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Resumo

Comparagdo dos métodos parasitologico, imunoldgico e molecular em amostras de
fezes de ratos (Rattus norvegicus Wistar) imunossuprimidos experimentalmente
infectados por Strongyloides venezuelensis

O diagnostico da estrongiloidiase é dificil, pois, a excrecdo larval € irregular e na maioria
dos casos, os individuos sdo assintomaticos; a deteccdo de casos latentes de Strongyloides
stercoralis em imunossuprimidos pode diminuir a morbidade e mortalidade da infeccéo.
Assim, o aprimoramento de métodos confidveis de diagndstico sdo imprescindiveis. O
objetivo do estudo foi comparar a liberacéo de ovos nas fezes pela técnica de Contagem de
Ovos por Grama de Fezes (OPG), a deteccdo de coproantigenos pelo ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) e amplificacdo de bandas pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) convencional de fezes de ratos ndo imunossuprimidos e
imunossuprimidos e experimentalmente infectados por Strongyloides venezuelensis. Na
cinética experimental foram utilizados os pontos 0 e 5, 8, 13 e 21 p6s-infecgdo (d.p.i). Para
o calculo dos resultados foram utilizadas porcentagens simples e descri¢do dos resultados
obtidos. Comparando-se 0 OPG, a detec¢do de coproantigenos pelo ELISA e a PCR,
observou-se no grupo ndo imunossuprimido a liberacdo de ovos no teste OPG do dia 5 ao
dia 13 p.i, sendo ausente no 21 d. p.i. Para a deteccdo de coproantigeno 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 presenca 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
presenca de bandas amplificadas em toda a cinética. Concluiu-se que a deteccdo de
coproantigenos pelo ELISA e o diagnostico por PCR podem ser ferramentas Gteis para o
diagndstico em animais ndo imunossuprimidos e imunossuprimidos. Em comparagdo ao
OPG, a deteccdo de coproantigenos pelo ELISA e amplificacdo de bandas pela PCR
mostraram mais sensiveis nos dias analisados e podem ser métodos de escolha para
diagnostico da estrongiloidiase principalmente nos casos de imunossupressao.

Palavras-chave: Estrongiloidiase, Strongyloides venezuelensis, coproantigeno, PCR,
Imunossupressdo, Diagnostico.



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. Introducéo

O nematodeo 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 importancia deste parasito como agente etioldgico da estrongiloidiase foi
descrita por Ribeiro da Luz em 1880 (PIRES; DREYER, 1993; GROVE, 1996).

O médico francés Louis Normand em 1876, na Franca, observou primeiramente o
parasito intestinal S. stercoralis quando examinava fezes diarreicas de soldados franceses
na Conchinchina, Vietnd. O farmacéutico Bavay, classificou as formas encontradas nas
fezes como Anguillula stercoralis (latim “Anguillula” = pequena enguia ou peixe longo e
“stercus” = esterco) (GROVE,1996; COSTA-CRUZ; 2011).

S. stercoralis causa a estrongiloidiase, doenca gastrointestinal, sendo 0 homem a
principal fonte de infeccdo. O risco desta infeccdo esté ligado diretamente as condigdes de
higiene do individuo e o helminto pode induzir a fase cronica da doenga com o
estabelecimento da autoinfec¢do (RIBEIRO et al., 2005; WU et al., 2012).

A estrongiloidiase é causada pelo contato do individuo 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 sanitarios de maior
importancia (BRAGA et al., 2011; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; KHIEU et al., 2014). A
infeccdo por S. stercoralis apresenta distribuicdo mundial, com prevaléncia em regides
tropicais e subtropicais, com maior prevaléncia em regides tropicais (PIRES; DREYER,
1993).

A parasitose humana causada por S. stercoralis tem assumido importancia médica
pelo crescente nimero de individuos acometidos. Geralmente é assintomatica em
hospedeiros imunocompetentes. Em casos de imunossupressdo, pode tornar-se infeccao
disseminada ou hiperinfeccdo (KEISER; NUTMAN, 2004; BENINCASA et al., 2007;



MARCOS et al.,, 2008; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; GONCALVES et al., 2012;
IZQUIERDO et al.; 2013; BISOFFI et al., 2014).

O uso generalizado de corticoesteroides como tratamento imunossupressor, agrava
o risco de complicagGes graves associadas a esta infeccdo (SCHAR et al., 2013; SHETH et
al., 2014).

1.1 Aspectos morfo-biolégicos do género Strongyloides

O género Strongyloides apresenta como formas evolutivas a fémea partenogenética
parasita e de vida livre, macho de vida livre, ovos e larvas rabditoide e filarioide.
Apresentam geracOes de vida livre ou sexual e outra parasitaria com a presenca de apenas
fémeas parasitas (REY, 2011; COSTA-CRUZ, 2011).

As fémeas partenogenéticas sdo parasitas, localizam-se no intestino delgado e
produzem larvas rabditoides que no meio externo diferenciam-se em machos e fémeas de
vida livre. A ponta da cauda é curvada e medem aproximadamente 2 mm de comprimento.
O trato digestério é simples formado por boca trilabiada, es6fago alongado, filariforme
(cilindrico, retilineo) e ocupa cerca de um terco do comprimento do corpo. O orificio anal
esta  localizado na extremidade posterior e em posicdo  transversal;
0 6rgdo genital ocupa quase dois tercos do parasito. A vulva esta localizada no ventre no
terco médio do corpo partindo para o utero que é anfidelfo. No Utero, sdo encontrados 0s
ovidutos que possui um numero reduzido de ovos, cerca de 6 a 9 ovos em diferentes
estagios de maturacio que estdo dispostos enfileirados (MORAES, 1948; SUDRE et al.,
2006; VINEY; LOCK, 2007).

As fémeas partenogenéticas quando instalam no intestino, produzem trés tipos de
ovos com caracteristicas cromossémicas diferentes. Quando adquirem maturidade eclodem
e diferenciam-se em trés formas de larvas rabditoides. Os ovos triploides (3n) dao origem a
larvas filarioides infectantes, os ovos diploides (2n) diferenciam-se em fémeas de vida
livre e haploides (1n) evoluem para machos de vida livre. Assim que as larvas rabditoides
sdo eliminadas nas fezes do individuo infectado, elas podem seguir dois ciclos diferentes:

partenogénico 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 fémeas e machos,
respectivamente. Estas larvas sao de vida livre e atraves da reproducdo sexuada ddo origem
as larvas filarioides infectantes (L3) (GROVE, 1996; VINEY; LOCK, 2007; COSTA-
CRUZ, 2011).

A fémea de vida livre tem a porcdo posterior afilada, s&o menores que a fémea
partenogenética e medem até 1,2 por 0,07 mm em comprimento e largura respectivamente
e possuem uma cuticula fina. O sistema digestorio da fémea de vida livre é simples, o
es6fago € curto e rabditoide, intestino simples e &nus na extremidade posterior. A vulva
estd localizada na regido medial do corpo. Possui Utero anfidelfo, ovarios e receptaculo
seminal (MORAES, 1948; LEVINE, 1979; REY, 2011).

Os machos de vida livre possuem corpo cilindrico, com extremidade anterior
arredondada e posterior recurvada ventralmente. Medem aproximadamente de 0,7 a 0,9
mm de comprimento por 0,04 mm de didmetro. A cavidade digestoria é composta por
esdfago rabditoide e intestino simples que termina em uma cloaca, localizada na
extremidade da regido posterior. O sistema reprodutor € composto pelos testiculos,
vesicula seminal, canais deferente, ejaculador e dois espiculos copulatérios denominados
gubernaculo (MORAES, 1948; GROVE, 1996; COSTA-CRUZ, 2011).

As larvas rabditoides (L1 e L2) s&o encontradas nas fezes, medem cerca de 0,2 a
0,3 mm de comprimento por 0,015 mm de largura. A porcdo anterior é cilindrica e a
cuticula que recobre o corpo € delgada e hialina. O sistema digestorio é composto por uma
boca e o es6fago é rabditoide, formado por dois bulbos um anterior alongado e cilindrico, o
outro posterior e granuloso, e entre os dois ha uma porcdo estreita. O intestino tem a
porcdo 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 sdo 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 es6fago é filarioide, o intestino é
longo e estreito terminado em uma abertura anal. Neste estadio elas podem seguir duas
formas de curso evolutivo: o primeiro € penetracdo em um hospedeiro e o segundo, a vida
livre (MORAES, 1948; COSTA-CRUZ, 2011).

18



Ovos das fémeas de vida livre sdo maiores que 0s ovos de fémeas partenogenéticas.
Apresentam parede transllcida que permite visualizar embrido (MORAES, 1948; GROVE,
1996).

1.2 Ciclo bioldgico e 0 modo de transmiss@o de Strongyloides stercoralis

O ciclo biologico do parasito é complexo, existindo uma etapa de vida livre,
denominada indireto ou sexuado e outro de vida parasitéaria, correspondente ao direto
partenogenético ou assexuado (HUGGINS, 1971; COSTA-CRUZ, 2011).

A fase de vida livre do nematddeo S. stercoralis ocorre no meio ambiente, onde as
larvas rabditoides (L2) necessitam de condi¢cBes Otimas para desenvolverem em larvas
filarioides infectantes (L3). A outra fase ocorre no interior do hospedeiro (PAULA;
COSTA-CRUZ, 2011; SCHAR et al., 2013).

O ciclo evolutivo de S. stercoralis inicia pela infeccdo de larvas infectantes L3
(filarioides), presentes no meio externo, estas penetram através da pele e pela corrente
sanguinea, chegam aos pulmdes, penetram nos alvéolos e diferenciam-se para L4. Seguem
para traqueia e epiglote, sdo deglutidas atingem o trato digestivo pela via descendente e, no
intestino delgado, adquirem a maturacdo para fémeas partenogenéticas que sdo
ovoviviparas, 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 fémeas partenogenéticas liberam ovos e estes, eclodem
liberando larvas no estadio L1 que migram para a intestino grosso transformando em L2 e
sdo eliminadas pelas fezes. No meio ambiente, transformam-se em machos e fémeas de
vida livre ou em L3. Algumas larvas rabditoides ainda na luz intestinal desenvolvem em
larvas L3 ocorrendo a reinfec¢cdo do individuo, causando infeccGes cronicas e duradouras
caracterizando esse processo por autoinfeccdo (MORAES, 1948; PORTO et al., 2002;
VINEY; LOCK, 2007; REY, 2011; MEJIA; NUTMAN, 2012).

A transmissdo do parasito S. stercoralis pode ocorrer de varias formas: a
autoinfeccdo externa, em que as larvas L1 na regido perianal de individuos infectados
diferenciam-se em L3 e penetram, completando o ciclo direto. A infec¢do interna, onde

larvas L1 na luz intestinal de individuos infectados diferenciam-se em L3 e penetram a
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mucosa intestinal. A autoinfeccdo interna pode provocar a elevagdo do nimero de parasitos
no intestino e nos pulmdes levando a hiperinfeccdo. A disseminagdo é encontrada em
infeccbes onde os parasitos sdo encontrados em sitios ectopicos sendo relacionadas as
formas graves dos casos de imunossupressdo (SIDDIQUI; BERK, 2001; GONCALVES et
al., 2010; COSTA-CRUZ, 2011)

1.3 Epidemiologia da estrongiloidiase humana

A prevaléncia mundial de S. stercoralis, segundo estudos epidemioldgicos, varia
bastante, sendo entre 30 e 100 milhdes de pessoas infectadas no mundo e é decorrente de
varios fatores, principalmente idade, diferencas geogréaficas e socioeconémicas (SING et
al., 1999; VLADAMUD et al., 2006; BENINCASA et al., 2007; PAULA; COSTA-CRUZ,
2011; BUONFRATE et al., 2012).

Considera—se que as infeccBes parasitarias s80 comuns mesmo em paises
desenvolvidos, pois, a relacdo entre habitacdo e parasitismo confirma que as condicdes
socioecondémicas podem comprometer o estado de salde pela facilidade de contaminacao
fecal. Assim, a melhoria nas condi¢des sociais e sanitarias sdo urgentemente necessarias
(JOHNSTON et al., 2003; MANGANELLI et al., 2012).

A estrongiloidiase é um desafio tanto médico quanto social sendo um risco para
doenca negligenciada pelas autoridades de saude. Para a confirmacdo da doenca, alguns
dados sdo subestimados, uma vez que a baixa e irregular excrecdo das larvas dificulta o
diagndstico parasitolégico (RAMANATHAN; NUTMAN, 2008; PAULA; COSTA-
CRUZ, 2011). Estudos epidemioldgicos mostram a predominancia da estrongilodiase entre
a faixa etaria de zero a 15 anos (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; COSTA-CRUZ, 2011).

De acordo com a prevaléncia, a estrongiloidiase & divida em trés categorias
denominadas: casos esporadicos (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica (>5%) (PIRES;
DREYER, 1993). A nivel global, estima-se que entre 10% e 40% da populacdo esteja

infectada pelo parasita em paises tropicais e subtropicais. Em paises com poucos recursos
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socio econdmicos a taxa de infecgdo de S. stercoralis possa chegar a 60% (COSTA-CRUZ,
2011; SCHAR et al., 2013).

Entre os anos 1991 e 2006 cerca de 400 mortes por Strongyloides foram relatados
por hiperinfeccdo. Entre 2006 e 2010, foram relatados uma estimativa de 69% de Gbitos em
imunodeprimidos (MANI et al.,, 2013). Estudos apontam que a ocorréncia da
estrongiloidiase em individuos imunocomprometidos, individuos hospitalizados, infectados
por HIV/AIDS, portadores de cancer, alcoodlatras, e transplantados assume grande
importancia 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 prevaléncia é bastante
variavel; Paula e Costa-Cruz (2011) mostraram que 0 pais possui prevaléncia de 5,5%
havendo uma variacdo de 3,9 para 7,9% entre as regifes, mas, ndo houve variacdo entre a
area rural (4,8%) e urbana (5,0%). Em Uberlandia, Estado de Minas Gerais, a ocorréncia
de infecgdes por parasitos intestinais em pacientes com AIDS foi de 12% infectados por S.
stercoralis e 4% de infec¢cdes por outros helmintos. Estes dados caracterizam o pais como
hiperendémico para S. stercoralis (PAULA; COSTA-CRUZ, 2011).

1.4 Sintomatologia da estrongiloidiase humana

A infeccdo por S. stercoralis varia de assintomatica as manifestacdes de extrema
gravidade associada a mortalidade. As formas sintométicas da estrongilodiase apresentam
inicialmente alteracBes cutaneas causadas pela penetracdo das larvas na pele e
caracterizadas por lesdes maculopapulares causadas pela larva currens, ou larva migrans
decorrente da penetracdo da larva por via cutdnea no individuo causando uma lesdo
urticariforme, pruriginosa, Unica e ocasionalmente multipla. As regides mais atingidas sao
as areas proximas a regiao perianal como a nadegas, virilha e tronco; pode ocorrer também
nas extremidades do corpo e na cabeca, mas em propor¢des bem menores comparadas as
regides proximas a perianal (SIDDIQUI; BERK, 2001; RIBEIRO et al., 2005).

ApOs a penetracdo do parasito (ovos, larvas e parasitos adultos) na mucosa do
intestino delgado, pode ocasionar alguns sintomas como a sindrome de ma absorcao,

anorexia grave, diarreia, dor abdominal, colicas, constipacdo, perda de peso, febre,
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vomitos, prurido anal, hematémese, ulceracdo gastrointestinal e hemorragia. A cronicidade
origina formas graves de hiperinfeccdo e disseminacao, esses quadros, quando nao 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 migracdo de larvas para os
pulmdes tais como a tosse seca, dispneia, crises asmatiformes, hemorragia alveolar e
edema pulmonar caracterizam a Sindrome de Loefler (MUKERJEE et al., 2003;
VIJAYAN, 2009; COSTA-CRUZ, 2011; BAVA et al., 2013).

A imunossupressdo relacionada ao uso de corticosteroides sistémicos ou devido a
doencas intercorrentes (HTLV-1, infeccdo por HIV, transplante de 6rgaos e outras doencas
infecciosas) pode aumentar o risco de sindrome de hiperinfeccdo em pacientes com
estrongiloidiase. As manifestacdes da sindrome de hiperinfeccdo séo divididas em doenca
intestinal e extraintestinal (BAILEY, 1989; CELEDON et al., 1994; KEISER; NUTMAN,
2004).

A hiperinfeccdo ou autoinfeccdo acelerada resulta de uma alteracdo no estado
imune e implica na exacerbacdo de sintomas gastrointestinais e pulmonares. Os sintomas
gastrointestinais sdo associados ao ileo paralitico, diarreia, edema e hipoalbuminemia.
Manifestacdes pulmonares incluem respiracdo ofegante, rouquiddo, fibrilagdo 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 6rgdos e sistemas.
A penetracdo de grande numero de larvas através da parede intestinal pode ser associada a
organismos microbianos que estas carregam na corrente sanguinea tais como estreptococos
do grupo D, Candida, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Pseudomonas, Enterococcus faecalis e Streptococcus pneumoniae. O risco de sepse é
aumentado especialmente em pacientes imunodeprimidos. Se ndo tratada, a taxa de
mortalidade da doenca disseminada se aproxima a 100% (DE BONA,; BOSSO, 2008;
MEJIA; NUTMAN; 2012).
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1.5 Resposta imune do hospedeiro

As principais alteracdes imunoldgicas induzidas por infec¢es helminticas séo
eosinofilia e producdo de IgE. A resposta mediada por Th2 é associada com a protecéo do
epitélio intestinal em individuos infectados por S. stercoralis bem como em modelos
experimentais. O parasito provoca a liberacdo de citocinas, tais como IL-10, que séo
capazes de regular as manifestacdes imunoldgicas e funcionais; em animais infectados, a
inflamacdo alérgica evita a migracdo do parasito e do seu estabelecimento (FINKELMAN
etal., 1994; NEGRAO-CORREA et al., 2004; SCHILTER et al., 2010).

As respostas imunitarias induzidas por parasitos nematdides sdo reguladas por
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. A primeira defesa do hospedeiro contra helmintos é
controlada pela producdo de mediadores da inflamacdo como a interleucina IL-1 em
associacdo ao fator de necrose tumoral, aos quais estimulam o aumento da producdo de
muco pelas células caliciformes intestinais. O aumento de niveis de IL-5 associados com
eosindfilos parecem ter ligacdo na eliminacdo do parasito. A citocina IL-4 atua em sinergia
com a IL-13 e regulam a mastocitose intestinal. A 1L-13 tem sido associada com o controle
da hiperplasia das células caliciformes e também na capacidade de eliminar os parasitos
(NEGRAO-CORREA et al., 2004; MACHADO et al., 2007).

A resposta imune inata as larvas de S. stercoralis em camundongos é caracterizada
pelo recrutamento de neutrofilos, macréfagos e eosinéfilos. Do mesmo modo, S.
venezuelensis induz um aumento de eosindfilos e células mononucleares no sangue, fluido
da cavidade peritoneal e no liquido broncoalveolar (MACHADO et al., 2008; BONNE-
ANNEE et al., 2011; GONCALVES et al., 2012).

A imunidade adquirida a S. stercoralis, tem sido extensivamente descrita em
modelos animais pela resposta de anticorpos que reagem a infeccdo (KROLEWIECKI et
al., 2013). As imunoglobulinas 1gG e 1gG1 séo correlacionadas com diminui¢do no nimero
de fémeas parasitas; a IgG e IgE agem em conjunto para acelerar a expulséo de S.
venezuelensis. Tanto em modelos experimentais como em individuos infectados por S.
stercoralis, observa-se resposta Th2 associada a protecdo do hospedeiro, mastocitose

intestinal, producdo de IgE e eosinofilia sendo que durante os primeiros trés dias de
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infeccdo, os niveis de IL-4, IL-5 e IFN-y é maior nos pulmdes (MACHADO et al., 2007;
SCHILTER et al., 2010; MATSUMOTO et al., 2013).

As infecgBes graves tém sido associadas a imunossupressao, especialmente quando
h& comprometimento da imunidade mediada por células Th2, como ocorre em linfomas,
leucemias agudas ou cronicas, carcinomas metastaticos, sindrome nefrdtica,
glomerulonefrite cronica, subnutricdo, alcoolismo diabetes mellitus, transplante renal,
HIV, AIDS, uso de corticosteroides ou de outros imunossupressores. Os corticosteroides e
seus metabolitos exercem um efeito estimulatorio direto sobre as larvas intraintestinais
acelerando sua conversédo (rabditoide em filarioide), favorecendo a autoinfecgédo ou ainda,
um efeito sobre a fémea parasita levando ao aumento da oviposi¢édo (KEISER; NUTMAN
2004; GONCALVES et al., 2012).

1.6 Diagnostico da estrongiloidiase

O diagnostico clinico da estrongiloidiase é dificil, pois, além da excrecéo larval ser
irregular, a maioria dos casos € assintomatico. A deteccdo de casos latentes de S.
stercoralis é de suma importancia e visa diminuir a morbidade e mortalidade da infec¢éo.
A taxa de deteccdo dos métodos convencionais é baixa e exames repetidos de fezes ao
longo de dias consecutivos, € essencial para o diagnéstico (SIDDIQUI; BERK, 2001;
CONCHA et al., 2005; MOGHADDASSANI, et al., 2011; SCHAR et al., 2014).

A triagem de pacientes assintomaticos para a infec¢do por Strongyloides é
importante para prevenir a sindrome de hiperinfeccdo. Entre os testes disponiveis, 0s testes
imunolégicos sdo confidveis em populacbes de areas endémicas e ndo endémicas
(KEISER; NUTMAN, 2004; COSTA-CRUZ; 2011; BAVA et al., 2013).

A estrongiloidiase disseminada é rara entre a populagdo imunocompetente, e muito
importante em individuos imunodeprimidos (KIA et al., 2007). Em areas endémicas o erro
diagnostico, o tratamento inadequado e a sindrome de hiperinfeccdo por imunossupressao
sdo frequentes e contribuem para a alta taxa de mortalidade. Os métodos parasitoldgicos,
normalmente empregados para o diagnéstico, baseados no hidro e termotropismo das

larvas, sdo de baixa sensibilidade devido a pouca eliminagdo de larvas nas fezes e a seu
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carater intermitente (GONCALVES, et al., 2010; PAULA; COSTA-CRUZ, 2011;
MARCILLA etal., 2012; AHMAD et al., 2013).

Os métodos de coprocultura mais utilizados no diagnéstico de Strongyloides séo o
Método de Loss (carvdo vegetal), cultura em placa de agar (fezes semeadas em agar
contendo extrato de carne, cloreto de sédio e peptona), Harada & Mori (papel de filtro em
tubos) e Brumpt (papel de filtro em placa de petri) (REY, 2011; COSTA-CRUZ, 2011).

O aperfeicoamento dos métodos de diagnostico imunoldgico representa um avanco
na determinacdo da infeccdo em populacbes de risco como criangas, gestantes,
imunossuprimidos; e nos casos de infeccdes leves, possibilitam a indicagéo do tratamento
especifico o que melhora a sobrevida de pacientes acometidos pela estrongiloidiase
disseminada. Uma importante vantagem dos testes imunologicos, em relacdo aos
parasitologicos, é que eles ndo dependem do nivel de excrecédo larval (RIGO et al., 2008).

Os testes imunoldgicos sdo muito utilizados na rotina laboratorial no diagnostico de
S. stercoralis. O mais importante deles, € o teste de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), pela facilidade de aplicacdo da técnica e maior sensibilidade. No
entanto, a utilizacdo de alguns métodos, podem ter limitacdes; se o resultado for positivo, a
analise microscopica é necesséria (SIDDIQUI; BERK, 2001; MARCOS et. al., 2008;
MOGHADDASSANI et al., 2011). Entretanto, o teste ELISA e a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) podem ser importantes tanto em diagnosticos
individuais como em estudos epidemioldgicos, sendo testes rapidos e de baixo custo
(SATO; TOMA, 1990; RIGO et al., 2008; GONCALVES et al., 2010).

Coproantigenos tém sido desenvolvidos para o diagndstico de varias infeccdes
intestinais. Em geral, os anticorpos criados contra extratos de parasitas sdo revestidos em
placas de microtitulacdo e, em seguida o antigeno fecal é capturado e detectado com o
mesmo ou 0 segundo anticorpo especifico do parasito, em um ensaio de captura. A
utilizacdo de anticorpos monoclonais aumenta a sensibilidade e a especificidade de tais
ensaios. A deteccdo de coproantigenos possibilita o diagnostico precoce de uma parasitose,
fato relevante nos casos assintomaticos e de imunossupressdao. O diagndstico da
estrongiloidiase humana atraves da deteccdo de coproantigenos pode ser uma abordagem
sensivel e promissora, mas que necessita de mais pesquisas (GONCALVES et al., 2010;
SYKES; MACCARTHY, 2011).

Véarios métodos de diagndstico moleculares tém sido empregados e dentre eles a

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser um método altamente sensivel para
25



detectar agentes patogénicos em infeccdes (NUNEZ, et al., 2001). O passo inicial para a
execucdo da tecnica 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, expectoracédo, fezes ou de tecido fixados em formalina; pode ser utilizado para a
deteccdo de bactérias, virus, fungos e parasitas, diagndstico de doencas ou disturbios
genéticos, investigacdo forense e identificacdo historica (SITTA, 2013).

A regido 18S do gene do RNA ribossomal tem sido utilizada como alvo de analises
filogenéticas de S. stercoralis (DORRIS et al., 2002). Com base na estrutura secundéria de
18S rDNA, foram encontradas as regides hipervariaveis (I a 1V); A regido IV é adequada
para a diferenciacdo de espécies, pois o0s arranjos de nucleotideos sdo especificos. Isolados
de S. stercoralis de varias faixas geograficas mostraram ligeira diferenca no tipo |
(PUTLAND et al., 1993; DORRIS et al., 2002; HASEGAWA et al., 2009).

Pontes e colaboradores (2003), demonstraram que a PCR foi muito mais sensivel
do que a técnica de Kato-Katz (KATZ et al. 1972) e apresenta maior sensibilidade que os
métodos parasitoldgicos convencionais durante infec¢cbes menos intensas, sinalizando que
a PCR pode ser uma alternativa atil em relacdo 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 alcancaram 100% de especificidade e alta sensibilidade. A utilizagdo
desta técnica pode facilitar o controle da prevaléncia e intensidade de infeccBGes por S.
stercoralis. Além disso, a utilizacdo desta técnica é viavel nos laboratorios de diagnostico
molecular, com um aumento de duas vezes na taxa de detec¢do. A tecnologia de PCR tem
se tornado disponivel em centros de pesquisa de paises desenvolvidos. Além disso, tem a
capacidade de detectar patdgenos simultaneamente em um ambiente utilizando multiplex
de PCR com economia de tempo, esforco e custo (VERWELN et al., 2009; RAYAN et al.,
2012). A PCR pode ser indicada como método altamente sensivel para a deteccdo de
protozoarios e helmintos (WONGRATANACHEEWIN et al., 2001; PONTES et al.,
2003).

O desenvolvimento de testes altamente sensiveis para detectar casos de
estrongiloidiase é importante para prevenir infec¢coes fatais; Em um estudo, comparou-se a
sensibilidade entre 0 método de PCR e a determinacdo classica 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 diagnéstico molecular por PCR tem evidenciado alta sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade, desenvolvimento em larga escala e menor tempo no
diagndstico. Nos ultimos anos, algumas técnicas baseadas em PCR, foram desenvolvidas e
utilizadas para a deteccdo de diferentes parasitos intestinais em amostras de fezes. A
avaliacdo de tais técnicas sdo necessarias para superar as limitacdes dos atuais métodos de
diagnostico (WEISS, 1995; BASUNI et al., 2011; MOGHADDASSANI et al., 2011).

1.7 Imunossupressao e acdo modulatdria da dexametasona

Os glicocorticoides inibem a acdo de IL-5 na sobrevivéncia dos eosindfilos,
diminuem a resposta imune, inibem a ativacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células
inflamatorias, como eosinéfilos e mastdcitos através do bloqueio das citocinas IL-4, IL-5 e
IL-13 (WALLEN et al., 1991; NEGRAO-CORREA et al., 2004; GONCALVES, et al.,
2008).

O NF-kappa B (fator nuclear kappa ) € um regulador do sistema imunolégico e
pode ser um alvo para a imunossupressao mediada por glicocorticoides. O NF-Kappa o
(fator nuclear Kappa o) provoca a translocagdo de NF- kappa B para o nlcleo, diminuindo
significativamente a secre¢do de citocinas e efetivamente, bloqueia a ativacdo do sistema
imunolégico. Devido as propriedades imunossupressoras, 0s glicocorticoides sdo muito
utilizados na pratica clinica (SCHEINMAN et al., 1995).

Estudos demonstraram que o uso de drogas como a dexametasona pode contribuir
para a analise dos mecanismos envolvidos na utilizacdo de Rattus norvegicus Wistar
imunossuprimidos e experimentalmente infectados por S. venezuelensis (TEFE-SILVA et
al., 2008; GONCALVES et al., 2012).
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1.8 Modelos experimentais na estrongiloidiase

A utilizagdo de S. venezuelensis em modelos experimentais, mantidos em roedores
tem auxiliado nos estudos de biologia molecular, interacdo parasito — hospedeiro e fonte de
antigeno para padronizacdo de novas técnicas no imunodiagndstico da estrongiloidiase
humana (TAIRA et al., 1995; GONCALVES et al., 2010; GONCALVES et al.,2012).

Strongyloides venezuelensis possui uma rota de migracdo pela corrente sanguinea
até os pulmdes 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 parasitaria). A fase parasitaria
inicia-se com a penetracdo 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 limitacGes em se desenvolver testes sorol6gicos mais sensiveis
e especificos ¢ a dificuldade em obter quantidades suficientes de antigenos, que permitam a
sua andlise. Pesquisas experimentais tém sido realizadas visando aumentar a obtencéo de
antigenos. Estudos ja comprovaram que S. venezuelensis infectantes em roedores
apresentam reacdo cruzada com os antigenos de S. stercoralis, 0 que permite utiliza-los
para o diagndstico da estrongiloidiase 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 informacdes que sdao comparadas com a
resposta imune & infeccdo humana (SATO; TOMA, 1990; BONNE-ANNEE et al., 2011;
GONGALVES et al., 2012).

A infeccdo experimental por S. venezuelensis em ratos também € utilizado para
detectar a acdo de medicamentos na estrongiloidiase, 0 que permite o direcionamento
quanto ao tratamento da doenca em humanos e em animais. Com o intuito de contribuir
para melhor agdo terapéutica, a avaliacdo experimental em ratos parasitados pelo S.
venezuelensis é realizada com a administragdo do medicamento por via oral e observagédo
do comportamento perante larvas e vermes adultos (AMATO NETO et al., 1997).

As infecgdes helminticas em modelos murinos tornaram-se importantes ferramentas

para identificacdo de mecanismos de protecdo mediada por células imunitarias efetoras
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especificas frente a infecgdo por S. venezuelesis, dentre essas células pode-se destacar 0s
mastdcitos, eosinodfilos 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 imunitaria natural e adquirida em ratos, S. venezuelensis
também tem sido utilizado para padronizar novas técnicas imunoldgicas para otimizar
diagndstico de estrongiloidiase humana (MARRA et al., 2010) e apresenta uma alternativa
de obtencdo de antigenos heterélogos. Além de ser uma espécie de facil obtencdo e
manutencdo em laboratorio, apresenta bom rendimento larval em culturas de fezes
utilizando-se carvao; além de minimizar o risco de infeccdo durante a manipulagéo
(COSTA-CRUZ et al., 1997; MACHADO et al., 2007; GONGCALVES, et al., 2010).
Assim, tendo como modelo experimental o roedor Rattus norvegicus, hospedeiro
natural de S. venezuelensis, acredita-se que a padronizacéo e a comparacdo dos métodos de
diagndstico pelo OPG, deteccdo de coproantigenos pelo ELISA e amplificagdo de bandas
pela PCR em amostras de fezes de roedores imunossuprimidos, coletadas em diferentes

dias, represente eficiéncia, aplicabilidade e perspectiva no diagnostico da estrongiloidiase.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Comparar as técnicas de OPG (Contagem de ovos por grama de fezes), deteccdo de
coproantigenos pelo ELISA (Enzyme Linked Immnunosorbent Assay) e PCR (Reacéo
em Cadeia da Polimerase) em uma cinética de liberacdo de ovos nas fezes de ratos
(Rattus  norvegicus Wistar) ndo imunossuprimidos e  imunossuprimidos,

experimentalmente infectados por S. venezuelensis.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o nimero de ovos liberados em amostras de fezes através da técnica de
OPG:;

e Avaliar a deteccdo de coproantigenos em amostras de fezes através do ELISA

utilizando anticorpo policlonal de S. venezuelensis;

e Avaliar a infeccdo experimental em amostra de fezes através da amplificacdo da
regido 18S do RNA ribossomal por PCR;

e Auvaliar a eficiéncia e comparar os resultados dos diferentes métodos de diagndstico

utilizados na deteccédo do parasito.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Diagnostico de Parasitoses, Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sendo aprovado pelo
Comité de Etica na Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia
(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 principios éticos em pesquisa animal adotados pelo CEUA e pelo Centro de
Bioterismo e Experimentagdo Animal (CBEA/UFU) onde os ratos foram mantidos durante

0 periodo experimental.

Os animais foram divididos em quatro grupos:

Grupo | (ratos ndo imunossuprimidos): animais selvagens infectados com S.

venezuelensis, n=30.

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

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

Grupo 111 (ratos controle ndo imunossuprimidos): animais nao infectados, n=6.
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Grupo 1V (ratos controle imunossuprimidos): animais imunossuprimidos com fosfato

de dexametasona e ndo infectados, n=6.

Para cada ponto da cinética experimental (0 e 5, 8, 13 e 21 dias pos- infeccao
(d.p.1)), foram utilizados 6 animais. Sendo que para a padronizacdo dos testes
imunologicos foram utilizados trés ratos controle ndo infectados e trés ratos
imunossuprimidos ndo infectados. O protocolo experimental deste estudo foi seguido de

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

3.3 Obtencao 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 Laboratorio de Parasitologia do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Sdo Paulo, Brasil e foi
gentilmente cedida pela Prof?. Dra. Marlene Tiduko Ueta para a infeccdo experimental.

As larvas rabditoides (L1 e L2) de S. venezuelensis sdo liberadas de ovos presentes
nas fezes dos ratos Wistar infectados. Essas larvas foram mantidas em cultura de carvéao
animal granulado por 3 dias a 28 °C, segundo Looss (IN: NEVES et al., 2005). Ap0s 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 carvdo animal Umido. Para a mistura foi utilizado
béquer, bastdo de vidro, luvas descartaveis e recipientes de plasticos descartaveis (100

mL). Os recipientes foram cobertos com gaze cirdrgica e as culturas foram colocadas em
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estufa BOD - Biochemical Oxygen Demand (TE 390, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a
temperatura de 25°C e 70% de umidade por trés dias. Apos 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 recuperacdo das larvas filarioides de S. venezuelensis ap6s coprocultura pelo
método de Looss (IN: NEVES et al., 2005) foi baseada no método de Rugai, Mattos e
Brisola (1954).

Célices de sedimentacdo foram preenchidos com agua corrente aquecida a
temperatura de 40-45°C. Os recipientes de cultura foram cobertos com gaze e embocados
para o interior dos célices, de modo que a &gua alcancasse toda a extensdo da abertura. O
sistema célice e recipiente foram mantidos em repouso por um periodo 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 solucédo salina tamponada de fosfato (PBS) (0,15 M, pH 7,2), durante
trés minutos para retirada dos residuos.

Apos a ultima lavagem, o sedimento de larvas foi ressuspenso em PBS e 10 pL
desta suspensdo foi diluida e analisada em microscopio Optico 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

infeccdo experimental.
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3.4 Imunossupressdo com fosfato de dexametasona

Os ratos Wistar (120g) do grupo Il e do grupo IV foram imunossuprimidos com
Fosfato de Dexametasona 5 g/mL em &agua durante 5 dias para a supressdo imune
(ROMAND et al., 1998). A solucao foi preparada e colocada em mamadeiras nas gaiolas e
diariamente, durante o periodo de imunossupressdo essa solugdo foi reposta conforme o

consumo dos animais.

3.5 Infeccdo experimental dos animais

Ap0s a imunossupressao e quantificagdo das larvas L3, o total de 30 ratos do grupo

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

3.6 Contagem de ovos/grama de fezes e producéo 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 imido. Em 1/3
do material fecal (aproximadamente 2g) foi realizada a pesquisa de ovos, 1/3 foi estocada a
-20°C para a producdo do sobrenadante fecal utilizado no teste imunoldgico e 1/3 foi
destinada a extracao de DNA.

A estimativa do nimero de ovos/g de fezes foi realizada segundo o método de
Cornell-MacMaster (GORDON; WHITLOCK, 1939). Para a preparacdo 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 suspensdo foi misturada em tubos e entéo
centrifugada a 1500 x g por 30 minutos.

3.7 O teste ELISA para detecgdo de coproantigenos

Apo6s a padronizacdo do teste ELISA descrita por Gongalves et al., (2010), a
cinética de deteccdo de coproantigenos pelo teste ELISA foi realizada em placas de
microtitulacdo de alta afinidade (Corning- Costar, Laboratory Sciences Company, NY,
USA) sensibilizadas com 50 ul./pogo de IgG anti-larva de S. venezuelensis (40 pg/mL) em
tampé&o 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 ¢ entdo foram adicionados 50 pL das
amostras de sobrenadante fecal de todas as amostras (1:8) diuidas em PBS-T.

As placas foram incubadas por 45 minutos a 37°C, lavadas como descrito
anteriormente ¢ incubadas com 50 uL do conjugado (anticorpo policlonal marcado com
peroxidase) no titulo de 1:40 por 45 minutos a 37°C, sendo lavadas novamente e reveladas
pelo substrato H,O, (Merck) + o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich Co.,
Deisenhofen, Germany), apés 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a
reacédo foi interrompida adicionando-se 25 pL de H,SO4 2N (Merck).

A densidade 6ptica (DO) foi determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiskan;
Flow Laboratories, McLean VA) utilizando filtro de 492 nm. Os resultados foram
expressos como Indice ELISA (IE), de acordo com a férmula: IE = DO amostra/cut off,
onde cut off foi estabelecido como a média de DO de trés controles negativos acrescida de

dois desvios padrdes. As amostras foram consideradas positivas quanto IE > 1
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3.8 Diagnostico 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 padronizacdo do diagndstico molecular.

3.8.2 Extracdo de DNA

Para a extracdo 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
tampdo ASL (QlAamp DNA Stool Minikit) e colocadas em nitrogénio liquido.
Posteriormente, seguiu-se o protocolo de extracdo do DNA de acordo com conforme
instrucdes do fabricante QIAamp DNA Stool Minikit (QIAGEN®, Hilden, Germany).

3.8.3 Quantificagdo de DNA das amostras

As amostras tiveram sua concentracdo 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 preparagdo foi dada pela
reacdo da absorbancia do DNA/proteina. Todas as amostras da cinética apresentaram a
concentracdo de DNA aproximada de 100 ng/pL.
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3.8.4 Controles

Foi utilizado como controle positivo, 0 DNA extraido de larvas de S. venezuelensis
obtidas de amostras positivas de cultura em carvdo (tamanho predito de 340 pb) um
controle de Syphacia muris um helminto encontrado em intestino de roedores de
laboratério (tamanho pré-dito de 380 pb) segundo Marra et al., (2010). O controle negativo
foi composto do mix da reacdo de PCR (10 x PCR Buffer; MgCl,; dNTPs; Iniciadores e
Taqg Polimerase, Invitrogen, Life Technologies), sem o produto de DNA, substituido por

agua destilada.

3.8.5 Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR)

Iniciadores

Foi utilizado um par de iniciadores desenhados a partir de revisfes literarias
(DORRIS et al., 2002) e de avaliagdes 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 Deteccdo de DNA de S. venezuelesis

Iniciador Sequéncia FT ™ Ref.

Foward
género- 5’AAAGATTAAGCCATGCAT 340pb  60°C  Dorris et al., 2002
especifico Reverse:

5’GCCTGCTGCCTTCCTTGG

FT- fragmento tedrico; TM —Temperatura de anelamento

3.8.6 Reacdo de PCR

A Reagdo de Polimerase em Cadeia foi realizada no volume final de 10uL, sendo
10pL do mix, contendo 1,0 uL de tampdo, 0,6 pL de cloreto de magnésio, 0,5 pL de
dNTPs, 0,5 pL de cada iniciador (foward e reverse) e 0,1uL de Platinum® Taq DNA
polimerase (5U/uL, Invitrogen, Life Technologies); 100 ng do produto de DNA e agua
destilada para cada amostra.

Os ciclos de amplificacdo foram de 95°C por 5 minutos para desnaturagéo inicial,
seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos para deshaturacdo; de 60°C por 30
segundos para anelamento e 72°C por 30 segundos para extensdo e extenséo final de 72°C
por 5 minutos. A reagdo de PCR foi realizada no termociclador Master cycler ep gradient S
thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.8.7 Eletroforese

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

poliacrilamida 5%, contendo 2 uL de cada produto de PCR diluido em tampéo de corrida
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(BlueJuice™ Gel Loading Buffer, Invitrogen, Life Technologies). A corrida do gel seguiu-
se em tampdo TBE 1X (Invitrogen, Life Technologies), sob tensdo 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
didesoxinucleotideos (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 entdo submetidos a reacdo de sequenciamento para incorporagao
dos ddNTPs marcados. Foram utilizados um par de iniciadores (género-especifico) que
geraram sequéncias em torno de 340bp. Os amplicons foram sequenciados em ambos 0s
sentidos da fita de DNA (sense e antisense) para garantir a confiabilidade dos resultados.

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit ABI PrismR BigdyeTM
Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com modificagdes no protocolo
proposto pelo fabricante. Para o sequenciamento foram utilizados 4pl de BigDye Mix; 2 pl
de buffer 5x (200mM Tris-HCI pH 9,0 + 5mM MgCl,); 2ul de cada iniciador, 2ul do
produto purificado e 10ul de dgua Mili-Q com volume final de reacdo de 20pl.

As condicdes da PCR de sequenciamento foram: 92°C por dois minutos, 96°C por
30 segundos, 52°C por 30 segundos e extensdo final de 30°C por quatro minutos.

O produto da PCR de sequenciamento foi precipitado adicionando 65l de solugao
(EDTA 125 Mm e etanol absoluto), seguido pela incubacdo por 15 minutos em
temperatura ambiente (TA) e centrifugacdo por 30 minutos a 14.000 rpm a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e adicionado 60 pl de etanol 70% ao pellet,
seguindo-se centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente. Foi
adicionado 10 pl de formamida e seguindo incubacgdo a 95°C. 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
amplificacdo da PCR convencional foram analisadas por sequenciamento para confirmacao
dos produtos esperados. As sequéncias geradas foram alinhadas utilizando o programa
BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html) e comparadas com outras
sequéncias presentes no banco de dados (http://nchi.nim.nih.gov/GenBank/tbl2asn2),
utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment search Tool).

3.8.9 Andlise da sequéncia em banco de dados

A sequéncia foi obtida em forma de cromatograma e a edi¢cdo das ambiglidades foi
realizada de acordo com os resultados do sequenciamento. A sequéncia parcial da amostras
foi submetida a analise 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 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada por porcentagens simples com a utilizacdo do

software Excel e descri¢cdo qualitativa dos resultados obtidos.

3.8.11 Normas de Biossegurancga

Todo o procedimento de colheita, manuseio dos materiais bioldgicos e reagentes,
bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranca descritas por Mineo et al. (2005).
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4. Resultados

4.1 OPG (Contagem de Ovos nas fezes)

Em ratos ndo imunossuprimidos, observou-se que a cinética de eliminacdo de ovos
em amostras fecais ocorreu somente nos dias 5, 8 e 13. No grupo dos animais
imunossuprimidos, ocorreu ovoposi¢do em todos os dias da cinética, sendo que, no dia 8,

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

150000+
L3 ndo imunossuprimido
" Bl imunossuprimido
$ |—| Imun prinmi
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g 50000- I
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0 5 8 13 21

Dias pos-infecgao

Fig. 1. Cinética de eliminacdo de ovos/g de fezes de ratos ndo imunossuprimidos e
imunossuprimidos infectados por S. venezuelensis. ** p<0,01.
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4.2 Deteccdo de coproantigenos pelo ELISA

A detecgdo de antigenos nas fezes em animais ndo imunossuprimidos ocorreu em
toda a cinética experimental, sendo maior a deteccdo no dia 13 e 21 pds-infec¢do. Em

animais imunossuprimidos a detec¢do de coproantigenos foi observada em toda a cinética.

3 ndo imunossuprimido
80 Bl imunossuprimido

=

0.0 5.0 8.0 13.0 21.0
Dias pos-infeccao

% de Detecg¢do de coproantigeno

Fig. 2. Deteccdo de coproantigenos de ratos ndo imunossuprimidos e imunossuprimidos
infectados por S. venezuelensis.

4.3 Diagndstico molecular — Reacdo 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 ndo infectado. As bandas de S. muris e as bandas de rato
ndo infectado foram utilizadas como controle negativo, ambas para distinguir a deteccéo de

S. venezuelensis. Foram visualizadas outras bandas inespecificas amplificadas nas amostras
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fecais com utilizacdo de primers género, pois, embora distinta do controle positivo, ndo foi
possivel associar a um parasito especifico (Fig. 3).

nio imunossuprimidos

imunossuprimidos

M 1 2 3 q 5 6 7 8

Fig. 3. Perfis eletroforéticos obtidos por PCR de amostras de fezes de ratos néo
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 ndo 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 ap6s a infeccéo
respectivamente). Linha 8: controle negativo (sem DNA).

4.4 Sequenciamento

A sequencia foi analisada por comparagdo com sequéncias ja descritas em bancos
de dados de dominio publico. Através da andlise das sequéncias de nucleotideos foi
possivel a caracterizacdo 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

Score Expect Identities Gaps Strand

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

Information
Range 1: 1 to 329GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Fig. 4.

32

92

61

152

121

212

181

272

241

332

301

GTTTTAAACATGAAACCGCGGAAAGCTCATTATAACAGCTATAGACTACACGGTAAATAT

Frrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e
GTTTTAAACATGAAACCGCGGAAAGCTCATTATAACAGCTATAGACTACACGGTAAATAT

TTTAGTTGGATAACTGAGGTAATTCTTGAGCTAATACACGCTTTTTATACCACATTAGTG

Ferrrr reerrrr re rrrrrrrrrr e e et r e e
TTTAGTNGGATAACCGATGTAATTCTTGAGCTAATACACGCTTTTTATACCACATTAGTG

GTGCGTTTATTTGATTAAACCATTTTTTCGGTTGACTCAAAATATCCTTGCTGATTTTGT

CEErer rrrrrrt rrr e e e e e e e e e e e e e e e
GTGCGTGGATTTGATGAAACCATTTTTTCGGTTGACTCAAAATATCCTTGCTGATTTTGG

TATTAAAACATACCGTATGTGTATCTGGTTTATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTGGCCT

FEErrrrrrrrrrrre e e e e et e e e e e e e e e e e e
TATTAAAACATACCGTATGTGTATCTGGTTTATCAACTTTCGATGGTAGGGTATTGGCCT

ACCATGGTTGTGACGGATAACGGAGAATTAGGGTTCGACTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAA

FEErrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e e e
ACCATGGTTGTGACGGATAACGGAGAATTAGGGTTCGACTCCGGATAGGGAGCCTGATAA

ACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGG 361

FEEEEE TRt trrrrrrd
ACGGCT-CCACATCCAAGGAANGCAGCAGG 329

91

60

151

120

211

180

271

240

331

300

Sequéncia do gene referente a subunidade 18S do rRNA de S. venezuelensis
depositada no banco de dados NBCI.
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4.5 Comparacao da sensibilidade das técnicas de OPG, detec¢do de coproantigenos
pelo ELISA e PCR

Comparando-se 0 OPG, a deteccdo de coproantigeno pelo ELISA e a PCR
utilizando o primer genérico, observou-se no grupo ndo imunossuprimidos, a liberacédo 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 deteccdo de coproantigeno, 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 presenca 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

presenca de bandas amplificadas na PCR observadas em toda a cinética de infeccéo.

A tabela 2 sumariza a comparacdo entre os métodos parasitolégico, imunolégico e
molecular em amostras fecais de ratos ndo imunossuprimidos e imunossuprimidos

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

coproantigenos pelo ELISA e bandas amplificadas na PCR (Reacdo em Cadeia da

Polimerase) de ratos ndo imunossuprimidos e imunossuprimidos experimentalmente

infectados por S. venezuelensis.

Dias pos-infecgéo OPG Coproantigenos PCR
N&o imunossuprimidos
0 - - -
05 + + +
08 + + +
13 + + +
21 - + +
Dias pos-infecgdo OPG Coproantigenos PCR
Imunossuprimidos
0 - - -
05 + + +
08 + + +
13 + + +
21 + + +

Resultado positivo: +

Resultado negativo: -
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5. Discussao

A estrongiloidiase é responsavel por infecgbes cronicas assintomaticas em
imunocompetentes e em pacientes imunossuprimidos, tem assumido importancia medica
pelo crescente numero de obitos e individuos acometidos (KEISER; NUTMAN, 2004,
PAULA; COSTA-CRUZ, 2011; BISOFFI et al., 2014). A deteccéo de S. stercoralis pelos
métodos convencionais € dificultada pela intermiténcia do padrdo de excrecéo larval; assim
sendo, a combinacdo de outros métodos de diagndstico sdo alternativas necessarias
(SIDDIQUI; BERK, 2001; GONCALVES et al., 2012; PAULA et al., 2013).

Os procedimentos experimentais descritos mostraram que, em ratos néo
imunossuprimidos, o diagndstico parasitologico pelo OPG foi negativo no final da cinética,
porém, observou-se positividade na deteccdo de coproantigenos pelo ELISA e bandas
amplificadas pela PCR em toda a cinética. A diminui¢do da ovoposicdo na contagem de
ovos no final da cinética experimental pode estar associada a baixa carga parasitaria em
animais ndo imunossuprimidos. Estes dados foram semelhantes aos apresentados por
Nakai; Amarante (2001) e Paula et al., (2013) que referiram o pico de eliminacdo das
larvas nos dias 6 e 7 apds a infeccdo, confirmando que a taxa de deteccdo dos métodos
parasitoldgicos é baixo e limitado, pois, a eliminacdo larval é inconstante e irregular
(SIDDIQUI; BERK, 2001; MACHADO et al., 2008; MOGHADDASSANI et al., 2011,
GONCALVES et al., 2012).

Em ratos imunossuprimidos, os resultados obtidos no OPG nos dias 5, 8, 13 e 21
p.i. coincidiram com a detec¢do de coproantigenos e bandas amplificadas pela PCR,
sugerindo neste grupo, a susceptibilidade a infeccdo por S. venezuelensis, uma vez que, a
imunossupressdo causada por glicocorticoides inibem a ativacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia de células inflamatdrias como eosinéfilos e mastdcitos atraves de blogueio
das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 envolvidas em respostas as infeccbes helminticas
(WALLEN et al., 1991; NEGRAO-CORREA et al., 2004; GONCALVES et al., 2010).

A falha no diagnostico da estrongiloidiase é refletida nos casos associados a
hiperinfeccdo e disseminagdo ocasionadas em decorréncia de imunossupressao ou em
individuos submetidos a terapia por corticoesteroides. Os métodos soroldgicos e

moleculares podem apresentar uma boa alternativa para o diagnostico precoce e,
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consequentemente, avaliar a eficacia de tratamento e levantar dados epidemiolGgicos
(PAULA, COSTA-CRUZ, 2011).

A combinacdo de varios diagnosticos parasitologicos, imunolégicos e moleculares é
imprescindivel para aumento da confiabilidade de técnicas utilizadas na detec¢cdo de
Strongyloides a fim de nortear os aspectos epidemiol6gicos e novas politicas de controle
do parasito em individuos em imunossupressao. A ocorréncia de S. stercoralis no estado de
Minas Gerais, Brasil, diagnosticado por testes parasitologicos foi de 33,3% em alcodlatras
(OLIVEIRA et al., 2002). Em diferentes tipos de imunossupressdo (cancer, HIV/AIDS e
transplantados) o diagnostico parasitoldgico foi 2,41% e 11,92% diagnosticados por
técnicas imunoldgicas (PAULA et al., 2000). A ocorréncia do parasito em individuos
acometidos por cancer gastrointestinal, foi de 9,1% por técnicas parasitolégicas e 24,2 %
por técnicas sorologicas (MACHADO et al., 2008), para HIV, 12%, AIDS, 9,75% por
técnicas parasitoldgicas e fluorescéncia (SILVA et al., 2005).

Ressalta-se que 0s sintomas gastrointestinais em imunossuprimidos, como por
exemplo, a diarreia grave, pode ser associada a imunossupressdo (terapia anti-retroviral,
tolerancia imunologica, fatores de patogenia, infeccdes oportunistas, etc) e a ocorréncia de
varios parasitos entre eles, S. stercoralis que, nem sempre é detectado. No entanto, é
necessaria uma vigilancia continua e especifica de enteroparasitas na populacdo estudada
(ROSSIT et al., 2009).

Detectar coproantigenos nas fezes pode ser um método altamente sensivel e
especifico no diagndstico da estrongiloidiase, 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 ndo imunossuprimidos. Em
animais em risco a infeccdo grave, observou-se positividade de 100% em todos os dias da
cinética. Analises semelhantes foram apresentados por Gongalves et al., (2010) em que o
modelo de imunossupressdo foi eficaz com base na quantidade e tempo de eliminacdo de
ovos em ratos imunossuprimidos. A proposta do diagndstico de coproantigenos com a
utilizacdo 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 detec¢do rapida de coproantigenos, financeiramente
vidvel (GONCALVES et al., 2010; SYKES; MCCARTTH, 2011).

A aplicagdo de coproantigenos tem sido utilizada tanto no diagnéstico da
estrongilodiase quanto no diagndstico de uma variedade de infec¢Bes intestinais como, por

exemplo, amebiase, gastroenterite viral e bacteriana, infeccéo por tremat6deos e cestodeos;
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também tem sido aplicado na deteccdo de adenocarcinoma gastrico e pesquisa de sangue
oculto nas fezes. Outra vantagem de tais ensaios é a capacidade de detectar infec¢bes no
periodo pré-patente (SYKES; MCCARTTH, 2011). As imunoglobulinas heteroldgas
possuem uma excelente imunogenicidade, uma vez que, os anticorpos da classe 1gG sao
compostos por quatro cadeias polipeptidicas, em que duas sdo cadeias leves e apresentam
peso molecular de aproximadamente 25000 Daltons e duas s&o cadeias pesadas e
apresentam peso molecular de 50000 Daltons, sendo portanto, 6timos imundgenos
(EDELMAN; POULIK, 1961; NUNES et al., 2009).

Os testes moleculares e a sensibilidade da PCR tém sido amplamente documentados
na literatura, pois, permite a geracdo exponencial de cdpias de sequéncias especificas a
partir de um DNA molde, por meio de uma sintese enzimatica in vitro e assume um
importante papel na epidemiologia, diagndstico, prevencdo e tratamento de doencas
parasitarias (DE CARLI, 2001; MARRA et al., 2010).

Em estudos recentes de padronizacdo do diagndstico molecular de S. venezuelensis
em fezes de roedores, tem-se notado varios resultados falso-negativos, pois, o tempo e as
condicdes de armazenamento também sdo fatores importantes para o isolamento de DNA a
partir de amostras de fezes. O DNA de helmintos pode degradar facilmente, pois, séo
particularmente vulneraveis aos fatores ambientais. Assim, € importante extrair
rapidamente o material genético de amostras de fezes frescas ou que estejam
adequadamente armazenadas. Sendo assim, faz-se necessario determinar as melhores
condicdes de armazenamento do DNA de parasitos, com intuito de superar as limitacdes
dos atuais métodos de diagndstico moleculares em fezes (HUNT, 2011; SITTA, 2013).

A qualidade da extracdo de DNA é fundamental para o sucesso na interpretacdo dos
resultados. A extracdo deve ser um metodo simples e pratico, mas que, obtenha DNA
altamente purificado (HUNT, 2011), além de ser cuidadosamente selecionado com especial
atencdo ao tipo de amostra clinica (MCORIST et al., 2002). A presenca de inibidores nas
fezes interfere na interacdo entre 0 DNA e a DNA polimerase, causam a degradacéo do
DNA podendo reduzir a sensibilidade do PCR em até 1000 vezes; estes inibidores tem
relacdo direta com a extracdo de DNA (HUNT, 2011; SITTA, 2013).

Na extracdo de DNA de S. venezuelensis deste estudo, foi utilizado o protocolo do
Stool-kit, sendo este, a melhor escolha de acordo com a anélise de varios kits de extracao
analisados por SITTA, (2013). Para um melhor resultado, as amostras foram armazenadas

em etanol 70%, lavagem em tampéo fosfato e em seguida, incubagcdo com proteinase K
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durante 12 horas e posteriormente, seguiu-se o protocolo proposto por QlAamp DNA Stool
Minikit. Estes procedimentos tiveram como objetivo favorecer a homogeneizacdo das
amostras, minimizar os possiveis inibidores presentes nas fezes e obter uma amplificagédo
Otima do fragmento esperado.

Na analise molecular pela PCR, a regido 18S do gene do RNA ribossomal tem sido
utilizada como alvo de andlises filogenéticas presente em células eucaridticas e as
sequéncias estdo disponibilizadas em banco de dados de parasitas intestinais (DORRIS et
al., 2002). A escolha da regido alvo do DNA para o desenho de iniciadores utilizados na
PCR é importante, pois, € um dos principais fatores para se estabelecer a alta sensibilidade
e especificidade da reagdo, além de ser instrumento de diferenciacdo 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 apds a infeccdo experimental em animais ndo imunossuprimidos e
imunossuprimidos. Pode-se notar que, os resultados obtidos da amplificacdo para animais
ndo imunossuprimidos e imunossuprimidos, apresentaram um maior fragmento de todas as
bandas amplificadas um pouco acima do esperado em relacdo 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 sensivel e utilizado a fim de obter melhores resultados na
visualizacdo de bandas em maior resolugdo. No entanto, por ser denso, pode limitar a
corrida das amostras (Vianna, 2006). Entdo, para maior confiabilidade dos resultados da
amplificacdo, foram avaliados os iniciadores do género-especifico 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 sdo marcadores moleculares dentro do
género Strongyloides sp. (VERWELW et al., 2009; SITTA, 2013).

Além da banda especifica de S. venezuelensis do primer género, foram observados
outras bandas inespecificas, relacionadas a um nematddeo de ratos, S. muris e a outros
contaminantes presentes nas fezes. Sabe-se que o primer género € bastante sensivel,
possibilitando a amplificacdo fragmentos com diferentes pesos moleculares no material

fecal. Portanto a presenca dessas bandas inespecificas j& era esperado, devido ao primer
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utilizado néo ser especifico 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 género pode ser uma metodologia muito sensivel para deteccédo de
S. venezuelensis em fezes de ratos infectados com baixa carga parasitaria. Paula et al.,
(2013) demonstraram que deteccdo de S. venezuelensis em amostras fecais apresentou
sensibilidade no ensaio de PCR em comparacdo aos métodos parasitologicos até 68° dia
pos-infeccdo. Entretanto, € necessaria a padronizacdo de novas técnicas moleculares que
facilite a execucéo da técnica de PCR e na reducéo de custo.

Neste estudo, os dados obtidos no OPG comparado com a deteccdo de
coproantigenos pelo ELISA foram similares as analises realizadas por Gongalves et al.,
(2010) no diagnostico de S. venezuelensis e similares no diagndstico de outras helmintiases
por Gordon et al., (2012) e Brockwell et al., (2013). A deteccdo de coproantigenos e a PCR
também mostraram ferramentas positivas utilizadas no diagnostico de Entamoeba
histolytica por Santos et al., (2007) e Freitas, (2007). Em comparacdo com testes
parasitologicos, a alta sensibilidade da PCR na detec¢do de Opisthorchis viverrini foi
observada por Wongratanacheewin et al. (2001), Leishmania por Pereira-Chioccola (2009)
e na deteccdo de S. venezuelensis por Marra et al., (2010). Para Moghaddassani et. al.,
(2011), a PCR convencional foi 100% sensivel em comparacdo ao PCR-Nested e a
coprocultura na deteccdo de S. stercoralis. No diagnostico da leishmaniose visceral canina,
100%, 85,7% e 28,6% encontravam-se positivos, respectivamente, pela PCR, ELISA e
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (QUEIROZ et al., 2010). Os autores
pontuam que, a associacao de técnicas de diagndstico aumenta os niveis de positividade e
contribui para o controle de parasitoses humana e animal (QUEIROZ et al., 2010).

Os dados dos estudos relatados sdo correspondentes aos nossos resultados, ou seja, a
alta confiabilidade e sensibilidade para deteccdo de coproantigenos e para a PCR no grupo
de animais ndo imunossuprimidos e imunossuprimidos experimentalmente infectados por
S. venezuelensis.

A aplicacdo de novas tecnologias no diagndéstico da estrongiloidiase pode facilitar a
deteccdo de casos que participam na manutencdo do ciclo em regides endémicas. Os
resultados indicaram alternativas a serem utilizadas em inquéritos epidemioldgicos
voltados para diagnostico da estrongiloidiase em individuos ndo imunossuprimidos em

infeccdo cronica/assintomatica, diagndstico precoce antes do surgimento de
51



hiperinfeccao/disseminacdo em imunossuprimidos e consequentemente, auxilio e avaliagdo

da eficiéncia do tratamento da estrongiloidiase.
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6. Conclusotes

e Nos trés métodos utilizados: OPG, deteccdo de coproantigenos pelo ELISA e PCR,
as amostras de fezes revelaram-se importantes amostras biologicas a serem investigadas

para fins de diagnostico;

¢ O OPG mostrou baixa contagem de ovos nas fezes no final da cinética nos animais
ndo imunossuprimidos em relacdo a deteccdo de antigenos e amplificacdo de bandas pela
PCR;

e Em animais imunossuprimidos, houve elevada contagem de ovos pelo OPG,
positividade na detec¢do de coproantigenos pelo ELISA e amplificacdo de bandas pela

PCR em toda a cinética;

e A deteccdo de coproantigenos pelo ELISA pode ser uma ferramenta til utilizada em

amostras fecais de animais ndo imunossuprimidos e imunossuprimidos;

¢ O diagndstico molecular por PCR pode ser altamente sensivel na amplificacdo de

bandas em amostras de animais ndo imunossuprimidos e imunossuprimidos;
e Em comparacdo ao OPG, a deteccdo de coproantigenos pelo ELISA e amplificacdo

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

escolha para diagndstico da estrongiloidiase.
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