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“E melhor tentar e falhar, que preocupar-se e ver a vida passar.
E melhor tentar, ainda em véo, que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro caminhar na chuva, que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco, que em conformidade viver

(Martin Luther King)
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi comparar o emprego de antigenos de larvas
filaridides de Strongyloides stercoralis e Strongyloides ratti em cortes de
congelagdo através do teste de imunofluorescéncia indireta (IF) anti - IgM no
diagnostico da estrongiloidiase humana. Soros de 121 individuos foram
analisados sendo 54 de pacientes com estrongiloidiase e 67 controles.
S. stercoralis foi obtido de cultura de fezes humanas e S. rati de cultura de fezes
de Rattus rattus infectados experimentalmente. As laminas contendo cortes de
quatro micra das larvas filaridides incluidas em “Tissue Tek” O.C.T. foram
adicionados os soros padréo positivo, padrio negativo e soros testes. Empregou-
se conjugado anti - IgM humano no titulo ideal de 10 para os dois antigenos.
Considerou-se positivo o teste com os titulos > 40. O antigeno de S. stercoralis
detectou 20 (37,0%) casos de [gM circulante ¢ o de S. rarmi 16 (29,6%). Para o
antigeno de S. stercoralis os titulos dos soros variaram de 40 a 160 e para o S,
ratti os titulos variaram de 40 a 80. Houve correlagdo linear significativa
(r = 0,67, p£ 0,001) entre os titulos de anticorpos para os dois antigenos.
Concluiu-se que os dois antigenos podem ser empregados no teste de
imunofluorescéncia indireta (IgM) como auxilio diagnostico. Diante da
disponibilidade de obtengdo de grande quantidade de antigeno em laboratério,
cconomia de conjugado e por nio haver diferenga significativa envolvendo as
duas proporg¢des ¢ havendo correlagdo linear entre os titulos de anticorpos, a
utilizagdo de S. rati ¢ recomendada como antigeno no diagnéstico da
estrongiloidiase humana.

Palavras - chave: Strongyloides stercoralis, Strongyloides ratti, Teste de
Imunofluorescéncia, diagnostico imunolégico, IgM.
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1-INTRODUCAO

O parasita Strongyloides Sp.. pertence ao reino Animalia, sub-reino
Metazoa, filo Nematoda, classe Secernentea, Ordem Rhabdiasoidea. A familia
Strongyloididae ¢ composta por apenas um género Strongyloides (LEVINE,
1979). O género Strongyloides, apresenta 52 especies, podendo o homem ser
acometido por trés delas: S. stercoralis, S. fulleborni e S. fulleborni -* like A
primeira espécie tem distribui¢do mundial, a segunda ¢ encontrada na Africa e
nas Filipinas, ¢ a terceira apenas na ilha da Nova Guiné (BARNISH &
ASHFORD, 1989: 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, atual Vietni. As formas do
parasita foram descritas por Bavay em 1876, como Anguillula stercoralis para
parasitas encontrados na luz intestinal e como A. intestinalis para os obtidos em
necropsia. Em 1911, Leuckart demonstrou screm as formas estercoralis e
intestinalis pertencentes a4 mesma espécie heterogenética, como uma forma
parasita partenogenética e outra de geragdo de vida livre bissexuada, passando a

denominar-se S. stercoralis (PESSOA & MARTINS, 1982).
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A capacidade deste parasito de Causar auto - infec¢do permite que larvas
rabditoides, na luz intestinal, transformem-se em larvas filaridides, e penetrem na
mucosa intestinal, atingindo os vasos sanguineos e linfaticos e se disseminando
por todo o organismo do hospedeiro, ¢ toda sintomatologia baseia-se nas
alteragdes produzidas pelas fémeas partenogenéticas e pelas larvas (GOMES -
MORALES ez al., 1995: GROVE, 1996).

A estrongiloidiase pode causar diversos quadros clinicos de gravidade
variavel. As pessoas imunocompetentes e infectadas com baixa carga parasitaria,
sdo geralmente assintomaticas. Porém, em infecgdes macigas ha o aparecimento
de sintomas que podem ou ndo levar o individuo a 6bito. Nos pacientes
imunodeprimidos causam hiperinfec¢do, cujos sintomas sio graves, e na falta de
diagnostico correto, o individuo evolui para a morte (MILDER ¢7 al., 1981;
PIRES & DREYER, 1993: CONWAY etal., 1995; SATO et al., 1995b).

As observacoes acumuladas, ha cerca de 10 anos, de uma série de casos
graves e fatais da helmintose, induzidos por corticosterdides e/ou terapéutica
imunossupressora, utilizada particularmente  para o tratamento de doencas
malignas e nefropatias, revelaram interessante “modelo” da exacerbagdo de uma
infecgdo latente, muitas vezes assintomatica, permitindo avaliar a possivel
importincia dos mecanismos imunolégicos na manuten¢do do estado de
equilibrio parasita - hospedeiro (GOMES , 1981).

S. stercoralis, apresenta-se amplamente disseminado nos tropicos ¢
subtropicos, onde as condi¢des climaticas favoraveis, a alta concentragao
populacional de baixo poder econdémico e cultural, a deficiéncia de educagdo
sanitaria ¢ a falta de saneamento basico permitem o desenvolvimento e a
manutengdo do agente no meio ambiente (MARZOCHI & CARVALHEIRO,
1978, MILDER et al., 1981: GRANOT et al., 1983; MAHDI e al, 1993;
HALL et al., 1994).
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A estrongiloidiase tem distribui¢io mundial heterogénea apresentando
areas de predilegsio no Sudoeste da Asia, Brasil, Colémbia, Sul dos Apalaches,
Leste Europeu, Oeste da Africa e algumas ilhas do Caribe. Stuerchler em 1981
aput: PIRES & DREYER (1993) definiu trés regides mundiais de acordo com 2
prevaléncia da infecgdo pelo S. stercoralis: esporadica (<1%), endémica (1-5%)
e hiperendémica (>5%). MACHADO & COSTA - CRUZ (1997) demonstraram
que Uberlandia ¢ uma regio hiperendémica, pois utilizando os métodos de
BAERMANN - MORAES ¢ o de LUTZ, realizados no Laboratorio de
Parasitologia da Universidade Federal de Uberldndia registraram 13% de
ocorréncia da infecgdo por S, stercoralis em criangas de zero a sete anos da area
urbana do municipio.

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 estrongiloidose, em Salvador (BA), através de revisio dos prontuarios
clinicos € 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 condi¢des ressaltaram-se 13
casos com doengas basicas variadas (predominando nefropatias e tumores
malignos), todos relacionados ao uso de agentes terapéuticos capazes de
promover depressdo imunologica.

Num trabalho realizado no Rio de Janeiro (RJ), NOLETO ef al (1990)
constataram estrongiloidiase disseminada fatal em 13 casos necropsiados, com
idade entre 11 ¢ 64 anos, em todos havia uma condicio desencadeante prévia:
desnutri¢do crénica, uso de corticosterdides, infecgdo 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 anglise
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de 3047 laudos, no periodo de janeiro de 1971 a maio de 1995. Em 15 casos,
houve localizacio intestinal com macica quantidade de larvas e ovos do parasita,
sendo dois casos de pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA).

Na estrongiloidiase, a pesquisa de larvas nas fezes foi o primeiro exame
diagnostico a ser empregado, e desde 1876, continua sendo o mais utilizado na
rotina . O método mais comumente ¢ 0 de BAERMANN (1917), que se baseia
na migra¢do das larvas pelo seu hidrotermotropismo (PIRES & DREYER,
1993).

A dificuldade para detecgdo de larvas de S. stercoralis nas fezes pelo
©Xxame parasitologico constitui um dos problemas mais comuns no diagnostico da
estrongiloidiase humana. Mesmo utilizando o mais novo e sensivel método
(cultura em placas de agar) ¢ necessario examinar repetitivamente as amostras
fecais para a obtengdo de um resultado correto. Devido a natureza oportunistica
desta parasitose, para prevenir a infecgdo severa ou fatal torna-se essencial o
desenvolvimento de testes imunologicos de diagnéstico para completar o
diagndstico parasitologico (KOGA et al, 1991: KOGA et al., 1992: SATO et al.,
1995b).

A confirmagio parasitologica da presenca da infec¢do pode ser dificultada,
uma vez que os parasitas sio freqiientemente ausentes ou presentes em pequeno
namero (NEVA, 1986: GROVE, 1989). Nessas condi¢des, repetidos exames
fecais por métodos parasitologicos de rotina laboratorial apresentam baixa
sensibilidade (SATO e al., 1995a; DREYER ef al., 1996). O diagnostico da
estrongiloidiase ¢ definitivo quando, por métodos especificos, larvas do parasita
sd0 encontradas nas fezes (BAERMANN, 1917; ARAKAK]I ef al., 1990: KOGA
et al., 1991; KAMINSKY, 1993; SUKHAVAT et al, 1994; SALAZAR et al.,
1995; SATO et al, 1995b; SANTOS & PADILHA, 1996), no fluido duodenal
(JONES & ABADIE, 1954: BEAL et al., 1970; ASSEFA et al., 1991; CHEN
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et al, 1994), ou ocasionalmente em outros tecidos ou fluidos de pessoas
infectadas (AVRAM et al., 1984; HUARATO SEDDA et al., 1990; MURTY
etal., 1994; TAKAYANAGUI etal., 1995).

O desenvolvimento de testes imunoldgicos para o diagnostico da
estrongiloidiase pode contribuir para o esclarecimento dos diagnésticos clinicos e
estudos soroepidemioldgicos (CONWAY et al., 1995: SATO et al., 1995a) e
serem aplicados como alternativa diagnostica (CAMPOS e¢ al., 1988).

A primeira abordagem do imunodiagnéstico na estrongiloidiase foi o teste
cutaneo realizado com extratos de larvas filaridides por Fulleborni em 1926, Este
teste surgiu da observacdo clinica de reagdes cutaneas (larva currens e urticaria
ndo - especifica) da doenca, sugerindo a existéncia de resposta alérgica
(hipersensibilidade)  larva filarigide que migra pela pele (PIRES & DREYER,
1993). Os testes intradérmicos ndo sio convencionalmente  aplicados
(PELLEGRINO et al., 1961),

Outros métodos imunoldgicos tém sido descritos, como a aglutinacéo
indireta com particulas de gelatina (SATO et al., 1991), hemaglutinacio indireta
(GAM et al., 1987), reagdo de “Immunoblot” (GENTA et al, 1987: LINDO
et al,1994); radioimunoensaio (IgE) (LEAO et al, 1980) e a reacdo
Imunoenzimatica Enzyme Linked Immunosorbent assay (ELISA) (BRASIL
etal, 1988; GAM et al., 1987; LINDO et al.,, 1994: SATO et al., 1995a).

O teste de imunofluorescéncia indireta com diversidade na sua
padronizagdo, tanto em relagdo aos antigenos de larvas filarioides utilizados
Como na execugdo da técnica ora em laminas, ora em tubos ou na deteccdo de

diferentes classes de imunoglobulinas tém sido descrito como resumido no

Quadro 1.



Quadro 1 - Teste de imunofluorescéncia indireta no diagndstico da estrongiloidiase humana.

Antigeno Técnica  Imunoglobulina N’ sensibilidade  especificidade “cut-off” Autor /Ano
(o) (%)
S. stercoralis  cortes gamaglobulina 43 infectados 93.0 96.0 20 COUDERT et al., 1968
(musculo) 76 controles
w.wm\mcﬂamm.,w‘mcwm.|t-..mmumm%ow:@w:! 45infectados 1000 - — ~ DAFALLA, 1972
44 controles
S. ratti tubos gamaglobulina 44 infectados 98.0 89.0 4 GROVE & BLAIR, 1981
116 controles
S. stercoralis  tubos IgG 48 infectados 92,0 942 20 GENTA & WEIL, 1982
52 controles
IgM 12 infectados 1 fracamente positivo negativo 20
IgA 12 infectados negativo negativo 20
T s : ) T
S. cebus cortes gamaglobulina 50 infectados CAMPOS et al., 1988
(musculo) 200 controles 82.0 96,0 80
e DRI e e E
S. stercoralis cortes IgG 54 infectados 94.4 94,2 20 COSTA - CRUZ eral. 1997
(Tissue Tek) 69 controles
S. ratti cortes [gG 54 infectados 92,5 97.1 20
(Tissue Tek) 69 controles
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Uma das principais limitagdes encontradas no desenvolvimento de testes
sorologicos mais sensiveis e especificos, € a dificuldade em se obter quantidades
suficientes de antigenos que permitam seu posterior fracionamento ¢ analise
(ROSSI et al., 1993). Diante disto, é conveniente a padronizagao e utilizagio de
antigenos provenientes de Strongyloides ratti (Sandground, 1925). O S raui ¢
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 obten¢do do antigeno (PELLEGRINO e¢ al., 1961).

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

A auséncia de anticorpos [gM pode estar relacionada com a cronicidade
das infecgdes. Os niveis de IgG decrescem significativamente, dois a quatro
meses apos o tratamento, sugerindo que a presenga do parasita ¢ necessaria para

a continuidade da producio de anticorpos  especificos (GENTA & WEIL,
1982).



A demonstracio de anticorpos IgM circulantes pode permitir a
diferenciacdo entre infec¢do recente ou crénica e esse fato pode contribuir para o

diagnostico de primoinfec¢do ou auto - infecgdo (GROVE, 1 996).

1.1 - Objetivo

Esse estudo teve como objetivo padronizar o teste de imunofluorescéncia
indireta para a detecgdo de imunoglobulina M (IgM) em amostras de soro
humano no diagnéstico da infecgdo aguda por S stercoralis, empregando
preparagGes antigénicas de larvas filarigides de Strongyloides stercoralis e
Strongyloides ratti, e analisar os resultados frente aos niveis de IgG circulantes

anteriomente detectados nestes individuos, para os dois antigenos.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Obtencio de Strongyloides stercoralis

Os parasitas foram obtidos de fezes de pacientes infectados com
S. stercoralis triados na rotina coproparasitologica do Laboratério de Andlises
Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC - UFU).

Através dos prontuarios de atendimento, os individuos infectados foram
localizados e a eles entregues frascos plasticos com capacidade para 80 g, sem
conscrvantes, para que as fezes ai colocadas pudessem ser processadas no
Laboratorio de Parasitologia da UFU.

Para a obten¢do de larvas filarioides do S, stercoralis, o material fecal foi
submetido a coprocultura pelo método de Looss ou cultivo em carvio
(In: NEVES et al, 1995). Apos sete dias as larvas foram recolhidas através do
método de BAERMANN modificado por MORAES (1948).

2.1.1 Método de Looss

Para coprocultura misturou-se partes iguais de material fecal ¢ carvdo

vegetal triturados em gréios pequenos. Umedeceu-se ligeiramente ¢ estendeu-se a
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mistura obtidas em placas de Petri, de modo a formar uma camada ndo espessa, ¢
deixou-se em repouso a lemperatura ambiente de 25 °C por cinco dias. Apos esse

procedimento recolheu-se as larvas pelo método de BAERMANN modificado
por MORAES (1948).

2.1.2 Método de BAERMANN modificado por MORAES (1948)

Em um suporte de madeira foram colocados funis de vidro com didmetro
de 11,5 cm, cuja haste continuava em um tubo de borracha de 10 ¢m, no qual era
introduzido um tubo de ensaio de vidro de 10 cm de comprimento por dois ¢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 colocada uma tela metalica com 100 malhas por
cm’. Sobre a tela colocou-se uma gaze dobrada em quatro, depositando sobre a
mesma aproximadamente 10 g de fezes. Deixou-se a gaze com a amostra fecal
€m contato com a agua, em repouso por uma hora e retirou-se o tubo de ensaio
com cerca de cinco a sete ml de agua.

Apos concentragdo por centrifugacdo ( 500g por 15 min.) as larvas foram
lavadas em tampdo fosfato pH 7,2 por centrifugacdo a 15 Og durante trés minutos

por cinco vezes e conservadas a 20 °C até o momento da padronizagio do teste.
2.2 - Obtencao de Strongyloides ratti

Para obtengdo de S. ratti foram utilizados ratos da espécie Rartus rattus
mantidos em laboratério e inoculados com suspensao de larvas (um ml contendo
2000 larvas/rato) por via subcutinea.

Os animais, apos 10 dias da inoculagdo, foram colocados em gaiolas

metalicas, forradas com papel (jornal) umedecido em agua, para permanecerem
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2.4 Obtengio de soros

Para a obtencgdo do sangue e do material fecal dos pacientes foi elaborado
um termo de consentimento (Apéndice), no qual os pacientes ou 0s responsaveis
declaravam estar cientes dos objetivos do trabalho bem como da importancia da
sua colaboragdo para 0 mesmo. Apoés autorizagdo dos pacientes, 0s espécimes
foram colhidos antes do tratamento especifico.

A quantidade de 10 ml de sangue de cada individuo foi colhida no
Laboratorio de Analises Clinicas do HC - UFU Por pungdo venosa e os soros,
obtidos apos centrifugacdo a 3000g durante cinco minutos que foram
encaminhados ao Laboratério da Disciplina de Parasitologia. Os soros foram
armazenados @ -20 “C até o momento da padronizagdo do teste imunolégico.

Para completar a identificagdo dos soros, foram obtidos dos individuos
sadios e dos prontuarios dos pacientes a sigla dos nomes, a idade, 0 sexo e a

procedéncia. Nos casos de controles de outras parasitoses e nos casos de
estrongiloidiase também  foram identificados os sintomas e associa¢des

parasitarias ou outras infecgdes.

Foram obtidos 123 80ros conforme os itens descritos abaixo:
2.4.1 Soros controle de individuos sadios

Foram obtidos soros controle de 30 individuos assintomaticos, todos
estudantes universitarios, que em trés exames parasitologicos de fezes realizados
pelos métodos de BAERMANN modificado por MORAES (1948) e
HOFFMANN, PONS & JANER (1934) ndo foram detectadas larvas de
S. stercoralis  ou outra parasitose e que negaram historia anterior de

estrongiloidiase.
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uma noite em defecagdo. No outro dia, foi realizada a colheita das fezes que
foram colocadas em um becker, umedecidas e maceradas com bastio de vidro.
As fezes foram misturadas ao carvao vegetal e colocadas em copos plasticos
descartaveis tampados com gaze.

As culturas, assim obtidas, foram mantidas 2 temperatura ambiente, em
local umido onde permaneceram durante cinco dias. No quinto dia, foram obtidas
as larvas filarivides pelo método de BAERMANN modificado por MORAES,
(1948). Concentrou-se o material através de centrifugacdo e realizou-se a
contagem de larvas em 0,01 ml (medidos por pipeta automatica de 10 pl) em trés
laminas. Através da média ponderada entre as trés laminas, verificou-se quantas
larvas existiam em um ml, por regra de trés simples.

Parte das larvas obtidas foram utilizadas para manutencdo do ciclo

evolutivo e a outra parte mantida a -20 °C para o preparo do antigeno.

2.3 - Producio de antigeno de S. stercoralis e S. ratti  para teste de

imunofluorescéncia indireta

S. stercoralis ¢ S, ratti obtidos na forma de larvas filaridides conforme
itens 2.1 e 2.2 foram incluidos em “ Tissye Tek® ” ¢ submetidos a cortes de
(uatro micra de espessura em microtomo (Cryocut 1800 - Reichert Jung) . Os
cortes  foram depositados & ldminas  de microscopia,  previamente
desengorduradas pela passagem de alcool-etér PA volume a volume, fixadas a
lemperatura ambiente e conservados 4 -20 °C até 0 momento do uso. Foram
utilizadas as laminas que continham no minimo cinco cortes de larvas

visualizadas ao aumento de 200X (COSTA - CRUZ ¢ al., 1997).
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2.4.2 Soros controle de outros pacientes

Com o objetivo de verificar alguma reatividade cruzada com outras
parasitoses, nos métodos imunologicos, foram selecionados soros de 39
individuos com diferentes parasitoses, triados no Hospital de Clinicas da UFU,
pelo método de MIFC. Destes, 37 foram testados para IgM.

Os soros destes pacientes foram encaminhados ao Laboratério de

Parasitologia e estocados a -20 °C até o momento do uso.

2.4.3 Soros de pacientes com estrongiloidiase

Foram obtidos soros de 54 individuos apés o diagnostico comprovado da
parasitose através da identificagdo de larvas de S Stercoralis no material fecal

pelo método de MIFC realizado como rotina parasitologica no Hospital de
Clinicas da UFU.

2.4.4 Soro padrio negativo para IgM

O soro padrio negativo foi obtido de individuos assintomaticos que em
trés exames parasitologicos de fezes realizados pelos métodos de BAERMANN
modificado por MORES (1948) ¢ HOFFMANN, PONS & JANER (1934) nao
foram detectadas larvas de Strongyloides ou nenhuma outra parasitose e que

negaram historia anterior de estrongiloidiase.



2.4.5 Soro padrio positivo para IgM

O soro padrio positivo foi obtido nos testes piloto para a padronizagdo do

teste de imunofluorescéncia indireta anti - IgM.
2.5 - Teste de Imunofluorescéncia Indireta

O teste de imunofluorescéncia indireta para detecgdo de IgG foi realizado
conforme metodologia realizada por COSTA - CRUZ et al., 1997; considerando
Positivos os testes com titulos > 20, Para a detecgdo de IgM foi seguido 0 mesmo
protocolo como descrito a seguir:

As 1aminas de microscopia contendo cortes de quatro micra de larvas,
obtidas segundo os itens 2.1 e 2.2. incluidas em “ Tissue Tek® . foram
adicionados soro padréo Positivo e negativo e soros testes na diluigdo de triagem
a 1720 em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7.2 0.001M.
Decorridos 30 minutos a 37 °C, as laminas foram lavadas em PBS por trés vezes,
durante cinco minutos. ApOs a secagem das laminas o conjugado anti - IgM
(Biolab) foi adicionado, no titulo ideal para os dois antigenos (10), diluido em
Azul de Evans 3%. As laminas foram incubadas a 37 °C por 30 minutos e
novamente lavadas em PRS por cinco minutos, trés vezes o montadas em
glicerina pH 85 Og testes foram avaliados em microscopio  de
imunofluorescéncia OI. YMPUS BH2 - RFC, equipado com lampada de
mercurio, filtro de interferéncia e filtro barreira ¢ os resultados €Xpressos em
titulos. Foram considerados positivos os testes com titulos 2 40. Os soros

positivos foram titulados na razio 2.
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2.6 - Pesquisa de fator reumatoide

A pesquisa de fator reumatoide foi realizada nas amostras de soro cujos
resultados foram positivos para presenca de IgM através do teste de
imunofluorescéncia indireta. Para tal, foi usado o kit “Reumalatex®, Doles
Reagentes ¢ Equipamentos para laboratorio I.tda”, Goiénia, GO, Brasil.

Foram consideradas positivas as amostras com titulos > 60 Ul/ml

(UI= maior titulo encontrado X sensibilidade do kit),
2.7 - Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de colheita, manuseio do material biologico e dos
reagentes bem como a utilizagdo dog equipamentos foram realizados de acordo

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

2.8 - Anilise Estatistica

O teste de Distribui¢do Normal foj utilizado para as duas propor¢des no
nivel de significancia de 1% e 5% para comparacdo de casos positivos e casos
negativos do teste frente aos dois antigenos e Correla¢do Linear para comparacio

dos titulos obtidos para antigenos de S. stercoralis e S. ratti (SPIEGEL,
1993).
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3 - RESULTADOS

3.1 Soros

Dos 30 individuos sadios, 15 eram do sexo masculino e 15 do sexo
feminino com idades variando de 19 a 41 anos obtendo-se a mediana de 22 anos
(Tabela 1).

A Tabela 2 mostra a identificagdo dos 39 casos controles com outras
parasitoses, segundo sexo, idade e sintomas ¢ a Tabela 3 identifica os respectivos
agentes etiologicos e suas associagoes.

A Tabela 4 apresenta g identificagdo dos 54 casos de estrongiloidiase

segundo sexo, idade e sintomas.
3.2 Teste de imunofluorescéncia indireta

Por meio do teste de imunofluorescéncia indireta foi possivel detectar
anticorpos IgM circulantes em 20 (37.0%) e 16 (29,6%) dos pacientes com
estrongiloidiase quando utilizado, respectivamente, os antigenos de S. stercoralis
e S. ratti. Estatisticamente. no nivel de significancia de 1% ou 5% no teste de

distribuicdgo normal envolvendo as duas propor¢des ndo houve diferenga
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significativa entre os testes de imunofluorescéncia indireta (IgM) utilizando
antigenos de S. stercoralis ¢ S. ray;

A Tabela 5 apresenta os resultados laboratoriais dos 54 casos de
estrongiloidiase; verificou-se que os titulos dos soros reagentes variaram de 20 a
2640 na detecgiio de imunoglobulina G (IgG) e de 40 a 160 na detecgio de
imunoglobulina M (IgM) quando foi utilizado 0 antigeno de S. stercoralis. Os
titulos variaram de 20 a 2640 na detecc¢do de imunoglobulina G (IgG) e de 40 a
80 na deteccio de imunoglobulina M (IgM) para o antigeno de S. ratti

As Tabelas 6 ¢ 7 apresentam respectivamente, a comparacdo da deteccio
de IgG e IgM frente aos antigenos de S. stercoralis e ratti pelo teste de
imunofluorescéncia indireta. Os trés casos de positividade para IgM e
negatividade para IgG frente ao antigeno de S. stercoralis correspondiam aos
€asos 25, 26 e 36; ¢ os trés casos de positividade para [gM e negatividade para
IgG frente ao antigeno de S Fatii correspondiam aos casos 17,25 e 26.

O 1nico caso que o antigeno de S. ratti ndo detectoy nenhuma das duas
imunoglobulinas foi o caso 36,

O paciente 28 ICagente para IgG frente aos dois antigenos ¢ IgM somente
frente ao antigeno de § stercoralis apresentava o teste de fator reumatoide
positivo (120 Ul/ml).

A Tabela 8 demonstra a distribuicio da frequéncia dos titulos de
anticorpos IgM detectados pelo teste de imunofluorescéncia indireta frente aos
antigenos de S. stercoralis e S. ratti, em soros de pacientes com estrongiloidiase e
em pacientes controles. Houve um €aso (2,7%) de positividade frente aos dois
antigenos entre os 67 soros controles estudados, o qual pertencia a uma paciente
poliparasitada (caso 26 Tabela 2 ¢ 3 ) que também apresentava a reagdo para
fator reumatoide positiva (60 Ul/ml).

A Figura 1 apresenta a correlagdo entre os titulos de anticorpos IgM

detectados pelo teste de imunofluorescéncia indireta frente aos antigenos de
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S. stercoralis ¢ S. ratti Houve correlagao significativa (= 0,67: p< 0.001) entre

0s niveis de anticorpos obtidos utilizando larvas de Stercoralis e S. ratti.
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Tabela 1 - Identificagdo dos 30 casos negativos para estrongiloidiase.

s B s T R o e e ke v (e e e i e ke i S it B

)

S - -

caso sigla Sexo idade (anos) procedéncia curso

1 LBS E 22 Ribeirdo Preto Psicologia
2 SMS F 23 Uberaba Psicologia
3 LBE F 23 [tumbiara Veterinaria
4 TMP M 23 Rio de Janeiro Medicina

5 PSVC M 23 Franca Agronomia
6 CBB F E5) Ribeirdo Preto Medicina

7 AIM M 25 Santo André Medicina

8 PGM F 30 Uberlandia Biologia

9 RTSM F 41 Belo Horizonte Biologia

10 RSO M 22 Araguari Medicina
11 LAS F 21 Uberlandia Medicina
i2 VM F 21 Uberlandia Medicina
13 ALN M 21 Uberlandia Medicina
14 RBV M 2l Araguari Odontologia
15 PFS F 19 Uberlandia Medicina
16 MFTS M 22 Araguari Engenharia
17 DC M 22 Goiania Medicina
18 PBJ M 20 Uberlandia Medicina
19 HS F 22 Uberlandia Medicina
20 IRR M 21 Sertdozinho Medicina
21 GBF M 23 Ribeirdo Preto Odontologia
22 AVS F 23 Uberlandia Medicina
23 FCF M 24 Coromandel Medicina
24 AM M 25 Uberaba Bioquimica
23 TAL F 21 Lins Medicina
26 RPC M jid Uberléndia Odontologia
21 MFM F 22 Goidnia Medicina
28 LMO F 28 Araxa Fisioterapia
29 JAMM M 21 Uberlandia Medicina
30 NMS F 34 Uberlandia Biologia
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Tabela 2 - ldentificagdo dos 39 individuos controles com outras parasitoses
segundo sexo, idade e sintomas.

caso sigla sexo idade sintomas
(anos)

1 ¥YTD M 21 Diarréia e dor abdominal
2 SN M 24 Epigastralgia
3 APCI F 21 Diarréia
4 ERM F 29 Diarréia e dor abdominal
5 JRL M P Anemia ferropriva
6 RPS M 56 Dor abdominal
ik IRFS F 4 Assintomatica
8 CRA F 31 Pré-natal - assintomatica
9 RNC F 24 Pré-natal - assintomatica
10 FAVN F 16 Pré-natal - assintomatica
11 GAS F 19 Pré-natal - epigastralgia
12 JDSB F 18 Pré-natal - assintomatica
13 ELG M 54 Dor epigastrica
14 CM F 23 Pré-natal - assintomatica
15 ESTL F 29 Pré-natal - assintomatica
16 ES F 29 Pré-natal - epigastralgia
17 CRSC F 28 Diarréia e dor abdominal
18 LCS F 28 Pré-natal - dor abdominal
19 APM M 26 Diarréia aquosa
20 CRA F 18 Pré-natal - assintomatica
21 SML F 21 Pré-natal - dor abdominal
22 JAO F 19 Pré-natal - assintomatica
23 AES M 45 Diarréia
24 RDS r 18 Epigastralgia
25 RSD M 9 Nauseas ¢ vomitos
26 MNS F 20 Pré-natal - assintomatica
27 SSS M 9 Dor abdominal
28 ABS M 4 Dor abdominal ¢ anemia
29 LCM F 2 Prurido anal e diarréia
30 NKA F 5 Prurido anal e dor abdominal
31 VAO M 5 Anemia ferropriva
32 ESMF F 32 Assintomatica
33 AFI F 3 Pré-natal - assintomatica
34 JRS M 41 Anemia ferropriva
35 MCNS F 22 Pré-natal - assintomatica
36 VLO F 31 Epigastralgia
37 VRM F 37 Cefaléia e tonturas
38 OAA F 45 Epigastralgia
€5 CMS M 23 Epigastralgia

20
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Tabela 3 - Identificagio e freqiiéncia das parasitoses intestinais nos 39
individuos controles com outras parasitoses.

parasitas n’ do caso total
monoparasitados
Ancilostomideos 2,6,15,18,19,34 38 7
Enterobius vermiculares 25.29.30,31,33 5
Hymenolepis nana 9.21.22.23.35 5
Trichuris trichiura 5.7,13.14 4
Ascaris lumbricoides 12,27,32 3
Taenia sp 17,37 2
Giardia lamblia 1.2 2
Entamoeba histolytica 11 1
associacoes parasitarias
Ancilostomideos e Ascaris lumbricoides 39 1
Ancilostomideos e Hymenolepis nana 10 1
Ancilostomideos € Entamoeba histolytica 36 1
Ancilostomideos, Ascaris lumbricoides ¢ 26 1

Trichuris trichiura

Entamoeba histolytica e Giardia lamblia 4

Entamoeba histolytica e Ascaris 8 1
lumbricoides

. Entamoeba histolytica e Hymenolepis nana 24 1
Entamoeba histolytica ¢ Taenia sp 20 1
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura 16 1
Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia 28 1
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Tabela 4 - Identifica¢@o dos 54 casos de estrongiloidiase segundo sexo, idade e sintomas.

caso sigla sexo idade(anos) sintomas

1 JpP M 41 Diarréia e dor abdominal

2 CGA F 18 Pré-natal (assintomatica)

3 ELS M 16 Cefaléia moderada

4 CCp F 18 Pré-natal (assintomatica)

5 MNS F 40 Diagnéstico GO preventivo
6 CAS M 8 Dor abdominal

7 LAM F £ Pré-natal (astenia)

8 IDF M 57 Alcoolatra cronico,anemia,emagrecimento cronico
9 VLS M 24 Diarréia e vomitos

10 JFC M 47 Alcoolatra cronico, astenia ¢ anemia
11 CBG M 26 Cefaléia, diarréia, astenia e tosse seca
12 SMB F 18 Pré-natal (assintomatica)

13 VDS F 38 Pré-natal (astenia)

14 SSB F 14 Diarréia

15 HLS M 34 Epigastralgia

16 ACV M 48 Epigastralgia

17 MEG F 18 Cefaléia

18 JES F 24 Pré-natal (assintomatica)
19 ABB M 41 Diarréia

20 UCP M 52 Dor lombar em célica
21 LAN M 26 Assintomatico

22 GFS M 60 Dor abdominal e diarréia
23 IFS F 48 Dor abdominal e inapeténcia
24 MSA F 4 Dor abdominal
25 LCRV I 5 Epigastralgia
26 BPB F 4 Palidez e astenia
27 AMM M 18 Diarréia
28 VOO M 33 Dispnéia
29 TRL F 34 Pré-natal (assintomatica)
30 MEFS M 55 Epigastralgia ¢ anemia
31 JSA M 57 Dor abdominal
32 SAM M 80 Sintomas dispépticos
33 JAS M 41 Diarréia esporadica
34 LRS F 10 Astenia
35 MSC F 26 Pré-natal (assintomatica)
36 MMO M 50 Diarréia e epigastralgia
37 CR M 20 Assintomatico
38 EPC M 46 Epigastralgia

39 LSM F 17 Pré-natal (assintomatica)
40 JAS M 73 Dor abdominal
41 SP F 19 Epigastralgia
42 CH F 29 Pré-natal (assintomatica)
43 LEM F 47 Astenia e diarréia
44 EVCA F 31 Epigastralgia
45 AEC M 40 Dor abdominal
46 DGF F 39 P renal cronica
47 NPS M 14 Anemia
48 DF F 38 Pré-natal (assintomatica)
49 MCFC F 25 Diarréia e dor abdominal
50 RGB M 33 Diarréia e dor abdominal
51 JLB M 44 Epigastralgia

52 ESS M 37 Sintomas dispépticos

53 LPRO F 01 Emagrecimento e polifagia
54 GGR M 24 Assintomatico




PEWD /L0 L L L LA G T O R T T A AR T S TR T T 1 T T A DO e o T (0, Vil e e e e, T VY

Tabela 5 - Resultados laboratoriais dos 54 casos de estrongiloidiase.

Caso MIFC para outros eosiofiha outras IF -1gG IF -1gG IF - IgM IF -IgM
parasitas (%) infecgbes S. stercoralis S. ratti S .stercoralis S. ratti

1 negativo 2 - 80 160 negativo negativo
2 E. hartmanni 12 --- 160 160 80 40

3 negativo 18 - 80 80 negativo negativo
4 negativo 23 Toxoplasmose 80 80 negativo 40

3 E. coli / E. histolytica 13 o 80 80 negativo 40

b 8. mansoni NR o 80 80 negativo negativo
7 negativo 5 Tepoplusione 40 40 negativo negativo
8 negativo 4 --- 80 40 negativo negativo
9 negativo 30 --- 160 160 80 40
10 negativo . -- 40 40 80 40

11 E. coli/ E. histolytica 12 === 320 160 80 40

12 E. histolytica 9 Toxoplasmose 160 160 40 40
13 negativo 8 - - 20 20 40 40

14 negativo NR - 20 20 40 negativo
15 negativo 10 -- 160 160 negativo negativo
16 negativo 8 D. de Chagas 40 20 negativo negativo
17 negativo 4 --- 20 negativo 80 40

18 negativo 18 Tenoplssmons 80 160 80 negativo
19 negativo 7 - 80 80 negativo negativo
20 H. nana NR - - 160 160 negativo negativo
21 negativo 15 = 40 80 negativo negativo
22 negativo 8 .- 160 160 negativo negativo
23 E. coli 8 PERCRIN) 80 80 negativo negativo
24 G. lamblia 1 - - - 640 640 40 negativo
25 negativo 4 ~n negativo negativo 80 40
26 negativo 1 --- negativo negativo 80 40
27 E. coli 18 .- 160 160 80 80
28 negativo 2 --- 160 80 80 negativo
29 E. coli / E_histolvtica 3 --- 20 20 negativo negativo
30 negativo 5 - - 80 80 negativo negativo
31 __negativo 2 Estpistossmon 40 40 negativo negativo
32 E. hartmanni 23 = 640 320 160 40
33 negativo 6 - 160 160 negativo negativo
34 G. lamblia 16 - - 2640 2640 negativo negativo
35 negativo NR o 1280 1280 negativo negativo
36 negativo 3 Seiusoseolfee negativo negativo 40 negativo
37 _negativo 4 == 320 320 negativo negativo
38 negativo NR D. de Chagas 40 20 negativo negativo
39 negativo 4 Suibvioka 2640 2640 negativo negativo
40 negativo 10 -~ 320 640 negativo negativo
41 negativo 14 = 1280 1280 80 80
42 negativo 3 Toxoplasmose 1280 320 negativo negativo
43 negativo 3 - - 320 160 _negativo negativo
44 negativo 6 - .- 160 80 negativo negativo
45 E. coli / E. histolytica 14 --- 320 640 _negativo negativo
46 E. coli 2 Taxophemose 80 160 negativo negativo
47 negativo 2 -~ - 80 40 80 40
48 G. lamblia 1 Toxoplasmose 40 20 40 40
49 negativo 3 -- 20 20 80 negativo
50 negativo 9 - - 2640 640 _negativo negativo
51 E. coli/ E. histolvtica NR i 1280 160 negativo negativo
52 negativo A --- 160 80 negativo negativo
53 negativo 3 --- 160 160 negativo negativo
54 negativo 10 --- 80 80 __negativo negativo

MIFC= Método de Exames de Fezes

IF=

Teste de imunofluorescéncia indireta

NR= Nio Realizado
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S. stercoralis S. stercoralis
IgM lgG TOTAL
Positivo 17 3 20

Negativo 34 0 34
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Tabela 7 - Comparacio da detecgdo de IgG e IgM frente a0 antigeno de
S. ratti pelo teste de imunofluorescéncia indireta nos 54
pacientes com ¢strongiloidiase.

IgM IgG TOTAL
__Positivo _ Negativo

o 73 - S S T B——
Negativo 37 1 38

A M e S s
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Tabela 8 - Distribui¢iio dos titulos de anticorpos IgM detectados pelo teste de
imunofluorescéncia indireta frente aos antigenos de § Stercoralis e
S. ratti em soros de pacientes com estrongiloidiase e em controles.

Titulos de IgM - § Stercoralis  Total positivos

Soros n <40 40 80 160 n %
S. stercoralis 54 34 6 13 | 20 37.0
Controles parasitados 37 36 0 1 0 1 2,7
Controles sadios 30 30 0 0 0 0 0

Titulos de 1gM - S, raui Total positivos

Soros n <40 40 80 160 n %
S. stercoralis 54 38 14 2 0 16 29.6
Controles parasitados 37 36 0 1 0 1 7 |
Controles sadios 30 30 0 0 0 0 0
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S. ratti :
Titulos de
anticorpos IgM
160 —
80— 2
60—
40 2 3 8 1
negativo | 32 3 3
e s LT E T T T Y —
negativo 4() 80 160

S. stercoralis - Titulos de anticorpos (IgM)

Figura 1 - Correlagdo entre o titulos de anticorpos IgM  detectados pelo teste de

imunofluorescéncia indireta frente aos antigenos de Strongyloides stercoralis e

Strongyloides rati nos 54 casos de estrongiloidiase.
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4 - DISCUSSAO

O teste de imunofluorescéncia indireta - IlgM cmpregando-se como
antigenos larvas de § Stercoralis ou de S. ratti em cortes de congelagio pode ser
utilizado como auxilio diagnéstico da infecgdo aguda por S. stercoralis. Como
demonstrado no Quadro 1 somente GENTA & WEIL (1982) analisando 18
individuos infectados  obtiveram um caso fracamente positivo  para
imunoglobulina M utilizando o antigeno de S Stercoralis e a técnica de
imunofluorescéncia realizada em tubos, considerando o “cut - off” de 20 Neste
trabalho foi necessario considerar o “cut - off’ igual a 40 uma vey que varios
Soros de portadores de outras parasitoses foram reagentes no titulo 20 ng
padronizagio do teste de imunofluorescéncia indireta - [gM

A utilizagdo da técnica em cortes de congelagdo utilizando Como suporte o
“Tissue Tek” O. C. T. sem o uso de outros suportes, como musculo estriado de
cobaia ou cavidade cardiaca de camundongo tornoy esse trabalho mais pratico
como ja havia sido descrito por COSTA - CRUZ et g/ (1997) na padronizagio do
teste de imunofluorescéncia indireta - IgG,

A reagdo cruzada observada neste estudo (um caso) era de uma paciente
poliparasitada, que também apresentava ancilostomiase (caso 26 - Tabela 2 ¢ 3),

A reagdo cruzada com ancilostomideos j4 havia sido descrita, na detecgdio de IgG
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Por meio do ¢mprego do teste de imunoﬂuorescéncia indireta - [gM foi
possivel diagnosticar a infec¢do em Casos ndo reagentes pelo teste de
imunofluorescéncia indireta - IgG. Para 0s antigenos de S. stercoralis e S. ratti

houve dois casos (casos 25 ¢ 26 - Tabela 5) de detecgio de IgM e auséncia de

Foi também observado que 11 pacientes com estrongiloidiase (casos 2,4
41213 18, 29, 35, 39 42, 48 - Tabela 4) fizeram o diagnostico da parasitose

por ocasido do pré - natal, sendo nove destas assintomaticas. Talvez esge fato

correlacdo linear entre 0s titulos de anticorpos, a utilizagdo de S. rqyi ¢
recomendada como auxilio diagnéstico na pesquisa de anticorpos no soro de
individuos infectados pelo 8. stercoralis. O S. ratti havia sido anteriormente
utilizado como antigeno (GROVE & BLAIR, 1981) na forma viva de larva
filaridide em teste de imunofluorescéncia indireta realizada em tubos com adigéo

de 50 pl de anti - gamaglobulina diluida a 1/20.

diagnéstico em populagdes de risco (criangas, gestantes, imunodeprimidos por

transplante, por quimioterapia, radioterapia e Sindrome da Imunodeficiéncia
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evitando formas graves desta helmintiase
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de imunoglobulina M em 37,0% e 29,6%, respectivamente para os antigenos
S. stercoralis ¢ S. rayi €m pacientes com estrongiloidiase.

* Por meio do emprego do teste de imunofluorescéncia indireta - IgM fo;
possivel diagnosticar a infeccdo em casos nao reagentes pelo teste de
imunofluorescénceia indireta - IgG, o que possibilita o diagnéstico da infecgao

aguda por S. stercoralis
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7 - APENDICE

Termo de consentimento

Eu,

Doc. n’ , consinto na realiza¢do da coleta de meu material
————

fecal e soro NeCessarios a padronizagdo de testes imunologicos no diagnostico da

cstrongiloidiase  humana ng Universidade Federa] de Uberlandia sob a

coordenagdo da Prof Dra, Juha Maria Costg - Cruz.
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