uma alternativa 

de obtenção de antígenos heterólogos. Além de ser uma espécie de fácil obtenção e 

manutenção em laboratório, apresenta bom rendimento larval em culturas de fezes 

utilizando-se carvão; além de minimizar o risco de infecção durante a manipulação 

(COSTA-CRUZ et al., 1997; MACHADO et al., 2007; GONÇALVES, et al., 2010). 

Assim, tendo como modelo experimental o roedor Rattus norvegicus, hospedeiro 

natural de S. venezuelensis, acredita-se que a padronização e a comparação dos métodos de 

diagnóstico pelo OPG, detecção de coproantígenos pelo ELISA e amplificação de bandas 

pela PCR em amostras de fezes de roedores imunossuprimidos, coletadas em diferentes 

dias, represente eficiência, aplicabilidade e perspectiva no diagnóstico da estrongiloidíase. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Comparar as técnicas de OPG (Contagem de ovos por grama de fezes), detecção de 

coproantígenos pelo ELISA (Enzyme Linked Immnunosorbent Assay) e PCR (Reação 

em Cadeia da Polimerase) em uma cinética de liberação de ovos nas fezes de ratos 

(Rattus norvegicus Wistar) não imunossuprimidos e imunossuprimidos, 

experimentalmente infectados por S. venezuelensis. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

  Avaliar o número de ovos liberados em amostras de fezes através da técnica de 

OPG; 

 

 Avaliar a detecção de coproantígenos em amostras de fezes através do ELISA 

utilizando anticorpo policlonal de S. venezuelensis; 

 

 Avaliar a infecção experimental em amostra de fezes através da amplificação da 

região 18S do RNA ribossomal por PCR;  

 

 Avaliar a eficiência e comparar os resultados dos diferentes métodos de diagnóstico 

utilizados na detecção do parasito. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1 Aspectos éticos 

 

Este estudo foi realizado no Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses, Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade Federal de Uberlândia (UFU), sendo aprovado pelo 

Comitê de Ética na Utilização de Animais da Universidade Federal de Uberlândia 

(CEUA/UFU) sob os protocolos de N° 004/08 e 172/10. 

 

 

3.2 Animais 

 

 

Foram utilizados ratos machos da espécie Rattus norvegicus (Rodentia, Muridae) 

da linhagem Wistar Greenman & Donaldson (1906) com aproximadamente 120g e entre 4 

a 6 semanas de idade. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo 

com os princípios éticos em pesquisa animal adotados pelo CEUA e pelo Centro de 

Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA/UFU) onde os ratos foram mantidos durante 

o período experimental. 

 

Os animais foram divididos em quatro grupos: 

 

Grupo I (ratos não imunossuprimidos): animais selvagens infectados com S. 

venezuelensis, n=30. 

 

Grupo II (ratos imunossuprimidos): animais imunossuprimidos com fosfato de 

dexametasona e infectados com S. venezuelensis, n=30. 

 

Grupo III (ratos controle não imunossuprimidos): animais não infectados, n=6. 
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Grupo IV (ratos controle imunossuprimidos): animais imunossuprimidos com fosfato 

de dexametasona e não infectados, n=6. 

 

Para cada ponto da cinética experimental (0 e 5, 8, 13 e 21 dias pós- infecção 

(d.p.i)), foram utilizados 6 animais. Sendo que para a padronização dos testes 

imunológicos foram utilizados três ratos controle não infectados e três ratos 

imunossuprimidos não infectados. O protocolo experimental deste estudo foi seguido de 

acordo com o protocolo descrito por Gonçalves et al., 2010. 

 

 

3.3 Obtenção de larvas filarioides de S. venezuelensis 

 

 

A linhagem de S. venezuelensis (Brumpt,1934) utilizada foi isolada do roedor 

silvestre Bolomys lasiurus (abril de 1986). Esta linhagem é mantida em Rattus norvegicus 

Wistar, experimentalmente infectados no Laboratório de Parasitologia do Instituto de 

Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), São Paulo, Brasil e foi 

gentilmente cedida pela Profª. Dra. Marlene Tiduko Ueta para a infecção experimental. 

As larvas rabditoides (L1 e L2) de S. venezuelensis são liberadas de ovos presentes 

nas fezes dos ratos Wistar infectados. Essas larvas foram mantidas em cultura de carvão 

animal granulado por 3 dias a 28 ºC, segundo Looss (IN: NEVES et al., 2005). Após este 

processo as L3 foram recuperadas pelo método de Rugai, Mattos e Brisola (1954). 

 

 

3.3.1 Coprocultura pelo método de Looss 

 

 

As fezes foram cultivadas pelo método de Looss (IN: NEVES et al., 2005) 

misturando-se partes iguais de fezes e carvão animal úmido. Para a mistura foi utilizado 

béquer, bastão de vidro, luvas descartáveis e recipientes de plásticos descartáveis (100 

mL). Os recipientes foram cobertos com gaze cirúrgica e as culturas foram colocadas em 
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estufa BOD - Biochemical Oxygen Demand (TE 390, Tecnal, Piracicaba, Brasil) à 

temperatura de 25°C e 70% de umidade por três dias. Após este procedimento as larvas L3 

foram recuperadas pelo método de Rugai, Mattos e Brisola (1954). 

 

 

3.3.2 Técnica de Rugai, Mattos e Brisola (1954) e processamento das larvas 

recuperadas 

 

 

A recuperação das larvas filarioides de S. venezuelensis após coprocultura pelo 

método de Looss (IN: NEVES et al., 2005) foi baseada no método de Rugai, Mattos e 

Brisola (1954).  

Cálices de sedimentação foram preenchidos com água corrente aquecida à 

temperatura de 40-45°C. Os recipientes de cultura foram cobertos com gaze e embocados 

para o interior dos cálices, de modo que a água alcançasse toda a extensão da abertura. O 

sistema cálice e recipiente foram mantidos em repouso por um período de 1 hora. O 

sedimento com larvas foi coletado com pipeta capilar longa e transferido para tubos de 

ensaio. Cada tubo de ensaio foi centrifugado a 1000 x g por 15 minutos e submetido a 

cinco lavagens em solução salina tamponada de fosfato (PBS) (0,15 M, pH 7,2), durante 

três minutos para retirada dos resíduos.  

Após a última lavagem, o sedimento de larvas foi ressuspenso em PBS e 10 µL 

desta suspensão foi diluída e analisada em microscópio óptico de luz em aumentos de 

100x, para contagem das larvas filarioides (Eclipse E200, Nikon Instruments, Melville, 

EUA). As larvas L3 de S. venezuelensis recuperadas e contadas foram utilizadas para a 

infecção experimental. 
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3.4 Imunossupressão com fosfato de dexametasona 

 

 

Os ratos Wistar (120g) do grupo II e do grupo IV foram imunossuprimidos com 

Fosfato de Dexametasona 5 g/mL em água durante 5 dias para a supressão imune 

(ROMAND et al., 1998). A solução foi preparada e colocada em mamadeiras nas gaiolas e 

diariamente, durante o período de imunossupressão essa solução foi reposta conforme o 

consumo dos animais. 

 

 

3.5 Infecção experimental dos animais 

 

 

Após a imunossupressão e quantificação das larvas L3, o total de 30 ratos do grupo 

I e 30 ratos do grupo II, foram inoculados com 1500 (L3) por via subcutânea (s.c). 

 

 

3.6 Contagem de ovos/grama de fezes e produção do sobrenadante fecal 

 

 

Os ratos permaneceram individualizados em gaiolas para facilitar a retirada das 

amostras de fezes durante todos os procedimentos experimentais. Aos 0 e 5, 8, 13 e 21 

d.p.i, os animais foram colocados para defecar sobre papel toalha limpo e úmido. Em 1/3 

do material fecal (aproximadamente 2g) foi realizada a pesquisa de ovos, 1/3 foi estocada a 

-20°C para a produção do sobrenadante fecal utilizado no teste imunológico e 1/3 foi 

destinada à extração de DNA. 

A estimativa do número de ovos/g de fezes foi realizada segundo o método de 

Cornell-MacMaster (GORDON; WHITLOCK, 1939). Para a preparação do sobrenadante 

fecal, os espécimes congelados foram descongelados e acrescentados volume-volume (v/v) 
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em PBS, contendo 0,3% de Tween 20. A suspensão foi misturada em tubos e então 

centrifugada a 1500 x g por 30 minutos. 

 

 

3.7 O teste ELISA para detecção de coproantígenos 

 

 

Após a padronização do teste ELISA descrita por Gonçalves et al., (2010), a 

cinética de detecção de coproantígenos pelo teste ELISA foi realizada em placas de 

microtitulação de alta afinidade (Corning- Costar, Laboratory Sciences Company, NY, 

USA) sensibilizadas com 50 μL/poço de IgG anti-larva de S. venezuelensis (40 μg/mL) em 

tampão carbonato bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 por 18 horas a 4°C. Em seguida, as placas 

foram lavadas 3 vezes em PBS-T por 5 minutos e então foram adicionados 50 μL das 

amostras de sobrenadante fecal de todas as amostras (1:8) diuídas em PBS-T.  

As placas foram incubadas por 45 minutos a 37°C, lavadas como descrito 

anteriormente e incubadas com 50 μL do conjugado (anticorpo policlonal marcado com 

peroxidase) no título de 1:40 por 45 minutos a 37°C, sendo lavadas novamente e reveladas 

pelo substrato H2O2 (Merck) + o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich Co., 

Deisenhofen, Germany), após 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a 

reação foi interrompida adicionando-se 25 μL de H2SO4 2N (Merck).  

A densidade óptica (DO) foi determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiskan; 

Flow Laboratories, McLean VA) utilizando filtro de 492 nm. Os resultados foram 

expressos como Índice ELISA (IE), de acordo com a fórmula: IE = DO amostra/cut off, 

onde cut off foi estabelecido como a média de DO de três controles negativos acrescida de 

dois desvios padrões. As amostras foram consideradas positivas quanto IE > 1 
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3.8 Diagnóstico molecular 

 

3.8.1 Animais 

  

Para cada ponto da cinética experimental (0 e 5, 8, 13 e 21) foram utilizados 6 

animais. Foram utilizadas um pool de amostras fecais de ratos da espécie Rattus 

norvegicus (Rodentia, Muridae) da linhagem Wistar Greenman & Donaldson (1906) de 

cada dia da cinética experimental para a padronização do diagnóstico molecular. 

 

 

3.8.2 Extração de DNA 

 

 

Para a extração de DNA, cerca de 200mg de amostras fecais de ratos foram 

colocadas em um microtubo de 2 ml. Em seguida as fezes foram lavadas 2 vezes com 

tampão ASL (QIAamp DNA Stool Minikit) e colocadas em nitrogênio líquido. 

Posteriormente, seguiu-se o protocolo de extração do DNA de acordo com conforme 

instruções do fabricante QIAamp DNA Stool Minikit (QIAGEN®, Hilden, Germany). 

 

 

3.8.3 Quantificação de DNA das amostras 

 

 

 As amostras tiveram sua concentração estimada por espectrofotometria utilizando o 

equipamento nanoDrop ND-1000 UV-VIS spectrophotometer v.3.2.1 (NanoDrop 

Technologies, Wilmington, DE). A estimativa de pureza da preparação foi dada pela 

reação da absorbância do DNA/proteína. Todas as amostras da cinética apresentaram a 

concentração de DNA aproximada de 100 ng/µL. 



37 

 

3.8.4 Controles 

 

  

 Foi utilizado como controle positivo, o DNA extraído de larvas de S. venezuelensis 

obtidas de amostras positivas de cultura em carvão (tamanho predito de 340 pb) um 

controle de Syphacia muris um helminto encontrado em intestino de roedores de 

laboratório (tamanho pré-dito de 380 pb) segundo Marra et al., (2010). O controle negativo 

foi composto do mix da reação de PCR (10 x PCR Buffer; MgCl2; dNTPs; Iniciadores e 

Taq Polimerase, Invitrogen, Life Technologies),  sem o produto de DNA, substituído por 

água destilada. 

 

 

3.8.5 Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) 

 

Iniciadores 

 

 

Foi utilizado um par de iniciadores desenhados a partir de revisões literárias 

(DORRIS et al., 2002) e de avaliações em banco de dados utilizando a ferramenta BLAST. 

O par de iniciador corresponde ao gene referente ao RNA ribossomal (Tabela 1). 
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Tabela 1. Par de Iniciadores para a Detecção de DNA de S. venezuelesis 

Iniciador           Sequência                                            FT        TM         Ref. 

                           Foward 

gênero-               5’AAAGATTAAGCCATGCAT     340pb      60ºC      Dorris et al., 2002 

específico           Reverse: 

                           5’GCCTGCTGCCTTCCTTGG 

FT- fragmento teórico; TM –Temperatura de anelamento 

 

  

3.8.6 Reação de PCR 

 

 

 A Reação de Polimerase em Cadeia foi realizada no volume final de 10µL, sendo 

10µL do mix, contendo 1,0 µL de tampão, 0,6 µL de cloreto de magnésio, 0,5 µL de 

dNTPs, 0,5 µL de cada iniciador (foward e reverse) e 0,1µL de Platinum® Taq DNA 

polimerase (5U/µL, Invitrogen, Life Technologies); 100 ng do produto de DNA e água 

destilada para cada amostra. 

 Os ciclos de amplificação foram de 95ºC por 5 minutos para desnaturação inicial, 

seguido por 40 ciclos de 95ºC por 30 segundos para desnaturação; de 60ºC por 30 

segundos para anelamento e 72ºC por 30 segundos para extensão e extensão final de 72ºC 

por 5 minutos. A reação de PCR foi realizada no termociclador Master cycler ep gradient S 

thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). 

 

 

3.8.7 Eletroforese 

 

 

Os produtos da reação de PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 5%, contendo 2 µL de cada produto de PCR diluído em tampão de corrida 
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(BlueJuice™ Gel Loading Buffer, Invitrogen, Life Technologies). A corrida do gel seguiu-

se em tampão TBE 1X (Invitrogen, Life Technologies), sob tensão elétrica de 90 volts e 

corrente elétrica de 400 mA por 1 hora. Um marcador de 100 pares de bases (Invitrogen, 

Life Technologies), um controle positivo (DNA de S. venezuelensis) e um controle 

negativo foram adicionados aos géis. 

 

 

3.8.8 Sequenciamento 

 

 

Para o sequenciamento foi empregado o protocolo de Sitta, (2013), utilizando-se 

didesoxinucleotídeos (ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes, conforme o Kit ABI 

PrismR BigDyeTM Terminator (Applied Biosystems). Os amplicons do segundo ciclo de 

PCR foram inicialmente purificados usando a enzima EXOSAP (ExoSAP-IT PCR Clean-

up Kit, GE Healthcare) e então submetidos à reação de sequenciamento para incorporação 

dos ddNTPs marcados. Foram utilizados um par de iniciadores (gênero-específico) que 

geraram sequências em torno de 340bp. Os amplicons foram sequenciados em ambos os 

sentidos da fita de DNA (sense e antisense) para garantir a confiabilidade dos resultados. 

 A reação de sequenciamento foi realizada com o kit ABI PrismR BigdyeTM 

Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com modificações no protocolo 

proposto pelo fabricante. Para o sequenciamento foram utilizados 4µl de BigDye Mix; 2 µl 

de buffer 5x (200mM Tris-HCl pH 9,0 + 5mM MgCl2); 2µl de cada iniciador, 2µl do 

produto purificado e 10µl de água Mili-Q com volume final de reação de 20µl. 

 As condições da PCR de sequenciamento foram: 92ºC por dois minutos, 96ºC por 

30 segundos, 52ºC por 30 segundos e extensão final de 30ºC por quatro minutos. 

 O produto da PCR de sequenciamento foi precipitado adicionando 65µl de solução 

(EDTA 125 Mm e etanol absoluto), seguido pela incubação por 15 minutos em 

temperatura ambiente (TA) e centrifugação por 30 minutos a 14.000 rpm à temperatura 

ambiente. O sobrenadante foi descartado e adicionado 60 µl de etanol 70% ao pellet, 

seguindo-se centrifugação a 14.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente. Foi 

adicionado 10 µl de formamida e seguindo incubação a 95ºC. O produto foi resfriado em 

banho de gelo e submetido ao sequenciamento. 
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 As amostras obtidas das larvas filarioides de S. venezuelensis e os produtos de 

amplificação da PCR convencional foram analisadas por sequenciamento para confirmação 

dos produtos esperados. As sequências geradas foram alinhadas utilizando o programa 

BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html) e comparadas com outras 

sequências presentes no banco de dados (http://ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/tbl2asn2), 

utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment search Tool). 

 

 

3.8.9 Análise da sequência em banco de dados 

 

 

 A sequência foi obtida em forma de cromatograma e a edição das ambigüidades foi 

realizada de acordo com os resultados do seqüenciamento. A sequência parcial da amostras 

foi submetida a análise de homologia utilizando-se o servidor BLAS 2.0 (Basic Local 

Alignement Information) (NCBI) da Biblioteca Nacional de Medicina do NIH (National 

Institute of Health), Maryland, EUA. 

 

 

3.8.10 Análise estatística 

 

 

           A análise estatística foi realizada por porcentagens simples com a utilização do 

software Excel e descrição qualitativa dos resultados obtidos. 

 

 

3.8.11 Normas de Biossegurança 

 

 

Todo o procedimento de colheita, manuseio dos materiais biológicos e reagentes, 

bem como a utilização dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de 

biossegurança descritas por Mineo et al. (2005). 

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html
http://ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/tbl2asn2
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4. Resultados 

 

4.1 OPG (Contagem de Ovos nas fezes) 

 

 

  Em ratos não imunossuprimidos, observou-se que a cinética de eliminação de ovos 

em amostras fecais ocorreu somente nos dias 5, 8 e 13. No grupo dos animais 

imunossuprimidos, ocorreu ovoposição em todos os dias da cinética, sendo que, no dia 8, 

13 e 21 p.i. houve elevada ovoposição (Fig. 1). 

 

 

 

Fig. 1. Cinética de eliminação de ovos/g de fezes de ratos não imunossuprimidos e 

imunossuprimidos infectados por S. venezuelensis. ** p<0,01. 
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4.2 Detecção de coproantígenos pelo ELISA 

 

 

A detecção de antígenos nas fezes em animais não imunossuprimidos ocorreu em 

toda a cinética experimental, sendo maior a detecção no dia 13 e 21 pós-infecção. Em 

animais imunossuprimidos a detecção de coproantígenos foi observada em toda a cinética. 

 

 

 

Fig. 2. Detecção de coproantígenos de ratos não imunossuprimidos e imunossuprimidos 

infectados por S. venezuelensis. 

 

 

 

4.3 Diagnóstico molecular – Reação em Cadeia Polimerase (PCR) 

 

  No ensaio de PCR, a banda de aproximadamente 405 pb corresponde ao fragmento 

de DNA do controle positivo obtido da larva L3 de S.venezuelensis e a banda de 440 pb ao 

fragmento de Syphacia muris. A banda de 480 pb corresponde ao fragmento de DNA 

obtido de amostra de fezes de rato não infectado. As bandas de S. muris e as bandas de rato 

não infectado foram utilizadas como controle negativo, ambas para distinguir a detecção de 

S. venezuelensis. Foram visualizadas outras bandas inespecíficas amplificadas nas amostras 
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fecais com utilização de primers gênero, pois, embora distinta do controle positivo, não foi 

possível associar a um parasito específico (Fig. 3). 

 

 

Fig. 3. Perfis eletroforéticos obtidos por PCR de amostras de fezes de ratos não 

imunossuprimidos e imunossuprimidos infectados por S. venezuelensis respectivamente. 

Linha PM: 100 bp ladder (Life Technologies); linha 1: aproximadamente 405 pb (controle 

positivo DNA de S. venezuelensis L3); linha 2: aproximadamente 440 pb (Syphacia muris); 

linha 3: aproximadamente 480 pb (amostra fecal de Rattus norvegicus não infectados por 

S. venezuelensis e também correspondente ao dia 0); linhas (4-7): aproximadamente 405 pb 

(pool de DNA de amostras fecais coletadas em 5, 8, 13 e 21 dias após a infecção 

respectivamente). Linha 8: controle negativo (sem DNA). 

 

 

4.4 Sequenciamento 

 

 A sequencia foi analisada por comparação com sequências já descritas em bancos 

de dados de domínio público. Através da análise das sequências de nucleotídeos foi 

possível a caracterização destas amostras utilizando-se os ervidores BLAST do NCBI. Este 

resultado pode ser visualizado através do alinhamento apresentado na fig. 4. 
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Sequence ID: embAJ417026.1 

 

 

 

 

 

 

Information 
Range 1: 1 to 329GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match 

Query  32   GTTTTAAACATGAAACCGCGGAAAGCTCATTATAACAGCTATAGACTACACGGTAAATAT  91 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    GTTTTAAACATGAAACCGCGGAAAGCTCATTATAACAGCTATAGACTACACGGTAAATAT  60 

 

Query  92   TTTAGTTGGATAACTGAGGTAATTCTTGAGCTAATACACGCTTTTTATACCACATTAGTG  151 

            |||||| ||||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  61   TTTAGTNGGATAACCGATGTAATTCTTGAGCTAATACACGCTTTTTATACCACATTAGTG  120 

 

Query  152  GTGCGTTTATTTGATTAAACCATTTTTTCGGTTGACTCAAAATATCCTTGCTGATTTTGT  211 

            ||||||  ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct  121  GTGCGTGGATTTGATGAAACCATTTTTTCGGTTGACTCAAAATATCCTTGCTGATTTTGG  180 

 

Query  212  TATTAAAACATACCGTATGTGTATCTGGTTTATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTGGCCT  271 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181  TATTAAAACATACCGTATGTGTATCTGGTTTATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTGGCCT  240 

 

Query  272  ACCATGGTTGTGACGGATAACGGAGAATTAGGGTTCGACTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAA  331 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| || 

Sbjct  241  ACCATGGTTGTGACGGATAACGGAGAATTAGGGTTCGACTCCGGATAGGGAGCCTGATAA  300 

 

Query  332  ACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGG  361 

            |||||| |||||||||||||| |||||||| 

Sbjct  301  ACGGCT-CCACATCCAAGGAANGCAGCAGG  329 

 

Fig. 4. Sequência do gene referente à subunidade 18S do rRNA de S. venezuelensis 

depositada no banco de dados NBCI. 

 

 

Score Expect Identities Gaps Strand 

551 bits(298) 2e-153 319/330(97%) 1/330(0%) Plus/Plus 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/16415886?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=27&RID=ZVRA4AJP014&from=1&to=329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/16415886?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=27&RID=ZVRA4AJP014&from=1&to=329
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4.5 Comparação da sensibilidade das técnicas de OPG, detecção de coproantígenos 

pelo ELISA e PCR 

 

  Comparando-se o OPG, a detecção de coproantígeno pelo ELISA e a PCR 

utilizando o primer genérico, observou-se no grupo não imunossuprimidos, a liberação de 

ovos no teste OPG do dia 5 ao dia 13 p.i. em todos os animais, sendo ausente no dia 21 p.i. 

Para a detecção de coproantígeno, observou-se positividade de 33,3% nos dias 5 e 8 p.i e 

de 100% nos dias 13 e 21 p.i e na PCR, a presença de bandas amplificadas em todos os 

dias da cinética.  

  No grupo dos animais imunossuprimidos, 100% dos animais liberaram ovos nas 

fezes do dia 5 ao dia 21 p.i.  Da mesma forma, os dados do teste ELISA, onde 100% dos 

animais avaliados foram positivos nos dias da cinética experimental corroborando com a 

presença de bandas amplificadas na PCR observadas em toda a cinética de infecção. 

  A tabela 2 sumariza a comparação entre os métodos parasitológico, imunológico e 

molecular em amostras fecais de ratos não imunossuprimidos e imunossuprimidos 

experimentalmente infectados por S. venezuelensis. 
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Tabela 2. Comparação dos métodos OPG (Contagem de Ovos nas Fezes), detecção de 

coproantígenos pelo ELISA e bandas amplificadas na PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) de ratos não imunossuprimidos e imunossuprimidos experimentalmente 

infectados por S. venezuelensis. 

Dias pós-infecção OPG Coproantígenos PCR 

Não imunossuprimidos 

0 - - - 

05 + + + 

08 + + + 

13 + + + 

21 - + + 

Dias pós-infecção OPG Coproantígenos PCR 

Imunossuprimidos 

0 - - - 

05 + + + 

08 + + + 

13 + + + 

21 + + + 

 

Resultado positivo: +         Resultado negativo: - 
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5. Discussão 

 

 

            A estrongiloidíase é responsável por infecções crônicas assintomáticas em 

imunocompetentes e em pacientes imunossuprimidos, tem assumido importância médica 

pelo crescente número de óbitos e indivíduos acometidos (KEISER; NUTMAN, 2004; 

PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; BISOFFI et al., 2014). A detecção de S. stercoralis pelos 

métodos convencionais é dificultada pela intermitência do padrão de excreção larval; assim 

sendo, a combinação de outros métodos de diagnóstico são alternativas necessárias 

(SIDDIQUI; BERK, 2001; GONÇALVES et al., 2012; PAULA et al., 2013). 

           Os procedimentos experimentais descritos mostraram que, em ratos não 

imunossuprimidos, o diagnóstico parasitológico pelo OPG foi negativo no final da cinética, 

porém, observou-se positividade na detecção de coproantígenos pelo ELISA e bandas 

amplificadas pela PCR em toda a cinética. A diminuição da ovoposição na contagem de 

ovos no final da cinética experimental pode estar associada à baixa carga parasitária em 

animais não imunossuprimidos. Estes dados foram semelhantes aos apresentados por 

Nakai; Amarante (2001) e Paula et al., (2013) que referiram o pico de eliminação das 

larvas nos dias 6 e 7 após a infecção, confirmando que a taxa de detecção dos métodos 

parasitológicos é baixo e limitado, pois, a eliminação larval é inconstante e irregular 

(SIDDIQUI; BERK, 2001; MACHADO et al., 2008; MOGHADDASSANI et al., 2011; 

GONÇALVES et al., 2012). 

            Em ratos imunossuprimidos, os resultados obtidos no OPG nos dias 5, 8, 13 e 21 

p.i. coincidiram com a detecção de coproantígenos e bandas amplificadas pela PCR, 

sugerindo neste grupo, a susceptibilidade à infecção por S. venezuelensis, uma vez que, a 

imunossupressão causada por glicocorticoides inibem a ativação, proliferação e 

sobrevivência de células inflamatórias como eosinófilos e mastócitos através de bloqueio 

das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 envolvidas em respostas às infecções helmínticas 

(WALLEN et al., 1991; NEGRÃO-CORRÊA et al., 2004; GONÇALVES et al., 2010). 

          A falha no diagnóstico da estrongiloidíase é refletida nos casos associados à 

hiperinfecção e disseminação ocasionadas em decorrência de imunossupressão ou em 

indivíduos submetidos à terapia por corticoesteroides. Os métodos sorológicos e 

moleculares podem apresentar uma boa alternativa para o diagnóstico precoce e, 
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consequentemente, avaliar a eficácia de tratamento e levantar dados epidemiológicos 

(PAULA, COSTA-CRUZ, 2011).  

          A combinação de vários diagnósticos parasitológicos, imunológicos e moleculares é 

imprescindível para aumento da confiabilidade de técnicas utilizadas na detecção de 

Strongyloides a fim de nortear os aspectos epidemiológicos e novas políticas de controle 

do parasito em indivíduos em imunossupressão. A ocorrência de S. stercoralis no estado de 

Minas Gerais, Brasil, diagnosticado por testes parasitológicos foi de 33,3% em alcoólatras 

(OLIVEIRA et al., 2002). Em diferentes tipos de imunossupressão (câncer, HIV/AIDS e 

transplantados) o diagnóstico parasitológico foi 2,41% e 11,92% diagnosticados por 

técnicas imunológicas (PAULA et al., 2000). A ocorrência do parasito em indivíduos 

acometidos por câncer gastrointestinal, foi de 9,1% por técnicas parasitológicas e 24,2 % 

por técnicas sorológicas (MACHADO et al., 2008), para HIV, 12%, AIDS, 9,75% por 

técnicas parasitológicas e fluorescência (SILVA et al., 2005).  

          Ressalta-se que os sintomas gastrointestinais em imunossuprimidos, como por 

exemplo, a diarreia grave, pode ser associada à imunossupressão (terapia anti-retroviral, 

tolerância imunológica, fatores de patogenia, infecções oportunistas, etc) e à ocorrência de 

vários parasitos entre eles, S. stercoralis que, nem sempre é detectado. No entanto, é 

necessária uma vigilância contínua e específica de enteroparasitas na população estudada 

(ROSSIT et al., 2009). 

           Detectar coproantígenos nas fezes pode ser um método altamente sensível e 

específico no diagnóstico da estrongiloidíase, comprovado em 33,3% nos dias 5 e 8 p.i e 

100% de positividade nos dias 13 e 21 p.i. no grupo dos ratos não imunossuprimidos. Em 

animais em risco à infecção grave, observou-se positividade de 100% em todos os dias da 

cinética. Análises semelhantes foram apresentados por Gonçalves et al., (2010) em que o 

modelo de imunossupressão foi eficaz com base na quantidade e tempo de eliminação de 

ovos em ratos imunossuprimidos. A proposta do diagnóstico de coproantígenos com a 

utilização de anticorpo policlonal anti S. ratti também foi estudada por Nageswaran et al., 

(1994); Sykes; McCartth (2011). Estes dados revelaram um potencial para o 

desenvolvimento de um Kit para detecção rápida de coproantígenos, financeiramente 

viável (GONÇALVES et al., 2010; SYKES; MCCARTTH, 2011). 

          A aplicação de coproantígenos tem sido utilizada tanto no diagnóstico da 

estrongilodíase quanto no diagnóstico de uma variedade de infecções intestinais como, por 

exemplo, amebíase, gastroenterite viral e bacteriana, infecção por trematódeos e cestódeos; 
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também tem sido aplicado na detecção de adenocarcinoma gástrico e pesquisa de sangue 

oculto nas fezes. Outra vantagem de tais ensaios é a capacidade de detectar infecções no 

período pré-patente (SYKES; MCCARTTH, 2011). As imunoglobulinas heterológas 

possuem uma excelente imunogenicidade, uma vez que, os anticorpos da classe IgG são 

compostos por quatro cadeias polipeptídicas, em que duas são cadeias leves e apresentam 

peso molecular de aproximadamente 25000 Daltons e duas são cadeias pesadas e 

apresentam peso molecular de 50000 Daltons, sendo portanto, ótimos imunógenos 

(EDELMAN; POULIK, 1961; NUNES et al., 2009).  

         Os testes moleculares e a sensibilidade da PCR têm sido amplamente documentados 

na literatura, pois, permite a geração exponencial de cópias de sequências específicas a 

partir de um DNA molde, por meio de uma síntese enzimática in vitro e assume um 

importante papel na epidemiologia, diagnóstico, prevenção e tratamento de doenças 

parasitárias (DE CARLI, 2001; MARRA et al., 2010). 

           Em estudos recentes de padronização do diagnóstico molecular de S. venezuelensis 

em fezes de roedores, tem-se notado vários resultados falso-negativos, pois, o tempo e as 

condições de armazenamento também são fatores importantes para o isolamento de DNA a 

partir de amostras de fezes. O DNA de helmintos pode degradar facilmente, pois, são 

particularmente vulneráveis aos fatores ambientais. Assim, é importante extrair 

rapidamente o material genético de amostras de fezes frescas ou que estejam 

adequadamente armazenadas. Sendo assim, faz-se necessário determinar as melhores 

condições de armazenamento do DNA de parasitos, com intuito de superar as limitações 

dos atuais métodos de diagnóstico moleculares em fezes (HUNT, 2011; SITTA, 2013). 

          A qualidade da extração de DNA é fundamental para o sucesso na interpretação dos 

resultados. A extração deve ser um método simples e prático, mas que, obtenha DNA 

altamente purificado (HUNT, 2011), além de ser cuidadosamente selecionado com especial 

atenção ao tipo de amostra clínica (MCORIST et al., 2002). A presença de inibidores nas 

fezes interfere na interação entre o DNA e a DNA polimerase, causam a degradação do 

DNA podendo reduzir a sensibilidade do PCR em até 1000 vezes; estes inibidores tem 

relação direta com a extração de DNA (HUNT, 2011; SITTA, 2013).  

          Na extração de DNA de S. venezuelensis deste estudo, foi utilizado o protocolo do 

Stool-kit, sendo este, a melhor escolha de acordo com a análise de vários kits de extração 

analisados por SITTA, (2013). Para um melhor resultado, as amostras foram armazenadas 

em etanol 70%, lavagem em tampão fosfato e em seguida, incubação com proteinase K 
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durante 12 horas e posteriormente, seguiu-se o protocolo proposto por QIAamp DNA Stool 

Minikit. Estes procedimentos tiveram como objetivo favorecer a homogeneização das 

amostras, minimizar os possíveis inibidores presentes nas fezes e obter uma amplificação 

ótima do fragmento esperado. 

           Na análise molecular pela PCR, a região 18S do gene do RNA ribossomal tem sido 

utilizada como alvo de análises filogenéticas presente em células eucarióticas e as 

sequências estão disponibilizadas em banco de dados de parasitas intestinais (DORRIS  et 

al., 2002). A escolha da região alvo do DNA para o desenho de iniciadores utilizados na 

PCR é importante, pois, é um dos principais fatores para se estabelecer a alta sensibilidade 

e especificidade da reação, além de ser instrumento de diferenciação de espécies 

(PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009; SITTA, 2013).  

          No resultado molecular, um fragmento amplificado de DNA de S. venezuelensis com 

aproximadamente 405 pb, correspondeu ao controle positivo do DNA de larva L3 de S. 

venezuelensis. Este fragmento também foi amplificado no pool de amostras fecais nos dias 

5, 8, 13 e 21 após a infecção experimental em animais não imunossuprimidos e 

imunossuprimidos. Pode-se notar que, os resultados obtidos da amplificação para animais 

não imunossuprimidos e imunossuprimidos, apresentaram um maior fragmento de todas as 

bandas amplificadas um pouco acima do esperado em relação aos tamanhos pré-ditos, uma 

vez que, Marra e colaboradores (2010) descrevem os fragmentos em tamanhos menores 

visualizados em gel de agarose. Optou-se neste estudo, a eletroforese em gel de 

poliacriliamida, sendo este muito sensível e utilizado a fim de obter melhores resultados na 

visualização de bandas em maior resolução. No entanto, por ser denso, pode limitar a 

corrida das amostras (Vianna, 2006). Então, para maior confiabilidade dos resultados da 

amplificação, foram avaliados os iniciadores do gênero-específico referente ao gene RNA 

ribossomal de S. stercoralis através de sequenciamento em que verificou-se a sensibilidade 

dos iniciadores, ao qual confirma que os mesmos são marcadores moleculares dentro do 

gênero Strongyloides sp. (VERWEIJ et al., 2009; SITTA, 2013). 

          Além da banda específica de S. venezuelensis do primer gênero, foram observados 

outras bandas inespecíficas, relacionadas a um nematódeo de ratos, S. muris e à outros 

contaminantes presentes nas fezes. Sabe-se que o primer gênero é bastante sensível, 

possibilitando a amplificação fragmentos com diferentes pesos moleculares no material 

fecal. Portanto a presença dessas bandas inespecíficas já era esperado, devido ao primer 
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utilizado não ser específico de S. venezuelensis, corroborando com resultados obtidos por 

Marra et al., (2010). 

           Os autores Nakai; Amarante (2001) e Marra et al., (2010) sugeriram que a PCR 

realizada com o primer gênero pode ser uma metodologia muito sensível para detecção de 

S. venezuelensis em fezes de ratos infectados com baixa carga parasitária. Paula et al., 

(2013) demonstraram que detecção de S. venezuelensis em amostras fecais apresentou 

sensibilidade no ensaio de PCR em comparação aos métodos parasitológicos até 68º dia 

pós-infecção. Entretanto, é necessária a padronização de novas técnicas moleculares que 

facilite a execução da técnica de PCR e na redução de custo. 

           Neste estudo, os dados obtidos no OPG comparado com a detecção de 

coproantígenos pelo ELISA foram similares às análises realizadas por Gonçalves et al., 

(2010) no diagnóstico de S. venezuelensis e similares no diagnóstico de outras helmintíases 

por Gordon et al., (2012) e Brockwell et al., (2013). A detecção de coproantígenos e a PCR 

também mostraram ferramentas positivas utilizadas no diagnóstico de Entamoeba 

histolytica por Santos et al., (2007) e Freitas, (2007). Em comparação com testes 

parasitológicos, a alta sensibilidade da PCR na detecção de Opisthorchis viverrini foi 

observada por Wongratanacheewin et al. (2001), Leishmania por Pereira-Chioccola (2009) 

e na detecção de S. venezuelensis por Marra et al., (2010). Para Moghaddassani et. al., 

(2011), a PCR convencional foi 100% sensível em comparação ao PCR-Nested e a 

coprocultura na detecção de S. stercoralis. No diagnóstico da leishmaniose visceral canina, 

100%, 85,7% e 28,6% encontravam-se positivos, respectivamente, pela PCR, ELISA e 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) (QUEIROZ et al., 2010). Os autores 

pontuam que, a associação de técnicas de diagnóstico aumenta os níveis de positividade e 

contribui para o controle de parasitoses humana e animal (QUEIROZ et al., 2010).  

           Os dados dos estudos relatados são correspondentes aos nossos resultados, ou seja, a 

alta confiabilidade e sensibilidade para detecção de coproantígenos e para a PCR no grupo 

de animais não imunossuprimidos e imunossuprimidos experimentalmente infectados por 

S. venezuelensis. 

          A aplicação de novas tecnologias no diagnóstico da estrongiloidíase pode facilitar a 

detecção de casos que participam na manutenção do ciclo em regiões endêmicas. Os 

resultados indicaram alternativas a serem utilizadas em inquéritos epidemiológicos 

voltados para diagnóstico da estrongiloidíase em indivíduos não imunossuprimidos em 

infecção crônica/assintomática, diagnóstico precoce antes do surgimento de 
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hiperinfecção/disseminação em imunossuprimidos e consequentemente, auxílio e avaliação 

da eficiência do tratamento da estrongiloidíase. 
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6. Conclusões 

 

 

 Nos três métodos utilizados: OPG, detecção de coproantígenos pelo ELISA e PCR, 

as amostras de fezes revelaram-se importantes amostras biológicas a serem investigadas 

para fins de diagnóstico; 

 

 O OPG mostrou baixa contagem de ovos nas fezes no final da cinética nos animais 

não imunossuprimidos em relação à detecção de antígenos e amplificação de bandas pela 

PCR; 

 

 Em animais imunossuprimidos, houve elevada contagem de ovos pelo OPG, 

positividade na detecção de coproantígenos pelo ELISA e amplificação de bandas pela 

PCR em toda a cinética; 

 

 A detecção de coproantígenos pelo ELISA pode ser uma ferramenta útil utilizada em 

amostras fecais de animais não imunossuprimidos e imunossuprimidos; 

 

 O diagnóstico molecular por PCR pode ser altamente sensível na amplificação de 

bandas em amostras de animais não imunossuprimidos e imunossuprimidos; 

 

 Em comparação ao OPG, a detecção de coproantígenos pelo ELISA e amplificação 

de bandas pela PCR mostraram mais sensíveis nos dias analisados e podem ser métodos de 

escolha para diagnóstico da estrongiloidíase. 
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