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RESUMO

O Strongyloides ratti é um helminto de ratos silvestres que infecta facilmente o
rato branco e pode ser mantido em laboratorio produzindo um grande nimero de
larvas filaridides.Este trabalho teve como objetivo padronizar o emprego deste
antigenos (S. ratti) frente aos extratos salino e alcalino na detecgdo de
anticorpos IgG circulantes pelo teste ELISA, avaliar reagbes cruzadas com
outras parasitoses e comparar os resultados com a reagdo de imunofluorescéncia
indireta-IgG. Soros de 186 individuos foram analisados, sendo 61 pacientes que
estavam eliminando larvas de Strongyloides stercoralis mas fezes,. 60 de
individuos controles (estudantes universitarios) os quais foram realizados
exames parasitologicos pelos métodos de Baermann Moraes e Hoffamann, Pons
e Janer em trés amostras fecais e 65 pacientes com outras parasitoses triados no
Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia. S. ratti foi obtido de cultura de fezes de Rattus rattus
infectados experimentalmente. As placas de ELISA contendo 10pg/ml de extrato
salino ou alcalino de S. ratti foram adicionadas os soros padrdo positivo, padrdo
negativo e soros testes na diluigdo de 1/20 e posteriormente seriada na razdo
dois. O titulo ideal do conjugado IgG de coelho anti-IgG humano peroxidase foi
de 100 para ambos os extratos. Considerou-se positiva a reagdo nos titulos > 80.
A sensibilidade do teste ELISA foi de 86,9% para o extrato salino e de 93,4 %
para o extrato alcalino. A 1.F.1-IgG para S. ratti segundo COSTA-CRUZ et al.
(1997) apresentou sensibilidade de 93,4%. As especificidades foram iguais a
' 96,9% para os trés testes imunologicos. Conclui-se que os extratos antigéncos
salino e alcalino S. ratti podem ser empregados no teste ELISA como auxilio
diagnéstico. Diante da disponibilidade de obtengéo do antigeno em laboratério,
praticidade de preparo, rendimento de concentragdo protéica superior ao extrato
salino e ndao havendo diferenca significativa entre a sensibilidade ¢
especificidade obtidas nos resultados dos extratos antigénicos, a utilizagdo do
extrato alcalino de S. ratti é recomendada como antigeno no diagnostico da
estrongiloidiase humana por meio do teste ELISA.

Palavras chave: Strongyloides ratti, estrongiloidiase, teste ELISA, Imunodiagnostico, IgG.
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1 - INTRODUCAO

Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876) é o agente etiologico da
estrongiloidiase humana que foi visualizado pela primeira vez em 1876, pelo
médico franc€s Louis Normand, na cidade de Toulon-Franga, ao examinar fezes
diarréicas de soldados procedentes da Cochinchina, antigo Vietnd. Bavay,
farmacéutico colaborador de Normand, classificou as formas parasitas como
Anguillula stercoralis encontradas na luz intestinal e como A. intestinalis para os
obtidos em necropsia. Em 1911, Leuckart demonstrou serem as formas
estercoralis e intestinalis pertencentes a mesma espécie heterogenética, com uma
forma parasita partenogenética ¢ outra de geragdo de vida livre bissexuada,
passando a denomina-la Strongyloides stercoralis (PESSOA, MARTINS, 1982;
PIRES, DREYER, 1993; GROVE, 1996).

O nematédeo Strongyloides sp., pertence ao reino Animalia, sub-reino
Metazoa, filo Nematoda, classe Secernentea, ordem Rhabdiasoidea. A familia
Strongyloididea contém apenas um género Strongyloides (LEVINE, 1979)
composto por 52 espécies dentre as quais somente trés acometem o homem: S.
stercoralis, S. fulleborni von Linstow, 1905 e S. fulleborni-"like”. A primeira

espécie tem distribuicdo mundial, a segunda ¢ encontrada na Africa € nas



Filipinas ¢ a terceira apenas na ilha da Nova Guiné (BARNISH, ASHFORD,
1989; PIRES, DREYER, 1993).

S. stercoralis ¢ um helminto intestinal que causa infec¢do sistémica,
podendo acometer além do trato gastrointestinal, pulmdes, sistema nervoso
central, figado, wvias biliares, pancreas, trato genitourinario e pele. As
manifestagdes clinicas s3o bastante variaveis, dependendo do grau de infecgdo e
do estado de imunidade do mdividuo (SCOWDEN, SCHAFFNER, STONE,
1978, MELTZER et al., 1979, BRASITUS et al., 1980, FERREIRA, 1991;
TARANTO, 1995; GELBER, RODRIG, 1996).

A estrongiloidiase é uma doenga parasitaria cosmopolita que ocupa o 5°
lugar dentre as helmintiases, com estimativa de 35 milhdes de individuos
infectados, principalmente em paises tropicais e subtropicais. A importincia
clinica decorre de sua capacidade tinica entre os nematddeos de invadir tecidos
extra-intestinais levando a quadros graves, potencialmente fatais em individuos
imunocomprometidos seja por desnutri¢do, corticoideterapia, agentes citostaticos
e raio X ou seja pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(BOUREE et al., 1981; PIRES, DREYER, 1993; ANDRADE NETO, ASSEF,
1996; IGLESIAS, 1997).

Esta  helmintose apresenta  distribuicdo  mundial  heterogénea.
STUERCHLER (1981) definiu trés regides mundiais de acordo com a
prevaléncia da infecgdo: esporadica (<1%), endémica (1-5%) e hiperendémica
(>5%). No Brasil os relatos de prevaléncia variam entre 15% e 82% (GENTA,
1989) em fungdo da idade da populagdo estudada, bem como de diferengas
geograficas e socio-econdmicas. As maiores taxas foram encontradas nos Estados
de Minas Gerais, Amapa, Goids ¢ Roadénia (FERREIRA; 1991

MACHADO, COSTA-CRUZ (1998) demonstraram, por meio dos
métodos parasitolégicos de BAERMANN-MORAES (BAERMANN, 1917,
MORAES, 1948) e o de LUTZ (LUTZ, 1919), que Uberlandia-MG-Brasil ¢ uma



regido hiperendémica, ao registrarem um indice de 13% de ocorréncia para a
infecgdo por S. stercoralis em criangas da area urbana.

Os métodos parasitologicos especificos para a detecgdo de larvas de S.
stercoralis tem sido avaliado quanto a sensibilidade (CUTTI, ELOY, 1992;
DREYER et al., 1996) pois tem havido dificuldades de obten¢do de resultados
positivos em casos de infecgdes cronicas com baixo nimero de parasitos. Varios
fatores podem estar influenciando nesses resultados como a falta de maturidade
das larvas, a possibilidade de intermiténcia de postura ¢ complicagdes
decorrentes do proprio organismo constituindo, portanto, justificativas para a
necessidade de se recorrer a padronizagdo de novos métodos, dentre eles,
métodos soroldgicos para o diagnostico desta parasitose (CAMPOS et al.,1988;
SATO, KOBAYASHI, SHIROMA, 1995).

Parasitos intestinais podem evadir o sistema imune do hospedeiro para
estabelecer e/ou manter a infec¢do (SOULSBY, 1987). No periodo de janeiro de
1990 a maio de 1995, FERREIRA et al.(1996), descreveram 24 casos de
estrongiloidiase em pacientes com AIDS diagnosticados em exames de rotina do
Laboratério de Andlises Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-
UFU), onde diferentes espécimes (escarro, fezes) foram analisados por variados
métodos como: exames parasitologicos (método de Blagg ou MIFC “Mertiolate,
lodo, Formol, Conservante” e método de Baermann-Moraes), visualizagdo direta
ocasional na pesquisa de piocitos ¢ hemdcias (PPH), MIFC associado ao PPH ¢
¢scarro, PPH ¢ escarro, ¢ pelo método de coloragdo de fezes (Kinoyun),
demonstrando a auséncia de metodologia laboratorial adequada para suporte aos
exames clinicos.

O diagnostico da estrongiloidiase ¢ definitivo quando utiliza-se métodos
especificos encontrando larvas do parasito nas fezes (BAERMANN, 1917,
MORAES, 1948; PEREIRA, LIMA, DELGADO, 1961, SUKHAVAT e al.,
1994; SATO et al, 1995; SANTOS, PADILHA FILHO, 1996), no flmdo



duodenal (JONES, ABADIE, 1954; BEAL, VIENS, GRANT, 1970; ASSEFA et
al.,1991; CHEN et al., 1994) ou ocasionalmente em outros tecidos ou fluidos de
pessoas infectados (YASSIN, GARRET, 1980; AVRAM er al, 1984;
HUARATO SEDA et al.,, 1990, MURTY et al., 1994; TAKAYANAGUI ef al.,
1995).

Recentemente, foi descrito um método em placa de agar para a cultura das
fezes considerado mais sensivel que os métodos parasitoldgicos usuais
(ARAKAKI et al., 1990; KOGA et al, 1991, KOGA et al, 1992; DE
KAMINSKY, 1993; SALAZAR et al., 1995).

O emprego de testes imunoldgicos na estrongiloidiase pode contribuir
significativamente para o esclarecimento do diagnéstico clinico e para estudos
soroepidemiologicos (ROSSI et al., 1993a; CONWAY et al., 1995; SATO et al.,
1995).

Nos ultimos anos foram desenvolvidos diferentes testes de diagndstico
imunolégico como teste cutdneo com extratos larvarios (teste intradérmico)
(PELLEGRINO, CHAIA, POMPEU MEMORIA, 1961; SATO et al, 1986),
aglutinagdo indireta com particulas de gelatina (SATO et al., 1991), métodos para
pesquisa de IgE (GILL, BELL, FIFIELD, 1979; LEAO, TOLEDO BARROS,
MENDES, 1980; GENTA, DOUCE, WALZER, 1986; McRURY et al., 1986),
hemaglutinagdo indireta (GAM, NEVA, KROTOSKI, 1987), “immunoblot”
(GENTA et al., 1987; LINDO et al., 1994), radioimunoabsor¢do (MESSIAS et
al., 1987, SATO, KOBAYASHI, SHIROMA, 1995) ¢ a reagdo de
imunofluorescéncia (COUDERT et al, 1968; DAFFALA, 1972; GROVE,
BLAIR, 1981; GENTA, WEIL, 1982; CAMPOS et al, 1988; BULLAMAH,
COSTA-CRUZ, 1995, COSTA-CRUZ et al., 1997).

Na Universidade Federal Uberlandia, BULLAMAH, COSTA-CRUZ
(1995) padronizaram o teste de imunofluorescéncia indireta para o diagnostico da

estrongiloidiase humana empregando antigenos de S. stercoralis. COSTA-CRUZ



et al. (1997), padronizaram o teste de imunofluorescéncia empregando antigenos
de Strongyloides ratti Sandground, 1925, recomendando o seu uso como
antigeno heterdlogo no diagnostico da estrongiloidiase, devido a facilidade de
obtengdo deste no laboratorio, ja que ndo existe diferenga estatisticamente
significativa entre a sensibilidade e especificidade obtida e entre a correlagdo
linear entre os titulos de anticorpos quando foram comparados antigenos
homologo e heterdlogo.

Na literatura, a reagdo imunoenzimatica, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) tem sido descrita utilizando-se extratos salino de diversos
parasitos para detec¢do de diferentes classes de imunoglobulinas nos soros
humano de individuos infectados pelo S. stercoralis, os quais estdo apresentados
resumidamente no Quadro 1.

A composigdo antigénica de Strongyloides de roedores (S. ratti e
Strongyloides venezuelensis Brumpt, 1934) foi comparada com a de S.
stercoralis e observou-se que estas espécies podem ser utilizadas como antigenos
heterdlogos para o diagndstico soroldgico no lugar do antigeno do S. stercoralis
provendo uma fonte constante ¢ segura de antigeno em laboratério (GROVE,
BLAIR, 1981; SATO, KOBAYASHI, SHIROMA, 1995).

A dificuldade de obtengdo de larvas de S. stercoralis tem sido um fator
limitante para o desenvolvimento de reagSes mais sensiveis e especificas que
possam ser empregadas no imunodiagnostico da estrongiloidiase. Diante disto, é
conveniente a padronizacgdo e utilizagdo de antigenos provenientes de S. ratti. O
S. ratti é um helminto de ratos silvestres que infecta facilmente o rato branco e
pode ser mantido em laboratério produzindo um grande ntmero de larvas
filaridides a partir de culturas de fezes de ratos experimentalmente infectados, o
que simplifica a obtengdo de extratos antigénicos (PELLEGRINO, CHAIA,
POMPEU MEMORIA, 1961; ROSSI et a/.,1993a).



A técnica de ELISA é extremamente econOmica no que se refere ao uso de
reagentes ¢ particularmente sensiveis na detec¢ao de anticorpos, além do grande
numero de amostras que podem ser testadas num curto periodo de tempo
(MALE, STEWARD, 1997).

Neste trabalho propde-se alternativas do diagndstico laboratorial da
estrongiloidiase por meio da padroniza¢do do método imunologico ELISA para a
detecgdo de anticorpo IgG em amostras de soros humano, empregando dois

diferentes extratos antigénicos de S. ratti.



Quadro 1 -Teste ELISA no diagnostico da estrongiloidiase em amostras de soros humano.

Extrato Antigénico Amostra Imunoglobulina  Sensibilidade Especificidade “Diluigdo Autor/Ano
N° (%) (%) de corte”
Salino 51 Infectados IgG 3 NEVA, GAM, BURKE, 1981.
S. stercoralis 44 Controles 82,0 N.D.
S. ratti 84,0 N.D.
Salino 68 Infectados IgG 8 GAM, NEVA, KROSTOSKI; 1987
S. stercoralis 112 Controles 83,8 90,2
S. ratti 80,8 83,9
Salino 27 Infetados IsG 16 BRASIL et al., 1988.
S. stercoralis 17 Controles 92,0 82,0
Salino 268 Infectados IgG 8 GENTA, 1988.
S. stercoralis 649 Controles 88,0 99.0
Salino 40 Infectados IgG 200 CONWAY et al., 1993a
S. stercoralis 20 Controles 100 58,0
Salino 100 Infectados IgG 200 CONWAY et al., 1993b
S. stercoralis 125 Controles 91,0 70,4
Salino 27 Infectados 1gG 85,2 N.D. 8 ROSSI et al., 1993
S. stercoralis 12 Controles IgA 77,8 N.D.
IgE 59,6 N.D.
Salino 20 Infectados IgG 200 LINDO et al., 1994
S. stercoralis 139 Controles 80,0 94,0
pré-absorvido 85,0 97.0

0. ..@:596

N? = Numero
O. gutturosa = Onchocerca guttorosa
N.D. = Nio Descrito.



2 - OBJETIVOS

2.1 - Padronizar o teste imunoenzimatico ELISA - IgG frente aos extratos salino ¢

alcalino de Strongyloides ratti.

2.2 - Comparar os dois antigenos na detecg¢do de anticorpos IgG circulantes pelo

teste ELISA.

2.3 - Avaliar reagOes cruzadas com outras parasitoses.

2.4 - Comparar os resultados com a reagdo de imunofluorescéncia indireta - IgG

frente ao antigeno S. ratti.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao de Strongyloides ratti

Para a obtengdo de S. rarti foram utilizadas fezes de ratos da espécie
Rattus rattus mantidos experimentalmente infectados em laboratorio.

Os animais, foram inoculados com 2000 larvas de S. ratti por via
subcutanea e apos dez dias foram colocados em gaiolas metalicas, forradas com
papel umedecido em 4gua, permanecendo por uma noite em defecagdo.
Posteriormente, fez-se a coleta das fezes para proceder o cultivo pelo método de
Looss conforme descrito por NEVES et al.(1995) (item 3.1.1). No 5° dia, foram
obtidas larvas pelo método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917,
MORAES, 1948) (item 3.1.2), sendo o material concentrado por centrifugagdo. A
contagem de larvas foi realizada em trés laminas contendo, cada uma, 10 ul da
suspensdo de parasitas medidos por pipeta automatica. Através da média das trés
laminas, verificou-se quantas larvas existiam em 1 ml.

Parte das larvas obtidas foram utilizadas para manutengdo do ciclo
evolutivo do S. ratti em R. rattus e a outra parte foi mantida a -20°C para preparo

dos antigenos.
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3.1.1. Método de Looss

A coprocultura foi realizada utilizando o método de Looss conforme
descrito por NEVES ez al. (1995) misturando-se partes iguais de material fecal e
carvio vegetal triturados em grios pequenos ligeiramente umedecidos e
posteriormente colocados em placas de Petri, de modo a formar uma camada ndo
espessa, que permaneceu em repouso em estufa incubadora para B.O.D. (Fanem,
Sao Paulo) a temperatura de 25°C por cinco dias. Apds este procedimento foram
recolhidas as larvas pelo método de Baermann-Moraecs (BAERMANN, 1917;
MORAES, 1948).

3.1.2. Método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES,
1948)

Em um suporte de madeira foram colocados funis de vidro com didmetro
de 11,5 cm, em cujos tubos foram acoplados mangueiras de borracha de 10 cm,
no qual foi introduzido um tubo de ensaio de vidro de 10 cm de comprimento por
2 ¢cm de didmetro, obliterando-se desta forma a passagem de agua.

Cada funil foi preenchido com 4gua de torneira a temperatura de 45°C,
sobre o mesmo foi colocado uma tela metalica (100 malhas por cm® ) e gaze
dobrada em quatro, sendo posteriormente depositada sobre a mesma
aproximadamente 10 g de fezes. A gaze com a amostra fecal foi deixada em
contato com a agua, em repouso por uma hora. Apos este periodo o tubo de
ensaio foi retirado com cerca de 5 a 7 ml de solugdo contendo agua e possiveis
larvas.

Apos concentragdo por centrifugagdo (FANEM, Sido Paulo, Brasil) as
larvas foram lavadas em tampdo fosfato pH 7,2 por centrifuga¢do a 1500 rpm
durante trés minutos por cinco vezes e conservadas a -20°C até o momento do

uso.
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3.2. Producio de extratos antigénicos soliveis de S. rarti

3.2.1. Extrato salino

As larvas de S. rarti obtidas foram descongeladas, ressuspensas em
solugdo salina tamponada com fosfato 0,15 M pH 7,2 (PBS)e posteriormente
rompidas, para extragdo protéica, através de ultra som em quatro periodos de 20
segundos em banhos de gelo. O material foi deixado sob agitagdo por 18 horas a
4°C para extragdo dos antigenos e centrifugagdo a 15.000 rpm por 30 minutos a
4°C. O conteudo protéico do sobrenadante foi dosado através do método de
LOWRY (LOWRY et al., 1951).

3.2.2. Extrato Alcalino

As larvas de S. ratti obtidas foram adicionadas 1 ml de NaOH 0,15
M,onde permaneceram por seis horas a 4°C sob agitagdo lenta. Apos a agitacao,
colocou-se lentamente 0,5 ml de HCl 0,3 M até atingir o pH de 7,0 at¢ 7.,5.
Seguindo-se centrifugagdo a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C em centrifuga
refrigerada (Sorvall RC 5C plus, USA), sendo o contetdo protéico do
sobrenadante dosado pelo método de LOWRY (LOWRY et al., 1951).

3.3. Obtencao de soros

Foram obtidos 186 soros sendo uma amostra de 10 ml de sangue de cada
individuo, previamente triados no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), colhidos por
pungdo venosa e encaminhados ao Laboratorio de Parasitologia. Os soros foram
obtidos por centrifugagdo a 3000 rpm por cinco minutos e armazenados a -20°C
até o momento do uso.

Para a coleta do material fecal ¢ do sangue de pacientes com outras

parasitoses € pacientes com estrongiloidiase foi elaborado um termo de
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consentimento, que segue em anexo, no qual os pacientes ou 0s responsaveis
declaram estar cientes dos objetivos do trabalho bem como da importancia de sua

colaborag¢io para o mesmo.

3.3.1. Soros controles de individuos sadios

Foram obtidos 60 soros controle de individuos assintomaticos, estudantes
universitarios que em trés exames parasitologicos de fezes realizados pelos
métodos de Baermann-Moraes (item 3.1.2) e pelo método de Hoffmann, Pons ¢
Janer (item 3.3.1.1.) ndo foram detectadas larvas de S. stercoralis ou outra
parasitose e que negaram historia anterior de estrongiloidiase, sendo 41 do sexo
feminino e 19 do sexo masculino com idade variando de 19 a 47 anos.

ApoOs obtengdo de 5 ml de solugdo (dgua e possiveis larvas) pelo método
de Baermann-Moraes, o material foi centrifugado a 1500 rpm por cinco minutos.
Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado deixando no tubo
aproximadamente 1 ml de liquido para ser examinado. Com a finalidade de
imobilizar as possiveis larvas existentes, impedindo sua migragio pela parede do
tubo e evitar contaminagdes no ambiente laboratorial adicionou-se ao material
centrifugado trés gotas de formol a 10% e para melhor visualizagdo das estruturas
destas larvas foram adicionadas trés gotas de lugol (1g de Iodo em 100 ml de
agua destilada e 10 g de lodeto de Potassio).

Sobre uma lamina de 7,5 cm de comprimento por 2,5 cm de largura
colocou-se duas gotas do sedimento ¢ cobertos com laminula de 24mm x 24mm.
As laminas foram observadas em microscopio Optico binocular (OLYMPUS -

CH2, Japdo), em aumentos de 100 ¢ 400 vezes.
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3.3.1.1. Método de Hoffmann, Pons e Janer (HOFFMANN, PONS,
JANER, 1934)

Esse método foi utilizado para detecgdo de ovos, cistos ou larvas de
enteroparasitas.

Em “becker” de 250 ml de capacidade, contendo cerca de 10 ml de agua
de torneira, foram depositadas 2 a 6 g de fezes, que ao serem desmanchadas por
meio de bastdo de vidro; acrescentou-se mais agua, até completar um volume
aproximado de 15 ml sob agitagéo constante. A suspensio foi filtrada, através de
gaze cirurgica dobrada quatro vezes, sobre tela metalica com 100 malhas por cm’
e transferida para célice cOnico de sedimentagdo com 200 ml de capacidade. Os
detritos retidos na gaze foram lavados com agua corrente, agitando-os
constantemente com o bastdo de vidro, no mesmo calice.

A suspensdo assim preparada foi deixada em repouso durante 24 horas.
Caso o sobrenadante estivesse turvo, era descartado cuidadosamente sem
levantar ou perder o sedimento. Em seguida este foi novamente ressuspendido,
completando-se 0 volume com agua at¢ um total de 200 ml e deixado em repouso
por duas horas, periodo apos o qual, descartou-se 0 sobrenadante, deixando no
recipiente o sedimento para leitura. Foram preparadas trés laminas para cada
amostra fecal.

Do sedimento foram colhidas duas gotas com auxilio de pipeta, as quais
foram colocadas sobre laminas (7,5 cm X 2,5 cm) e adicionou-se uma gota de
lugol, homogeneizando, cobrindo com laminula de vidro (24mm x 24mm) que
posteriormente foram examinadas em microscopio optico binocular (OLYMPUS
- CH2, Japdo) em aumento de 100 e 400 vezes.

Caso a leitura fosse negativa, eram preparadas mais duas 1dminas para
confirmagdo do resultado. Os resultados positivos foram acrescentados ao grupo

controle pertencentes a individuos com outras parasitoses.
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3.3.2 Soros de pacientes com outras parasitoses

Com o objetivo de verificar reatividade cruzada com outras parasitoses,
nos métodos imunoldgicos, foram obtidos 65 soros de individuos, com diferentes
parasitoses triados no Laboratorio de Analises Clinicas do HC-UFU pelo método
de Blagg ou MIFC “Mertiolate, lodo, Formol, Conservante” (IN: NEVES et al.,
1995), sendo 37 do sexo feminino e 28 do sexo masculino com 1dade variando de

2 a 56 anos.

3.3.3. Soros de pacientes com estrongiloidiase

Foram obtidos 61 soros de individuos com diagndstico comprovado da
parasitose através da identificagdo de larvas de S. stercoralis no matenal fecal
pelo método de MIFC (IN: NEVES er al, 1995) realizado como rotina
parasitoldgica no Laboratorio de Analises Clinicas do HC-UFU. Destes 31 eram
de individuos o sexo feminino e 30 do sexo masculino com idades que variaram

de 4 a 80 anos.

3.3.4. Soros padroes positivo e negativo

O soro padrio positivo foi constituido de amostra de soro de um paciente
com estrongiloidiase que apresentou larvas rabditoides do parasito pelo método
de MIFC (IN: NEVES et al., 1995).

O soro padrio negativo fo1 constituido de amostra de soro de um individuo
sadio assintomatico, que em trés exames parasitologicos de fezes pelo método de
Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917, MORAES, 1948) ¢ o método de
Hoffmann, Pons e Janer (HOFFMANN, PONS, JANER, 1934) foram negativos
para S. stercoralis ou outros parasitos e que ndo apresentaram historia anterior de

estrongiloidiase.
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3.4. Padronizacio do teste ELISA frente aos dois antigenos

3.4.1. Determinacio das concentragdes dos antigenos e titulacido do

conjugado de coelho anti-IgG humana peroxidase.

Os antigenos salino e alcalino foram analisados separadamente pelo teste
imunoenzimatico ELISA no mesmo dia e hora, nas concentragdes de Sug/ml, 10
ng/ml e 20pg/ml. Utilizou-se soro padrdo positivo e negativo na diluigdo de
1/20 em PBS pH 7,2 contendo Tween 20 (SIGMA, USA) a 0,05% e controles
contendo PBS-Tween 20 frente as diferentes concentragdes do Antigenos e PBS-
Tween 20 na auséncia de Antigenos na placa. O conjugado IgG de coelho anti-
IgG humana marcado com peroxidase disponivel no laboratério foi preparado
segundo técnica descrita por WILSON, NAKANE (1978) nas diluigdes a 1/ 100,
1/200, 1/400 e 1/800 em PBS Tween 20 a 0,05%.

3.4.2. Teste imunoenzimatico ELISA

Foram empregadas placas de poliestireno (DIFCO) como suporte para
adsorcdo de 50 pl de cada um dos antigenos soluveis de S. ratti na concentragao
ideal determinada no item 3.4.1., isoladamente. As placas foram sensibilizadas a
4°C durante 18 horas em tampfo carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6. Apés
este periodo e trés lavagens de cinco minutos com solugio salina tamponada com
fosfato (PBS), pH 7,2 contendo Tween 20 (SIGMA, USA) a 0,05% foram
adicionados 50 pl de amostras de soros padrdes positivo € negativo e soros sendo
testados na dilui¢do de 1/20 para triagem e diluidos na razdo dois na posterior
titulagio. Apos incubagdo por 45 minutos & 37°C e 3 lavagens de cinco minutos
com PBS — Tween 0.05% foram adicionados 50 ul de conjugado anti-IgG
humana marcado com peroxidase, no titulo 6timo determinado, por um periodo
de 45 minutos a 37°C. Apos trés lavagens a reagdo foi revelada pela adigéo de 50

pl do substrato de IO, ¢ solugdo cromogena de ortofenileno diamina (OPD),
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preparado no momento do uso (10 pl de HyO, 30% + 10 mg de OPD + 25 ml de
tampéo citrato fosfato pH 5,0). Apdés 15 minutos a temperatura ambiente € ao
abrigo da luz, a reagdo foi interrompida pela adigdo de 25 ul de solugdo 2 N de
H,SO, ¢ os valores da absorbancia foram determinados a 492 nm em leitor de
ELISA (Titertek Multiskan Plus, Flow, USA).

O limiar da reatividade (“cut off”) foi determinado pela média aritmética
das densidades 6pticas das amostras de soros padrdes negativos acrescidos de

dois desvios padrdes para cada reagdo.

3.5. Reacio de imunofluorescéncia indireta - IgG

As laminas contendo os cortes de S. ratti foram adicionados soros controle
positivo e negativo e as amostras de soros obtidos dos pacientes na diluigdo de
triagem de 1/20 em PBS, pH 7,2. Apos 30 minutos a 37°C as laminas foram
lavadas em PBS por cinco minutos (trés vezes) e adicionou-se conjugado anti-
IgG marcado com isotiocianato de fluoresceina no titulo ideal em azul de Evans
1%. Novamente, apos 30 minutos a 37°C, as laminas foram lavadas em PBS por
cinco minutos, trés vezes e montadas, em glicerina alcalina pH 8,5. As reagoes
foram avaliadas em microscopio de Imunofluorescéncia (OLYMPUS BH-2-RFC,
Japdo) equipado com lampada de mercurio, filtro de interferéncia e filtro de
barreira sendo os resultados expressos em titulos.

Os soros positivos foram diluidos na razdo dois para titulagdo dos
anticorpos circulantes. Foi considerado positivo os soros que apresentasse titulo

> 20 (COSTA-CRUZ et al., 1997).
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3.6. Analise estatistica
Foi utilizado o Teste de Distribui¢do Normal para duas proporgdes no nivel
de significancia de 1% a 5% para comparagdo da sensibilidade e especificidade

da teste imunoenzimatico ELISA frente aos extratos salino e alcalino de S. ratti

(SPIEGEL, 1993).

3.7. Normas de biosseguran¢a

Todo o procedimento de colheita, manuseio do material bioldgico ¢ dos
reagentes, bem como a utilizagdo dos equipamentos foram realizados de acordo
com as normas de biosseguranga compativeis (CHAVES-BORGES, MINEO,
1997).
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4 - RESULTADOS

4.1. Obtencio de Strongyloides ratti
Através do método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917;

MORAES, 1948) obteve-se 350.000 larvas filaridides de S. rarti resultantes das

culturas de fezes de Rattus rattus mantidos no laboratério.

4.2. Producio de extratos antigénicos soluveis de S. ratti
O numero de larvas utilizadas para obteng¢do dos extratos salino e alcalino
de S. ratti e as dosagens protéicas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951)

estdo apresentados na Tabela 1.

4.3.0btencao de soros
4.3.1. Soros controles de individuos sadios
A Tabela 2 apresenta a identificagdo dos 60 individuos sadios € os

resultados dos testes imunolégicos ELISA e L.F.I. para a detecgdo de anticorpo

IgG anti - S. ratti.
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4.3.2. Soros de pacientes com outras parasitoses

A Tabela 3 apresenta a identificagdo dos 65 casos de individuos controles
com outras parasitoses ¢ os resultados dos testes ELISA e LF.I. para detecgdo de
anticorpos IgG anti - S. ratti. A Tabela 4 identifica os parasitos intestinais

diagnosticados nos diferentes casos.

4.3.3. Soros de pacientes com estrongiloidiase

A Tabela 5 apresenta a identificagdo dos 61 casos de estrongiloidiase

segundo sexo, idade e sintomas.

4.4 Padronizacio do teste imunoenzimatico ELISA frente aos dois antigenos

Os testes ELISA utilizando extratos salino ¢ alcalino de S. ratti, realizados
para a detecgdo de anticorpo IgG apresentaram boa performace com os padrdes
de reacdo positivo e negativo nitidamentes reagentes e ndo reagentes,
respectivamente.

As Figuras 1 e 2 apresentam as curvas de reatividade logaritimica obtidas
na padronizagdo dos testes imunoenzimaticos ELISA, respectivamente, para os
extratos salino ¢ alcalino de S. ratti.

Foram determinados como ideais a concentragdo de 10ug/ml para a
sensibilizagdo das placas para os dois extratos antigénicos, soros diluidos 1/20 e
o titulo do conjugado como 100 para os dois extratos.

A Tabela 6 apresenta os resultados laboratoriais dos 61 casos de
estrongiloidiase. Verificou-se que os titulos dos soros reagentes variam de 20 a 320
e de 20 a 640, respectivamente, na detecgdo de imunoglobulina G frente ao extrato
salino e alcalino.

A Tabela 7 demonstra a distribuicdo da frequéncia dos titulos de anticorpos

IpG detectados pelo Teste ELISA frente aos dois extratos antigénicos de S. ratti nos
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186 soros testados. Pelos resultados obtidos foi necessario determinar o corte da
reacdo no titulo > 80, uma vez que os soros sadios e os de outras parasitoses foram
reagentes até o titulo de 40..

O teste ELISA possibilitou detectar anticorpos IgG circulantes em 53
(86,9%) e 57 (93,4%) dos pacientes com estrongiloidiase quando utilizou-se,
repectivamente, os extratos salino e alcalino de S. ratti ¢ a especificidade de 96,9%
para os dois antigenos. Estatisticamente, no nivel de significancia de 1% a 5% no
teste da distribuicdo normal envolvendo as duas proporgdes (sensibilidades para
extratos salino e alcalino e especificidades nos dois extratos) ndo houve diferenga
significativa entre as reagdes utilizando os dois extratos antigénicos de S. ratti.

Entre os 61 casos de estrongiloidiase, oito (13,1%) pacientes mostraram titulo
menor que 80 na reagfio com extrato salino (Tabela 7). Destes, seis (9,8%) estavam
negativos para outros parasitas e ndo apresentavam outras infecgdes (caso 13, 14,
16, 26, 40, 50; Tabela 6), um (1,64%) paciente estava negativo para outros parasitas
e apresentava infec¢do por toxoplasmose (caso 7; Tabela 6) e um (1,64%) estava
parasitado por E. coli e E. histolytica e negativo para outras infecgdes (caso 45,
Tabela 6).

No extrato alcalino dos 61 casos de estrongiloidiase estudados quatro (6,6%)
pacientes mostraram titulos menores que 80 (Tabela 7). Destes, dois (3,3%)
estavam negativos para outros parasitas ¢ nio apresentavam outras infecgdes (caso
14, 16; Tabela 6) e dois (3,3%) estavam negativos para outros parasitas e
apresentavam infecgdo para toxoplasmose (caso 4, 7; Tabela 6).

Dos 125 soros controle, houve um caso (0,8%) de positividade frente aos
dois extratos antigénicos pertencente a um paciente portador de Enterobius
vermicularis (caso 33; Tabela 3 e 4). Dois (1,6%) casos de ancilostomideos tiveram
titulo 80, um no extrato salino total (caso 18; Tabela 3 e 4) e o outro no extrato

alcalino (caso 34; Tabela 3 e 4).
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-

A Figura 3 mostra a frequéncia de positividade dos titulos de anticorpos IgG
detectados pela reagdo imunoenzimatica ELISA frente aos extratos salino e alcalino
de S. ratti em 61 soros de pacientes com estrongiloidiase, demonstrando que o pico

de reagentes foram 80 e 160, respectivamente para extrato salino e alcalino.

4.5 Reaciio de imunofluorescéncia indireta-I1gG

A Tabela 8 apresenta a distribuigdo dos titulos de anticorpos IgG detectados
pelas reagdes de imunofluorescéncia indireta (LF.I) frente ao antigeno S. ratti em
soros de 61 pacientes com estrongiloidiase e em 125 controles. Foram verificados
que os titulos dos soros reagentes variam de 20 a 2560.

Como padronizado por COSTA-CRUZ et al. (1997) foi considerado
positivos os titulos de anticorpos > 20, portanto a sensibilidade do teste foi de
93,4% e a especificidade de 96,9% quando utilizado antigeno de S. ratti.

Entre os 61 casos de estrongiloidiase, quatro (6,6%) foram negativos (casos
16, 25, 26, 36; Tabela 6); sendo que houve confirmagdo do caso 16 reagindo
negativamente no extrato salino e o caso 26 nos dois extratos. O caso 36 de um
paciente com esquitossomose, reagiu somente no LF.I.

Dos 125 controles, houve um paciente (caso 18) com ancilostomiase € um
paciente (caso 33) parasitado com Enterobius vermicularis reagentes nos testes

ELISA para os dois extratos ¢ o LF.IL..

4.5.1 Comparagio do ELISA com o L.F.L-1gG para S. ratti

A Figura 4 compara a frequéncia de sensibilidade e especificidade do teste
ELISA frente aos dois extratos e o teste LF.I. para S. ratti para 1gG. Verificou-se
que a sensibilidade do extrato alcalino foi maior que a do extrato salino e igual ao
do teste LF.I, porém as especificidades foram iguais nos trés testes. Ndo houve
diferenga significativa entre os testes ELISA-IgG frente aos dois extratos

antigénicos ¢ o teste LF.1. - IgG anti - S. ratti.
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Tabela 1 - Determinagdo da concentragio de proteinas nos extratos antigénicos salino

e alcalino de Strongyloides ratti.

Extrato antigénico de S. ratti Numero de larvas Dosagem pg/ml

Salino 280.000 360
Alcalino 70.000 350
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Tabela 2 - Identificagdo dos 60 individuos sadios ¢ os resultados dos testes imunologicos
para detec¢do de anticorpo IgG anti-S. ratti.

CASO SIGLA SEXO IDADE NATURALIDADE CURSO  IF.LIgG ELISA1gG S ratti

(ANOS) S. ratti SALINO . ALCALINO
1 LBS F 22 Ribeirdo Preto Psicologia negativo 20 20
2 SMS F 23 Uberaba Psicologia negativo negativo 40
3 LBE F 23 Itumbiara Veterindria negativo negativo negativo
4 TMP M 23 Rio de Janeiro Medicina negativo negativo negativo
5 PSVC M 23 Franca Agronomia negativo negativo __negativo
6 CBB F 23 Ribeirdo Preto Medicina negativo negativo 20
7 AM M 25 Santo André Medicina negativo negativo negativo
8 PGM F 30 Uberlandia Biologia negativo negativo __negativo
9 RTSM F 41 Belo Horizonte Biologia negativo negativo negativo
10 RSO M 22 Araguari Medicina negativo negativo 20
11 LAS F 21 Uberlandia Medicina negativo negativo 20.
12 VM F 21 Uberlandia Medicina negativo negativo negativo
13 ALN M 21 Uberlandia Medicina negativo negativo negativo
14 RBV M 21 Araguari Odontologia negativo negativo negativo
15 PFS F 19 Uberlandia Medicina negativo negativo negativo
16 MFTS M 22 Araguari Engenharia negativo negativo _negativo
17 DC M 22 Goidnia Medicina negativo negativo negativo
18 PBJ M 20 Uberlandia Medicina negativo negativo 20
19 HS F 22 Uberlandia Medicina negativo negativo 20
20 IRR M 21 Sertdozinho Medicina negativo 40 40
21 GBF M 23 Ribeiréio Preto Odontologia __ negativo negativo negativo
22 AVS F 23 Uberlandia Medicina negativo negativo negativo
23 FCF M 24 Coromandel Medicina negativo negativo negativo
24 AM M 25 Uberaba Bioquimica negativo negativo negativo
25 TAL F 21 Lins Medicina negativo negativo negativo
26 RPC M 21 Uberlandia Odontologia negativo negativo negativo
27 MFM F 22 Goidnia Medicina negativo 40 40
28 LMO F 28 Araxd Fisioterapia negativo negativo negativo
29 JAMM M 21 Uberlandia Medicina negativo negativo negativo
30 NMS F 34 Uberlandia Biologia negativo 40 40
31 ERS F 25 Coromandel Biologia negativo negativo 20
32 CL F 28 Uberlandia Biologia negativo 40 20
33 AFA F 23 Patos de Minas Biologia negativo 20 _negativo
34 LPS F 21 Uberlandia Biologia negativo negativo 20
33 VP F 22 Goidnia Biologia negativo negativo 20
36 APMF F 22 Sao Paulo Medicina negativo 40 40
37 RA M 25 Ribeirdo Preto Biologia negativo 20 20
38 CVF F 22 Uberlandia Biologia negativo negativo 20
39 NF F 22 Araguari Biologia negativo negativo negativo
40 CC F 21 Uberlandia Psicologia negativo negativo negativo
41 KYMS F 23 Ipatinga Biologia negativo 40 20
42 FFAA F 21 Cuiaba Biologia negativo 20 20
43 ACS F 21 Ituiutaba Biologia negativo 40 20
44 TSS F 21 Araguari Biologia negativo 40 40
45 ALR F 47 Morada Nova Enfermagem negativo 20 negativo
46 JJ F 21 Uberlandia Biologia negativo negativo negativo
47 MFP F 24 Uberlandia Biologia negativo 20 20
48 EMT F 24 Uberlandia Biologia negativo 40 20
49 RDS M 21 Barretos Veterinaria negativo negativo negativo
50 CA M 21 Ituiutaba Biologia negativo negativo _negativo
51 FGF F 21 Brasilia Biologia negativo negativo negativo
52 MJ F 23 Uberlandia Biologia negativo 20 negativo
53 DS F 25 Patrocinio Biologia negativo negativo negativo
54 MAO M 23 Sao Paulo Biologia negativo negativo negativo
55 ACM F 21 Cachoeira Alta Biologia negativo negativo negativo
56 BVS F 23 Ttuiutaba Biologia negativo negativo negativo
57 RCR F 21 Salvador Medicina negativo negativo _negativo
58 IMA F 25 Uberlandia Biologia negativo negativo negativo
59 RSC F 21 Uberléndia Biologia negativo negativo negativo
60 EL F 24 Jodo Pinheiro Biologia negativo neEativo _negativo

* “cut off” para LF.I. ¢ ELISA foram considerados nos titulos de 20 ¢ 80, respectivamente.
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Tabela 3 - Identificagdo dos 65 individuos controles com outras parasitoses segundo sexo, idade ¢ sintomas ¢
resultados dos testes imunologicos para detecgdo de IgG anti-S. ratti.

CASO SIGLA SEXO IDADE SINTOMAS LF.IL -IgG ELISA-1gG S. ratti
(ANOS) S. ratti SALINO ALCALINO
1 YTD M 21 Diarréia e dor abdominal negativo 20 40
2 JLS F 6 Epigastralgia negativo negativo 20
3 APCI F 21 Diarréia negativo 20 40
4 ERM F 29 Diarréia e dor abdominal : _negativo 20 40
5 JRL M 2 Anemia ferropriva negativo negativo 20
6 RPS M 56 Dor abdominal negativo negativo negativo
7 IRFS F 4 Assintomdtica negativo 40 40
8 A M 31 Assintomatico negativo negativo 20
9 RNC F 24 Pré-natal negativo negativo 20
10 FAVN F 16 Pré-natal negativo negativo negativo
11 GAS F 19 Pré-natal - epigastralgia negativo hegativo negativo
12 JDSB F 18 Pré-natal negativo negativo 40
13 ABS M 4 Dor epigastrica negativo negativo 20
14 CM F 23 Pré-natal negativo negativo 20
15 ESTL F 23 Pré-natal negativo 20 20
16 ES F 29 Pré-natal - epigastralgia negativo 20 20
17 CRSC F 28 Diarréia e dor abdominal negativo 20 40
18 LCS F 28 Pré-natal dor abdominal 40 80 40
19 APM M 26 Diarréia aquosa negativo 40 40
20 CRA F 18 Pré-natal negativo 20 negativo
21 SMLS F 21 Pré-natal dor abdominal negativo 20. negativo
22 JAO F 19 Pré-natal negativo 20 negativo
23 AES M 45 Diarréia negativo 20 negativo
24 RDS F 18 Epigastralgia negativo 20 negativo
25 RSD M 9 Nauseas e vomitos negativo 20 negativo
26 MNS F 20 Pré-natal negativo 20 40
27 SSS M 9 Dor abdominal negativo 20 40
28 ABOS M 4 Dor abdominal ¢ anemia negativo negativo negativo
29 LCM F 2 Prurido anal e diarréia negativo negativo negativo
30 NKA F 5 Prurido anal- __negativo negativo _negativo
31 VAO M 5 Anemia ferropriva negativo negativo negativo
32 ESMF F 32 Assintomatica negativo 20 negativo
33 AF1L F 23 Pré-natal 80 80 80
34 JRS M 41 Anemia ferropriva negativo negativo 80
35 MCNS F 22 Pré-natal negativo negativo negativo
36 VLO F 31 Epigastralgia negativo negativo negativo
37 VRM 3 37 Cefaléia e tonturas negativo 20 40
38 0AA F 45 Epigastralgia negativo 20 40
39 CMS M 23 Epigastralgia _hegativo 40 20
40 AFRB F 25 Assintomatico negativo 20 20
41 CF M 22 Assintomdtico negativo 20 20
42 KCG F 2 Prurido anal negativo negativo 20
43 DHS M 4 Prurido anal negativo negativo 40
44 MR F 22 Pré-natal negativo 40 40
45 CRSJ M 27 Dor abdominal negativo negativo negativo
46 VAFD F 11 Vémitos negativo negativo 40
47 WAVS M 2 Diarréia negativo negativo negativo
48 ASA F 11 Assintomédtico negativo negativo 40
49 JCO M 6 Assintomdtico negativo 20 40
50 ASN M 5 Vomitos negativo negativo 20
51 JSSP M 3 Prurido anal negativo negativo 40
52 MAS F 37 Pré-natal negativo 20 20
53 PAN M 40 Assintomatico negativo negativo 20
54 RMM F 25 Assintomatico negativo 20 20
53 MSR F 33 Assintomdtico negativo negativo 40
56 MFM F 3 Prurido anal negativo negativo 40
57 ALC M 70 Vomitos negativo negativo negativo
58 GPS F 1 Dermatite negativo negativo 20
39 DGA F 5 Prurido anal negativo negativo 20
60 LBF M 3 Gastroenterito negativo negativo 20
61 RFP M 4 Assintomdticol negativo 20 20
62 ALR M 2 Prurido anal negativo negativo 20
63 RHFB M 1 Prurido anal negativo negativo 20
64 MDGS M 10 Prurido anal negativo negativo 20
65 AHM M 2 Prurido anal negativo neﬁgtivo negativo

* “cut off” para LF.I. e ELISA foram considerados nos titulos de 20 ¢ 80, respectivamente.
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Tabela 4 - Identificagdo e freqiiéncia das parasitoses intestinais nos 65 individuos

controles com outras parasitoses.

Parasitas N2 do Caso Total

Monoparasitados

Ancilostomideos 6,15,18,19,34,38 52 57 8
Enterobius vermiculares 25,29,30,31,33.49 .64 7
Hymenolepis nana 9,21,22.23 35,53 6
Trichuris trichiura 5,7.13,14,40,54 6
Ascaris lumbricoides 12,27.32,50,61 5
Taenia sp 17,37 2
Giardia lamblia 1,3,41,42,43,46,47,48,51,56,58,59,60,62,63,65 16
Entamoeba histolytica 11,44 2
Associagdes Parasitarias

Ancilostomideos € A. lumbricoides 39 1
Ancilostomideos ¢ H. nana 10 1
Ancilostomideos € E. histolytica 36 1
Ancilostomideos, A. lumbricoides ¢ T. trichiura 26 1
E. histolytica ¢ G. lamblia 2.4 2
E. histolytica e A. lumbricoides 8 1
E. histolytica e H. nana 24 1
E. histolytica € Taenia sp 20 1
A. lumbricoides ¢ T. trichiura 16 1
A. lumbricoides e G. lamblia 28 1




N Tabela 5 - Identificacdo dos 61 casos de estrongiloidiase segundo sexo, idade ¢ sintomas.

CASO SIGLA SEXO IDADE (ANOS) SINTOMAS
1 P M 41 Diarréia e dor abdominal
- 2 CGA F 18 Pré-natal
3 ELS M 16 Celaléia moderada
- 4 CCP F 18 Pré-natal
) 5 MNS F 40 Diagnoéstico GO preventivo
6 CAS M 8 Dor abdominal
- 7 LAM F 17 Pré-natal
8 IDF M 57 Alcolatra cronico, anemia, emagrecimento
- 9 VLS M 24 Diarréia e vomitos
10 JFC M 47 Alcolatra cronico, astenia e anemia
- 11 CBG M 26 Cefaléia, diarréia, astenia e tosse seca
~ 12 SMB F 18 Pré-natal
13 VDS F 38 Pré-natal
— 14 SSB F 14 Diarréia
15 HLS M 34 Epigastralgia
- 16 ACV M 48 Epigastralgia
17 MEG F 18 Cefaléia
B 18 JES F 24 Pré-natal
- 19 ABB M 41 Diarréia
20 UCP M 52 Dor lombar em célica
- 21 LAN M 26 Assintomatico
22 GFS M 60 Dor abdominal ¢ diarrdia
- 23 IFS F 48 Dor abdominal ¢ inapeténcia
24 MSA F 4 Dor abdominal
25 LCRV F 5 Epigastralgia
26 BPB F 4 Palidez e astenia
27 AMM M 18 Diarréia
- 28 VOO M 33 Dispinéia
29 TRL F 34 Pré-natal
N 30 MFS M 55 Epigastralgia ¢ anemia
31 JSA M 57 Dor abdominal
32 SAM M 80 Sintomas dispépticos
- 33 JAS M 41 Diarréia esporadica
34 LRS F 10 Astenia
- 35 MSC F 26 Pré-natal
36 MMO M S0 Diarréia ¢ epigastralgia
37 CR M 20 Assintomdtico
38 EPC M 46 Epigastralgia
39 LSM F 17 Pré-natal
- 40 JAS M 73 Dor abdominal
41 SP F 19 Epigastralgia
- 42 CH F 29 Pré-natal
43 LEM F 47 Astenia e diarréia
44 EVCA F 31 Epigastralgia
45 AEC M 40 Dor ahdominal
46 DGF F 39 P“ renal cronica
- 47 NPS M 14 Anemia
48 DF I 38 Pré-natal
49 MCFC F 25 Diarréta e dor abdominal
50 RGB M 33 Diarréia e dor abdominal
51 LB M 44 Epigastralgia
52 ESS M 37 Sintomas dispépticos
53 LPRO F 61 Emagrecimento e polifagia
- 54 GGR M 24 Assintomético
55 CRA F 39 Epigastalgia
56 RAM M 57 Eritroderma esfoliativo e prurido
- 57 VPB F 46 Anemia macrocitica
58 DFS F 41 Dor abdominal
- 59 MALM F 25 Pré-natal
60 DAT F 09 Dor abdominal e prurido
61 DV F 69 Assintomatica
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Caso MIFC para outros cosinofilia  outras infecgdes IFI -IgG ELISA -IgG S ratti
parasitas (%) S. ratti SALINO ~ ALCALINO
1 negativo 2 --- 160 80 160
2 E. hartmanni 12 .- 160 160 80
3 negativo 18 - 80 80 160
4 negativo 23 Toxoplasmose 80 80 40
S E.coli; E.histolytica 13 --- 80 160 160
6 S. mansoni NR .- 80 80 160
7 M 5 Toxoplasmose 40 20 _negativo.
8 _negativo 4 --- 40 80 80
9 negativo 30 “-- 160 160 320
10 negativo 2 --- 40 160 160
11 F_coli/ E. histolytica 12 .- 160 160 320
12 E. histolytica 9 Toxoplasmose 160 320 320
13 negativo 8 - - 20 20 160
14 negativo NR --- 20 negativo 20
15 negativo 10 - 160 80 80
16 negativo 8 D. de Chagas 20 20 80
17 negativo 4 --- negativo 80 80
18 negativo 18 Toxoplasmose 160 160 160
19 negativo 7 --- 80 80 80
20 H. nana NR --- 160 160 160
21 negativo 15 --- 80 80 160
22 negativo 8 --- 160 80 320
23 E. coli 8 Neurocisticercose 80 80 80
24 G. lamblia 1 --- 640 160 320
25 negativo 4 .- negativo 80 80
26 negativo 1 --- negativo 40 40
27 E. coli 18 --- 160 160 320
28 “negativo 2 - 80 160 160
29 E. coli / E. histolytica 3 --- 20 80 80
30 negativo 5 --- 80 160 160
31 negativo 2 Esquistossomose 40 160 160
32 E. hartmanni 23 --- 320 320 160
33 negativo 6 .- 160 80 160
34 G. lamblia 16 --- 2640 320 320
35 negativo NR --- 1280 320 640
36 negativo 3 Esquistossomose negativo 80 80
37 negativo 4 - 320 160 320
38 negativo NR D. de Chagas 20 80 80
39 negativo 4 Rubéola 2640 80 160
40 negativo 10 --- 640 40 160
41 negativo 14 sox 1280 320 320
42 negativo 3 Toxoplasmose 320 160 320
43 negativo 3 - 160 160 160
44 negativo 6 - 80 80 80
45 E. coli / E. histolytica 14 --- 640 40 R0
46 E. coli 2 Toxoplasmose 160 160 160
47 negativo 2 --- 40 80 30
48 G. lamblia 1 Toxoplasmose 20 80 80
49 negativo 3 --- 20 R0 80
50 negativo 9 --- 640 160 160
51 E. coli / E. histolytica NR --- 160 80 80
52 _negativo 4 --- 80 160 160
53 negative 3 .- 160 320 320
54 negativo 10 --- 80 80 80
55 negativo 1 .. 40 20 80
56 __mogativo 1 .- 160 80 80
57 negativo 28 - - - 80 320 320
58 negativo 12 .- 40 80 160
59 negativo 11 - .- 80 30 80
60 _negativo NR --- 160 320 320
61 negativo 4 - .- 160 80 160

MIFC= Método de Exames de Fezes

IF= Teste de imunofluorescéneia indireta NR=Nio Realizado

“cut off” para LE.L ¢ ELISA foram considerados nos titulos de 20 ¢ 80, respectivamente.
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Tabela 7 - Distribui¢do de titulos de anticorpos IgG detectados pelo Teste ELISA frente

aos extratos antigénicos salino e alcalino de S. ratti em 61 soros de pacientes com

estrongiloidiase ¢ 125 soros controles considerando o titulo 1gual ou superior a 80.

Titulos de 1gG - Extrato Salino Total positivos
Soros n <20 20 40 80 160 320 640 n %
S. stercoralis 61 1 4 3 27 18 8 0 53 86,9
Controles parasitados 65 36 23 4 2 2 3,1
Controles sadios 60 44 7 9 0 0,0

Titulos de IgG - Extrato Alcalino Total positivos
Soros n <20 20 40 80 160 320 640 n %
S. stercoralis 61 1 1 2 21 22 13 1 57 93,4
Controles parasitados 65 20 23 20 2 2 3,1
Controles sadios 60 37 17 6 0 0,0

Tabela 8 - Distribuigdo de titulos de anticorpos IgG detectados pelo Teste de
Imunofluorescéncia Indireta - IgG anti-S. ratti em 61 soros de pacientes com

estrongiloidiase e em 125 soros controles considerando o titulo igual ou superior a 20.

Titulos de 1gG - S. ratti Total positivos
Soros n <20 20 40 80 160 320 640 1280 2560 n %
S. stercoralis 61 4 7 7 14 18 3 4 2 2 57 934
Controles parasitados 65 63 1 1 2 3.1

Controles sadios 60 60 0 0,0
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Figura 1 - Curvas de reatividade logaritimica do Teste ELISA utilizando extrato
salino de Strongyloides ratti na concentragio de 10pg/ml, frente a soros
padrdes positivo ¢ negativo (1/20, 1/100, 1/200,) e controles do diluente
empregando-se o conjugado de coelho anti-IgG Humana peroxidase nas
diluicdes 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800. As letras S(s), Ag e C(c) significam sem,
com e antigeno, respectivamente.(*Os valores de Soro-[200] apresentou 0
mesmo resultado que S.Ag c.soro-[100].)
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Fig.2 - Curvas de reatividade logaritimica do Teste ELISA utilizando extrato
Alcalino de Strongyloides ratti na concentragdo de 10 pg/ml, frente a soros
padrdes positivo € negativo (1/20, 1/100 e 1/200) e controles de diluente
empregando-se o conjugado de coelho anti-IgG Humana peroxidase nas
diluigdes 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800. As letras S(s), Ag e C(c) significam sem,
com e antigeno, respectivamente.
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Fig. 3 - Frequéncia de positividade dos titulos de anticorpos IgG detectados pelo
teste imunoenzimatica ELISA frente aos extratos salino e alcalino de S. ratti em 61
soros de pacientes com estrongiloidiase.
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Fig 4 - Comparagdo entre a frequéncia de sensibilidade e especificidade do teste
imunoenzimatico ELISA-IgG frente aos dois extratos salino e extrato alcalino e
o teste de imunofluorescéncia indireta-1gG (I.F.1.) para S. ratti.
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5 - DISCUSSAO

Para o diagnostico imunologico da estrongiloidiase humana foi
padronizado a teste ELISA-IgG frente aos extratos salino e alcalino de S. ratti
com alta sensibilidade e especificidade para ambos os antigenos utilizados.

A sensibilidade e a especificidade de uma técnica imunologica dependem,
em grande parte, da preparagdo antigénica utilizada (ROSSI et al.,1993a). O
emprego do antigeno heterologo (S. ratti) possibilitou a produgdo de dois
extratos antigénicos, visto que a obtengdo de larvas de S. stercoralis era um
fator limitante para o desenvolvimento de testes mais sensiveis (COSTA-CRUZ
et al. 1997).

Dos dois extratos antigénicos, o alcalino apresentou maior rendimento na
dosagem de proteinas em relagdo a quantidade de larvas utilizadas e menor gasto
de tempo no seu preparo (item 3.2). N&o havendo diferenga significativa nas
sensibilidades ¢ especificidades entre os extratos, no teste ELISA, esses fatos
foram de importéncia para a escolha do extrato alcalino, o qual futuramente
podera ser utilizado em estudos individuais ou epidemiologicos da
estrongiloidiase humana.

O Quadro 1 demonstra que até o momento o teste ELISA foi realizado

somente em extrato salino de diversos parasitos para a detec¢do de diferentes
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classes de imunoglobulinas nos soros humanos de individuos infectados pelo S.
stercoralis sendo, portanto, a padronizagdo do extrato alcalino um trabalho
pioneiro como apoio laboratorial para o diagnostico da estrongiloidiase humana.

A utilizagdo do extrato salino de S. stercoralis e S. ratti foi descrito no
teste ELISA-IgG (“cut off” maior ou igual a oito), obtendo para ambos antigenos
respectivamente sensibilidades de 82,0% e 84,0% (NEVA, GAM, BURKE,
1981) ¢ 83,8% e 80,8% (GAM, NEVA KROSTOSKI, 1987). As
especificidades n3o foram descritas para o primeiro trabalho, porém para o
segundo foram de 90,2% ¢ 83,9%. Estes trabalhos prévios com S. ratti séo de
origem estrangeira indicando que o presente estudo é o primeiro no Brasil a
utilizar antigeno heterologo com extrato salino.

A maioria dos trabalhos realizados indica que a sensibilidade das técnicas
imunoenzimaticas para detec¢do de anticorpos especificos da classe IgG anti-S.
stercoralis variou de 80,0% a 100% e a do S. ratti variou de 80,8% a 84,0%
(Quadro 1). A sensibilidade (86,9%) obtida neste estudo considerando “cut off”
maior ou superior a 80 para o extrato salino de S. ratti foi superior aos
resultados de NEVA, GAM, BURKE (1981) de 84,0% ¢ GAM, NEVA,
KROSTSKI (1987) 80,8% ambos considerando “cut off” maior ou superior a
oito.

No Brasil foram realizados dois trabalhos com extrato salino de S.
stercoralis em soros de individuos com estrongiloidiase e soros de individuos
controles. As sensibilidades obtidas por BRASIL et al. (1988) e ROSSI et al.
(1993b) foram respectivamente, de 92,0% e 85,2%. Considerando o extrato
salino do antigeno heterélogo foi obtida sensibilidade superior ao de ROSSI et
al. (1993b) e inferior a0 de BRASIL et al.(1988), porém com especificidade
SUperior a0 mesmo.

Em 1993, CONWAY et al. descreveram dois trabalhos utilizando extrato

salino para detec¢do de anticorpos IgG anti-S. stercoralis com um limite de
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positividade igual ou superior a 200. No primeiro (CONWAY et al. 1993a)
foram feitas varias pré-absor¢des para diminuir as reagdes cruzadas com outros
helmintos obtendo-se sensibilidade de 100% e especificidade de 58% para o
extrato salino sem pré-absor¢do, enquanto que no segundo (CONWAY et al.
1993b) foi de 91% para sensibilidade ¢ 70,4% para a especificidade associando
ao Western blot, demonstrando uma preocupagdo com as reagdes cruzadas com
ancilostomideos, Necator americanus, Ascaris [lumbricoides ¢ Trichuris
trichiura.

As reagdes cruzadas observadas no nosso estudo (dois casos) eram de
pacientes com ancilostomiase, situagdo ja demonstrada por BRASIL et al.
(1988), CONWAY et al (1993) e LINDO et al (1994). O outro caso de reagdo
cruzada foi de infecgdo por Enterobius vermicularis diagnosticado em uma
paciente do sexo feminino de 23 anos de idade em periodo gestacional ndo
sendo possivel a confirmagdo parasitologica da presenga do S. stercoralis ou de
ancilostomideo, porém salienta-se que os trés testes imunologicos para
estrongiloidiase foram reagentes no titulo 80.

Nio houve diferenga significativa na sensibilidade e especificidade entre
as reagdes dos dois extratos frente ao antigeno S. ratti, isto demonstra que
ambos apresentam possibilidade de serem utilizados no teste ELISA. O teste
LF.1 S ratti (COSTA-CRUZ et al., 1997) pode ser associado ao teste ELISA S.
ratti com eficacia para o diagnostico da estrongiloidiase humana, pois a
sensibilidade e a especificidade do extrato alcalino foram iguais a do teste LF.I. .

No presente trabalho, o teste ELISA ndo detectou anticorpos em oito
pacientes para o extrato salino e em quatro pacientes para o extrato alcalino com
diagnéstico comprovado de estrongiloidiase, o que poderia ser atribuida a estes
individuos estarem na forma aguda, confirmada pela eliminagdo de larvas nas
fezes. Destes, trés (casos 7, 14, 26) foram negativos para os dois extratos. Os

casos 13, 16, 40, 45 € 55 mostraram-se negativos apenas para o extrato salino ¢
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0 caso 4 somente para o extrato alcalino. O caso 26 era uma crianga com idade
de cinco anos de idade, ¢ ¢ provavel que este paciente apresentasse uma
imaturidade na resposta imunolégica especifica contra antigenos de S.
stercoralis.

Salienta-se a importancia da associagdo de dois testes imunologicos, onde
um detecta anticorpos frente a extratos soluveis (ELISA) e outro frente a
antigenos de superficie (I.F.1.) para o estabelecimento da soroprevaléncia para

estrongiloidiase humana.
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6 - CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir que:

e Padronizou-se pela primeira vez no Brasil o teste ELISA-IgG com antigeno
heterélogo (S. ratti) para ao diagnostico da estrongiloidiase humana.

e A sensibilidade do teste ELISA-IgG em relagdo aos soros variou com o0S
extratos utilizados, sendo o extrato alcalino mais sensivel porém de igual valor
ao teste de Imunofluorescéncia Indireta-1gG.

e A especificidade do teste ELISA-IgG em soros foi igual para os dois extratos
antigénicos e iguais ao teste de Imunofluorescéncia Indireta-IgG.

 Em relagdo a praticidade de preparo e rendimento obtido o extrato alcalino foi
superior ao extrato salino de S. ratti.

e O teste imunoenzimatico ELISA com extrato alcalino é recomendado, como
alternativa diagnostica por ndo apresentar diferenga significativa em relagao
a0 extrato salino.

. A associagdo dos testes ELISA e LF.I de S. ratti constituem métodos
eficazes para o estabelecimento da soroprevaléncia para estrongiloidiase

humana.
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