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RESUMO

O teste ELISA tem sido utilizado para investigar a presenga de imunoglobulinas no soro
contra larvas de Strongyloides stercoralis. Entretanto, uma das principais limitagdes encontradas na
padronizagio de testes sorologicos mais sensiveis e especificos € a dificuldade em se obter
quantidade suficiente de antigenos homoélogos que permitam seu posterior fracionamento e anélise.
Este trabalho teve como objetivos determinar niveis de IgE especifica e total por ELISA em
amostras de soros, utilizando como antigeno heter6logo larvas filaridides de S. ratti para o
diagnostico da estrongiloidiase humana. Amostras de soros de 120 individuos foram analisadas,
sendo 40 pacientes que eliminavam larvas de S. stercoralis nas fezes (grupo I), 40 pacientes com
outras parasitoses, triados pelo Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFU-
MG (grupo II) e 40 individuos sadios, estudantes universitarios, parasitologicamente negativos pelos
métodos de Baermann-Moraes e Hoffmann, Pons e Janer em trés amostras fecais (grupo III). S. ratti
foi obtido de cultura de fezes de Rattus rattus infectados experimentalmente. Microplacas para
ELISA foram sensibilizadas com 0,5ug/pogo de extrato salino de S. rafti. Amostras de soro foram
utilizadas na diluigio de 1:2 em duplicata € o anticorpo secundario anti-IgE humana-biotinilado a
1:1000. O conjugado consistiu de estreptavidina-peroxidase a 1:1000 e a revelagdo com ABTS e
H;0,. Resultados foram expressos em Indices ELISA (IE), considerando valor de cut off = 100.
ELISA para IgE total utilizou anticorpo monoclonal de captura anti-IgE humana (1:5000), soros nas
diluigdes de 1:5, 1:25 e 1:125, o conjugado estreptavidina-peroxidase(1:4000) e as etapas
subseqiientes foram as mesmas para ELISA-IgE especifica. Resultados foram expressos em U/ml
(limiar de normalidade = 100U/ml). A média geométrica (m.g.) dos niveis de IgE especifica a S,
stercoralis obtidos por ELISA foi significativamente maior no grupo I (IE 143 p < 0,05) do que nos
grupos II (IE 70) e III (IE 76), apresentando assim positividade de 55% (22/40) nos pacientes com
exame parasitologico positivo, apenas 2,5% (1/40) nos pacientes com outras parasitoses e 17,5%
(7/40) nos individuos sadios. Niveis de IgE total foram significativamente maiores para o grupo I
(m.g. 866 U /ml, p<0,05) em relagéo aos grupos II e I1I (302 e 313 U/ml, respectivamente). Por
outro lado, a positividade ndo revelou diferengas estatisticamente significativativas nos trés grupos
(77,5%, 67,5% e 70%, respectivamente). Houve significante correlagdo positiva entre os niveis de
IgE especifica a S. stercoralis nos pacientes do grupo I e IgE total. Concluiu-se.que ndo houve
diferenca significativa na positividade de IgE total entre os diferentes grupos estudados, apesar de se
ter encontrado niveis maiores no grupo de pacientes com presenca de larvas de S. stercoralis. Por
outro lado, os niveis de IgE especifica bem como a positividade no grupo de pacientes positivos para
§. stercoralis foram bem superiores aos dos grupos com outras parasitoses ou de individuos sadios.
Portanto, acredita-se que o teste ELISA para IgE especifica possa ter valor como auxilio ao
diagnéstico e monitoramento da resposta imune da estrongiloidiase humana. Este trabalho vem

descrever de forma pioneira a utilizagio de antigeno heterélogo para detecgio de IgE especifica a S.
stercoralis por ELISA.

Palavras chaves: Strongyloides stercoralis, Strongyloides ratti, Estrongiloidiase ELISA, IgE.
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INTRODUCAO

A estrongiloidiase ¢ uma doenga parasitaria de distribuigdo mundial que ocupa o
quinto lugar dentre as helmintiases, com estimativa de 35 milhdes de individuos infectados,
principalmente em paises tropicais e subtropicais. A importdncia clinica decorre de sua
capacidade Gnica entre os nematodeos de invadir tecidos extra-intestinais levando a quadros
graves, potencialmente fatais em individuos imunodeprimidos (BOUREE ef al., 1981,
ANDRADE-NETO, ASSEF, 1997).

O parasita Strongyloides sp. pertence ao Filo Nematoda, Classe Secernentasida,
Ordem Rhabditorida. A familia Strongyloididae € composta por apenas um género
Strongyloides que apresenta 52 espécies (LEVINE,1979). O homem pode ser acometido por
duas delas: S. stercoralis e S. fuelleborni. A primeira espécie tem distribui¢do mundial, a
segunda é encontrada na Africa e nas Filipinas (BARNISH, ASHFORD, 1989). Uma sub
espécie foi descoberta parasitando o homem S. f. bellyi encontrada na Ilha da Nova Guiné
(PIRES, DREYER, 1993).
O nematelminto S. stercoralis foi descoberto em 1876 pelo médico Francés Louis Normand,
na cidade de Toulon-Franga, ao examinar fezes diarréicas de soldados procedentes da
Cochinchina, atualmente Vietnd, As formas do parasita foram descritas por Bavay em 1876,
como Anguillula stercoralis para parasitas encontradas na fezes e como Anguillula intestinalis
para os obtidos em necropsia. Em 1911, Leuckart demonstrou serem as formas stercoralis e
intestinalis pertencentes a mesma espécie heterogenética, a fémea partenogenética e outra de
geragdo de vida livre bissexuada, passando a denomina-la S. stercoralis (PESSOA,

MARTINS, 1982).



A fémea partenogenética vive mergulhada na cripta da mucosa duodenal,
principalmente nas glandulas de Lieberkithn e porcao superior do jejuno. Apresenta corpo
cilindrico, filiforme, branco com extremidades afiladas medindo cerca de 2,2 mm de
comprimento. Possui boca pequena, eséfago estreito e cilindrico; a vulva situa-se no terco
posterior do parasita, da qual se origina um utero divergente (anfidelfo); cada ramo possui
quatro ou cinco ovos, que s3o expulsos j4 contendo a larva dentro (ovoviviparo) (GOMES
MORALES et al., 1995).

Assim que a fémea expulsa o0 ovo embrionado, a larva rabditéide eclode, ainda na
luz do duodeno. Dessa forma, nas fezes encontrésse a larva, que mede cerca de 200
micrémetros, possui esdfago tipicamente rabditéide, com dilatagdo nas extremidades e
constricdo na porgdo mediana. A capacidade deste parasito de causar auto-infecgdo pérmite que
as larvas rabditéides na luz intestinal, se transformem em larvas filaridides e penetfem na mucosa
intestinal, atingindo vasos sangiiineos e linfaticos possibilitando a disseminagdo por todo o
organismo do hospedeiro. A sintomatologia baseia-se nas alteragdes produzidas pelas fémeas
partenogenéticas e pelas larvas (GROVE, 1996) .

Esse helminto apresenta dois ciclos evolutivos, ambos monoxénicos: o primeiro € o
direto ou partenogenético, no qual as larvas rabditoides chegam ao exterior junto com as fezes.
Sendo depositadas em terrenos arenosos, com umidade alta e temperatura variavel de 25 a
30°C, as larvas rabditoides transformam-se em larvas filaridides infectantes, em 24-72 horas. O
segundo ¢ de vida livre, sexuado ou indireto, no qual as larvas rabditéides eliminadas chegam ao
exterior junto com as fezes e, alcangando o solo, com condigdes adequadas transformam-se em
machos e fémeas de vida livre. O macho de vida livre mede cerca de 0,7mm, possui es6fago
rabditéide, cauda recurvada ventralmente, com dois espiculos. A fémea de vida livre, mede cerca
de 1,5 mm, possui esdfago rabditoide, vulva na regido mediana com utero anfidelfo repleto de
ovos. Apos a copula a fémea inicia a oviposicio (NEVES ef al,, 1995).

A estrongiloidiase pode causar diversos quadros clinicos de gravidade variavel. Os
hospedeiros imunocompetentes e infectados com baixa carga parasitaria, sdo geralmente
assintomaticos. As observagdes acumuladas, ha cerca de 10 anos, de uma série de casos graves
e fatais de helmintose, 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 imunologicos na manutengio do

estado de equilibrio parasita hospedeiro (GOMES, 1981).



A patogenia da doenga esta ligada a varios fatores tais como carga parasitaria
adquirida, estado nutricional e a resposta imunitaria do individuo. Porém, em infecgdes macicas
ha o aparecimento de sintomas que podem ou ndo levar o individuo a obito. Nos pacientes
imunodeprimidos, podem causar hiperinfecgdo com sintomas graves e na falta de diagnéstico
correto o individuo pode evoluir para a morte (MILDER ef al., 1981; PIRES, DREYER, 1993;
CONWAY et al., 1995).

Esta helmintose apresenta distribuicdo mundial heterogénea. Foram definidas trés
regides mundiais de acordo com a prevaléncia da infecgdo: esporadica (<1%), endémica (1-5%)
e hiperendémica (>5%) STUERCHLER (1981). Em Bangladesh, india, HALL ef al., (1994).
detectaram prevaléncia de 11,6% para S. stercoralis em criangas na faixa etaria de 7 a 10 anos.
Em Basrah, Irag, MAHDI et al., (1993), observaram que 64% dos pacientes analisados estavam
infectados com parasitas intestinais, sendo que 4,5% apresentaram S. stercoralis nas fezes
examinadas pelo Método direto e Centrifugagdo por formol-éter.

No Brasil, os relatos de prevaléncia variam em fungdo da idade da populagio
estudada bem como de diferengas geograficas e socio-econdmicas (GENTA, 1989). Os maiores
indices de prevaléncia foram encontrados nos Estados de Minas Gerais, Amapa, Goids e
Rondodnia (FERREIRA, 1991).

Uberldndia, MG; ¢ uma regido hiperendémica, pois utilizando os métodos de
Baermann-Moraes (BAERMANN 1917, MORAES 1948) e o de LUTZ (1919), registrou-se
13% de ocorréncia da infegdo por S. stercoralis em criangas de 4 meses a 7 anos de idade da
area urbana do municipio. (MACHADO, COSTA-CRUZ, 1998).

Desde janeiro de 1990 por um periodo de 77 meses, FERREIRA ef al., (1999)
descreveram 25 casos de estrongiloidiase em pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) na 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, Iodo, Formol, Conservante” e método de Baermann-Moraes),
visualizagdo direta ocasional na pesquisa de pidcitos e hemacias (PPH), MIFC associado ao
PPH e escarro, ¢ pelo método de coloragdo de fezes (Kinoyun), demonstrando a auséncia de
metodologia laboratorial adequada para suporte aos exames clinicos.

O diagnostico da estrongiloidiase ¢ definido quando por métodos especificos, larvas
do parasita sdo encontradas nas fezes (BAERMANN, 1917; ARAKAKI ef al., 1990; KOGA et
al., 1991; KAMINSKY, 1993; SUKHAVAT ez al., 1994, SALAZAR, et al., 1995, SATO er al.,
1995b; SANTOS, PADILHA FILHO, 1996), no fluido duodenal (JONES, ABADIE, 1954;



BEAL et al,, 1970, ASSEFA et al., 1991, CHEN ef 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).

Exame fecal ¢ cultura em papel de filtro t€ém sido os métodos convencionais para
detectar larvas em amostras fecais. Entretanto, esses métodos ndo sdo considerados sensiveis o
bastante para o diagnéstico dos casos cronicos, onde as larvas estdo presentes em pequeno
numero ou freqiientemente ausentes (SATO,KOBAYASHI, SHIROMA,1995).

A dificuldade para deteccdo de larvas de S. stercoralis nas fezes pelo exame
parasitologico constitui um dos problemas mais comuns no diagndstico da estrongiloidiase
humana. Mesmo utilizando o mais novo e sensivel método (cultura em placa de 4gar) é
necessario examinar trés amostras fecais colhidas em dias alternados num periodo de 10 dias
para a obtengdo de resultado mais eficiente (KOGA ef al., 1991; KOGA et al., 1992; SATO et
al., 1995).

O emprego de testes imunoldgicos podera contribuir significativamente para
esclarecimento em diagnosticos clinicos e estudos soroepidemiologicos (ROSSI ef al., 1993a).

O teste cutdneo realizado com extratos de larvas filaridides, por Fuellerboni em
1926 surgiu da observagdo clinica de reagdes (cutdneas Larvas currens e urticaria nio
especifica) da doenga; sugerindo a existéncia de resposta alérgica (hipersensibilidade) a larva
filaridide que migra pela pele (PIRES, DREYER, 1993).

A Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com diversidade na sua
padronizagdo, tanto em relagdo aos antigenos de larvas filaridides utilizados como na execugio
da técnica em ldminas, em tubos ou na detec¢do de diferentes classes de imunoglobulinas tem
sido realizada por diversos pesquisadores (COUDERT et al., 1968; DAFALLA, 1972; GROVE,
BLAIR, 1981; GENTA, WELL, 1982; CAMPOS et al.,1988; COSTA-CRUZ et al., 1997).

O teste Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) é econdmico no que se
refere ao uso de reagentes e sensivel na detecgdo de anticorpos, além do grande nimero de
amostras que podem ser testadas num curto periodo de tempo (MALE, STEWARD, 1997). Na
literatura, esta reagdo tem sido descrita utilizando-se diferentes extratos antigénicos para
detecgdo de diferentes classes de imunoglobulinas nos soros humanos de individuos infectados
pelo 8. stercoralis (GAM et al., 1978; CARROL et al., 1981; GENTA, 1987, MANGALI et al,
1991; LINDO et al., 1994; SATO, KOBAYASHI, SHIROMA,1995; COSTA-CRUZ et al.,
1998, COSTA-CRUZ er al., 1999).



Uma das principais limitagdes encontradas no desenvolvimento de testes sorologicos
mais sensiveis e especificos ¢ a dificuldade em se obter quantidade suficiente de antigenos que
permita seu posterior fracionamento e analise (ROSSI ¢f a/., 1993b). Diante disto, é conveniente
a padronizagio e utilizagio 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. As larvas filaridides podem ser
obtidas em grande niimero a partir de culturas de fezes dos ratos infectados, o que simplifica a
obtengio de antigenos (PELLEGRINO et al., 1961).

A composigdo antigénica de Strongyloides de roedores (8. ratti e S. venezuelensis)
foi comparada com a de S. stercoralis e observou-se que estas espécies podem ser utilizadas
como fonte de antigenos para o diagnostico em soro em substitui¢do ao antigeno de S.
stercoralis provendo uma fonte segura de antigeno para o diagnostico em laboratério (GROVE,
BLAIR, 1981; SATO, KOBAYASHI, SHIROMA, 1995; COSTA-CRUZ e¢f al., 1997)

O Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de Uberldndia desenvolve
desde 1994 a linha de pesquisa denominada “Diagnostico da Estrongiloidiase Humana”, tendo
realizado a padronizagdio da detecgdo de IgG, IgM e IgA pelas reagdes de Imunofluorescéncia
indireta com antigeno homoélogo e heterologo e ELISA com antigeno heterologo (COSTA-
CRUZ et al., 1997).

Desde 1960 o tiabendazol e albendazol tém sido as drogas escolhidas para o
tratamento da infecgdo por S. stercoralis, mas apresentam varios efeitos colaterais e néo
apresentam eficdcia em programas de controles de endemias. Estudos recentes demostraram que
a Ivermectina uma droga de uso em medicina veterinaria tem sido mais efetiva e segura no
controle de doengas endémicas como a estrongiloidiase humana (LINDO et al, 1996;

FERREIRA et al., 1999).

Resposta imune humoral na estrongiloidiase humana e o papel da
imunoglobulina E (IgE)

As imunoglobulinas ou anticorpos, sdo glicoproteinas presentes no soro e liquidos
tissulares de todos os mamiferos. Na maioria dos mamiferos superiores, existem 5 classes
diferentes de Imunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Elas diferem entre si no tamanho,
carga elétrica, composi¢do de aminoacidos e conteido de carboidratos. (ROITT, BROSTOFF,
MALE, 1997).



Dentre as 5 classes de imunoglobulinas, a IgE embora em pequena quantidade no
soro (0,05 pg/ml), € encontrada nas membranas da superficie de mastocitos e basofilos. Através
de sua porgdo Fc, a IgE sensibiliza as células alvos nas superficies das mucosas conjuntival,
nasal e bronquicas.

Os niveis de IgE estdo freqiientemente elevados na doenga alérgica e em infecgdes
parasitarias. Quando criangas e adultos s3o avaliados quanto a presenga de doengas atdpicas,
niveis elevados de IgE auxiliam na definicdo do diagnostico, embora niveis normais de IgE n3o
excluam atopia.

A IgE pode, ainda, ter papel importante na imunidade contra os helmintos, mas em
paises desenvolvidos esta mais comumente associada a doengas de hipersensibilidade imediata
tais como asma e febre do feno (ROITT, BROSTOFF, MALE, 1997).

. A IgE esta presente no soro do corddo umbilical (de zero a pouco ng/ml) em
quantidades n3o correlacionaveis aos niveis séricos maternos, indicando que IgE ndo atravessa a
placenta (CALICH ,VAZ, 1988)

A estrongiloidiase pode ser incluida no grupo das infecgOes helminticas que
estimulam a presenga de IgE (BEZJAK,1975).

A concentragio de IgG, IgA, IgM e IgE em amostras de soro e IgG, IgA e IgM no
fluido duodenal e nas fezes foram determinadas por imunodifuséo radial em 28 pacientes com
estrongiloidiase; metade dos pacientes apresentaram elevados niveis de anticorpos IgE nas
amostras de soro que variavam entre 810 a 14600 unidades/ml. A concentragio média de IgG,
IgA e IgM nos soros nio apresentaram alteragdes significativas, embora os valores médios de
IgG e IgM tivessem se mantido ligeiramente elevados e os de IgA ligeiramente diminuidos. As
concentragdes de IgG, IgA e IgM no fluido duodenal estavam nos limites normais; apenas IgA
foi constantemente detectada; IgG e IgM foram detectados em 18 e 26 pacientes,
respectivamente. Nas fezes, a imunoglobulina mais freqiientemente detectada foi a IgA enquanto
que a IgG e IgM foram encontradas em apenas quatro pacientes (BEZJAK, 1975).

Elevados niveis de IgE especifica foram detectados em individuos com
estrongiloidiase por LEAO ef al (1980). A importancia do Radioallergosorbant (RAST) na
detecgdio de IgE especifica em pacientes com estrongiloidiase foi demonstrada por (McRURY e#
al., 1986).

Em 4reas endémicas, a elevacdo de IgE total ndo € indice para diagnosticar
estrongiloidiase (MESSIAS ez al., 1987).



Niveis de IgE sérica total e anticorpos especificos IgG e IgA anti-S. stercoralis
foram pesquisados em amostras de soros de 27 pacientes com estrongiloidiase comprovada por
método parasitologico no Estado de Sao Paulo através de técnicas imunoenzimaticas.
Manifestagdes clinicas nesta séric de casos foram investigadas pelo estudo retrospectivo dos
prontuarios dos pacientes. Em 59% dos pacientes, os niveis de IgE sérica detectados pelo teste
ELISA foram elevados (maior do que 250 Ul/ml - concentragdo média = 1364 Ul/ml).
Anticorpos especificos IgG e IgA anti-S. sfercoralis foram detectados respectivamente em 23
(85,2%) e 21 (77,8%) pacientes (ROSSI et al., 1993b).

Em uma populagdo endémica na Jamaica, individuos infectados com §. stercoralis,
apresentaram niveis séricos de IgG; inversamente correlacionados com a idade. Foi observado
menores niveis de IgE em grupos de idade avangada, enquanto que niveis de IgA foram
similares em ambos os grupos endémicos (30 a 80 anos e 6 a 29 anos) Niveis de IgG4 foram
similares em todos os grupos estudados. O estudo sugeriu que a idade esta correlacionada com a
infec¢do cronica por S. stercoralis em comunidades endémicas, em individuos que adquirem a
infec¢do precocemente podem permanecer infectados até a vida adulta. A elevada produgdo de
IgG4 em combinagdo com a baixa resposta de IgE pode estabelecer a infecgdo e promover a
estrongiloidiase cronica assintomatica. A auto regulagdo nos niveis de IgA pode estar envolvida
no controle de infecgo cronica, em area ndo endémica pois interfere na redugéo da produgéo de
IgGi (ATKINS et al. 1997).

Neste trabalho desenvolveu-se como alternativa no diagnostico laboratorial da
estrongiloidiase humana, o método imunolégico ELISA para a detecgdo de anticorpo IgE

especifica anti-S. stercoralis e total, utilizando-se antigenos de S. rafti em amostras de soros.



2. OBJETIVO
Determinar niveis de IgE especifica e total por ELISA em amostras de soros, utilizando
como antigeno heterologo larvas filaridides de S. ratti no diagnostico da estrongiloidiase

humana.



3. MATERIAL E METODOS
3.1.0btencio de Strongyloides ratti

Para a obtengdo de S. ratti, foram utilizadas fezes de ratos da espécie Rattus rattus
mantidos infectados por inoculagdo em laboratério. O inéculo foi feito por via subcutinea no
volume de 1ml da suspensdo de 2000 larvas por rato. Apos inoculagdo, os ratos permaneceram
10 dias até as proximas culturas.

Os animais, apos 10 dias de inoculagdo, foram colocados em gaiolas metalicas,
forradas com papel umedecido em agua, permanecendo por uma noite em defecagéo.

Apos este periodo, fez-se a colheita das fezes para proceder o cultivo pelo método
Looss. No 5° dia, obteve-se as larvas pelo método de Baermann-Moraes, sendo o material
concentrado através de centrifugag@o (1500 rpm por 15 minutos) e mantidos a -20°C. As larvas
assim obtidas foram gentilmente cedidas pela Prof* Dr* Dulcinéa M. B Campos do Laboratério
de Parasitologia do Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica da Universidade Federal de
Goias.

Realizou-se a contagem das larvas em 10ul deste concentrado em trés laminas
distintas e através da média entre as trés laminas, verificou-se a quantidade de larvas existentes
em 1 ml

3.1.1.Método de Looss

Para coprocultura foram misturadas partes iguais de material fecal e carvdo vegetal
triturados em gréos pequenos. Esta mistura foi umedecida ligeiramente e estendida em placas de
Petri, de modo a formar uma camada ndo espessa, que permaneceu em repouso a temperatura
de 25°C em estufa incubadora BOD (FANEM, Sdo Paulo) por 5 dias. (NEVES et al.,, 1995)

Apos este procedimento foram recolhidas as larvas pelo método de Baermann-Moraes
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3.1.2.Método de Baermann-Moraes

Em um suporte de madeira foram colocados funis de vidro com diametro de 11,5
cm, cuja haste continua em um tubo 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 a passagem de
agua.

Cada funil foi preenchido até a borda com agua de torneira a temperatura de 45°C,
sobre o mesmo foi colocado uma tela metalica (100 malhas por cm’) e sobre esta colocou-se
gaze dobrada em quatro, depositando-se 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 e foi
retirado o tubo de ensaio com cerca de 5 a 7 ml de solugio contendo agua. Apos concentragido
por centrifugagdo (1500 rpm) por 15 minutos as larvas foram lavadas em solugdo salina
tamponada com fosfato pH 7,2 (PBS) por centrifugagio a 1500 rpm durante trés minutos por

cinco vezes e conservadas a -20°C até o momento do uso (BAERMANN, 1917, MORAES,
1948).

3.2 Producio do extrato salino de S. ratti

As larvas de S. ratti obtidas no item 3.1 foram descongeladas e ressuspensas em 3
ml de PBS. As mesmas foram rompidas, para extragdo protéica com auxilio de homogeneizador
de tecidos (GLAS-COL) por 5 periodos de um minuto em banho de gelo e posteriormente,
através de passagem por ultra som (Thorton, Inpec Eletronica Sdo Paulo) a 40 Khz em quatro
periodos de 20 segundos em banhos de gelo. O material foi deixado sob agitagdo lenta por 18
horas a 4°C para extragdo antigénica, e centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C em
centrifuga refrigerada (SORVALL, RC 5C plus, USA). O contetido protéico do sobrenadante
foi dosado através do método de Lowry (LOWRY ez al., 1951).

3.3 Amostras de soros

Foram colhidos 10 ml de sangue de individuos no Laboratorio de Analises Clinicas
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), por pun¢do venosa
e encaminhados ao Laboratorio de Parasitologia para obtengdo das amostras de soro por
centrifugacdo. As amostras de soros foram armazenadas a -20°C at¢ o momento do uso.

Para colheita do material fecal e do sangue de pacientes com outras parasitoses e

pacientes com estrongiloidiase foi assinado um termo de consentimento (anexo 1), no qual os
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pacientes ou responsaveis declararam estar cientes dos objetivos do trabalho, bem como da
importancia de sua colaborag¢ao para 0 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.

3.3.1 Amostras de soros de pacientes com estrongiloidiase (grupo I)

Foram obtidas 40 amostras de soros de individuos com diagnostico comprovado da
parasitose através da identificagdo de larvas de S. stercoralis no material fecal pelo método de
MIFC (Mertiolate, Todo, Formol, Conservante) realizado como rotina parasitologica no
Laboratorio de Analises Clinicas do HC-UFU.

3.3.2 Amostras de soros de pacientes com outras parasitoses (grupo II)

Com o objetivo de verificar reatividade cruzada com outras parasitoses, nos
métodos imunologicos, foram estudadas 40 amostras de soros de individuos, com diferentes
parasitoses Ancilostomideos (11); Enterobius vermicularis (4), Hymenolepis nana (7);
Trichuris trichiura (6); Ascaris lumbricoides (5) Giardia lamblia (7) todos foram triados no
Laboratorio de Analises Clinicas do HC-UFU pelo método de Blagg ou MIFC ou pelo método
de Hoffmann, Pons e Janer no Laboratorio de Parasitologia do Departamento de Patologia da
Universidade Federal de Uberlandia (NEVES ef al., 1995).

3.3.2.1 Método de Hoffmann, Pons e Janer

Esse método (HPJ) 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 foram fragmentadas por meio de bastdo de vidro;
acrescentou-se mais agua, até completar um volume aproximado de 15 ml sob agitagdo
constante. A suspensdo foi filtrada, através de gaze cirirgica dobrada quatro vezes, sobre tela
metélica com 100 malhas por cm’ e transferida para céalice conico de sedimentagdo com 200 ml
de capacidade. Os detritos retidos na gaze foram lavados com agua corrente, agitando-os
constantemente com um bastiio de vidro, sobre o mesmo calice. A suspensdo assim preparada foi
deixada em repouso durante 24 horas. Enquanto o sobrenadante permanecia turvo, este era
descartado cuidadosamente sem levantar ou perder o sedimento. Em seguida o sedimento era

novamente ressuspenso, completando-se o volume com agua até um total de 200 ml e deixado
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em repouso por duas horas, periodo apos o qual, descartava-se o 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 de comprimento por 2,5 cm de largura) e adicionadas uma gota de lugol,
homogeneizada, cobertas com laminulas de vidro (24mm x 24mm) e examinadas em
microscopio oOptico binocular (OLYMPUS - CH2, Japdo) com objetiva em aumento de 10 ¢ 40
vezes.

Em caso de amostras negativas, foram preparadas mais duas laminas para
confirmagdo do resultado.

3.3.3 Amostras de soros controles de individuos sadios (grupo III)

Foram obtidos por doagdo a disciplina de Parasitologia, 40 amostras de soros
controles de individuos sadios, sendo 35 estudantes universitarios e cinco criangas, que em trés
exames parasitologicos de fezes realizados pelos métodos de Baermann-Moraes ¢ HPJ néo
foram detectadas larvas de S. stercoralis ou outra parasitose. Os mesmos ou seus responsaveis

negaram historia anterior de estrongiloidiase.

3.3.4. Amostras de soros controles positivos e negativos

O soro controle positivo foi constituido de uma amostra de soro de um paciente
com estrongiloidiase que apresentou larvas rabditoides do parasito nas fezes pelo método de
Baermann-Moraes.

As quatro amostras de soros padrdo negativos foram obtidas de 4 individuos sadios
assintomaticos, que em trés exames parasitologicos de fezes pelo método de Baermann-Moraes
(BAERMANN, 1917, MORAES, 1948) e 0 método de Hoffmann, Pons e Janer (HOFFMANN,
PONS, JANER, 1934) foram negativos para S. stercoralis ou outros parasitos € que ndo

apresentaram historia anterior de estrongiloidiase.

3.4. Testes imunoenzimaticos ELISA
3.4.1. Testes ELISA para detecgiio dos niveis de IgE anti-S. stercoralis

Microplacas de poliestileno de alta avidez (Corning Laboratries Inc., USA) foram
sensibilizadas com extrato salino de S. ratti (0,5ug / 50 /ug) em tampédo carbonato- bicarbonato
0,06M, pH 9,6 por 18 horas a 4°c.
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Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes com solugdo salina tamponada com
fosfato 0,01 M pH 7,2 (PBS) adicionada de Tween 20 a 0,05% (PBS-T) (Polyoxyethylene-
sorbitam monolaurate-SIGMA), subsegiientemente bloqueadas (200ul/pogo) com solugdo de
PBS-T adicionado de soroalbumina bovina (BSA-SIGMA) a 1%, por 1 hora a temperatura
ambiente. Novamente as placas foram submetidas a trés ciclos de lavagens com PBS-T e em
seguida foram adicionados 50ul/pogo das amostras de soros controles positivos € negativos €
amostras do (grupos L1I e 1IT) em cada placa em duplicata, na diluigdo de 1:2 em PBS-T + BSA
1%. Ap6s incubagéio por 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas
por 5 vezes com PBS-T, seguindo-se a adicio (50ul/pogo) do anticorpo secundario IgG de
cabra anti-IgE humana biotinilada (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., MD, USA) diluido a
1:1000 em PBS-T + BSA 1%. As microplacas foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente.

Procedeu-se a novas lavagens como anteriormente descrito, e adicionou-se
(50pl/pogo) o conjugado estreptavidina-peroxidase a 1:1000 (Sigma Chemical Co.USA) em
PBS-T + BSA 1%, incubando-se por 30 minutos a temperatura ambiente.

Apos a ultima lavagem das placas com PBS-T por 5 vezes, adicionou-se o substrato
enzimatico que consistiu de solugdo de 2,2’-azino bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid
(ABTS -SIGMA) a 0,0lM em tampao citrato-fosfato 0,07M pH 4,2, contendo 0,03% de
H,0,. A leitura foi realizada em leitor de microplacas ELISA (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories,USA) a 405nm em tempos variaveis.

Os resultados dos valores das densidades opticas (D.O) obtidos foram
arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE) considerando o valor do cuf off =100.

Segundo a formula: IE=D.O amostra x 100.

cut off
Onde cut-off foi determinado pela média das densidades opticas obtidos dos soros

controles negativos acrescidos de 5 desvios padréo.

3.4.2 Teste ELISA para detecgiio dos niveis de IgE séricos total

Testes imunoenzimaticos ELISA foram realizados para determinagdo dos niveis de
IgE total no soro de pacientes do grupo L, II ¢ I1I, segundo técnica descrita por POLLART et al.
(1989), com algumas modificagdes.
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Microplacas de poliestireno (Immulon 2®, Dynatech Laboratories Inc., USA) foram
sensibilizadas (50pl/pogo) com anticorpo monoclonal anti-IgE humana (SIGMA) na diluigéo de
(1:5000) em tampao carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6 e incubadas por 18 horas a 4°C.

Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes com solugdo PBS-T ¢
subseqiientemente bloqueadas (200ul/ pogo) com solugdo de PBS-T + BSA 1% por 1 hora a
temperatura ambiente. Novamente, as placas foram submetidas a trés ciclos de lavagens com
PBS-T e seguiu-se a adi¢do (50ul/pogo) das amostras, em trés diluigdes (1:5, 1:25 e 1:125) em
PBS-T + BSA 1%.

Apbs a incubagdo por 1 hora & temperatura ambiente, as placas foram novamente
lavadas por 5 vezes com PBS-T, seguindo-se a adigdo (50ul/pogo) do anticorpo secundario de
IgG de cabra anti-IgE humana biotinilada (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc) diluido a
1:4000 em PBS-T + BSA 1%, incubando-se por 1 hora 4 temperatura ambiente. As etapas
subseqiientes (conjugado estreptavidina-peroxidase e substrato enzimatico) foram realizadas
como descrito para ELISA IgE especifica.

Os valores de absorbancia obtidos das amostras de soros foram convertidos em
U/ml segundo a curva padrdo, construida através de diluigdes duplas seriadas com PBS-T+BSA
1% em duplicata, de soro (individuo ARN) que foi como 300U/ml de IgE total. Considerando o
valor de 100 U/ml como limite de normalidade.

.5 Anailise estatistica

Utilizou-se o t de Student para comparar as médias geométricas entre os trés grupos
e o teste Qui-Quadrado para comparar a positividade entre os trés grupos no nivel de
significancia de p< 0,05%. Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando software:
GRAPHAD PRISM verséo 3.0.

3.6 Normas de biosseguranca

Todo o procedimento de colheita, manuseio do material biologico e dos reagentes,
bem como a utilizagio dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de
biosseguranga compativeis (CHAVES-BORGES, MINEO, 1997).
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4. RESULTADOS
4. 1. Obtencéo de Strongyloides ratti
Através do método de Baermann-Moraes obteve-se 210.000 larvas filaridides de S.

ratti, resultantes da cultura de fezes de R. rattus mantidos em Laboratorio.

4.2. Producio de extrato salino de S.ratti
Foram utilizadas 90.000 larvas para obtencdo do extrato salino de S. ratti. A

concentragdo protéica foi de 140 pg/ mi e o volume obtido, de 2 ml.

4.3. Identificaciio das amostras de soros testados
As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam, respectivamente, dados de identificagdo dos 40
pacientes com estrongiloidiase, 40 pacicntes com outras parasitoses e 40 individuos sadios,

quanto ao sexo, idade e resultados de IgE especifica e IgE total.

4.4. Niveis séricos de IgE especifica anti- S. stercoralis

A Figura 1 demonstra oS niveis séricos de IgE especifica a S. stercoralis
determinados por ELISA em 40 pacientes que eliminavam larvas de S. stercoralis nas fezes
(grupo T), 40 pacientes com outras parasitoses (grupo II) e 40 individuos sadios (grupo IIT). Os
resultados foram expressos em indice ELISA (IE), considerando o valor do cuf off =100

A média geométrica (m.g) dos niveis de IgE especifica a S.stercoralis foi
significativamente maior no grupo I (143, p<0,05) que nos grupos Il (70) e III (76), nao
havendo diferenca significativa nas médias geométricas entre 0S grupos 11 e I1I (p>0,05).
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A positividade para IgE anti-S. stercoralis foi de 55% (22/40) no grupo 1, 2,5%
(1/40) no grupo I e 17,5% (7/40) no grupo III. A positividade encontrada foi significativamente
maior (p<0,05) para o grupo I em relagao aos grupos II e I1I, mas ndo entre os grupos II e 111
(Figura 2).

4.5. Niveis de IgE sérica total

Foram quantificados os niveis de IgE total no soro dos pacientes dos trés grupos
analisados considerando o valor de 100 U/ml como limite de normalidade. O Grupo I
apresentou niveis significativamente maiores (m. g. 866 U/ml, p<0,05) em relagdo aos grupos 11
(302 U/ml) e II (313 U/ml). Entretanto, ndo houve diferenga significativa nas médias
geométricas de IgE total encontradas no grupo II e III, como demonstrado na Figura 3.

A percentagem de positividade para IgE total ndo revelou diferengas
estatisticamente significativas (p>0,05) entre os trés grupos: 77,5% (31/40) no grupo I, 67,5%
(27/40) no grupo 11 e 70 % (28/40) no grupo I1I (Figura 4).

4.6. Correlaciio entre os niveis de IgE total e IgE especifica a S. stercoralis

Uma correlagdo entre os niveis de IgE total e IgE especifica a S. stercoralis foi
realizada para as amostras de soros do grupo I, apresentando significante correlagéo positiva (r
= 0,62, p <0,001) como ilustrado na Figura 5.

A grande maioria dos pacientes com positividade para IgE especifica a S. stercoralis

também apresentaram niveis de IgE total acima do limiar de normalidade (100 Uml).
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Tabela 1- Identificagio dos 40 casos de pacientes com diagnostico de S. stercoralis nas fezes segundo
sexo, idade e resultado dos testes imunologicos para detecgdo de niveis de IgE (grupo I).

CASO SIGLA SEXO _ IDADE (ANOS) IgE Especifica *(IE) ___IgE Total **(U/ml)

1 1] M 38 73,7 10,5

2 MIS F 31 100.,0 20290
3 MCFC F 25 84.0 10.3
4 DXP M 40 94,8 638.8
5 AVP M 63 80,4 850.5
6 MAF F 37 90,7 53,1

7 GLC M 48 2018 1728.1
8 CR M 20 175.3 3122.2
9 CRA F 39 174.2 2106,5
10 LSM F 17 85.1 52,5
11 LPRO F 61 86.1 83
12 VPB F 46 3216 3058.8
13 DAT F 09 75,3 35,5
14 JAS M 73 5227 683
15 LCRV F 5 83.0 3316
16 LEM F 47 90,7 813.3
17 CAR M 38 114.4 9007.7
18 WL M 52 288,1 6790,4
19 JFC M 53 271,1 4024.0
20 LS M 53 96,4 37500,0
21 KCS F 19 68.0 3193,5
22 i M 36 89.2 404
23 ISS M 32 169.1 2732.9
24 MAS F 31 198.6 4546.8
25 MALM F 25 137.5 4516,4
26 MEE F 27 203,1 1355.4
27 SP F 19 584.5 7700,8
28 IMR M 26 2421 1151.3
29 RP M 60 184,5 604,4
30 JSB M 23 602.1 13546.7
31 MCFC F 25 101,5 1367,4
32 VPB M 42 2077 5114.0
33 NPS M 14 75.8 46,6
34 ESS M 37 95,9 5445
35 JFC M 49 79.9 1629.1
36 LLN M 41 203,2 4286,0
37 EE M 53 5397 5085.8
38 Matheus M 25 73,7 4393
39 SMA M 40 123,1 22538
40 IPB F 39 99,0 1217.6

* [E = fndice ELISA (limite de positividade=100)
## 1J / ml = Unidade / ml ( limiar de normalidade= 100)
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Tabela 2- Identificagio dos 40 pacientes com outras parasitoscs scgundo scxo, idade e resultados dos
testes imunologicos de niveis de IgE (grupo IT)

SIGLA SEX  IDADE(ANOS) PARASITAS  IgE Especifica *(IE) IgE Total
0O *%(U/ml)
1 FRS F 20 Ancilostomideos 15,3 173.8
2 RSP F 14 Ancilostomideos 73.8 130,2
3 MF F 17 H. nana 93.1 157.0
4 AFRB F 25 T. trichiura 89.7 2729,5
5 CM F 23 T. richiura 5.7 9,1
6 ABOS M 4 A. lumbricoides 65,3 8493
7 RMM F 25 1. trichiura 69,3 618.0
8 LRO F 31 Ancilostomideos 60.9 3943
9 SIC F 25 Ancilostomideos 76,6 104425
10 ASA F 11 G. lamblia 759 1927 .4
11 MCNS F 22 H. nana 76.4 2063
12 JDSB F 18 A. lumbricoides 104.8 240.0
13 RPS F 56 Ancilostomideos 73,8 11305.,5
14 RNC F 24 H. nana 68.0 456,2
15 AHM M 2 G. lamblia 66,1 1103.5
16 MRA F 20 T. trichiura 68.6 1503,2
17 SMLS F 21 H. nana 75,5 67,1
18 RSD M 9 E. vermicularis 71.3 3854
19 ESTL F 23 Ancilostomideos 74.5 13,1
20 GPS F 1 G. lamblia 65.3 48,9
21 PAN M 40 H. nana 63,6 626,5
22 MMFS M 24 Ancilostomideos 67.8 38.9
23 MAS F 37 Ancilostomideos 62.3 229.6
24 AES M 45 H. nana 64.6 158.1
25 CCS M 26 Ancilostomideos 71,8 97,5
26 LCM F 2 E. vermicularis 74,1 48.7
27 RFP M 4 A. lumbricoides 69.7 8.7
28 ASN M 3 A. lumbricoides 69.9 7692.4
29 ESMF F 32 A. lumbricoides 70,5 4989
30 LBF M 3 G. lamblia 579 40543
31 MFM F 3 G. lamblia 56,5 14.9
32 MDGS M 10 E. vermicularis 73.4 67.0
33 DGA F 5 G. lamblia 73.4 1807,0
34 ABS M 4 T. trichiura 74,5 19.3
35 VLO F 31 Ancilostomideos 66,1 749.9
36 NKA F 5 E. vermicularis 59.6 156.0
37 MCNS F 22 H. nana 60.0 8500,0
38 LPB M 6 G. lamblia 61.1 59.3
39 VRM F 37 Ancilostomideos 55.4 80,1
40 JRL M 2 T. trichiura 78.4 116,0

* [E = {ndice ELISA ( limite de positividade = 100))

*# {J /ml = Unidade / ml ( limiar de normalidade =100)
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Tabela 3- Identificagdo dos 40 individuos sadios segundo sexo, idade e os resultados dos testes
imunolégicos para detecgdo de niveis de IgE (grupolll).

CASO SIGLA SEXO IDADE___IgE Especifica *JE) ___IgE Total **(U/ml)
1 EL M 24 63,5 8414.6
2 WMF M 6 57,8 1.6
3 LCFF M 6 61,9 47479
4 DSR M 11 67,5 151.5
5 ic M 48 60,5 280,3
6 LNS M 54 718 660.5
7 EHR M 32 71,5 129.9
8 JEJ F 41 714 7.4
9 JFS F 22 7.4 450,1
10 WBS M 18 709 7.6
11 NF F 21 104,2 48 4
12 BVS F 21 57,9 657,7
13 FGF M 21 84,7 3377
14 )] F 24 62,1 1199.1
15 DS F 23 72.9 0.0
16 AM M 21 68.8 108.8
17 MJ F 25 70,9 1059.2
18 AFA F 23 104.2 19,6
19 RAG M 28 70,0 143.0
20 FGM M 31 67.1 25.5
21 FCF M 25 65.0 589,2
22 LMO F 28 137,0 93,8
23 FFAA F 21 61,4 1440,5
24 PSVC M 23 69.9 68.9
25 TAL F 21 69,3 4883
26 ESS M 40 85.9 665.5
27 EHC M 50 65,2 883
28 SOP M 40 91,7 447.1
29 RSC F 21 72,0 37500,0
30 LCS M 57 72,0 409.3
31 ANS M 41 71.1 406.4
32 CL F 23 121,7 14792
33 GMS M 30 120,6 2255.0
34 RS M 32 74,5 1190.4
35 JFF M 51 65.4 458
36 GDG M 5 79.2 3614.7
37 KOS b 2 76,8 37,8
38 SIC F 25 70,8 4230,9
39 €C F 25 106,1 67.4
40 ACM F 21 109.8 447.5

*IE = indice ELISA (limite de positividade=100)
** ] / ml = Unidade / ml ( limiar de normalidade = 100)
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Fig.1. Niveis de IgE sérica especificaa S. stercoralis obtidos
por ELISA (indice ELISA = IE) em frés grupos de pacientes:
grupo | (pacientes com estrongiloidiase, n = 40), grupo I
(pacientes com outras parasitoses, n = 40) e grupo |l (individuos
sadios, n = 40). A linha tacejada indica o limiar de positividade
(cut off =100). mg. = média geométrica, *p < 0,0001.
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Fig. 2. Percentagem de positividade para IgE sérica especifica a
Strongyloides stercoralis determinada por ELISA em trés grupos: grupo |
(pacientes com estrongiloidiase, n = 40), grupo Il (pacientes com outras
parasitoses, n = 40) e grupo lll (individuos sadios, n = 40), *p < 0,0005.
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Fig.3. Niveis de IgE sérica total (U/ml) obtidos por
ELISA em trés grupos de pacientes: grupo |
(pacientes com estrongiloidiase, n = 40), grupo Il
(pacientes com outras parasitoses, n = 40) e grupo III
(individuos sadios, n = 40). A linha tracejada indica o
limite de normalidade (100U/ml). m.g= Média
geométrica, *p < 0,05.
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Fig. 4. Percentagem de positividade para IgE sérica total determinada por
ELISA em trés grupos: grupo | (pacientes com estrongiloidiase, n = 40),
grupo |l (pacientes com outras parasitoses, n = 40) e grupo llI (individuos

sadios, n = 40).
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stercoralis (IE) determinadas por ELISA em amostras de soros do
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indica o limiar de positividade (cut off) para ambos os testes.
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5. DISCUSSAO

A estrongiloidiase é uma parasitose de alta ocorréncia no Brasil com varias formas
clinicas, incluindo casos de evolugdo fatal. A aplicabilidade de técnicas parasitologicas €
imunol6gicas podem contribuir para o esclarecimento do diagnostico clinico da estrongiloidiase,
propiciando adequada conduta terapéutica.

A obtengiio de larvas de S. stercoralis ¢ um fator limitante para o desenvolvimento
de testes imunolégicos mais especificos, uma vez que € necessario grande quantidade de larvas
para obtengdo dos extratos antigénicos (ROSSI et al., 1993b). Por isso, tem-se recomendado o
uso de antigeno heterologo de S. ratti, devido a sua composi¢éo antigénica. Observou-se que
esta espécie pode ser utilizada como fonte de antigeno para o diagnéstico sorologico em
substituigdo ao antigeno de S. stercoralis, pela facilidade de manutengdo em laboratorio e pelos
resultados semelhantes obtidos.

Para este trabalho foi utilizado o extrato salino heterdlogo (S. ratti), objetivando a
determinagdo de niveis de IgE anti-S. stercoralis.

Os niveis de IgE especifica obtidos no grupo de pacientes com estrongiloidiase
foram significativamente maiores que no grupo de pacientes com outras parasitoses e grupo de
individuos sadios. Adicionalmente, a positividade de 55% encontrada nos pacientes com exame
parasitologico positivo a S. stercoralis foi também significativamente maior que nos pacientes
com outras parasitoses (2,5%) e nos individuos sadios (17,5%).

Estudo realizado por ATKINS ef al., (1997), comparando niveis de IgE especifica a
S. stercoralis em grupos de pacientes na fase aguda e cronica da doenga, demonstrou que 0s
pacientes na fase aguda apresentavam maiores niveis de IgE séricos especifica do que pacientes

na fase cronica (p<0,01), utilizando soros na diluigéo 1:50.
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A alta positividade de IgE especifica a S. stercoralis encontrada no presente
trabalho, sugere que os pacientes do grupo I poderiam estar na fase aguda da doenga, visto que
elevados niveis de IgE especificos também foram detectados em individuos com estrongiloidiase
pelo método de RAST (LEAO et al., 1980).

Mesmo tendo encontrado uma relativa percentagem de positividade para IgE
especifica a S. stercoralis no grupo de individuos sadios, tal fato pode ser atribuido a baixa
sensibilidade dos testes parasitologico. Além disso, quando o individuo ja teve contato com o
parasita pode apresentar anticorpo, porém néo elimina larvas nas fezes.

A maioria dos artigos infocam o teste RAST para a detec¢@o de niveis e positividade
de IgE especifica a §. stercoralis. Porém o RAST é um teste que emprega material radioativo,
sendo necessario para sua realizagdo, equipamentos e infra-estrutura em condigdes especificas.
A vantagem do teste ELISA ¢ a sua facilidade em execugdo e pouca exigéncia de equipamentos
mais sofisticados (GENTA ez al., 1988; McRURY et al, 1986; MESSIAS et al., 1987;
KORENAGA et al., 1986).

Os niveis de IgE total foram efetivamente maiores para o grupo I (m. g. 866 U/ml)
em relagdo ao grupo II (302 U/ml) e grupo III (313 U/ml), embora a positividade nio
apresentasse diferengas estatisticamente significantes nos trés grupos.

Em 27 pacientes com estrongiloidiase comprovada por método parasitologico,
ROSSI et al., (1993b) encontraram que 59% dos pacientes apresentavam elevados niveis de IgE
total (concentragdo média de 1364 Ul/ml) pelo teste ELISA. Estudos realizados por MESSIAS
et al , (1987) demonstraram que em areas endémicas, a elevagio de IgE total n3o é indice para
diagnosticar estrongiloidiase. Assim, a positividade de IgE sérica total encontrada nos grupos
que foram estudados ndo contribui significativamente para o diagnostico de estrongiloidiase. Por
outro lado, estes resultados corroboram para o ponto de vista que as técnicas ELISA para
deteccdo de IgE anti-S. stercoralis podem ser de grande utilidade para o diagnostico da

estrongiloidiase.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho permite concluir que :

«Os niveis de IgE especifica bem como a positividade no grupo de pacientes
parasitologicamente positivos para S. stercoralis foram superiores aos grupos com
outras parasitoses ou de individuos sadios .
eNio houve diferenga significativa na positividade de IgE total entre os diferentes
grupos
eO Teste ELISA para detectar IgE especifica em amostras de soros tem valor
como auxilio ao diagnostico e monitoramento da resposta imune na
estrongiloidiase humana.
eDe forma pioneira vem descrever a utilizagdio de antigeno heterdlogo para

detecg@o de IgE especifica a S. stercoralis por ELISA.
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