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RESUMO

O estudo da estrongiloidiase tem recebido especial atengao nos
ultimos tempos, principalmente nas regides tropicais. Pesquisas sdo
realizadas na tentativa de precocemente diagnosticar a presenga da infecgao
por Strongyloides stercoralis. Esse trabalho teve como objetivo detectar a
presenga de anticorpos IgA especifica circulantes através do teste ELISA
utilizando larvas filarioides de Strongyloides ratti com extrato salino e
alcalino. Avaliou-se reagdes cruzadas com outras parasitoses. Amostras de
soros de 186 individuos foram analisados, 61 individuos estavam
eliminando larvas de S. stercoralis nas fezes, 60 amostras de soros de
individuos controles saudaveis (estudantes universitarios) os quais foram
realizados exames parasitologicos pelos métodos de Baermann-Moraes e
Hoffmann, 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. rarti foi obtido de
cultura de fezes de Rattus rattus infectados experimentalmente. As placas
de ELISA contendo 10 pg/ ml de extrato salino ou alcalino de S. ratti
foram adicionadas os soros padrdo positivo, negativo € soros testes na
diluigao 1: 20 e posteriormente seriada na razdo dois. O titulo ideal do
conjugado IgA de cabra anti IgA humano peroxidase foi de 1000 para
ambos os extratos. Considerou-se positiva a reagdo nos titulos > 20. A
positividade do teste ELISA para detecgdo de IgA foi de 42,62% para o
extrato salino e de 47,54% para o extrato alcalino. Ocorreram 4,62% e
9.23% de reagdes cruzadas com individuos controles parasitados para os
extratos salino e alcalino respectivamente. Concluiu-se que 0s extratos
antigénicos salino e alcalino de S. rafti podem ser empregados no teste
ELISA como auxilio diagnostico. Apesar da praticidade de preparo e
rendimento na dosagem de proteinas do extrato alcalino ter sido elevada em
relagdo ao extrato salino, ambos sdo recomendados, ja que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre eles na detecgdo de anticorpos IgA
especifica na estrongiloidiase humana.

Palavras chave: Strongyloides stercoralis, teste ELISA, imunodiagnéstico, IgA.
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1. INTRODUCAO

O parasita Strongyloides sp, pertence ao reino Animalia, sub-reino
Metazoa, filo Nematoda, classe Secernentasida, ordem Rhabditorida. A familia
Strongyloididae € composta por apenas um género Strongyloides (LEVINE,
1979). O género Strongyloides apresenta 52 espécies podendo o homem ser
acometido por trés delas: S. stercoralis, S. fuelleborni e S. fuelleborni - "like". A
primeira espécie tem distribuigdo mundial, a segunda é encontrada na Africa e
nas Filipinas, ¢ a terceira apenas na ilha da Nova Guiné (BARNISH &
ASHFORD, 1989; PIRES & DREYER, 1993).

S. stercoralis foi primeiramente observado em 1876, pelo médico francés
Louis Normand, em soldados oriundos da Conchinchina (atual Vietnd), e
descrito por Bavay (1876), (PESSOA & MARTINS, 1982).

S. stercoralis é o unico nematodeo, que tem como forma parasitaria
adulta a fémea partenogenética, apresentando dois ciclos evolutivos e com
capacidade de causar auto-infeccdo (GRANOT et al., 1983; PIRES &
DREYER, 1993; GOMES-MORALES et al., 1995).

A auto-infecgdo interna pelo parasita ¢ conseqiiéncia que as larvas
rabditoides ainda na luz intestinal transformem-se em larvas filaridides que

penetram na mucosa intestinal, alcangando os vasos sangiiineos e linfaticos e se



disseminem por todo o organismo do hospedeiro, causando varios sintomas
(LAURIA-PIRES, 1989; PIRES & DREYER, 1993; GOMES-MORALES et al.,
1995; GROVE, 1996).

S. stercoralis apresenta dois ciclos evolutivos, ambos monoxénicos. O
primeiro € direto ou partenogenético, nos qual as larvas rabditdides chegam ao
exterior junto com as fezes, sendo depositadas em terreno arenoso, umidade alta
e temperatura de 25-30°C, as larvas transformam-se em larvas filaridides
infectantes em 24-72 horas. O segundo tipo é o indireto ou de vida livre, no qual
as larvas rabditoides eliminadas chegam ao meio exterior junto com as fezes e,
alcangando o terreno, transformam-se em machos e fémeas de vida livre. Essas
formas realizam a copula e a fémea inicia a ovoposi¢do. Os ovos sob condigdes
favoraveis de temperatura ¢ umidade, tornam-se embrionados. Em seguida, as
larvas rabditéides eclodem, permanecendo em liberdade (NEVES et al., 1995).

A estrongiloidiase pode causar diversos quadros clinicos de gravidade
varidvel. As pessoas imunocompetentes e infectadas com baixa carga
parasitaria, sdo geralmente assintomaticas correspondendo a 50% dos casos. Nas
infecgdes macigas ha o aparecimento de diarréia, desidratagdo, ma absor¢do, ma
nutrigdo que podem ou ndo levar o individuo a oObito. Nos pacientes
imunodeprimidos, podem causar hiperinfecgdo cujos sintomas sdo graves,
podendo o individuo evoluir para a morte, se nao for realizado um diagndstico e
tratamento correto (BRASITUS et al., 1980; MILDER et al., 1981; PIRES &
DREYER, 1993; CONWAY et al., 1995; SATO et al., 1995a;: MUELLER, et
al., 1998).

As observagdes acumuladas, ha cerca de 10 anos, de uma série de casos
graves e fatais da estrongiloidiase, induzidos por corticosterdides e/ou
terapéutica imunossupressora, utilizada particularmente para o tratamento de
doengas malignas e nefropatias, revelaram interessante "modelo” da exacerbagio

de uma infecgdo latente, muitas vezes assintomatica, permitindo avaliar a



possivel importancia dos mecanismos imunol6gicos na manutengio do estado de
equilibrio parasita-hospedeiro (GOMES, 1981).

Desde 1960 o tiabendazol ¢ o albendazol tém sido as drogas escolhidas
para o tratamento de S. stercoralis, mas apresentam varios efeitos colaterais
nao apresentando eficacia em programas de controles de endemia. Estudos
recentes demonstraram que o ivermectina tem sido a droga mais eficaz e segura
no controle de doengas endémicas como a estrongiloidiase humana (LINDO et
al., 1996).

S. stercoralis apresenta-se amplamente disseminado nos tropicos e
subtropicos, onde as condigdes climaticas favoraveis, a alta concentragdo
populacional de baixo poder econémico e cultural, a deficiéncia de educagdo
sanitaria ¢ a falta de saneamento basico permitem o desenvolvimento e a
manutengdo do agente no meio ambiente (MILDER et al., 1981; GRANOT et
al., 1983; MAHDI et al., 1993; HALL et al., 1994).

A estrongiloidiase tem distribuigdo mundial heterogénea apresentando
areas de predile¢do no Sudoeste da Asia, Brasil, Colémbia, Sul dos Apalaches,
Leste Europeu, Oeste da Africa e algumas ilhas do Caribe. Stuerchler em 1981
(apud PIRES & DREYER, 1993) definiu trés regides mundiais de acordo com a
prevaléncia da infecgdo pelo S. stercoralis: esporadica (<1%), endémica (1-5%)
¢ hiperendémica (>5%).

Durante 24 anos (outubro de 1953 a dezembro de 1977), GOMES (1981)
realizou um estudo sistematizado em 73 (1,8% do total de necropsias) casos
fatais de estrongiloidiase em pacientes de Salvador (BA), através da revisdo dos
prontuarios clinicos e com necropsias completas. Este estudo caracterizou um
grupo de pacientes (53,4%), onde a helmintose foi a doenga principal e a causa
do éxito letal e outro grupo (46,5%), em que a verminose se associou e/ou
complicou o curso evolutivo de outras condigdes clinicas. Dessas condig¢des

ressaltaram-se 13 casos com doengas basicas variadas (predominando



nefropatias e tumores malignos), todos relacionados ao uso de agentes
terapéuticos capazes de promover depressio imunoldgica.

Em um trabalho realizado no Rio de Janeiro (RJ), NOLETO et al. (1990)
constataram estrongiloidiase disseminada fatal em 13 casos necropsiados, com
idade entre 11 e 64 anos; em todos havia uma condi¢do desencadeante prévia:
desnutrigdo crénica, uso de corticosterdides, infec¢do respiratoria aguda ou
sindrome de Cushing.

A ocorréncia de 16 casos (0,5%) de estrongiloidiase em necropsias em
Uberlandia (MG), foi verificada por COSTA-CRUZ et al. (1995) numa analise
de 3.047 laudos, no periodo de janeiro de 1971 a maio de 1995. Em 15 casos,
houve localizagdo intestinal com maciga quantidade de larvas e ovos do parasita,
sendo dois casos de pacientes com Sindrome da Imunodeficiénica Adquirida
(SIDA).

MACHADO & COSTA-CRUZ (1998) demonstraram que Uberlandia
(MG) € uma regido hiperendémica, pois utilizando os métodos de Baermann-
Moraes e o de Lutz, realizados no laboratério de Parasitologia da Universidade
Federal de Uberlandia registraram 13% de ocorréncia da infecgdo por S.
stercoralis em criangas de 4 meses a 7 anos de idade da area urbana do
municipio, apds a leitura de 9900 1aminas.

Um estudo da associagdo entre S. stercoralis e pacientes portadores do
HIV, durante 77 meses no Hospital Escola de Uberlandia a partir de janeiro de
1990, demonstra 25 casos de estrongiloidiase sendo sete (28%) de sindrome de
hiperinfecgdo (FERREIRA et al., 1999).

Na estrongiloidiase, a pesquisa de larvas nas fezes foi o primeiro
exame diagnostico a ser empregado, desde 1876, e continua sendo o mais
utilizado na rotina. O método mais comumente utilizado ¢ 0 de BAERMANN

(1917), que se baseia na migragdo das larvas pelo seu hidrotermotropismo
(PIRES & DREYER, 1993).



5

A confirmagdo parasitolégica da presenga da infeccdo pode ser
dificultada, uma vez que os parasitos sdo freqiientemente ausentes ou presentes
em pequeno numero (NEVA, 1986). Nessas condigdes, repetidos exames fecais
por métodos parasitologicos de rotina laboratorial apresentam baixa
sensibilidade (SATO et al., 1995a; DREYER et al., 1996). O diagnéstico da
estrongiloidiase ¢ definitivo quando, por métodos especificos, larvas do parasita
sdo encontradas nas fezes (BAERMANN,1917: ARAKAKI et al., 1990; KOGA
et al., 1991, KAMINSKY, 1993; SUKHAVAT et al., 1994, SALAZAR et al.,
1995; SATO et al., 1995b; SANTOS & PADILHA FILHO, 1996), no fluido
duodenal (JONES & ABADIE, 1954: BEAL et al., 1970; ASSEFA et al., 1991;
CHEN et al., 1994), ou ocasionalmente em outros tecidos ou fluidos de pessoas
infectadas (AVRAM et al., 1984; HUARATO SEDDA et al., 1990; MURTY et
al., 1994; TAKAYANAGUI et al.,1995).

O desenvolvimento de testes imunoldgicos para o diagnostico da
estrongiloidiase pode contribuir para o esclarecimento dos diagndsticos clinicos
e estudos soroepidemioldgicos (CONWAY et al., 1995; SATO et al.,1995a;
COSTA-CRUZ, MACHADO, CAMPOS,1998) e serem aplicados como
alternativa diagnéstica.

A primeira abordagem do imunodiagndstico na estrongiloidiase foi o
teste cutdneo realizado com extratos de larvas filaridides descrito por
Fuelleborni em 1926. Este teste surgiu na observagéo clinica de reagdes cutaneas
(larva currens e urticaria ndo especifica) da doenga, sugerindo a existéncia de
resposta alérgica (hipersensibilidade) a larva filaridide que migra pela pele
(PIRES & DREYER, 1993). Os testes intradérmicos ndo sdo convencionalmente
aplicados (PELLEGRINO et al.,1961).

A reagdo de imunofluorescéncia indireta com diversidade na sua
padronizagdo, tanto em relagdo aos antigenos de larvas filaridides utilizados

como na execugdo da técnica ora em laminas ora em tubos ou na detecgdo de
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diferentes classes de imunoglobulinas tem sido realizada por diversos
pesquisadores (COUDERT et al., 1968; DAFALLA, 1972; GROVE & BLAIR,
1981; GENTA & WEIL, 1982; CAMPOS et al., 1988; COSTA-CRUZ et dl.,
1997).

Outros métodos imunolégicos tém sido descritos, como a aglutinagio
indireta com particulas de gelatina (SATO et al., 1991), hemaglutinagio indireta
(GAM et al., 1987), radioimunoensaio (IgE) (LEAO et al., 1980), reagdo de
“Immunoblot” (GENTA et al, 1988; LINDO er al, 1994) e a reagdo
imunoenzimatica Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (BRASIL et
al., 1988; GAM et al., 1987; LINDO et al., 1994; SATO et al., 1995 a, COSTA-
CRUZ et al., 1998; COSTA-CRUZ et al., 1999).

1.1. Resposta Imune Humoral na Estrongiloidiase e o Papel da
Imunoglobulina A (IgA)

O reconhecimento do antigeno estranho € o ponto alto da resposta imune
adaptativa especifica e dois tipos distintos de moléculas estdo envolvidas nesse
processo. Os receptores de antigenos e as imunoglobulinas. Essas constituem um
grupo de glicoproteinas presentes no soro e fluidos teciduais de todos os
mamiferos. Na maioria dos mamiferos superiores existem cinco classes distintas
de moléculas de imunoglobulinas e sdo designadas de IgG, IgA, IgM, IgD e IgE.
Estas diferem em tamanho, cargas elétricas, em composi¢do de aminoécidos e
no contetido de carboidratos. Além das diferengas entre classes, dentro de cada
classe as imunoglobulinas também sio muito heterogéneas (ROITT et al.,
1997).

O modelo estrutural de uma imunoglobulina baseia-se em dois tipos

distintos de cadeias polipeptidicas. A cadeia menor (leve) possui um peso



molecular de 25000D e ¢ comum a todas as classes, sendo que todas essas
possuem uma regiao varidvel ¢ uma constante, enquanto que a cadeia maior
(pesada) possui um peso molecular de 50000-70000D e ¢ estruturalmente
diferente para cada classe ou subclasse. As cadeias polipeptidicas sdo unidas por
forgas covalentes e ndo covalentes (ROITT et al., 1997).

A IgA presente nas secregdes é chamada IgA secretdria ou secretora e a
IgA circulante na corrente sanguinea, IgA sérica (CHODIRKER & TOMASI,
1963).

A variagdo na estrutura da cadeia pesada de uma determinada classe
origina subclasses das imunoglobulinas. Estas podem apresentar diferentes
propriedades. A IgA secretora (sIgA), que tanto pode ser de uma subclasse
(IgAl ou IgA2) como de outra, existe especialmente na forma dimérica 11s,
possui um peso molecular 385.000D e porcentagem de 7 a 11% de carboidratos.
E abundante nas secregOes mucosserosas onde associa-se com outra proteina
conhecida como componente secretor. A subclasse IgAl possui uma cadeia
pesada ol (alfal), concentragdo sérica média de 3 mg/ml, coeficiente de
sedimentagdo igual a 7s, peso molecular de 160 x 10°, meia vida de seis dias,
porcentagem de distribuigdo intravascular de 42% e de 7 a 11% de carboidratos.
A IgA2, possui as mesmas propriedades apresentando diferencas somente no
tipo de cadeia pesada, a2 (alfa2), e uma concentragdo sérica média de 0,5mg/ml
(ROITT et al., 1997).

A sintese total de IgA sistémica e secretoria, segundo DELACROIX
(1985), ¢ de aproximadamente 66 mg/kg/dia, o que a coloca como
imunoglobulina predominante, representando 60% do total de imunoglobulinas
produzidas pelo organismo humano. A necessidade de sintese de grandes
quantidades de IgA ¢ compreensivo, pois as superficies mucosas representam a
maior drea de contato do sistema imune com o meio externo, em que O

microorganismos e seus produtos, substincias presentes na alimentacgéo ingerida



e no ar inalado, proporcionam uma fonte contante e potente de estimulagdo
antigénica para ambos os compartimentos imunes, o secretor € o sistémico
(MESTECKY & MCGHEE,1987).

O crescente interesse pela imunoglobulina A nas ultimas décadas se deve
a varios fatores, dentre os quais se sobressaem os seguintes: IgA é a principal
classe de imunoglobulinas nas secre¢des externas (CHODIRKER & TOMASI,
1963); ¢ a principal imunoglobulina produzida pelas células plasmaticas nas
glandulas e membranas mucosas ( TOMASI et al ., 1965; CRABBE et al., 1965
RUBIN et al., 1965 ); a IgA secretoria (sIgA) tem caracteristicas antigénicas e
estruturais distintas da IgA sérica ( HANSON, 1961; TOMASI et al., 1965) em
razdo da presenga do componente secretor ( LAMM, 1976).

A descoberta por CHODIRKER & TOMASI (1963) de que a
imunoglobulina A ¢ a classe predominante nas secregdes intestinais representou
um dos maiores avangos no campo da imunologia intestinal. Os intestinos, com
predominio na lamina propria, possuem o maior acimulo de tecido linfoide do
corpo (HEREMANS, 1974; LAMM, 1976, BRANDTZEG, 1985). O sistema
imune no intestino tem um papel essencial na resisténcia do hospedeiro a
bactérias , virus e parasitos e na interagdo do hospedeiro com antigenos do
ambiente ¢ com os antigenos alimentares. O trato gastrointestinal humano
contém tanto tecido linfoide quanto o bago (BRANDTZAEG er al., 1989).

A descrigdo da IgA sérica e de algumas de suas propriedades por
HEREMANS ef al. (1959) foi o ponto de partida de outros estudos de varios
autores (LAMM, 1976; KUTTEH et al., 1982; DELACROIX, 1985;
BRANDTZEG, 1985; MESTECKY et al., 1986; CONLEY & DELACROIX,
1987). A IgA sérica apresenta uma parcela que varia de 10 a 15 % do total de
imunoglobulinas circulantes. Sua produgdo diaria pela medula 6ssea, bago e
linfonodos ¢ de 18,5 a 30 mg / kg/ dia, quantidade inferior a IgA secretoria
produzida pelo trato gastrointestinal (HEREMANS, 1974). A maioria da IgA
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sérica circulante (80 a 90 %) pertence a subclasse de IgAl, enquanto no trato
intestinal predomina a subclasse de IgA2. A vida média da IgA séricaéde3 a6
dias (DELACROIX ef al., 1982; CONLEY & DELACROIX, 1987). Grande
quantidade da IgA ¢é produzida na medula Ossea, mas o seu catabolismo
relativamente rapido em relagdo a IgG resulta em baixos niveis séricos de [gA.

A fungdo da IgA sérica humana permanece desconhecida. Embora seja
capaz de neutralizar biologicamente antigenos ativos, admite-se que a IgA,
diversamente da IgG ou IgM, ndo utiliza mecanismos auxiliares, tais como a
fixagdo do complemento e a promogdo de fagocitose (HEREMANS, 1974;
MESTECKY et al., 1986; KAGNOFF, 1993). Desde os trabalhos de GRABAR
& WILLIAMS (1953), HEREMANS et al. (1959), CHODIRKER & TOMASI
(1963), a IgA tem sido objeto de numerosas pesquisas relacionadas
principalmente com a sua fungdo nas secre¢des da mucosa gastrointestinal.

Para investigar a imunopatologia causada no tecido duodenal induzido por
estrongiloidiase e para relatar o grau de severidade clinica sio utilizados testes
imunocitoquimicos para IgA e componente secretor (SC). A associagdo de IgA
positiva no plasma celular com glandulas Brunner’s e expressdo de SC nessas
glandulas sugerem que essas estruturas podem produzir um caminho a
penetragdo da IgA no limem intestinal. A IgA positiva na lamina celular
aumenta proporcionalmente com a severidade dos sintomas. O aumento de
secre¢do de IgA elucidada pela infecgdio requer o elevado nimero de células
epiteliais capazes de transportar a IgA para dentro do limem do intestino
(COUTINHO et al., 1996).

O papel desempenhado pelas imunoglobulinas ndo estd ainda
completamente elucidado e explicado, ¢ a resposta imunoldgica do tubo
digestivo as infecgdes parasitarias, especialmente na estrongiloidiase ndo é bem
conhecido. A imunidade humoral e celular de 35 pacientes com diferentes

formas clinicas de estrongiloidiase, foi estudada por CARVALHO et al,
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(1983), demonstrando niveis baixos de IgG de eosinéfilos no san gue periférico.
A técnica de imunofluorescéncia direta utilizada para determinar as
concentragdes de IgA, TgG e IgM na mucosa jejunal de pacientes com diferentes
formas clinicas de estrongiloidiase humana (assintomaticos, sintomaticos leves e
sintomaticos graves), demonstrou diminui¢do significativa da concentragdo da
IgA nos pacientes sintomaticos graves e diminui¢do da concentragio de IgM nos
trés grupos, quando comparado com o grupo controle. Ndo havendo alteragoes
na concentragdo de IgG (FOGACA et al., 1990).

Concentragdes de IgG, IgA, IgM e IgE no soro: e IgG, IgA ¢ IgM no
fluido duodenal e nas fezes foram determinadas por imunodifusio radial em 28
pacientes com estrongiloidiase; metade dos pacientes apresentaram elevados
niveis de anticorpos IgE nos soros que variavam entre 810 a 14.600 unidades/ml
com concentragdo media de 2.780 unidades/ml. Concentragdes de IgG, IgA e
IgM nos soros ndo apresentavam alteragdes significativas, embora, os valores
médios de IgG e IgM tenham se mantido ligeiramente elevados e os de IgA
ligeiramentes diminuidos. Concentragdes de IgG, IgA e I1gM no fluido duodenal
estavam nos limites normais; apenas IgA foi constantemente detectada, IgG e
IgM foram detectadas em 18 e 26 pacientes, respectivamente. Nas fezes, a
imunoglobulina mais freqiientemente detectada foi a IgA enquanto a IgG e IgM
foram encontradas em apenas quatro pacientes (BEZJAK, 1975).

Niveis de IgE sérica total e anticorpos especificos IgG e IgA anti-S.
stercoralis foram pesquisados, através de técnicas imunoenzimaticas, em 27
pacientes com estrongiloidiase comprovada por métodos parasitologicos.
Manifestagdes clinicas nesta série de casos foram investigadas pelo estudo
retrospectivo dos prontuéarios dos pacientes. Os niveis de IgE sérica foram
elevados (maior do que 250U1/ml) em 59% dos pacientes (concentragdo média =

1364Ul/ml). Anticorpos especificos IgG e IgA anti-S. stercoralis foram
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detectados, respectivamente, em 23 (85,2%) e 21 (77,8%) pacientes (ROSSI et
al., 1993).

O teste ELISA tem sido usado para investigar presenca de
imunoglobulinas do soro (IgGl, IgG4, IgE ¢ IgA) contra as larvas de S
stercoralis. Por este método pode-se observar a redugdo da resposta dos
anticorpos especificos no soro para S. stercoralis em pacientes tratados
corretamente com ivermectina, podendo ainda ser usado para calcular a eficicia
deste quimioterapico no tratamento da estrongiloidiase endémica (LINDO et al.,
1996).

No estudo realizado por ATKINS er al. (1997) em uma populagio
endémica de individuos infectados por S. stercoralis na Jamaica foi verificado
que os niveis de IgG1 apresentaram-se inversamente correlacionados com a
idade. Foi observado menor nivel de IgE em grupos de idade avangada,
enquanto que niveis de IgA foram similares em ambos os grupos endémicos
(velhos-30 a 80 anos e jovens-6 a 29 anos), mas foram elevados em individuos
infectados cronicamente. Niveis de 1gG4 apresentaram-se similares e elevados
em todos os grupos estudados. O estudo sugeriu que a idade esta correlacionada
com a infecgdo crénica por S. stercoralis em area endémica. Elevada regulagcdo
de IgG4 precocemente pode facilitar a estabilizacdo da infecgcdo e, em
combinagdo com o desenvolvimento de IgE de baixa resposta, pode promover
estrongiloidiase crénica assintomatica. A elevada produgdo de IgA pode estar

envolvida no controle da infecgdo cronica, pois interfere na redugdo da produgio
da IgG1.

1.2. Antigeno Heterélogo

Uma das principais limitagdes encontradas no desenvolvimento de testes

sorologicos mais sensiveis e especificos, é a dificuldade em se obter quantidades
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suficientes de antigenos que permitam seu posterior fracionamento e analise
(ROSSI et al., 1993b). Diante disto, ¢ conveniente a padronizagdo e utilizagdo
de antigenos provenientes de Strongyloides ratti (Sandground, 1925). S. ratti é
um helminto de ratos silvestres que infecta facilmente o rato branco e pode ser
mantido em laboratério sem dificuldades. Larvas filaridides podem ser obtidas
em grande nimero a partir de culturas de fezes de ratos infectados, o que
simplifica a obtengdo do antigeno (PELLEGRINO ef al., 1961).

O Laboratério de Parasitologia da Universidade Federal de Uberlandia
desenvolve desde de 1994 a linha de pesquisa denominada “Diagndstico da
Estrongiloidiase Humana™, tendo realizado a padronizagdo da detecgdo de IgG e
IgM pelas reagdes de Imunofluorescéncia Indireta com antigeno homologo e

heter6logo e ELISA com antigeno heterologo.
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2. OBJETIVOS

e Obter as formas larvarias de S. ratti.
* Produzir extratos salino e alcalino total de S. rarti para reagdo ELISA.
* Obter amostras de soros controles e de pacientes com estrongiloidiase.

e Padronizar o teste imunoenzimético ELISA para detecgdo de IgA circulante

frente antigenos salino e alcalino de S. ratti.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencio de Strongyloides ratti

Para obtengdo de Strongyloides ratti, foram utilizadas fezes de ratos da
espécie Rattus rattus mantidos infectados por inoculagdo em laboratorio.

Os animais, apos 10 dias de inoculagdo, foram colocados em gaiolas
metalicas, forradas com papel umedecido em agua, para permanecerem por uma
noite em defecagdo. Apos este periodo, fez-se a colheita das fezes para proceder
o cultivo pelo método de Looss. No 5° dia, foram obtidas as larvas pelo método
de Baermann-Moraes, sendo o material concentrado através de centrifugacio.
Foi feita a contagem das larvas em 10ul deste concentrado em 3 laminas
distintas e através da média entre as 3 laminas, verificou-se a quantidade de
larvas existentes em 1 ml.

O in6culo foi feito por via subcutinea no volume de 1 ml da suspensio de
2000 larvas por rato. Apés inoculagdo, os ratos permaneceram 10 dias até as
proximas culturas.

Parte das larvas obtidas foram utilizadas para manutengdo do ciclo

evolutivo do S. ratti em Rattus rattus e a outra parte foi mantida a - 20°C para o

preparo dos antigenos.
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2.1.1 Método de Looss

Para coprocultura foram misturadas partes iguais de material fecal e
carvdo vegetal triturados em grios pequenos. Esta mistura foi umedecida
ligeiramente ¢ estendida em placas de Petri, de modo a formar uma camada nio
CSpessa, que permaneceu em repouso a temperatura de 25°C em estufa BOD por
5 dias. Apds este procedimento foram recolhidas as larvas pelo método de
Baermann-Moraes (NEVES ez al., 1995).

3.1.2. Método de Baermann-Moraes

Em um suporte de madeira foram colocados funis de vidro com didmetro
de 11,5 e¢m, cuja haste continua em um tubo de borracha de 10 cm, no qual foi
introduzido um tubo de ensaio de 10 cm de comprimento por 2 c¢m de diametro,
obliterando-se a passagem de agua.

Cada funil foi preenchido até a borda com agua de torneira a temperatura
de 45°C. Sobre o mesmo foi colocada uma tela metalica com 100 malhas por
em’. Sobre a tela foi colocada gaze dobrada em quatro, depositando-se sobre a
mesma aproximadamente 10g de fezes. A gaze com a amostra fecal foi deixada
€m contato com a agua, em repouso por uma hora e foj retirado o tubo de ensaio
com cerca de 5 a 7 ml de agua.

Apos concentragdo em centrifuga Excelsa Baby I FANEM Sio Paulo-
Brasil a 1500 rpm por 15 minutos as larvas foram lavadas em tampdo fosfato
PH 7.2 por centrifugagdo a 1500 pm durante 3 minutos por 5 vezes e

conservadas a - 20°C até o momento do uso (BAERMANN, 1917; MORAES,
1948).
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3.2. Produgio de Extratos Antigénicos Soluveis para o Teste ELISA
3.2.1 Producio de Extrato Salino Total de Antigeno de S. ratti

As larvas de S. ratti obtidas no item 3.1 foram descongeladas e
ressuspensas em 3 ml de solugdo salina tamponada com fosfato 0,15M pH 7,2
(PBS). As mesmas foram rompidas, para extragdo protéica com auxilio de um
homogeneizador de tecidos a 4°C (GLAS-COL), e posteriormente através de
passagem por ultra som (Thorton, Inpec Eletronica Sio Paulo) a 40 khz em 7
periodos de 20 segundos em banho de gelo. O material foi deixado sob agitagio
por 18 horas a 4°C para extragdo dos antigenos e centrifugado a 10000 rpm por

30 minutos a 4°C. O contetido protéico do sobrenadante foi dosado através do
método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

3.2.2. Produgio de Extrato Alcalino de S. ratti

As larvas de S. ratti foram adicionadas 1 ml de NaOH (0,15M)
deixando-as por seis horas a 4°C sob agitagao lenta. Apos agitagdo, foi colocado
0,5 ml de HCI (0,3M) gotejando-se e medindo o pH com a utilizagdo do papel
indicador considerando aproximadamente o pH de 7.0 até 7,5, seguindo a
centrifugagdo a 10000 rpm por 30 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC 5C plus, USA). O contetido protéico do sobrenadante foi dosado
pelo método de Lowry (LOWRY et al., 195 1).



3.3. Amostras de Soros

Foram colhidos 10 ml de sangue de individuos no Laboratério de Anslises
Clinicas do HC-UFU por pungdo venosa ¢ encaminhados ao Laboratério da
Disciplina de Parasitologia para obtengdo dos soros por centrifugagdo. Os soros
foram armazenados a - 20°C até o momento do uso.

Para colheita do material fecal e do sangue de pacientes com outras
parasitoses e pacientes com estrongiloidiase foi elaborado um termo de
consentimento (anexo 1), no qual os pacientes ou responsaveis declararam estar
cientes dos objetivos do trabalho, bem como da importancia de sua colaboragio
para o mesmo.

Para completar a identificagdo das amostras de soros, foram anotados
dos individuos sadios e de prontuarios dos pacientes a sigla dos nomes, a idade,
sexo e procedéncia. Nos casos de controles de outros parasitas e nos casos de

estrongiloidiase também foram identificados Os sintomas e associagdes

parasitarias ou outras infecgdes.

3.3.1. Amostras de Soros Controles de Individuos Sadios

Foram obtidos por doagio a disciplina de Parasitologia 60 amostras de
soros controles de individuos sadios (estudantes universitarios), que em trés
exames parasitologicos de fezes realizados pelos métodos de Baermann-Moraes
(BAERMANN, 1917 & MORAES, 1948) e Hoffmann, Pons e Janer (HPJ)
(HOFFMANN, PONS & JANER, 1934) ndo foram detectadas larvas de S.
stercoralis ou outra parasitose e que negaram histéria anterior de
estrongiloidiase. O primeiro método  foi realizado segundo descrito

anteriormente no item 3.1.2, recolhendo-se 5 ml de 4dgua do tubo de ensaio. O
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tubo foi calibrado utilizando-se balanga e centrifugado durante 5 minutos a 1500
rpm a temperatura ambiente.

Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado deixando no tubo
aproximadamente 1 ml de liquido para ser examinado. Foram adicionadas trés
gotas de lugol (1 g de Todo em 100 ml de agua destilada e 10 g de lodeto de
Potassio) com a finalidade de imobilizar as possiveis larvas existentes,
impedindo sua migragdo pela parede do tubo e evitando a contaminagio do
manipulador do material. Para conservar as estruturas destas larvas foram
adicionadas também trés gotas de formol a 10%.

Sobre uma ldmina de 7,5 ¢cm de comprimento por 2,5 cm de largura
foram colocadas duas gotas do sedimento e cobertos com laminulas de 24mm x
24mm. As laminas foram observadas em microscopio  Optico binocular
(OLYMPUS - CH2), em aumentos de 100 e 400 vezes. O segundo método foi

realizado conforme descrito abaixo.

Método de HOFFMANN, PONS & 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 6g de fezes , que foram fragmentadas na agua
por meio de bastdo de vidro. Acrescentou-se mais agua, no volume de cerca de
15 ml agitando-se a suspensdo, a qual foi filtrada, através de gaze cirirgica
dobrada quatro vezes, sobre tela metalica com 200 malhas por cm2, sendo

material filtrado coletado em calice conico de sedimentagio com 200 ml de
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capacidade. Os detritos retidos na gaze foram lavados com 4gua corrente,
agitados constantemente com o bastio de vidro, no mesmo calice.

A suspensdo assim preparada foi deixada em repouso durante 24 horas.
Quando o sobrenadante estava turvo, este foi descartado cuidadosamente sem
levantar ou perder o sedimento. Em seguida o sedimento foi novamente
ressuspenso, sendo o volume completado com agua e deixado em repouso por
duas horas, periodo apds o qual, descartou-se o sobrenadante, deixando no
recipiente o sedimento para leitura. Foram preparadas 3 laminas para cada
amostra fecal. Em caso de amostra negativa, foram preparadas mais duas
laminas para confirmagfio do resultado.

Do sedimento foram colhidas duas gotas com auxilio de pipeta, as quais
foram colocadas sobre laminas de 7,5 cm de comprimento por 2,5 ¢cm de largura,
adicionando-se uma gota de lugol, homogeneizando, cobrindo com laminula de
vidro (24mm x 24mm) e examinadas em microscopio Otico binocular

(OLYMPUS - CH2) com objetiva em aumento de 10 e 40 vezes.

3.3.2. Amostras de Soros de Pacientes com Outras Parasitoses

Com o objetivo de verificar reatividade cruzada com outras parasitoses,
nos métodos imunoldgicos, foram estudados 65 soros de individuos com outras
parasitoses: Ancilostomideos (8); Enterobius vermicularis (7); Hymenolepis
nana (6), Trichuris trichiura (6); Ascaris lumbricoides (5); Taenia sp (2);
Giardia lamblia (16); Entamoeba histolytica (2), Shistosoma mansoni (1).
Sendo encontrados 11 casos de individuos biparasitados € um poliparasitados.

Todos foram triados no Laboratério de Anilises Clinicas do HC-UFU pelo
método de MIFC.



20

3.3.3. Amostras de Soros de Pacientes com Estrongiloidiase

Foram obtidos 61 amostras de soros de individuos com diagndstico
comprovado da parasitose através da identificagdo de larvas de S, stercoralis no
material fecal pelo método de MIFC realizado como rotina parasitologica no

Laboratorio de Analises Clinicas do HC-UFU.

3.3.4. Amostras de Soros Padrio Positivo e Negativos

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 ( NEVES et al,, 1995).

O trés soros padrdes negativos foram constituidos de amostras de soros
de individuos sadios, que em trés exames parasitologicos de fezes pelo método
de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917, MORAES, 1948) ¢ 0 método de
Hoffmann, Pons e Janer (HOFFMANN, PONS, JANER, 1934) foram negativos

para S. stercoralis ou outros parasitos e que ndo apresentaram histéria anterior

de estrongiloidiase.

3.4. Padronizagio do teste ELISA frente aos antigenos salino e alcalino

3.4.1. Determinacio da concentracao dos antigenos e titulacio do conjugado

imunoenzimatico-IgA
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Os antigenos salino e alcalino foram analisados pelo teste

imunoenzimatico ELISA isoladamente no mesmo dia ¢ hora, nas concentragdes

de 10pg/ml, 20pg/ml e 40pug/ml. Utilizou-se soro padrio positivo € negativo na
diluigdo 1:20 em PBS (Solugdo Salina Tamponada com Fosfato) pH 7.2
contendo Tween 20 (SIGMA, USA) a 0,05% (PBS-T), controles contendo PBS-
T frente as diferentes concentragdes dos antigenos ¢ PBS-T na auséncia de
antigenos na placa. O conjugado IgA especifica de cabra anti-IgA humana

peroxidase (SIGMA-USA) foi diluido a 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000 em
PBS-T.

3.4.2. Teste imunoenzimatico ELISA

Foram empregadas placas de poliestireno como suporte para adsor¢io de
50ul de cada um dos antigenos soluveis de S. rafti na concentragdo ideal
determinada no item 3.4.1., isoladamente. As placas foram encubadas a 4°C
durante 18h em tampdo carbonato-bicarbonato (0,06M pH 9.6). Apds este
periodo e trés lavagens de cinco minutos com PBS, pH 7,2 contendo Tween 20
(SIGMA, USA- cadeia a) a 0,05% foram adicionados 50 pul de amostras de
soros um padrdo positivo e trés negativo e soros sendo testados na diluigio 1:20
para triagem; diluidos na razdo dois na posterior titulagdo. Apds incubagdo por
45 minutos, em camara imida a 37°C e trés lavagens de cinco minutos com
PBS-Tween foram adicionados 50 ul de conjugado IgA de cabra anti-IgA
humana marcado com peroxidase (SIGMA-USA), no titulo 6timo determinado,
por um periodo de 45 minutos a 37°C. Ap6s trés lavagens a reagdo foi revelada
pela adigdo de 50 pl do substrato HO, em solugdo de ortofenileno diamina

(OPD), preparado no momento do uso (5 mg de OPD + 12,5ml de tampao
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citrato fosfato pH 5,0 + 10 ul de H,0, 30%). Apos 15 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, a reagdo foi interrompida pela adi¢ao de 25 pl de
solugdo 2 N de H,SO, ¢ os valores da absorbancia foram determinados a 490 nm
em leitor de ELISA (Metrolab, Argentina).

O limiar da reatividade foi determinado pela média aritmética das
densidades opticas das amostras dos soros padrdes negativos acrescidos de dois
desvios padrdes (BASSI et al., 1991).

3.5. Analise Estatistica

Foi utilizado teste de distribui¢io Binomial para diferenga entre duas
propor¢des ao nivel de significAncia de 5% para comparagdo da reagdo
imunoenzimatica ELISA frente aos antigenos salino e alcalino (SPIEGEL,
1994).

3.6. Normas de Biosseguranca

Todo procedimento de colheita, manuseio do material biologico e dos
reagentes, bem como a utilizagdo dos equipamentos foram realizados de acordo

com as normas de biosseguranga compativeis, segundo CHAVES-BORGES &
MINEO, (1997).
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4. RESULTADOS

4.1. Obtengdo de Strongyloides ratti

Através do método de Baermann-Moraes obteve-se 210.000 larvas

filaridides de S. ratti resultantes da cultura de fezes de Rattus rattus mantidos

em laboratorio.

4.2. Produgio de antigenos para o teste ELISA

4.2.1. Produgio de extratos antigénicos soltveis para teste ELISA

O numero de larvas utilizadas para obteng¢do de extratos salino e alcalino

de S. ratti, as dosagens protéicas pelo método de Lowry ¢ o rendimento em

mililitros estdo apresentados na Tabela 1.
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4.3. Padronizacio do teste imunoenzimitico ELISA frente aos dois

antigenos de S. ratti

Os testes ELISA utilizando extrato salino e alcalino de S. ratti,
realizados para detecgdo de anticorpo IgA apresentaram resultados satisfatérios
com os padrdes positivo e negativo reagentes e nio reagentes, respectivamente.

As Figuras 1 e 2 apresentam as curvas de reatividade logaritmica obtidas
na padronizagao dos teste imunoenzimaticos ELISA-IgA, respectivamente para
0s extratos salino e alcalino de S. rarii.

A concentragdo de 10 ug/ml foi escolhida para sensibilizagdo das placas
para os dois antigenos. O titulo ideal do conjugado foi determinado como 1000
para os dois extratos.

As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam, respectivamente, a identificagdo dos 60
individuos sadios, 65 com outras parasitoses e 61 com estrongiloidiase, quanto
ao sexo, idade, sintomas, presenga ou ndo de parasitos e outras infecgdes e o
resultado dos testes imunologicos.

A Tabela 5 demonstra a distribuigio da freqiiéncia dos titulos de
anticorpos IgA detectados pelo teste ELISA frente aos dois extratos antigénicos
de S. ratti nos 186 soros testados. Os titulos dos soros reagentes variaram de 20
a 320 e de 20 a 160, respectivamente, na detecgdo de IgA especifica frente aos
extratos salino e alcalino de S. ratti. Pelos resultados obtidos foi necessario
determinar o corte da reagdo no titulo > a 20. O teste ELISA possibilitou
detectar anticorpos circulantes em 26 (42,62%) e 29 (47,54%) dos pacientes
com estrongiloidiase quando se utilizou respectivamente, os extratos salino e
alcalino de S. rartti, onde nao houve diferenga significante entre essas duas
proporg¢oes com margem de erro de 5%. A Figura 3 demonstra a freqiiéncia de
reatividade dos titulos de anticorpos IgA detectados pela reagdo

imunoenzimatica ELISA frente aos extratos salino e alcalino.
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Entre os 61 casos de estrongiloidiase, 35 (57,37%) pacientes mostraram
titulo menor que 20 na reagdo com extrato salino. Destes, 19 (31,14%) estavam
negativos para outros parasitos. ou nio apresentavam outras infecgdes; sete (11,
47%) pacientes estavam positivos para outros parasitas e negativos para outras
infecgdes e seis (9,83%) estavam negativos para outras parasitoses e
apresentavam outras infecgdes por 7. gondii, T. cruzi, S. mansoni: trés (4,91%)
pacientes apresentavam infecgdo por toxoplasmose, e estavam parasitados por £.
histolytica e E. coli (Tabela 4).

No extrato alcalino dos 61 casos de estrongiloidiase estudados 32
(52,45%) pacientes mostraram titulos menores que 20. Destes, 18 (29,50%)
pacientes estavam negativos para outros parasitas € ndo apresentavam outras
infecgdes; sete (11,47%) estavam positivos para outros parasitas e negativos
para outras infecgdes; quatro (6,55%) estavam negativos para outros parasitas e
apresentavam infeccdo por toxoplasmose e esquistossomose e trés (4,91%)
pacientes apresentaram outros parasitas e infec¢do por toxoplasmose (Tabela 4).

Dos 125 soros controles, ocorreram trés casos (2,4%) de positividade
frente aos dois extratos antigénicos pertencentes a um paciente portador de
Enterobius vermicularis os outros dois, positivos para ancilostomideo. Trés
(2,4%) casos de pacientes parasitados por E. histolytica, ancilostomideos e A.

lumbricoides tiveram titulo 1gual a 20, todos no extrato alcalino (Tabela 3).
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Tabela 1: Determinagdo da concentragdo de proteinas e rendimento em ml dos

extratos antigénicos salino total e alcalino de S. ratti.

Extrato antigénico Nutmero de Proteinas Volume Rendimento
S. ratti larvas ug/ml obtido (ml) ng
Salino 110.000 260 2 4.7

9

Alcalino 100.000 700 1,6 1.2
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Tabela 2 - Identificagio dos 60 individuos

para detec¢do de anticorpo IgA anti-S. ratfi.
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sadios e os resultados dos testes imunologicos

CASO SIGLA SEXO IDADE N ATURALIDADE CURSO ELISA13A S ratti
(ANOS) SALINO . ALCALINO

1 LBS F 22 Ribeirdo Preto Psicologia Negativo negativo
2 SMS F 23 Uberaba Psicologia Negativo negativo
3 LBE F 23 Ttumbiara Veterinaria negativo negativo
| TMP M 23 Rio de Janeiro Medicina negativo negativo

°] PSVC M 23 Franca Agronomia negativo negativo
6 CBB F 23 Ribeirdo Preto Medicina negativo negativo
7 AIM M 25 Santo André Medicina negativo negativo

8 PGM F 30 Uberlandia Biologia negativo negativo
9 RTSM F 41 Belo Horizonte Biologia __negativo negativo
10 RSO M 22 Araguari Medicina negativo negativo
11 LAS F 21 Uberlandia Medicina negativo negativo
12 VM F 21 Uberlandia Medicina negativo negativo
13 ALN M 21 Uberlandia Medicina negativo negativo
14 RBV M 21 Araguari Odontologia negativo negativo
15 PFS F 19 Uberlindia Medicina negativo negativo
16 MFTS M 22 Araguari Engenharia negativo negativo
17 DC M 22 Goidnia Medicina negativo negativo
18 PBI M 20 Uberlandia Medicina negativo negativo
19 HS F 22 Uberldndia Medicina negativo negativo
20 IRR M 21 Sertdozinho Medicina negativo negativo
21 GBF M 23 Ribeiriio Preto Odontologia negativo negativo
22 AVS F 23 Uberléndia Medicina negativo __negativo
23 FCF M 24 Coromandel Medicina negativo negativo
24 AM M 25 Uberaba Bioquimica negativo negativo
25 TAL F 21 Lins Medicina negativo negativo
26 RPC M 21 Uberlandia Odontologia negativo negativo
27 MFM F 22 Goidnia Medicina negativo negativo
28 LMO F 28 Araxd Fisioterapia negativo negativo
29 JAMM M 21 Uberlandia Medicina _negativo negativo
30 NMS F 34 Uberlandia Biologia negativo negativo
31 ERS F 25 Coromandel Biologia negativo __negativo
32 CL F 28 Uberlindia Biologia negativo _negalivo
33 AFA E 23 Patos de Minas Biologia _negativo negativo
34 LPS F 21 Uberlandia Biologia _ negativo negativo
35 VP E 22 Goidnia Biologia negativo negativo
36 APMF F 22 S#o Paulo Medicina negativo negativo
3T RA M 25 Ribeirdo Preto Biologia negativo negativo
38 CVF F 22 Uberlandia Biologia negativo negativo
39 NF F 22 Araguari Biologia ___negativo negativo
40 [ae] F 21 Uberlindia Psicologia __negativo negativo
41 KYMS F 25 Ipatinga Biologia negativo negativo
42 FFAA F 21 Cuiaba Biologia negativo negativo
43 ACS F 21 Ituiutaba Biologia negativo negativo
44 TSS F 21 Araguari Biologia negativo negativo
45 ALR F 47 Morada Nova Enfermagem negativo negativo
46 J F 21 Uberlandia Biologia negativo _negativo
47 MFP F 24 Uberlandia Biologia negativo negativo
48 EMT F 24 Uberlindia Biologia negativo negative
49 RDS M 21 Barretos Veterinaria negativo negativo
30 CA M 21 Ituiutaba Biologia negativo negativo
51 FGF F 21 Brasilia Biologia negativo negativo
52 MI F 23 Uberlindia Biologia negativo negativo
33 DS ¥ 25 Patrocinio Biologia negativo negativo
54 MAO M 23 Sdo Paulo Biologia __negativo negativo
35 ACM F 21 Cachoeira Alta Biologia negativo negativo
36 BVS F 23 Ituiutaba Biologia negativo negativo
57 RCR F 21 Salvador Medicina negativo negativo
58 IMA F 25 Uberlindia Biologia negativo negativo
59 RSC F 21 Uberlandia Biologia negativo _negativo
60 EL i 24 Jodo Pinheiro Biolugéa negativo neggtivo
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segundo sexo, idade ¢ sintomas e resultados

dos testes imunolé&ll'cos para detecgdo de IgA na estrongiloidiase.
CASO SIGLA SEXO IDADE SINTOMAS PARASITAS ELISA - IgA S, rarti
(ANOS) SALINO A LCALINO
1 YTD M 21 Diarréia e dor abdominal G. lamb, negativo negativo
2 JLs F 3 Eg'gaﬂalgja E, hist.e G. lamb. negativo negativo
3 APC] F 21 Diarréia (. lamb, _negativo negativo
4 ERM F 29 Diarréia e dor abdominal E. hist. e G. lamp, negativo negativo
5 JRL M 2 Ancmia ferropriva T. rrich, fiegativo negativo
6 RPS M 56 Dor abdominal Ancilost.. negativo negativo
e IRFS F + Assintomitica T trich, negativo negativo
8 AHS. M 31 Assintomadtico E. hist. e A. lumb, negativo negativo
9 RNC F 24 Pré-natal H. nana negativo negativo
10 FAVN F 16 Pré-natal A lumb. e H, nana negativo negativo
11 GAS K. 19 Pré-natal — epigastra.lg’a E. hist. negativo 20
12 JDSB F 18 Pré-natal A. lumb. negativo negativo
13 ABS M 4 Dor T epigdstrica T, trich. negativo negativo
14 CM F 23 Pré-natal T. trich. negativo negativo
15 ESTL F 23 Pré-natal Ancilost. _Negativo negativo
16 ES F 29 Pré-natal — epigastralgia A. lumb. e T, trich. negativo negativo
17 CRSC F 28 Diarréia e dor abdominal Taen. sp negativo negativo
__ 18 LCS F 28 Pré-natal dor abdominal Ancilost. _negativo 20
19 APM M 26 Diarréia aquosa Ancilost,, negativo negativo
20 CRA F 18 Pré-natal E. hist. e Taen, sp _negativo negativo
21 SMLS F 21 Pré-natal dor abdominal H. nana negativo negativo
22 JAO F 19 Pré-natal H. nana negativo negativo
23 AES M 45 Diarréia H. nana negativo negativo
24 RDS F 18 Epigastralgia E. hist. e H. nana negativo negativo
25 RSD M 9 Néuseas e vomitos E. verm, negativo negativo
26 MNS F 20 Pré-natal Ancilost., 4. lumb. e T, trich, negativo negativo
27 S88 M 9 Dor abdominal A. lumb. negativo negativo
28 ABOS M B Dor abdominal ¢ anemia A. lumb. e G. lamp, negativo negativo
29 LCM F 2 Prurido anal e diarréia E. verm. negativo negativo
30 NKA F 5 Prurido anal- E. verm. negativo negativo
31 VAO M 5 Anemia ferropriva E verm. negativo negativo
32 ESMF F 32 Assintomatica A lumb. negativo negativo
33 AFI F 23 Pré-nata] E. verm, 20 80
34 JRS M 41 Anemia ferropriva Ancilost. 80 40
35 MCNS F 22 Pré-natal H. nana negativo negativo
36 VLO F 31 Epigam!gja Ancilost.. e E. hst. negativo negativo
37 VRM F 37 Cefaléia ¢ tonturas Taen. sp negativo negativo
38 0AA F 45 Epigastralgia Ancilost., 20 20
39 CMS M 23 Epigastralgia Ancilost. e 4. lump. negativo 20
40 AFRB F 25 Assintomatico T, trich. negativo negativo
41 CF M 22 Assintomitico G. lamb. negativo negativo
42 KCG ¥ 2 Prurido anal G. lamb, negativo negativo
43 DHS M 4 Prurido anal G. lamb, negativo negativo
44 MR F 22 Pré-natal E. hist. negativo negativo
45 CRSJ M 27 Dor abdominal Ehist. e H. nana negativo negativo
46 VAFD F 11 Vomitos G. lamb. negativo negativo
47 WAVS M 2 Diarréia G. lamb. negativo negativo
48 ASA F 11 Assintomatico G. lamb. negativo negativo
49 iCo M 6 Assintomitico E. verm, negativo negativo
50 ASN M 5 Vomitos A. lumb. negativo negativo
51 JSSP M 3 Prurido anal G. lamb. negativo negativo
52 MAS F 37 Pré-natal Ancilost., negativo negativo
53 PAN M 40 Assintomdtico H. nana negativo negativo
54 RMM F 25 Assintomatico T. trich, negativo negativo
55 MSR F 33 Assintomatico S. mans. negativo negativo
56 MFM F 3 Prurido anal G. lamb. negativo negativo
57 ALC M 70 Vémitos Ancilost.. negativo negativo
58 GPS F 1 Dermatite G. lamb. negativo nepgativo
59 DGA F 5 Prurido anal G. lamb. negativo negativo
60 LBF M 3 Gastroenterito G. lamb. negativo negativo
61 RFP M - Assintomaticol A. Iumb. negativo negativo
62 ALR M 2 Prurido anal G. lamb. negativo negativo
63 RHFB M 1 Prurido anal G. lamb. negativo negativo
64 MDGS M 10 Prurido anal E. verm. negativo negativo
65 AHM M 2 Prurido anal G. lamb. negativo negativo
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Tabela 4 - Identificagdo dos 61 casos de paciente com diagnostico de . Stercoralis nas fezes segundo
Sex0, idade, Sintomas, presenca ou nio de outros parasitas ou infeccdes e resultado ELISA-IgA.
CASO SIGLA SEX IDADE SINTOMAS MIFC PARA OUTROS ELISA
(ANOS) PARASITAS / INFEC, S A
1 JP M 41 Diarréia e dor abdomina] negativo 20 20
2 CGA F 18 Pré-natal __E hartimanni ne; ng,
3 ELS M 16 Cefaléia moderada negativo ne neg
s L S
4 CCp F 18 Pré-natal Negativo / toxo, lasmose ne; ne
5 - - - ogan _—0%0plasmos ——  Qe5  meg
5 MNS F 40 Diagnéstico GO preventivo E. coli; E, histolytica 80 160
-6 CAS M 8 Dor abdominal S. mansoni neg  neg
7 LAM F 17 Pré-natal Negativo / toxoplamose neg neg
8 IDF M 57 Alcélatra crénico, anemia, €Magrecimento negativo 40 40
9 VLS M 24 Diarréia e vomitos negativo ne 20
10 JFC M 47 Alcélatra cronico, astenia ¢ anemia negativo ne ne
11 CBG M 26 Cefaléia, diarréia, astenia ¢ tosse seca E coli; E. histolytica neg neg
12 SMB F 18 Pré-natal E histolytica / toxoplasmose neg neg
. 8 VDS F 38 Pré-natal negativo neg neg
14 SSB F 14 Diarréia negativo ne ne
15 HLS M 34 Epigastralgia negativo neg neg
16 ACV M 48 Epigastralgia Negativo / D, de Chagas 40 40
17 MEG F 18 Cefaléia negativo neg neg
18 JES F 24 Pré-natal Negativo / toxoplasmose 20 20
19 ABB M 41 Diarréia negativo neg neg
20 ucp M 52 Dor lombar em célica H. nana 20 20
21 LAN M 26 Assintomatico negativo 40 20
22 GFS M 60 Dor abdominal ¢ diarréia negativo 20 20
23 IFS F 48 Dor abdominal e inapeténcia E. coli / neurocisticercose 20 40
24 MSA F 4 Dor abdominal G. lamblia neg neg
25 LCRV F 5 Epigastralgja negativo ne ne
26 BPB F 4 Palidez e astenia = negativo neg neg
27 AMM M 18 Diarréia . eolj 20 neg
28 VOO M 33 Dispinéia negativo 20 20
29 TRI. F 34 Pré-natal E. coli ; E. histolytica ne ne
30 MF8 M 55 Epigasu'algga € anemia negativo neg neg
31 JSA M 5% Dor abdominal Negativo / esquistossomose neg neg
32 SAM M 80 Sintomas dispépticos E. hartmanni 320 160
33 JAS M 41 Diarréia esporadica negativo neg neg
34 LRS F 10 Astenia G. lamblia neg neg
35 MSC F 26 Pré-natal negativo 40 80
36 MMO M 50 Diarréia e epigastralgia Negativo / esquistossomose neg neg
37 CR M 20 Assintomético negativo 160 40
38 EPC M 46 _Epigastralgia Negativo / D. de Chagas ne 40
39 LSM ¥ 17 Pré-natal negativo / rubéola i 20 20
40 JAS M 73 Dor abdominal negativo 80 80
41 SP F 19 _Epigastralgia negativo ne ne
42 CH F 29 Pré-natal Ngggg'vw).m ]asmﬂ_____g;‘g____gq__
43 LEM F 47 Astenia e diarrdia negativo neg neg
44 EVCaA F 31 Epigastralgja negativo 20 40
45 AEC M 40 Dor abdominal E. coli; E. histolytica 20 20
46 DGF F 39 P™ renal cronica E. coli / toxoplasmose neg neg
47 NPS M 14 Anemia negativo ne; neg
48 DF F 38 Pré-natal G. lamblia / toxaplasmose __hg ng,
49 MCFC E 25 Diarréia e dor abdominal negativo neg neg
50 RGB M 33 Diarréia e dor abdominal negativo 80 80
51 JLB M 44 Epigaszraigg'a E. coli : E. hfsrerfm 20 80
52 ESS M 37 Sintomas dispépticos negativo neg 20
33 LPRO F 61 Emagrecimento & polifagia negativo 160 80
54 GGR M 24 Assintomatico negativo 20 neg
55 CRA F 39 Epigastalgia negativo neg 20
56 RAM M 57 Eritroderma esfoliativo o prurido negativo 80 20
37 VPB F 46 Anemia macrocitica negativo 160 80
58 DFS F 41 Dor abdominal negativo ne ne
59 MALM F 25 Pré-natal negativo 40 40
60 DAT F 09 Dor abdominal e prurido negativo ne ne
61 DV F 69 Assintomatica negativo 160 160
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Tabela 5 — Distribuigdo de titulos de anticorpos IgA especificos detectados pelo teste
ELISA frente aos extratos antigénicos salino e alcalino de S. rarti em 61 amostras de

soros de pacientes com estrongiloidiase e 125 amostrarde soros controle

Titulo de IgA — extrato salino Total +
Soros n <20 20 40 80 160 320 n %
S. stercoralis 61 35 12 5 4 4 1 26 42 62
Controles 65 62 2 = 1 - - 3 4,62
parasitados
Controles sadios 60 - - - E - - 0 0,0
Titulo de IgA — extrato alcalino

Total +
Soros n <20 20 40 80 160 320 n %
S. stercoralis 61 32 12 7 7 3 - 29 47.54
Controles 65 59 4 | 1 - - 6 9,23
parasitados
Controles sadios 60 60 - - - - - 0 0,0

(p>0,05).
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Fig. 1 -
salino de

Curvas de reatividade logaritimica do teste ELISA utilizando extrato
Strongyloides ratti na concentragdo de 10, 20, 40ug/ml frente a uma

amostra de soro padrio positivo (Soro+) e uma amostra padrdo negativo (Soro-)

diluidos 1:20 e controle sem amostra de soro (s/ Soro) e sem antigeno e sem soro

-S¢ conjugado IgA de cabra anti-IgA humana
(cadeia o) peroxidase nas diluigdes de 1:1000, 1:2000, 1:4000 ¢ 1:8000. Limiar

de reatividade da reagdo calculado em 0,490 DO para as trés conc
extrato

(s/Ag; s/soro) empregando

entragdes do
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Fig. 2- Curvas de reatividade logaritimica do teste ELISA utilizando extrato
alcalino de Strongyloides ratti na concentragdo de 10, 20, 40pg/ml frente a uma
amostra de soro padrao positivo (Soro+) e uma amostra padrdo negativo (Soro-)
diluidos 1:20 e controle sem amostra de soro (s/ Soro) e sem antigeno e sem soro
(s/Ag; s/soro) empregando-se conjugado IgA de cabra anti-IgA humana
(cadeia a) peroxidase nas diluigdes de 1:1000, 1:2000, 1:4000 e 1:8000. Limiar
de reatividade da reagdo calculado em 0,490 DO para as trés concentragdes do

extrato
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Fig. 3- Freqiiéncia de reatividade dos titulos de anticorpos IgA detectados pela
reagdo imunoenzimatica ELISA frente aos extratos salino e alcalino de

Strongyloides ratti em 61 amostras de soros de pacientes com estrongiloidiase.
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5. DISCUSSAO

O estudo da IgA em infecgdes parasitarias humanas tem recebido pouca
atengao, e na estrongiloidiase também os trabalhos sio escassos.

A obtengao de larvas de S. stercoralis foi um fator limitante para o
desenvolvimento dos testes, pois sdo necessarias no minimo 100.000 larvas para
produgdo de extratos especificos, sendo empregado portanto, para este trabalho
o antigeno heterolégo (S. ratti), que possibilitou a produgdo dos dois extratos
antigénicos (salino e alcalino) utilizados.

Até o momento, o teste ELISA-IgA foi realizado somente com extrato
salino para a detecgdo de diferentes classes de imunoglobulinas nos soros
humanos de individuos infectados pelo S. stercoralis sendo, portanto, o
emprego do extrato alcalino para detec¢do de IgA e com antigeno heterélogo de
S. ratti um traballho pioneiro, funcionando como apoio laboratorial para o
diagnostico da estrongiloidiase humana.

Esse estudo possibilitou a detecgdo de anticorpos IgA especifica anti S.
stercoralis em 26 individuos (42,62%) para o extrato salino e em 29 individuos
(47,54%) para extrato alcalino. O teste ELISA ndo detectou anticorpos IgA
especifica em 35 individuos (57,38%) para o extrato salino e 32 (52,46%) para o

extrato alcalino sendo considerado “cut off’igual ou superior a 20 para ambos

extratos.
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Trabalhos para detecgdo de anticorpos IgA especifica anti S. stercoralis
obtiveram positividade de 89,5% para teste ELISA em pacientes
imunocomprometidos e com historia geografica comum (GENTA et al., 1988).
Da mesma forma, foi encontrado positividade de 87,5% em individuos
imunocompetentes com estrongiloidiase crénica ¢ de 73% em pacientes
imunocomprometidos em trabalho realizado por GENTA et al (1987) de
respectivamente, 104 e 15 individuos com diferentes formas de estrongiloidiase
e curso clinico de infecgo.

Estudo realizado por ROSSI ef al. (1993), demonstrou a frequéncia de
77,8% de positividade para IgA em pacientes com diagnéstico comprovado para
estrongiloidiase, 33% dos pacientes com sorologia negativa para o anticorpo
IgA especifica estavam em curso de terapia imunossupressiva.

A menor freqiiéncia de detec¢do de IgA especifica no presente trabalho,
comparados a literatura pode ser atribuida 3 diferenga na dilui¢io dos soros que
foi de 1:20 enquanto alguns autores como GENTA ef al. (1987), GENTA et al.
(1988) e ROSSI et al. ( 1993), utilizaram 1:8, o que poderia ser aumentar o grau
de especificidade no presente estudo, como também pela heterogeneidade dos
individuos, ou  provavelmente por estarem na fase cronica da doenga, apesar
dos 61 individuos estarem eliminando larvas de S. stercoralis nas fezes.

Os resultados encontrados também diferem das observacdes realizadas
por ATKINS et al (1997) onde detectaram niveis elevados de IgA em individuos
infectados cronicamente em 4rea endémica.

No trabalho, as rea¢des cruzadas (extrato salino) eram de dois pacientes
com ancilostomiase € 0 outro caso foi de infecgdo por Enterobius vermicularis
diagnosticado em uma paciente do sexo feminino de 23 anos de idade em
periodo gestacional, ndo sendo possivel confirmagado parasitologica da presenca
de S. stercoralis.

No extrato alcalino observou-se seis casos de reagdes cruzadas, estando

quatro pacientes positivos para ancilostomideos, um para E. histolytica ¢ um
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paciente com E. vermicularis. Cabe ressaltar que os dois testes imunolégicos
para estrongiloidiase foram considerados reagentes no